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DESCRIPCION
Elemento inmunorregulador manipulado e inmunidad alterada por el mismo
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composicién para la produccién de una célula inmune disefiada
artificialmente y a un método para producir una célula inmune disefiada artificialmente. Se divulga en el
presente documento, pero no estd cubierto por la invencién reivindicada, un sistema inmunitario disefiado
artificialmente con una eficacia inmunolégica mejorada. Més especificamente, se divulga un sistema
inmunitario modificado artificialmente que comprende elementos manipuladores inmunolégicos disefiados
artificialmente y una célula inmune que los incluye.

Técnica antecedente

Los agentes terapéuticos celulares son medicamentos farmacéuticos que inducen la regeneracién utilizando
células vivas para restaurar células/tejidos/entidades dafiadas o enfermas y son medicamentos farmacéuticos
que se producen mediante manipulacién fisica, quimica o biolégica. por ejemplo, cultivo ex vivo, proliferacion,
seleccién o similares de células autélogas, alogénicas o heterélogas.

Entre ellos, los agentes terapéuticos de células reguladoras inmunitarias son medicamentos farmacéuticos que
se utilizan con el fin de tratar enfermedades regulando las respuestas inmunitarias en el cuerpo utilizando
células inmunitarias (por ejemplo células dendriticas, células asesinas naturales, células T, etc.).

En la actualidad, se estan desarrollando agentes terapéuticos de células inmunorreguladoras cuyo objetivo
principal es el tratamiento del cancer como indicacién. A diferencia de la terapia quirtrgica, los agentes
anticancerigenos y la radioterapia que se utilizan convencionalmente para el tratamiento del céancer, los
agentes terapéuticos de células reguladoras inmunes tienen mecanismos terapéuticos y eficacias que
adquieren efectos terapéuticos al activar las funciones inmunes a través de la administracién directa de células
inmunes a los pacientes; se espera que ocupen una parte importante de los nuevos productos biolégicos
futuros.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de los antigenos introducidos en las células varian entre si dependiendo
del tipo de agente terapéutico celular inmunorregulador.

Cuando se introduce un gen exdgeno en las células inmunes en forma de vector viral, etc., Estas células podran
tener tanto las caracteristicas de un agente terapéutico celular como un agente terapéutico genético.

La administracién de agentes terapéuticos de células reguladoras inmunes se puede realizar activando varias
células inmunes (por ejemplo, células mononucleares de sangre periférica (PBMC), células T, células NK, etc.
aisladas de pacientes mediante aféresis) con varios anticuerpos y citocinas, luego proliferando ex vivo e
inyectandolas nuevamente en un paciente; o inyectando nuevamente en el paciente células inmunes, en las
que se introduce un gen (por ejemplo, receptores de células T (TCR) o receptores de antigenos quiméricos
(CAR)).

La inmunoterapia adoptiva, que implica la administracién de células inmunes autélogas especificas de antigeno
(por ejemplo, células T) producidas ex vivo, puede convertirse en una estrategia prometedora para tratar
diversas enfermedades inmunes, asi como el cancer.

El documento WO 2015090230 A1 divulga una molécula de acido nucleico aislada que codifica un receptor de
antigeno quimérico (CAR) , en donde el CAR comprende: i) un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que
comprende un dominio de unién antimesotelina humano, ii) un dominio transmembrana, v iii) un dominio de
sefializacién intracelular que comprende un dominio estimulador, y en donde dicho dominio de unién
antimesotelina comprende uno o mas de la regién determinante complementaria 1 de la cadena ligera (LC
CDR1), la regién determinante complementaria 2 de la cadena ligera (LC CDR2) y la regién determinante
complementaria 3 de la cadena ligera (LC CDR3) que comprende una secuencia de aminoacidos enumerada
en la Tabla 5 y uno o més de la regién determinante complementaria 1 de la cadena pesada (HC CDR1), la
regiébn determinante complementaria 2 de la cadena pesada (HC CDR2) y la regién determinante
complementaria 3 de la cadena pesada (HC CDR3).

El documento WO 2014039513 A2 divulga una composicién para mejorar la actividad citolitica de una célula,
comprendiendo dicha composicién un inhibidor de la diacilglicerol quinasa (DGK) o una proteina efectora
corriente abajo de la misma.

PETRA U. PRINZ ET AL: "High DGK-[alpha] and Disabled MAPK Pathways Cause Dysfunction of Human
Tumor-Infiltrating CD8 + T Cells That Is Reversible by Pharmacologic Intervention", THE JOURNAL OF
IMMUNOLOGY, vol. 188, no. 12, 9 May 2012 (2012-05-09), paginas 5990-6000 divulgan células T CD8' que
se infiltran en tumores (CD8-TIL) que se encuentran en muchos tipos de tumores, incluido el carcinoma de
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células renales humano. Sin embargo, el rechazo del tumor rara vez ocurre, lo que sugiere una actividad
funcional limitada en el microambiente del tumor.

M. J. RIESE ET AL: "Enhanced Effector Responses in Activated CD8+ T Cells Deficient in Diacylglycerol
Kinases", CANCER RESEARCH, vol. 73, no. 12, 10 April 2013 (2013-04-10), paginas 3566-3577 informan
sobre ensayos clinicos recientes que han demostrado ser prometedores en el uso de células T transducidas
con receptores de antigenos quiméricos (CAR); sin embargo, el aumento de su actividad puede ampliar su uso
clinico y mejorar su eficacia. Recientemente, se informé que los agentes terapéuticos de células inmunes se
pueden utilizar de diversas formas, por ejemplo, como inhibidor autoinmune, etc., ademas de exhibir una
funcién anticancerigena. Por lo tanto, los agentes terapéuticos de células inmunes pueden utilizarse en
diversas indicaciones modulando las respuestas inmunes. En consecuencia, existe una gran demanda de
mejora y desarrollo de la eficacia terapéutica de las células inmunes manipuladas utilizadas para la
inmunoterapia adoptiva.

Divulgacién

Problema técnico

Se divulga un sistema inmunitario disefiado artificialmente con un efecto inmunolégico mejorado.

Se divulga un factor inmunorregulador manipulado artificialmente y una célula que lo comprende.
Se divulga un método para modificar (por ejemplo mejorar o inhibir) la funcién de una célula inmune.

Se divulga un uso terapéutico y/o profilactico de una enfermedad acompafiada de una anomalia inmunolégica,
que comprende un factor inmunorregulador y/o una funcién inmunolégica modificada por células inmunitarias
como componentes eficaces.

Se divulga en el presente documento, pero no estd cubierto por la invencién reivindicada, una funcién
anticancerigena al mejorar la proliferacién, la supervivencia, la citotoxicidad, la infiltracién y la liberacién de
citoquinas de las células inmunes.

Se divulga un gen inmunorregulador tal como PD -1, CTLA-4, A20, DGKa, DGKZ, FAS, EGR2, PPP2R2D,
PSGL-1, KDMBA, TET2, etc., y/o productos expresados a partir de ellos.

Se divulga una composicién para editar el genoma de una célula inmune que comprende un complejo de
proteina editora-acido nucleico guia aplicable a la regulacién de la actividad de un gen inmunorregulador, y un
método para su uso.

Se divulga un complejo de proteina editora-acido nucleico guia que se puede utilizar para manipular un gen
inmunorregulador como PD-1, CTLA-4, A20, DGKa, DGK{, FAS, EGR2, PPP2R2D, PSGL-1, KDMBA, TETZ2,
etc.

Solucién técnica

La invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjunto. Los aspectos que no entran dentro del
alcance de las reivindicaciones se divulgan sélo a titulo informativo. Para resolver estos problemas, la presente
invencién proporciona una composicién para la produccién de una célula inmune disefiada artificialmente que
tiene al menos un gen inmunorregulador disefiado artificialmente seleccionado entre el gen Dgkay el gen Dgkd,
que comprende:

uno o mas 4cidos nucleicos guia o acidos nucleicos que codifican los mismos; y

una proteina editora o un acido nucleico que la codifica, en donde la proteina editora es una proteina Cas9
derivada de Streptococcus pyogenes, en donde el acido nucleico guia y la proteina editora son capaces de
formar un complejo de proteina editora-acido nucleico guia, y el complejo de proteina editora-acido nucleico
guia es capaz de inducir uno o més indeles en una secuencia de &cido nucleico de uno o mas del gen Dgka y
el gen Dgkl de una célula inmune, y

en donde el 4cido nucleico guia tiene una secuencia capaz de dirigirse a una secuencia diana seleccionada
entre las SEQ ID NO: 19, 20, 21 y 23 en una regiéon de exdn del gen Dgka, o la secuencia diana seleccionada
entre las SEQ ID NO: 109, 110, 111, 112, 113, 116, 120, 121 y 123 en una regién de exdn del gen Dgkd.

Las realizaciones preferidas se reflejan en las reivindicaciones dependientes.

Ademas, se divulga un sistema inmunitario disefiado artificialmente con un efecto inmunolégico mejorado. Mas
especificamente, se divulga un sistema inmunitario disefiado artificialmente que comprende un factor
inmunorregulador disefiado artificialmente y una célula inmune que lo incluye.
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Ademas, se divulga un factor de regulaciéon inmunitaria modificado o manipulado genéticamente para un
propésito particular.

El término "factor inmunorregulador” se refiere a sustancias que funcionan en relacién con la formacién y el
desempefio de una respuesta inmunolégica, incluidas todas las diversas sustancias que pueden ser no
naturales, es decir, disefiadas artificialmente, y que tienen una funcién reguladora de la respuesta
inmunolégica. Por ejemplo, puede ser un gen o una proteina modificados o genéticamente y expresados en
una célula inmune.

El factor inmunorregulador puede funcionar en la activacién o inactivacién de las células inmunes. El factor
inmunorregulador puede funcionar para promover una respuesta inmune (por ejemplo, una factor regulador del
crecimiento de células inmunes, un factor regulador de la muerte de células inmunes, un factor de pérdida de
funcién de células inmunes o un elemento de secrecién de citoquinas, etc.).

El factor inmunorregulador puede ser, por ejemplo, un gen DGKA modificado o disefiado genéticamente, o un
gen DGKZ.

El factor inmunorregulador puede incluir dos genes modificados o manipulados genéticamente. Por ejemplo,
los dos genes seleccionados del grupo que consiste en un gen DGKA y un gen DGKZ pueden ser manipulados
o modificados artificialmente.

Se divulgan en el presente documento uno o mas factores inmunorreguladores manipulados artificialmente
seleccionados del grupo que consiste en un gen DGKA y un gen DGKZ, que han sufrido una modificacién en
una secuencia de &cido nucleico.

La modificacién de una secuencia de acido nucleico puede ser manipulada artificialmente, de forma ilimitada,
mediante un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

El término "complejo de proteina editora-4cido nucleico guia” se refiere a un complejo formado a través de la
interaccién entre un 4cido nucleico guia y una proteina editora, y el complejo de acido nucleico-proteina incluye
el acido nucleico guia y la proteina editora.

El complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede servir para modificar un sujeto. El sujeto puede ser
un acido nucleico diana, un gen, un cromosoma o una proteina.

Por ejemplo, el gen puede ser un gen inmunorregulador, manipulado artificialmente por un complejo de proteina
editora-acido nucleico guia,

En donde el gen inmunorregulador manipulado artificialmente incluye una o mas modificaciones de acidos
nucleicos que son

al menos una de una delecién o insercién de uno o mas nucleétidos, una sustitucién con uno o mas nucleétidos
diferentes de un gen de tipo salvaje, y una insercién de uno o méas nucleétidos extrafios, en una secuencia de
motivo adyacente al protoespaciador (PAM) en una secuencia de éacido nucleico que constituye el gen
inmunorregulador o en una regién de secuencia de bases continua de 1pb a 50pb adyacente al extremo 5' y/o
al extremo 3' del mismo,

[o]

una modificacién quimica de uno o mas nucleétidos de una secuencia de acido nucleico que constituye el gen
inmunorregulador.

La modificacién de los acidos nucleicos puede ocurrir en una regién promotora del gen.

La modificacién de los acidos nucleicos puede ocurrir en una regién exén del gen. En una realizacién de
ejemplo, el 50% de las modificaciones pueden ocurrir en la seccién corriente arriba de las regiones codificantes
del gen.

La modificacién de los acidos nucleicos puede ocurrir en una regién intrén del gen.
La modificacién de los acidos nucleicos puede ocurrir en una regién potenciadora del gen.

La secuencia PAM puede ser, por ejemplo, una o0 més de las siguientes secuencias (descritas en la direccién
5'a3'):

NGG(NesA, T, CoG),
NNNNRYAC (cada uno de N es independientemente A, T, CoG, ResAoG,eYesCoT),
NNAGAAW (cada uno de N es independientemente A, T, Co G, yWes Ao T),

4
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NNNNGATT (cada uno de N es independientemente A, T, C 0 G);
NNGRR(T) (cada uno de N es independientemente A, T, Co G, ResAoGeYesCoT)y
TIN(NesA T,Co0G).

La presente invencién proporciona uno o mas acidos nucleicos guia seleccionados del grupo descrito a
continuacion:

un &cido nucleico guia capaz de formar un enlace complementario con cada una de las secuencias diana de
SEQ ID NO: 19, 20, 21y 23, en la secuencia de acido nucleico del gen Dgkg;

un &cido nucleico guia capaz de formar un enlace complementario con cada una de las secuencias diana de
SEQ ID NO: 109, 110, 111, 112y 113, en la secuencia de &cido nucleico del gen Dgkd.

El acido nucleico guia puede tener, sin limitacién, de 18 a 25 pb, de 18 a 24 pb, de 18 a 23 pb, de 19 a 23 pb,
o de 20 a 23 pb nucleétidos.

Ademas, se divulga una célula inmune manipulada artificialmente que comprende uno o mas genes
inmunorreguladores disefiados artificialmente y productos expresados a partir de ellos.

La célula es, sin limitacion, una célula inmune y una célula madre. Las células inmunes son células involucradas
en una respuesta inmune, incluyendo todas las células que participan directa o indirectamente en la respuesta
inmune y sus células diferenciadoras.

Las células madre pueden ser células madre embrionarias, células madre adultas, células madre pluripotentes
inducidas (células iPS) o células derivadas de células madre pluripotentes inducidas (por ejemplo, una célula
iPS generada a partir de un sujeto, manipulada para alterar (por ejemplo, inducir una mutacién en), que tiene
capacidad de autorreplicacién y diferenciacién.

La célula inmune puede ser una célula CD3 positiva. Por ejemplo, puede ser una célula T o una célula T CAR.

La célula inmune puede ser una célula CD56 positiva. Por ejemplo, puede ser una célula NK, como una célula
NK primaria NK92.

La célula inmune puede ser una célula doble positiva CD3 y CD56 (célula doble positiva CD3/CDS36). Por
ejemplo, puede ser una célula asesina natural T (NKT) o una célula asesina inducida por citoquinas (CIK).

Especificamente, por ejemplo, la célula es al menos una especie seleccionada del grupo que consiste en
células T tales como células T CD8+ (por ejemplo, una célula T CD8+ ingenua, una célula T efectora CD8+,
una célula T de memoria central o una célula T de memoria efectora), una célula T CD4+, una célula T asesina
natural (célula NKT), una célula T reguladora, una célula T de memoria de células madre, una célula progenitora
linfoide, una célula madre hematopoyética, una célula asesina natural (célula NK), una célula dendritica, una
célula inducida por citoquinas (CIK), una célula mononuclear de sangre periférica (PBMC), un monocito, un
macréfago, una célula T asesina natural (NKT) y similares. Preferiblemente, la célula inmune puede ser una
célula T, una célula T CAR, una célula NK o una célula NKT.

La célula inmune puede ser manipulada artificialmente para suprimir o inactivar la actividad del gen
inmunorregulador.

La célula inmune puede comprender ademas un receptor de antigeno quimérico (CAR).

A modo de ejemplo, la célula T comprende ademas un receptor de antigeno quimérico (CAR) o un TCR
(receptor de células T) disefiado.

La célula inmune comprende ademas un complejo de proteina editora-acido nucleico guia 0 una secuencia de
acido nucleico que lo codifica.

La proteina editora es una proteina Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes.

El &cido nucleico guia puede formar un enlace complementario con una parte de las secuencias de acido
nucleico de uno o méas genes seleccionados del grupo que consiste en DGKa y DGKZ. Puede crear no
coincidencias de 0a 5,de 0 a4, de 0a 3 ode oa2 Como ejemplo preferido, el acido nucleico guia puede ser
un nucleétido que forma un enlace complementario con una o mas de las secuencias diana de las SEQ ID NO:
19, 20, 21, 23, 109, 110, 111, 112, 113, 116, 120, 121 y 123 de la Tabla 1.

A modo de ejemplo ejemplar, el acido nucleico guia puede ser nucleétidos que forman un enlace
complementario con una o més de las secuencias diana de las SEQ ID NO: 19, 20, 21y 23 (DGKa), y SEQ ID
NO: 109, 110, 111, 112 y 113 (DGKZ) respectivamente.
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En la presente invencién, la célula inmune comprende al menos un gen disefiado artificialmente seleccionado
entre el gen DGKa y el gen DGKZ que ha sufrido una modificacién en una secuencia de acido nucleico.

En otra realizacién de ejemplo de la presente invencién, la célula inmune comprende el gen DGKa y el gen
DGKC disefiados artificialmente que han sufrido una modificacién en una secuencia de acido nucleico.

La presente invencién proporciona una composiciébn para provocar la respuesta inmune deseada. Puede
denominarse como composicidén farmacéutica o composicién terapéutica.

La presente invencién proporciona una composicién para manipulacion genética que comprende un éacido
nucleico guia capaz de formar un enlace complementario con cada una de las secuencias diana de las SEQ
ID NO: 19, 20, 21y 23 (DGKa), y SEQ ID NO: 109, 110, 111, 112, 113, 116, 120, 121 y 123 (DGKI); y una
proteina editora o 4cido nucleico que la codifica.

La descripcién de la configuracién relevante es la misma que la descrita anteriormente.

La presente invencién proporciona un método para manipular artificialmente una célula inmune que comprende
poner en contacto una célula inmune aislada del cuerpo humano con al menos una seleccionada entre:

(a) un acido nucleico guia capaz de formar un enlace complementario con cada una de las secuencias diana
de SEQ ID NOS: 19, 20, 21 y 23 en una regién de exén del gen Dgka y SEQ ID NOs: 109, 110, 111, 112, 113,
116, 120, 121 y 123 en una regién de exén del gen Dgk{; y

(b) una proteina editora que es proteina Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes.

El acido nucleico guia y la proteina editora pueden estar presentes en uno o mas vectores, cada uno en forma
de una secuencia de acido nucleico o pueden estar presentes formando un complejo mediante la unién de un
acido nucleico guia y una proteina editora.

Se realiza el paso de entrar en contacto in vivo o ex vivo.

El paso de entrar en contacto se lleva a cabo mediante uno o méas métodos seleccionados entre
electroporacién, liposoma, plasmido, vectores virales, nanoparticulas y método de proteina de fusiéon de
dominio de translocacién de proteinas.

El vector viral es al menos uno seleccionado del grupo de un retrovirus, un lentivirus, un adenovirus, un virus
adenoasociado (AAV), un virus vaccinia, un poxvirus y un virus del herpes simple.

Se divulga en el presente documento, pero no esta cubierto por la invencién reivindicada, un método para
proporcionar informacién sobre una secuencia de una posicién diana de una célula inmune en un sujeto,
mediante la secuenciacién de al menos un gen seleccionado del grupo de Dgka'y Dgkd.

Se divulga un método para construir una biblioteca utilizando la informacién proporcionada a través del método.
Se divulga un kit para manipulacién genética, que incluye los siguientes componentes:

(a) un acido nucleico guia capaz de formar un enlace complementario con cada una de las secuencias diana
de SEQ ID NOS: 19, 20, 21 y 23 en una regién de exén del gen Dgka y SEQ ID NOs: 109, 110, 111, 112, 113,
116, 120, 121 y 123 en una regién de exén del gen Dgk{; y

(b) una proteina editora que es una proteina Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes.
Estos kits se pueden utilizar para manipular artificialmente el gen deseado.

Se divulgan en el presente documento, pero no estan cubiertos por la invencién reivindicada, todos los aspectos
del uso terapéutico de una enfermedad utilizando un enfoque terapéutico inmunolégico que comprende la
administracién de una célula inmune manipulada artificialmente, tal como una célula inmune o una célula madre
modificada genéticamente, a un sujeto. Es particularmente Util para la inmunoterapia adoptiva.

Los objetivos del tratamiento pueden ser mamiferos, incluidos primates (por ejemplo humanos, monos, etc.),
roedores (por ejemplo ratones, ratas, etc.).

Efectos ventajosos de la invencion

Un producto eficaz de terapia celular inmune puede obtenerse mediante un sistema inmunitario en el que las
funciones son manipuladas artificialmente por factores inmunorreguladores manipulados artificialmente y
células que los contienen.

Por ejemplo, cuando los factores inmunorreguladores se controlan artificialmente mediante el método o la
composicién de la presente invencién, se podrian mejorar las eficacias inmunes involucradas en la
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supervivencia, proliferacion, persistencia, citotoxicidad, liberacion de citoquinas y/o infiltracién, etc., de las
células inmunes.

Breves descripciones de los dibujos

FIG. 1 es un gréfico que muestra la intensidad de fluorescencia media (MFIl) de CD25 en células donde se
elimina el gen DGK-alfa, utilizando ARNsg (#11; indicado como DGK-alfa #11) para DGK-alfa.

FIG. 2 es un gréafico que muestra la MFI de CD25 en células donde se inactiva el gen A20, utilizando ARNsg
(#11; indicado como A20#11) para A20.

FIG. 3 es un grafico que muestra la MF| de CD25 en células donde se inactiva el gen EGR2, utilizando ARNsg
(#1; indicado como EGR2#1) para EGR2.

FIG. 4 es un grafico que muestra la MFI de CD25 en células donde se inactiva el gen PPP2R2D, utilizando
ARNSsg (#10; indicado como PPP2R2D#10) para PPP2R2D.

FIG. 5 es un grafico que muestra el nivel de IFN-gamma en un medio de cultivo en células, donde el gen DGK-
alfa esta inactivado, utilizando ARNsg (#11; indicado como DGK-alfa #11) para DGKalfa; en células, donde el
gen A20 esta inactivado, utilizando ARNsg (#11; indicado como A20#11) para A20; y en células, donde el gen
EGR?2 esté inactivado, utilizando ARNsg (#1; indicado como EGR2#1) para EGR2, respectivamente (unidad de
nivel de IFN-gamma: pg/mL).

FIG. 6 es un grafico que muestra el nivel de IFN-gamma en un medio de cultivo en células, donde el gen
DGKalfa esté4 inactivado, utilizando ARNsg (#11; indicado como DGK-alfa #11) para DGKalfa; en células, donde
el gen DGK-alfa esta inactivado, utilizando ARNsg (un gen uso de #8 y #11; indicado como DGK-alfa #8+11)
para DGKalfa; en células donde se inactiva el gen DGK zeta, se utiliza ARNsg (#5; indicado como DGK-zeta
#5) para DGK-zeta; y en células donde se inactiva el gen A20, se utiliza ARNsg (#11; indicado como A20#11)
para A20, respectivamente (unidad del nivel de IFN-gamma: pg/mL).

FIG. 7 es un grafico que muestra el nivel de IL-2 en un medio de cultivo en células, donde el gen DGK-alfa se
inactiva usando DGK-alfa #11; en células, donde el gen DGK-alfa se inactiva usando DGK-alfa #8+11; en
células, donde el gen DGK-zeta se inactiva usando DGKzeta#5; y en células, donde el gen A20 se inactiva
usando A20#11, respectivamente (unidad del nivel de IL-2: pg/mL).

FIG. 8a muestra los resultados de la inactivacion del gen DGK mediado por CRISPR/Cas9 en células T
primarias humanas, en la que (A) confirma la cronologia de la inactivacién del gen en células T primarias
humanas (activacion celular por perlas CD3/CD28, administracion lentiviral de 139 CAR e inactivacién del gen
DGK mediante electroporacién d) y (B) confirma las eficiencias de indel para DGKa y DGKZ. utilizando el
sistema Mi-seq; y la FIG. 8b muestra gréaficos que ilustran los resultados del anélisis fuera del objetivo.

La FIG. 9a muestra graficos que ilustran los efectos de mejorar el efector y la proliferaciéon de células CAR-T
mediante la inactivacién del gen DGK, en los que (A) se muestran los resultados de la evaluacién de la actividad
de inactivacién de células 139 CAR-T midiendo células U87vlll positivas a 7-AAD mediante citometria de flujo,
y (B) se muestran los resultados del ensayo de capacidad de secrecidn de citoquinas mediante ELISA (IFN-y,
kit IL-2, Biolegend); y la FIG. 9b muestra graficos que ilustran los resultados de la evaluacidén de la capacidad
de proliferacion de células 139 CART mediante citometria de flujo.

La FIG. 10 muestra los resultados de la mejora de la expresiéon de 139 CAR y la amplificacion de la sefalizacidn
en el terminal CD3 después de que la inactivacién de DGK expone los antigenos, en la que (A) muestra los
resultados de la transferencia Western en las sefiales ERK fosforiladas de las células 139 CAR-T estimuladas
con perlas CD3/CD28, y (B) muestra los resultados de la expresion de 139 CAR utilizando citometria de flujo
(izquierda: Expresién de CAR en funcién de la presencia de exposicién a antigenos; y derecha: comparacion
de la expresién de CAR 3 dias después de la exposicién a antigenos).

La FIG. 11 muestra gréaficos que ilustran los resultados donde la inactivacion de DGK no induce activacién
ténica y agotamiento de células T, en los que (A) muestra la evaluacién de la capacidad de secrecién de IFN-
y por ELISA, y (B) muestra los resultados del anélisis de marcadores de agotamiento en células CAR-T
positivas (es decir, PD-1 (izquierda) y TIM-3 (derecha)).

La FIG. 12 muestra graficos que ilustran los resultados donde las células T con inactivacién de DGK evitan los
efectos inmunosupresores de TGF-B y PGE2, en los que (A) muestra la evaluacién de la actividad de
eliminacién, la capacidad de secrecidén de IFN-y y la capacidad de secrecién de IL-2 de células 139 CAR-T y
células 139 CAR-T DGKa(, dependiendo de la presencia de TGF-p (10 ng/mL), y (B) muestra la evaluacién de
la actividad de eliminacién, la capacidad de secrecién de IFN-y y la capacidad de secrecién de IL-2 de células
139 CAR-T y células 139 CAR-T DGKag, dependiendo de la presencia de PGE2 (0.5 pg/mL).

La FIG. 13 muestra graficos que ilustran los resultados de la eficiencia de inactivacibn mediada por
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CRISPR/Cas9 de DGKa y el efecto sobre las funciones efectoras en células NK humanas, en las que (A) y (B)
muestran graficos que ilustran el andlisis de la eficiencia de inactivacién en células NK-92 y células NK
primarias humanas utilizando el sistema Mi-seq, y (C) muestra un grafico que ilustra la actividad de eliminacién
de NK-92 mediante la medicidén de células Raji positivas para 7-AAD.

La FIG. 14 muestra los resultados de las eficiencias de inactivacién mediadas por CRISPR/Cas9 de DGKa y
DGKCZ en células NKT humanas, en las que (A) muestra los resultados de la evaluacion de la eficiencia de indel,
(B) muestra los resultados de la evaluacién del crecimiento celular, (C) muestra los resultados de la evaluacion
de la capacidad de supervivencia celular y (D) muestra los resultados experimentales de transferencia Western
para identificar la presencia de expresion a nivel de proteina.

La FIG. 15 muestra gréaficos que ilustran los efectos de DGKa y DGKC sobre las funciones efectoras en células
NKT humanas, en las que se confirmé el efecto de la inactivacién respectiva y la inactivacién simultanea de
DGKa y DGKC sobre (A) la actividad de inactivaciéon y (B) la capacidad de secrecidn de IFN-y mediante ELISA
(IFN-kit, Biolegend).

La FIG. 16 muestra graficos que ilustran (A) la eficiencia de indel y (B) la mejora de la citotoxicidad (es decir,
la mejora de la actividad de eliminacién), después de que se inactiva PA-1 en las células NKT, para la
evaluacién funcional de la inactivacién de DGKa y DGKCZ en células NKT humanas.

Las FIGS. 17a a 17c muestran graficos que ilustran los resultados del analisis para la detecciéon de ARNsg
hPSGL-1 en células Jurkat, en las que la FIG. 17a muestra la eficiencia de indel y el grado de células Jurkat
donde PSGL-1 no se expresa después de la inactivacién, y las FIGS. 17b y 17¢ muestran el grado de expresién
de PSGL-1 expresado en la superficie de las células Jurkat después de la inactivacion.

La FIG. 18 muestra graficos que ilustran los resultados del experimento de inactivacién de hPSGL-1 (KO) en
células T primarias humanas, en el que (A) muestra la eficiencia de indel, (B) muestra el grado de células T
donde PSGL-1 no se expresa después de la inactivacién, y (C) muestra el grado de expresion de PSGL-1
expresado en la superficie de las células T después de la inactivacién.

[Mejor modo de llevar a cabo la invencién]

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen
el mismo significado que cominmente entienden aquellos con conocimientos ordinarios en la técnica a la que
pertenece la presente invencién. Aunque en la préactica o prueba de la presente invencién se pueden utilizar
métodos y materiales similares o idénticos a los descritos en este documento, a continuacién se describe
métodos y materiales adecuados.

Se divulga en el presente documento, pero no estd cubierto por la invencién reivindicada, un sistema
inmunitario manipulado artificialmente con una eficacia inmunolégica mejorada. Méas especificamente, se
divulga un sistema inmunitario modificado artificialmente que comprende un factor inmunorregulador
manipulado artificialmente y células que lo comprenden.

[Factor inmunorregulador]
Factor inmunorregulador

El término "factor inmunorregulador” se refiere a un material que funciona en relacién con la formacién y el
desempefio de una respuesta inmunolégica, incluidos todos los diversos materiales que pueden no ser
naturales, es decir, manipulado artificialmente y capaz de regular las respuestas inmunes. Por ejemplo, el factor
inmunorregulador puede ser un gen o proteina genéticamente manipulado o modificado, que se expresa en las
células inmunes.

El término "manipulado artificialmente" significa un estado en el que se aplica una modificacién artificial, no un
estado de ser tal como es que ocurre en un estado natural.

El término "manipulado genéticamente" significa un caso en el que se realiza una operaciéon de aplicacién
artificial de modificaciéon genética a un material biolégico o no biolégico al que se refiere la presente invencion,
por ejemplo, puede ser un gen y/o un producto génico (por ejemplo polipéptidos, proteinas, etc.) en el que el
genoma ha sido modificado artificialmente bajo una propésito particular.

Se divulga un factor inmunorregulador modificado o manipulado genéticamente para un propésito particular.

Los siguientes elementos enumerados son sélo ejemplos de factores de regulacién inmunitaria. Los genes o
proteinas enumerados a continuacién pueden no tener solo un tipo de funcién inmunorreguladora, sino que
pueden tener varios tipos de funciones. Ademas, se pueden proporcionar dos 0 més factores de regulacién
inmunitaria, si es necesario.

[Elementos reguladores de la actividad de las células inmunes]
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El término "elemento regulador de la actividad de las células inmunes" es un elemento que funciona para
regular el grado o la actividad de una respuesta inmune, por ejemplo, puede ser un gen o proteina
genéticamente manipulado o modificado que funciona para regular el grado o la actividad de la respuesta
inmune.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede realizar funciones asociadas con la
activacion o desactivacion de las células inmunes.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede funcionar para estimular o mejorar la
respuesta inmune.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede funcionar para suprimir la respuesta
inmune.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede unirse a las proteinas del canal de la
membrana celular y a los receptores y, de ese modo, realizar funciones asociadas con la transduccién de
sefiales que regulan las respuestas inmunes y funciones asociadas con la sintesis y descomposicién de
proteinas.

Por ejemplo, el elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser la proteina de muerte
celular programada (PD-1).

El gen PD-1 (también denominado gen PDCD1; en adelante, el gen PD-1 y el gen PDCD1 se utilizan para
significar el mismo gen) se refiere a un gen (ADN, ADNc o0 ARNm de longitud completa) que codifica la proteina
PD-1, también denominada agrupacién de diferenciacion 279 (CD279). El gen PD-1 puede ser, pero no esta
limitado a, uno o0 més seleccionados del grupo que consiste en los siguientes genes: genes que codifican PD-
1 humano (por ejemplo NCBI Accession No.: NP_005009.2, etc.), Por ejemplo genes PD-1 expresados como
NCBI Accession No. NM_005018.2, NG_012110.1, etc.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser la proteina 4 asociada a los linfocitos
T citotdxicos (CTLA-4).

El gen CTLA-4 se refiere a un gen (ADN, ADNc o ARNm de longitud completa) que codifica la proteina CTLA-
4, que también se conoce como agrupacion de diferenciacién 152 (CD152). El gen CTLA-4 puede ser, pero no
esta limitado a, uno 0 mas seleccionados del grupo que consiste en los siguientes genes: genes que codifican
CTLA-4 humano (por ejemplo NCBI Accession: NP_001032720.1,NP_005205.2, etc.), por ejemplo, los genes
CTLA-4 expresados como NCBI Accession No. NM_001037631.2, NM_005214.4, NG_011502.1, etc.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser CBLB.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser PSGL-1.
El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser ILT2.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser KIR2DL4.
El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser SHP-1.

Los genes anteriores pueden derivar de mamiferos, incluidos los primates (por ejemplo humanos, monos, etc.),
roedores (por ejemplo ratas, ratones, etc.).

En una realizacién, el elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede funcionar para estimular
la respuesta inmune.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser un elemento regulador del crecimiento
de las células inmunes.

El término "elemento regulador del crecimiento de células inmunes" se refiere a un elemento que funciona para
regular el crecimiento de las células inmunes regulando la sintesis de proteinas, etc. en las células inmunes,
por ejemplo, un gen o proteina expresado en las células inmunes.

El elemento regulador del crecimiento de las células inmunes puede funcionar en la transcripciéon del ADN, la
traduccién del ARN y la diferenciacion celular.

Los ejemplos del elemento regulador del crecimiento de células inmunes pueden ser genes o proteinas
involucrados en las vias de expresién de NFAT, IkB/NF-kB, AP-1, 4E-BP1, elFAE y S6.

Por ejemplo, el elemento regulador del crecimiento de las células inmunes puede ser DGK-alfa.

El gen DGKA(Dgk-alfa) se refiere a un gen (ADN, ADNc o ARNm de longitud completa) que codifica la proteina
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diacilglicerol quinasa alfa (DGKA). En una realizacién, el gen DGKA puede ser, pero no se limita a, uno o méas
seleccionados del grupo que consiste en los siguientes genes: genes que codifican genes humanos DGKA(por
ejemplo, NCBI Accession No. NP_001336.2, NP_958852.1, NP_958853.1, NP_963848.1, etc.), por ejemplo,
DGKAgenes expresado como NCBI Accession No. NM_001345.4, NM_201444.2, NM_2014451,
NM_201554.1, NC_000012.12, etc.

El elemento regulador del crecimiento de las células inmunes puede ser DGK-zeta.

El gen DGKZ (Dgk-zeta) se refiere a un gen (ADN, ADNc o ARNm de longitud completa) que codifica la proteina
diacilglicerol quinasa zeta (DGKZ). En una realizacion, el gen DGKZ puede ser, pero no esta limitado a, uno o
més seleccionados del grupo que consiste en los siguientes genes: genes que codifican DGKZ humano (por
ejemplo NCBI Accession No. NP_001099010.1, NP_001186195.1, NP_001186196.1, NP_001186197.1,
NP_003637.2, NP_963290.1, NP _963291.2, etc.), Por ejemplo gen DGKZ expresado como NCBI Accession
No. NM_001105540.1, NM_001199266.1, NM_001199267.1, NM_001199268.1, NM_003646.3,
NM_201532.2, NM_201533.3, NG_047092.1, etc.

El elemento regulador del crecimiento de las células inmunes puede ser EGR2.

El gen EGR2 se refiere a un gen (ADN, ADNc o ARNm de longitud completa) que codifica la proteina de
respuesta al crecimiento temprano 2 (EGR2). El gen EGR2 puede ser, pero no esta limitado a, uno o més
seleccionados del grupo que consiste en los siguientes.

El elemento regulador del crecimiento de las células inmunes puede ser EGR3.

El elemento regulador del crecimiento de las células inmunes puede ser PPP2R2D.
El elemento regulador del crecimiento de células inmunes puede ser A20 (TNFAIP3).
El elemento regulador del crecimiento de las células inmunes puede ser PSGL-1.

Los genes anteriores pueden ser defivados de mamiferos, incluidos los primates (por ejemplo humanos, monos,
etc.), roedores (por ejemplo ratas, ratones, etc.).

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser un elemento regulador de la muerte de
las células inmunes.

El término "elemento regulador de la muerte de células inmunes” se refiere a un elemento que funciona en
relaciéon con la muerte de las células inmunes, y puede ser un gen o una proteina expresados en las células
inmunes que realizan dicha funcion.

El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede realizar funciones asociadas con la apoptosis
0 necrosis de las células inmunes.

El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser una proteina o un gen asociado a la
cascada de caspasas.

El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser Fas. Al hacer referencia a la proteina o
al gen en lo sucesivo, es evidente para aquellos con conocimientos ordinarios en la materia que se puede
manipular un receptor o una regién de unién sobre la que actia la proteina o el gen.

El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser una proteina o un gen asociado al dominio
de muerte. En particular, el elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser Daxx.

El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser una proteina de la familia Bel-2.

El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser una proteina de la familia BH3
Unicamente.

El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser Bim.
El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser Bid.
El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser BAD.

El elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser un ligando o un receptor ubicado en la
membrana extracelular inmunitaria.

En particular, el elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser PD-1.

Ademas, el elemento regulador de la muerte de las células inmunes puede ser CTLA-4.
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El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser un elemento regulador del agotamiento
de las células inmunes.

El término "elemento regulador del agotamiento de las células inmunes" se refiere a un elemento que
desempefia funciones asociadas con la pérdida progresiva de funciones de las células inmunes, y puede ser
un gen o una proteina expresados en las células inmunes que desempefian dicha funcién.

El elemento regulador del agotamiento de las células inmunes puede funcionar para ayudar a la transcripcién
o traduccién de genes involucrados en la inactivacién de las células inmunes.

En particular, la funcién de ayudar a la transcripciéon puede ser una funcién de desmetilaciéon de los genes
correspondientes.

Ademas, los genes implicados en la inactivacién de las células inmunes incluyen el gen del elemento regulador
de la actividad de las células inmunes.

En particular, el elemento regulador del agotamiento de las células inmunes puede ser TET2.

Genes que codifican el humano (por ejemplo NCBI Accession No. NP_001120680.1, NP_060098.3, etc.), por
ejemplo, el gen TET2 se expresa como NCBI Accession NM_001127208.2, No. NM_01 7628.4, NG_028191.1,
etc.

El elemento regulador del agotamiento de las células inmunes puede funcionar para participar en el crecimiento
excesivo de las células inmunes. Las células inmunes que experimentan un crecimiento excesivo y no se
regeneran perderan sus funciones.

En particular, el elemento regulador del agotamiento de las células inmunes puede ser Wnt. De aqui en
adelante, cuando se hace referencia a una proteina o un gen, es evidente para aquellos con conocimientos
ordinarios en la materia que la proteina o el gen en la via de transduccién de sefiales en la que est4 incluida la
proteina y el receptor sobre el que actla el gen, y la regién de unién pueden ser manipulados.

Ademas, el elemento regulador del agotamiento de las células inmunes puede ser Akt. De aqui en adelante,
cuando se hace referencia a una proteina o un gen, es evidente para aquellos con conocimientos ordinarios en
la materia que la proteina o el gen en la via de transduccién de sefiales en la que esté incluida la proteina y el
receptor sobre el que actla el gen, y la regién de unién pueden ser manipulados.

El elemento regulador de la actividad de las células inmunes puede ser un elemento regulador de la produccidn
de citoquinas.

El término "elemento regulador de la produccién de citoquinas” se refiere a un gen o proteina implicado en la
secrecion de citoquinas de las células inmunes y puede ser un gen o proteina expresado en las células inmunes
que realiza dicha funcion.

Citoquina es un término colectivo que se refiere a una proteina secretada por las células inmunes y es una
proteina sefial que desempefia un papel importante in vivo. Las citoquinas estan involucradas en infecciones,
inmunidad, inflamacién, trauma, corrupcién, cancer, etc. Las citoquinas pueden secretarse desde las células y
luego afectar a otras células o a las células que las secretaron ellas mismas. Por ejemplo, pueden inducir la
proliferacién de macréfagos o promover la diferenciacién de las propias células secretoras. Sin embargo,
cuando las citoquinas se secretan en exceso cantidad, pueden causar problemas como atacar células
normales, por lo que la secrecién adecuada de citoquinas también es importante en las respuestas inmunes.

El elemento regulador de la produccién de citoquinas puede ser, por ejemplo, preferiblemente un gen o proteina
en las vias de TTNFq, IFN-y, TGF-B, IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IL-1, IL-6, IL-12, IL-7, IL-15, IL-17 e IFN-a.

Alternativamente, las citoquinas pueden funcionar para enviar una sefial a otras células inmunes para inducirlas
a matar las células portadoras de antigeno reconocidas o para ayudar en la diferenciaciéon. En particular, el
elemento regulador de la produccidén de citoquinas puede ser, preferiblemente, un gen o proteina en la via
genética relacionada con la secrecién de IL-2.

El factor inmunorregulador puede referirse a un grupo de moléculas que se expresan en las células inmunes.
Estas moléculas pueden actuar eficazmente para subregular/sobrerregular o inhibir/promover las respuestas
inmunes.

Por ejemplo, como un grupo de moléculas que expresan las células T, el "punto de control inmunolégico" puede
ser, pero no se limita a, la Muerte Programada1 (PD-1). PDCD1 o CD279, No. de Acceso: NM_005018)
antigeno de linfocito T citotéxico 4 (CTLA-4 o0 CD152, GenBank No. de Acceso: AF414120.1), LAG3 (CD223,
No. de Acceso: NM_002286.5), Tim3 (HAVCR2, GenBank No. de Acceso: JX049979.1), BTLA(CD272, No. de
Acceso: NM_181780.3), BY55 (CD160, GenBank No. de Acceso: CR541888.1), TIGIT(IVSTM3, No. de Acceso:

NM_173799), LAIR1 (CD305, GenBank No. de Acceso: CR542051.1), SIGLEC10 (GeneBank No. de Acceso:
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AY358337.1), 2B4 (CD244, No. de Acceso. NM_001166664.1), PPP2CA, PPP2CB, PTPN6, PTPN22, CD96,
CRTAM, SIGLEC7, SIGLECY9, TNFRSF10B, TNFRSF10A, CASP8, CASP10, CASP3, CASP6, CASP7, FADD,
FAS, TGFBRII, TGFRBRI, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SMAD10 , SKI, SKIL, TGIF1, IL10RA, IL10RB, HMOX2,
IL6R, IL6ST,EIF2AK4, CSK, PAG1, SIT1, FOXP3, PRDM1, BATF, GUCY1A2, GUCY1A3, GUCY1B2 y
GUCY1B3, que inhiben directamente las células inmunes.

En una realizacién de la presente invencidn, el factor inmunorregulador es un gen DGKA o un gen DGKZ
modificado o manipulado genéticamente.

En una realizacién de la presente invencién, el factor inmunorregulador incluye dos genes modificados o
manipulados genéticamente. Es decir, se manipulan o modifican los genes DGKA y DGKZ.

La manipulacién o modificacién genética puede obtenerse induciendo mutaciones artificiales de insercién,
eliminacién, sustitucién e inversién en todas o en regiones parciales de la secuencia genémica de genes de
tipo salvaje. Ademas, la manipulacién o modificacién genética también puede obtenerse mediante una fusién
de manipulacién o modificacién genética de dos o0 més genes.

Por ejemplo, estos genes pueden ser inactivados por dicha manipulaciéon o modificacién genética y, como
resultado, se impide que las proteinas codificadas por estos genes se expresen en forma de proteinas que
tengan sus funciones originales.

Por ejemplo, estos genes pueden activarse aln mas mediante dicha manipulacién o modificacién genética de
modo que las proteinas codificadas por estos genes se expresen en forma de proteinas que tengan funciones
més mejoradas en comparacién con sus funciones originales. En un ejemplo, cuando la funcién de una proteina
codificada por un gen particular es A, la funcién de la proteina expresada por el gen manipulado puede ser
completamente diferente de A, o puede tener una funcién adicional (A+B) que incluye A.

Por ejemplo, la manipulacién o modificacién genética puede ser tal que dos o mas proteinas se expresen en
una forma fusionada utilizando dos o mas genes que tienen funciones que son diferentes entre si o
complementarias entre si.

Por ejemplo, la manipulacién o modificacién genética puede ser tal que dos o mas proteinas se expresen en
una forma independiente separada en una célula mediante el uso de dos o mas genes que tienen funciones
que son diferentes entre si o complementarias entre si.

La informacién genética se puede obtener de bases de datos conocidas tales como GenBank del National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

En una realizacién, la manipulacién o modificacién de un gen puede ser inducida por uno o mas de los
siguientes:

eliminacién de todo o parte del gen a modificar (en adelante, "gen diana"), por ejemplo, eliminacién, delecién
de nucledtidos de 1 pb 0 mas de un gen diana (por ejemplo 1 a 30 nucleétidos, 1 a 27 nucleétidos, 1 a 25
nucleétidos, 1 a 23 nucleétidos, 1 a 20 nucledtidos, 1 a 15 nucleétidos, 1 a 10 nucledtidos, 1 a 5 nucledtidos, 1
a 3 nucleétidos o 1 nucleétido); y

sustitucion de nucleétidos de 1 pb 0 méas de un gen diana (por ejemplo 1 a 30 nucledtidos, 1 a 27 nucledtidos,
1 a 25 nucledtidos, 1 a 23 nucledtidos, 1 a 20 nucleétidos, 1 a 15 nucleétidos, 1 a 10 nucleétidos, 1 a 5
nucleétidos, 1 a 3 nucleétidos, o 1 nucledtido diferente de los del original 1(tipo salvaje)), e insercién de uno o
méas nucledtidos (por ejemplo 1 a 30 nucleétidos, 1 a 27 nucleédtidos, 1 a 25 nucleédtidos, 1 a 23 nucledtidos, 1
a 20 nucleétidos, 1 a 15 nucleétidos, 1 a 10 nucleétidos, 1 a 5 nucleétidos, 1 a 3 nucleétidos o 1 nucleédtido) a
cualquier ubicacién de un gen diana.

Una parte del gen diana que se va a modificar ("regiéon diana") puede ser una regién de secuencia de
nucleétidos continua en el gen de 1 pb 0 mas, 3 pb o més, 5 pb 0 mas, 7 pb o mas, 10 pb o0 mas, 12 pb o0 mas,
15 pb 0 més, 17 pb 0 mas, 20 pb o0 més (por ejemplo 1 pb a 30 pb, 3 pb a 30 pb, 5 pb a 30 pb, 7 pb a 30 pb,
10 pb a 30 pb, 12 pb a 30 pb, 15 pb a 30 pb, 17 pb a 30 pb, 20 pb a 30 pb, 1 pba 27 pb, 3pba 27 pb, 5pb a
27 pb, 7 pb a 27 pb, 10 pb a 27 pb, 12 pb a 27 pb, 15 pb a 27 pb, 17 pb a 27 pb, 20 pb a 27 pb, 1 pb a 25 pb,
3 pba25pb, 5pba25pb, 7 pba?25pb, 10 pb a25 pb, 12 pb a 25 pb, 15 pb a 25 pb, 17 pb a 25 pb, 20 pb a
25 pb, 1 pba 23 pb, 3pba23pb,5pba23pb,7pba23pb, 10 pb a23 pb, 12 pb a 23 pb, 15 pb a 23 pb, 17
pb a 23 pb, 20 pb a 23 pb, 1 pb a 20 pb, 3 pb a 20 pb, 5 pba 20 pb, 7 pb a 20 pb, 10 pb a 20 pb, 12 pb a 20
pb, 15 pb a 20 pb, 17 pb a 20 pb, 21 pb a 25 pb, 18 pb a 22 pb 0 21 pb a 23 pb.

[Células que contienen factores reguladores del sistema inmunitario]

Se divulgan en el presente documento células que incluyen el factor inmunorregulador manipulado
artificialmente.

Las células son, pero no se limitan a, células inmunes y células madre.
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La "célula inmune" de la presente invencion es una célula involucrada en respuestas inmunes, e incluye todas
las células que estan involucradas directa o indirectamente en la respuesta inmune y las células de
prediferenciacion de la misma.

Las células inmunes pueden tener la funciéon de secrecién de citoquinas, diferenciacién en otras células
inmunes y citotoxicidad. Las células inmunes también incluyen células que han sufrido mutaciones del estado
natural.

Las células inmunes se diferencian de las células madre hematopoyéticas en la médula bsea e incluyen en
gran medida células progenitoras linfoides y células progenitoras mieloides; y también incluyen todas las células
T y células B en las que se diferencian las células progenitoras linfoides y son responsables de la inmunidad
adquirida; y macréfagos, eosindéfilos, neutréfilos, baséfilos, megacariocitos, eritrocitos, etc. diferenciadas de las
células progenitoras mieloides.

Especificamente, las células pueden ser al menos una seleccionada del grupo que consiste en células T, por
ejemplo, células T CD8+ (por ejemplo Células T CD8+ ingenuas, células T efectoras CD8+, células T de
memoria central o células T de memoria efectoras), células T CD4+, células T asesinas naturales (células NKT),
células T reguladoras (Treg), células T de memoria de células madre, células progenitoras linfoides, células
madre hematopoyéticas, células asesinas naturales (células NK), células dendriticas, células asesinas
inducidas por citoquinas (CIK), células mononucleares de sangre periférica (PBMC), monocitos, macréfagos,
células T asesinas naturales (NKT), etc. Los macréfagos y las células dendriticas pueden denominarse células
presentadoras de antigenos (APC), que son células especializadas capaces de activar las células T, cuando
los receptores del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en su superficie celular interactiian con el
TCR en la superficie de la célula T. Alternativamente, cualquier célula madre hematopoyética o célula del
sistema inmunitario se puede convertir en APC mediante la introduccién de una molécula de 4cido nucleico
que exprese antigeno, reconocida por TCR u otra proteina de unién a antigeno (por ejemplo CAR).

En una realizacién, la célula inmune puede ser una célula que se utiliza como terapia inmunitaria mediante la
inactivacion o el intercambio del gen que sintetiza la proteina asociada con el reconocimiento de MHC y/o las
funciones inmunitarias (por ejemplo proteina de punto de control inmune).

En una realizacién, la célula inmune puede incluir ademas polinucledtidos que codifican receptores de cadena
corta y de multiples subunidades (por ejemplo CAR, TCR, etc.) para el reconocimiento de células especificas.

En una realizacién, la célula inmune de la presente invencién puede ser aquella derivada de la sangre (por
ejemplo sangre periférica), células madre (por ejemplo células madre embrionarias, células madre pluripotentes
inducidas, etc.), sangre del cordén umbilical, médula 6sea, etc. de un donante sano o de un paciente, o pueden
ser aquellos manipulados ex vivo.

En una realizacién, la célula inmune puede ser una célula CD3 positiva, por ejemplo, una célula T o célula T
CAR. CD3 es un receptor en el que el TCR y varias proteinas estan presentes como un complejo en la superficie
de las células T. Cinco tipos de proteinas, que se denominan cadenasy, 9, €, {, y n, constituyen el CD3, y estan
presentes como un complejo TCR/CD3 en un estado de af:ydelC o ap:ydeln junto con TCR. Se sabe que
tienen la funcién de transduccién de seflales en las células durante el reconocimiento de antigenos de las
células T.

En una realizacidn, la célula inmune puede ser una célula CD56 positiva, por ejemplo, una célula NK (por
ejemplo Célula NK92 y célula NK primaria).

Las células NK tienen el tercer mayor nimero de células inmunes y aproximadamente el 10% de los
inmunocitos de la sangre periférica son células NK. Las células NK tienen CD56 y CD16 y maduran en el higado
o la médula ésea. Las células NK atacan células infectadas por virus o células tumorales. Cuando las células
NK reconocen células anormales, rocian perforina sobre la membrana celular para disolver la membrana celular
que se va a perforar, rocian granzima dentro de la membrana celular para diseccionar el citoplasma y provocar
apoptosis e inyectan agua y solucién salina en las células para provocar necrosis. Las células NK tienen la
capacidad de matar varios tipos de células cancerosas. En particular, las células NK son bien conocidas como
células en las que no se pueden introducir facilmente materiales genéticos exégenos.

En una realizacion, la célula NK puede ser una célula doblemente positiva, por ejemplo, una célula T asesina
natural (NKT) o una célula asesina inducida por citoquinas (CIK).

La célula T asesina natural (NKT) o célula asesina inducida por citoquinas (CIK) es una célula inmune que
expresa simultaneamente CD3 (es decir, un marcador de células T) y y moléculas CD56 (es decir, un marcador
de células asesinas naturales (células NK)). Las células NKT o células CIK matan las células tumorales
independientemente del complejo de histocompatibilidad primario (MHC) porque estas células se derivan de
las células T y tienen las caracteristicas y funciones de las células NK. En particular, las células NKT son células
que expresan receptores de células T (TCR) y el marcador de superficie especifico de células NK NK1.1 o
NKR-P1A (CD161).
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En un ejemplo, las células NKT pueden reconocer los glicolipidos presentados por CD1d, una proteina
monomorfica con una estructura similar a la MHC clase |. Las células NKT secretan una amplia variedad de
citoquinas (por ejemplo IL-4, IL-13, IL-10 e IFN-y) cuando son activadas por ligandos, como a-GalCer. Ademas,
las células NKT tienen actividad antitumoral.

En otro ejemplo, las células CIK son un tipo de células inmunes que proliferan cuando la sangre extraida se
trata con interleucina 2 y anticuerpo CD3 y se cultiva durante 2 o 3 semanas ex vivo, y son células CD3 y CD56
positivas. Las células CIK producen grandes cantidades de IFN-y y TNF-a.

En una realizacidn, la célula puede ser una célula madre embrionaria, una célula madre adulta, una célula
madre pluripotente inducida (célula iPS) o una célula derivada de la célula madre pluripotente inducida (por
ejemplo células derivadas de células iPS) con capacidades de autorreplicacién y diferenciacion.

Como realizaciones preferidas de la presente invencién, la célula puede incluir genes manipulados o
modificados que son factores inmunorreguladores.

La célula puede incluir todo o parte del gen manipulado o modificado; o un producto de expresién del mismo.

Por ejemplo, la célula puede ser una en la que la proteina codificada por el gen no se expresa en forma de una
proteina que tiene la funcién original de la misma al inactivar el gen correspondiente mediante manipulacién o
modificacién genética.

Por ejemplo, la célula puede ser una en la que la proteina codificada por el gen se expresa en forma de una
proteina que tiene una funcién mejorada en comparacién con su funcién original activando aln més el gen
correspondiente a través de dicha manipulacién o modificacién genética.

Por ejemplo, la célula puede ser una en la que la proteina codificada por el gen se expresa en forma de una
proteina que exhibe la funcién original de la misma y/o una funcién adicional a través de dicha manipulacién o
modificacién genética.

Por ejemplo, la célula puede ser una en la que dos o0 mas proteinas se expresan en una forma modificada
utilizando dos 0 mas genes que son diferentes entre si 0 que son complementarios entre si a través de dicha
manipulacién o modificacién genética.

Por ejemplo, la célula puede ser una célula inmune con alta produccién de citoquinas o capacidad de secrecién
de tres tipos de citoquinas (por ejemplo IL-2, TNF-a, e IFN-y) a través de dicha manipulacién o modificacion
genética.

En un ejemplo, la célula de la presente divulgacién puede incluir ademas las siguientes constituciones.
Receptores
La célula de la presente divulgacién puede incluir un "receptor inmune".

El término "receptor inmune”, que es un receptor presente en la superficie de una célula inmune manipulada o
modificada artificialmente, se refiere a un material involucrado en las respuestas inmunes, por ejemplo, una
entidad funcional que reconoce antigenos y realiza una funcién especifica.

El receptor puede estar en estado salvaje o manipulado artificialmente.
El receptor puede tener afinidad por los antigenos.

El receptor puede tener capacidad de reconocimiento para las estructuras formadas por las proteinas
estructurales del MHC y los antigenos divulgados en las proteinas estructurales.

El receptor puede producir una sefial de respuesta inmune.

El término "sefial de respuesta inmune" se refiere a cualquier sefial que ocurre en el proceso de respuesta
inmune.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial asociada con el crecimiento y la diferenciaciéon de las
células inmunes.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial asociada con la muerte de células inmunes.
La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial asociada con la actividad de las células inmunes.
La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial asociada con la ayuda de las células inmunes.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que regule la expresidén del gen de interés.
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La sefial de respuesta inmune puede ser una que promueva o inhiba la sintesis de citoquinas.
La sefial de respuesta inmune puede ser una que promueva o inhiba la secrecién de citoquinas.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que ayude al crecimiento o diferenciacién de otras células
inmunes.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que regula la actividad de otras células inmunes.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que atrae a otras células inmunes a una posicién donde se
produce la sefial.

En una realizacién, el receptor puede ser un receptor de células T (TCR).

En una realizacién, la célula puede ser una que esté modificada de tal manera que pueda incluir un gen del
receptor de células T (TCR) particular (por ejemplo gen TRAC o TRBC). En otra realizacion, el TCR puede ser
uno que tenga especificidad de unién para el antigeno asociado al tumor (por ejemplo antigeno de melanoma
reconocido por células T 1 (MART1), antigeno3 asociado al melanoma (MAGEA3), NY-ESO1, NYESO1,
antigeno carcinoembrionario (CEA), GP100, etc.).

En una realizacién, el receptor puede ser un receptor tipo Toll (TLR).

El receptor puede ser CD4 y CD8, que son correceptores involucrados en la activacién de células T restringida
por MHC.

El receptor puede ser CTLA-4 (CD152).
El receptor puede ser CD28.
El receptor puede ser CD137 y 4-1BB, que son receptores que amplifican la respuesta de las células T.

El receptor puede ser CD3(, que es un elemento de transduccién de sefiales de los receptores de antigenos
de las células T.

El receptor puede ser un receptor de antigeno quimérico (CAR).

En una realizacidon de la presente invencion, el receptor puede ser un receptor artificial manipulado
artificialmente.

El término "receptor artificial" se refiere a una entidad funcional preparada artificialmente, no a un receptor de
tipo salvaje, y que tiene la capacidad especifica de reconocer antigenos y realiza una funcidén especifica.

Un receptor artificial de este tipo puede producir sefiales de respuesta inmune con un reconocimiento mejorado
o potenciado de antigenos especificos y, por lo tanto, puede contribuir a la mejora de las respuestas inmunes.

El receptor artificial puede tener las siguientes constituciones, a modo de ejemplo:
(i) Parte de reconocimiento de antigeno
Un receptor artificial incluye una parte de reconocimiento de antigeno.

El término "parte de reconocimiento de antigeno", que es una parte del receptor artificial, se refiere a una regién
que reconoce un antigeno.

La parte de reconocimiento de antigenos puede ser una que tenga un reconocimiento mejorado de antigenos
especificos en comparacién con los receptores de tipo salvaje. En particular, el antigeno especifico puede ser
un antigeno de una célula cancerosa. Ademés, el antigeno especifico puede ser un antigeno de células
comunes del cuerpo.

La parte de reconocimiento de antigeno puede tener una afinidad de unién por los antigenos.

La parte de reconocimiento de antigeno puede generar una sefial mientras se une al antigeno. La sefial puede
ser una sefial eléctrica. La sefial puede ser una sefial quimica.

La parte de reconocimiento de antigeno puede incluir una secuencia sefial.

La secuencia de sefiales se refiere a una secuencia peptidica que permite que una proteina llegue a un sitio
especifico durante el proceso de sintesis de proteinas.

La secuencia de sefiales puede estar ubicada cerca del terminal N de la parte de reconocimiento de antigeno.
En particular, la distancia desde el terminal N puede ser de aproximadamente 100 aminoacidos. La secuencia
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de sefiales puede estar ubicada cerca del terminal C de la parte de reconocimiento de antigeno. En particular,
la distancia desde el terminal C puede ser de aproximadamente 100 aminoacidos.

La parte de reconocimiento de antigeno puede tener una relacién funcional organica con una primera parte
generadora de sefiales.

La parte de reconocimiento de antigeno puede ser homéloga a un dominio de unién a antigeno (Fab) de un
anticuerpo.

La parte de reconocimiento de antigeno puede ser un fragmento variable de cadena sencilla (scFv).

La parte de reconocimiento de antigeno puede reconocer antigenos por si misma o formando una estructura
de reconocimiento de antigeno.

La estructura de reconocimiento de antigeno puede reconocer antigenos estableciendo una estructura
especifica, y las unidades monoméricas que constituyen la estructura especifica y la unién de las unidades
monoméricas pueden ser facilmente entendidas por aquellos con conocimientos ordinarios en la materia.
Ademas, la estructura de reconocimiento de antigeno puede consistir en uno o dos o mas unidades
monoméricas.

La estructura de reconocimiento de antigeno puede ser una estructura en la que las unidades monoméricas
estan conectadas en serie o puede ser una estructura en la que las unidades monoméricas estan conectadas
en paralelo.

La estructura conectada en serie se refiere a una estructura en la que dos 0 més unidades monoméricas estan
conectadas continuamente en una direccién, mientras que la estructura conectada en paralelo se refiere a una
estructura en la que cada una de dos 0 més unidades monoméricas esta conectada simultaneamente en el
extremo distal de una unidad monomérica, por ejemplo, en diferentes direcciones.

Por ejemplo, la unidad monomérica puede ser un material inorgénico.
La unidad monomérica puede ser un ligando bioquimico.

La unidad monomérica puede ser homébloga a una parte de reconocimiento de antigeno de un receptor de tipo
salvaje.

La unidad monomérica puede ser homéloga a una proteina de anticuerpo.

La unidad monomérica puede ser una cadena pesada de una inmunoglobulina o puede ser homdéloga a la
misma.

La unidad monomérica puede ser una cadena ligera de una inmunoglobulina o puede ser homdloga a la misma.
La unidad monomérica puede incluir una secuencia de sefial.

Mientras tanto, la unidad monomérica puede estar unida mediante un enlace quimico o puede estar unida a
través de una parte de combinacién especifica.

El término "parte de combinacidén de la unidad de reconocimiento de antigeno" es una regién en la que las
unidades de reconocimiento de antigeno estan conectadas entre si, y puede ser una constitucién opcional que
esta presente cuando esté presente una estructura de reconocimiento de antigeno que consiste en dos o mas
unidades de reconocimiento de antigeno.

La parte de combinacién de la unidad de reconocimiento de antigeno puede ser un péptido. En particular, la
parte que se combina puede tener altas proporciones de serina y treonina.

La parte de combinacién de la unidad de reconocimiento de antigeno puede ser un enlace quimico.

La parte de combinacién de la unidad de reconocimiento de antigeno puede ayudar en la expresién de la
estructura tridimensional de la unidad de reconocimiento de antigeno al tener una longitud especifica.

La parte de combinacién de la unidad de reconocimiento de antigeno puede ayudar a la funcién de la estructura
de reconocimiento de antigeno al tener una relacién posicional especifica entre las unidades de reconocimiento
de antigeno.

(ii) Cuerpo receptor
El receptor artificial incluye un cuerpo receptor.

El término "cuerpo receptor” es una regién donde se media la conexién entre la parte de reconocimiento de
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antigeno y la parte generadora de sefial, y la parte de reconocimiento de antigeno y la parte generadora de
sefial pueden estar conectadas fisicamente.

La funcién del cuerpo receptor puede ser entregar la sefial producida en la parte de reconocimiento de antigeno
o en la parte generadora de sefial.

La estructura del cuerpo receptor puede tener la funcién de parte generadora de sefiales al mismo tiempo
dependiendo de los casos.

La funcién del cuerpo receptor puede ser permitir que el receptor artificial se inmovilice en las células inmunes.
El cuerpo del receptor puede incluir una estructura helicoidal de aminoacidos.

La estructura del cuerpo del receptor puede incluir una parte que sea homéloga a una parte de la proteina
receptora comun presente en el cuerpo. La homologia puede estar en un rango del 50% al 100%.

La estructura del cuerpo del receptor puede incluir una parte homéloga a las proteinas de las células inmunes.
La homologia puede estar en un rango de 50% a 100%.

Por ejemplo, el cuerpo del receptor puede ser un dominio transmembrana CD8.

El cuerpo del receptor puede ser un dominio transmembrana CD28. En particular, cuando una segunda parte
generadora de sefial es CD28, CD28 puede realizar las funciones de la segunda parte generadora de sefial y
del cuerpo receptor.

(iii) Parte generadora de sefiales
El receptor artificial puede incluir una parte generadora de sefiales.

El término "primera parte generadora de sefial", que es una parte del receptor artificial, se refiere a una parte
que produce una sefial de respuesta inmune.

El término "segunda parte generadora de sefial’, que es una parte del receptor artificial, se refiere a una parte
que produce una sefial de respuesta inmune al interactuar con la primera parte generadora de sefial o de forma
independiente.

El receptor artificial puede incluir la primera parte generadora de sefiales y/o la segunda parte generadora de
sefiales.

El receptor artificial puede incluir dos 0 més de la primera y/o segunda parte generadora de sefiales,
respectivamente.

La primera y/o segunda parte generadora de sefiales puede incluir un motivo de secuencia especifico.

El motivo de secuencia puede ser homdblogo a los motivos de las proteinas de la agrupaciéon de designacién
(CD).

En particular, las proteinas CD pueden ser CD3, CD247 y CD79.
El motivo de secuencia puede ser una secuencia de aminoacidos de YxxL/I.
El motivo de secuencia puede ser mdlltiple en la primera y/o segunda parte generadora de sefial.

En particular, un primer motivo de secuencia puede estar ubicado a una distancia de 1 a 200 aminoacidos
desde la posicién de inicio de la primera parte generadora de sefial. Un segundo motivo de secuencia puede
estar ubicado a una distancia de 1 a 200 aminoacidos desde la posicion de inicio de la segunda parte
generadora de sefial.

Ademas, la distancia entre cada motivo de secuencia puede ser de 1 a 15 aminoacidos.

En particular, la distancia preferida entre cada motivo de secuencia es de 6 a 8 aminoé4cidos.
Por ejemplo, la primera y/o segunda parte generadora de sefial puede ser CD3 .

La primera y/o segunda parte generadora de sefial puede ser FceRly.

La primera y/o segunda parte generadora de sefiales pueden ser aquellas que producen una respuesta inmune
sélo cuando se cumple una condicién especifica.

La condicién especifica puede ser que la parte de reconocimiento de antigenos reconozca antigenos.
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La condicién especifica puede ser que la parte de reconocimiento de antigeno forme una unidén con un antigeno.

La condicién especifica puede ser que la sefial generada se entregue cuando la parte de reconocimiento de
antigeno forme una unién con el antigeno.

La condicién especifica puede ser que la parte de reconocimiento de antigeno reconozca un antigeno o que la
parte de reconocimiento de antigeno se separe de un antigeno mientras se une con el antigeno.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial asociada con el crecimiento y la diferenciaciéon de las
células inmunes.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial asociada con la muerte de células inmunes.
La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial asociada con la actividad de las células inmunes.
La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial asociada con la ayuda de las células inmunes.

La sefial de respuesta inmune puede activarse para que sea especifica para la sefial producida en la parte de
reconocimiento de antigeno.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que regula la expresién de un gen de interés.
La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que suprime las respuestas inmunes.
En una realizacién, la parte generadora de sefiales puede incluir una parte generadora de sefiales adicional.

El término "parte generadora de sefial adicional", que es una parte de un receptor artificial, se refiere a una
region que produce una sefial de respuesta inmunitaria adicional con respecto a la sefial de respuesta
inmunitaria producida por la primera y/o segunda partes generadoras de sefial.

En adelante, la parte generadora de sefial adicional se denominara n®s™2 parte generadora de sefial (n # 1)
segun el orden.

El receptor artificial puede incluir una parte generadora de sefiales adicional, ademas de la primera parte
generadora de sefiales.

Se pueden incluir dos 0 mas partes generadoras de sefiales adicionales en un receptor artificial.

La parte generadora de sefiales adicional puede ser una estructura en la que se pueden producir sefiales de
respuesta inmune de 4-1BB, CD27, CD28, ICOS y OX40, u otras seflales de los mismos.

Las condiciones en las que la parte generadora de sefial adicional produce una sefial de respuesta inmunitaria
y las caracteristicas de las sefiales de respuesta inmunitaria producidas por la misma incluyen las detalles que
corresponden a las sefiales de respuesta inmune de la primera y/o segunda partes generadoras de sefiales.

La sefial de respuesta inmune puede ser una que promueva la sintesis de citoquinas. La sefial de respuesta
inmune puede ser una que promueva o inhiba la secrecion de citoquinas. En particular, la citoquina puede ser,
preferiblemente, IL-2, TNFa o IFN-y.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que ayude al crecimiento o diferenciacién de otras células
inmunes.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que regula la actividad de otras células inmunes.

La sefial de respuesta inmune puede ser una sefial que atrae a otras células inmunes a un lugar donde se
produce la sefial.

La presente divulgacion Incluye todas las posibles relaciones de unién de los receptores artificiales.

En consecuencia, los aspectos de los receptores artificiales de la presente divulgacién no se limitan a los
descritos en este documento.

El receptor artificial puede consistir en una parte de reconocimiento de antigeno, un cuerpo receptor y una
primera parte generadora de sefiales. El cuerpo receptor puede incluirse opcionalmente.

El receptor artificial puede consistir en una parte de reconocimiento de antigeno, un cuerpo receptor, una
segunda parte generadora de sefiales y una primera parte generadora de sefiales. El cuerpo receptor puede
incluirse opcionalmente. En particular, se pueden cambiar las posiciones de la primera parte generadora de
sefial y de la segunda parte generadora de sefial.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2998 057 T3

El receptor artificial puede consistir en una parte de reconocimiento de antigeno-un cuerpo receptor-una
segunda parte generadora de sefiales-una tercera parte generadora de sefiales-una primera parte generadora
de sefiales. El cuerpo receptor puede incluirse opcionalmente. En particular, se pueden cambiar las posiciones
desde la primera parte generadora de sefial a la tercera parte generadora de sefial.

En el receptor artificial, el nimero de partes generadoras de sefiales no esta limitado a 1 a 3, sino que puede
incluirse mas de tres.

Ademas de la realizacion anterior, el receptor artificial puede tener la estructura de una parte de reconocimiento
de antigeno-parte de generacién de sefial-un cuerpo receptor. La estructura puede ser ventajosa en el
momento en que se debe producir una sefial de respuesta inmune que actle desde una célula que tiene el
receptor artificial.

El receptor artificial puede funcionar de una manera correspondiente al receptor de tipo salvaje.

El receptor artificial puede funcionar para formar una relacién posicional especifica formando una unién con un
antigeno especifico.

El receptor artificial puede funcionar para reconocer un antigeno y producir una sefial de respuesta inmune que
promueva una respuesta inmune contra el antigeno especifico.

El receptor artificial puede funcionar para reconocer los antigenos de una célula general del cuerpo e inhibir
una respuesta inmune contra la célula del cuerpo.

(iv) Secuencia de sefiales
En una realizacién, el receptor artificial puede incluir opcionalmente una secuencia de sefiales.

Cuando el receptor artificial incluye una secuencia de sefiales de una proteina especifica, esto puede ayudar
a que el receptor artificial se ubique facilmente en la membrana de una célula inmune. Preferiblemente, cuando
el receptor artificial incluye una secuencia de sefiales de una proteina transmembrana, esto puede ayudar al
receptor artificial a penetrar a través de la membrana de la célula inmune para ubicarse en la membrana externa
de la célula inmune.

El receptor artificial puede incluir una o méas secuencia de sefiales.
La secuencia de sefiales puede incluir muchos aminoécidos con carga positiva.

La secuencia de sefiales puede incluir un aminoacido cargado positivamente en una ubicacién cercana al
terminal N o C.

La secuencia de sefiales puede ser una secuencia de sefiales de la proteina transmembrana.

La secuencia de sefiales puede ser una secuencia de sefiales de una proteina ubicada en la membrana externa
de una célula inmune.

La secuencia de sefiales puede estar incluida en la estructura que posee el receptor artificial, es decir, una
parte de reconocimiento de antigeno, un cuerpo receptor, una primera parte generadora de sefial y una parte
generadora de sefial adicional.

En particular, la secuencia de sefiales puede estar ubicada en una posicién cercana al terminal N o C de cada
estructura.

En particular, la distancia de la secuencia de sefiales desde el terminal N o C puede ser de aproximadamente
100 aminoacidos.

En una realizacién, la célula puede ser una que esté modificada de modo que se incluya un gen del receptor
de células T (TCR) especifico.

En otra realizacion, el TCR puede ser uno que tenga especificidad de unién para el antigeno asociado al tumor
(por ejemplo antigeno de melanoma reconocido por células T 1 (MART1), antigeno3 asociado al melanoma
(MAGEAS3), NY-ESO1, antigeno carcinoembrionario (CEA), NY-ES-O1 (GP100, etc.), melanoma).

En todavia otra realizacién, la célula puede ser una que esté modificada de modo que se incluya un receptor
de antigeno quimérico especifico (CAR). En una realizacién, el CAR puede ser uno que tenga especificidad de
unién para el antigeno asociado al tumor (por ejemplo CD19, CD20, anhidrasa carbénica IX (CAIX), CD171,
CEA, ERBB2, GD2, receptor de alfa-folato, antigeno Lewis Y, antigeno de membrana especifico de la préstata
(PSMA) o glicoproteina asociada a tumores 72 (TAG72)).

En todavia otra realizacién, la célula puede ser, por ejemplo, una que esté modificada de modo que la célula
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pueda unirse a uno o mas de los siguientes antigenos tumorales mediante TCR o CAR.

Los antigenos tumorales pueden incluir, pero no se limitana, AD034, AKT1, BRAP, CAGE, CDX2, CLP, CT-7,
CT8/HOM-TES-85, cTAGE-1, EGFR, EGFRUVIII, Fibulina- 1, HAGE, HCA587/MAGE-C2, hCAP-G, HCE®G61,
HER2/neu, HLA-Cw, HOM-HD-21/Galectina9, HOM-MEEL-40/SSX2, HOM-RCC-3.1.3/CAXIl, HOXA7,
HOXB6, Hu, HUB 1, KM-HN-3, KM-KN- 1, KOC1, KOC2, KOC3, KOC3, LAGE-1, MAGE-1, MAGE-4a, MPP1
1, MSLN, NNP-1, NY-BR-1, NY-BR-62 , NY-BR-85, NY-CO-37, NY-CO-38, NY-ESO-1, NY-ESO-5, NY-LU-12,
NY-REN-10, NY-REN-19/LKB/STK1 1, NY-REN-21, NY-REN-26/BCR, NY-REN-3/NY-CO-38, NY-REN-
33/SNC6, NY-REN-43, NY-REN-65, NY-REN-9, NY-SAR-35, OGFr, PSMA, PSCA PLU-1, Rab38, RBPJkappa,
RHAMM, SCP1, SCP-1, SSX3, SSX4, SSX5, TOP2A, TOP2B y tirosinasa.

- Elemento regulador de la unién del antigeno
Las células de la presente invencién pueden incluir ademas un "elemento regulador de la unién al antigeno".

El "elemento regulador de la unién al antigeno", que es un elemento que permite la unidén entre un receptory
un antigeno, puede ser un gen o una proteina que realiza dicha funcién.

Una respuesta inmune puede regularse utilizando dicho elemento regulador de la unién al antigeno. Por
ejemplo, cuando el tratamiento se realiza afiadiendo células que han sido sometidas a manipulacién externa al
cuerpo vivo, y cuando HVGD (HVGD huésped (enfermedad del injerto; enfermedad de injerto contra huésped
y Huéspedinjerto) en la que se activa la respuesta inmune con respecto a las células que han sufrido una
manipulaciéon externa y, por lo tanto, se elimina la eficacia del tratamiento, el problema se puede resolver
suprimiendo la capacidad de unién al antigeno del receptor de la célula inmune.

El elemento regulador de la unién al antigeno puede ser una proteina o un gen asociado con la estructura de
un receptor.

El elemento regulador de la unién al antigeno puede ser una proteina o un gen homoélogo a la estructura del
receptor.

Por ejemplo, el elemento regulador de la unién del antigeno puede ser dCK.
El elemento regulador de la unién al antigeno puede ser CD52.
El elemento regulador de la unién al antigeno puede ser B2M.

El elemento regulador de la unién del antigeno puede ser una proteina o un gen asociado con las estructuras
que reconoce un receptor.

Por ejemplo, el elemento regulador de la unién del antigeno puede ser una proteina MHC.
En una realizacién, la presente divulgacion se refiere a una célula inmune que incluye
genes inmunorreguladores manipulados artificialmente o las proteinas expresadas por estos genes.

En otra realizacién, la presente divulgacién se refiere a una célula inmune que incluye genes
inmunorreguladores manipulados artificialmente o las proteinas expresadas por estos genes; y un receptor.

En todavia otra realizacién, la presente invencién se refiere a una célula inmune que incluye genes
inmunorreguladores manipulados artificialmente o las proteinas expresadas por estos genes; un receptor; y un
elemento regulador de unidén a antigeno.

El ejemplo representativo de la célula divulgada en la presente memoria descriptiva es una cellla inmune.

La célula inmune puede ser al menos una seleccionada del grupo que consiste en células mononucleares de
sangre periférica (PBMC), células asesinas naturales (células NK), monocitos, células T, células CAR-T,
macréfagos, células T asesinas naturales (células NKT), etc, y preferiblemente, células T, células CAR-T,
células asesinas naturales (células NK) o células T asesinas naturales (células NKT).

Los factores que limitan la eficacia de las células inmunes manipuladas genéticamente (por ejemplo Las células
T, células NK y células NKT) incluyen:

(1) proliferaciéon de células inmunes (por ejemplo propagacién limitada de células inmunes después de la
transferencia adoptiva);

(2) supervivencia de las células inmunes (por ejemplo induccién de la apoptosis de las células inmunes por
factores del entorno tumoral); y

(3) funcién de las células inmunes (por ejemplo inhibicién de la funcién de las células inmunes citotéxicas por
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factores inhibidores secretados por las células inmunes del huésped y las células cancerosas).

Para este fin, los factores limitantes anteriormente mencionados se regulan a través de las células inmunes,
en las que uno o0 més genes expresados en las células inmunes (por ejemplo, uno 0 més genes seleccionados
del grupo que consiste en DGKA y DGKZ) se inactivan.

En un ejemplo, uno o0 mas genes expresados en células inmunes (por ejemplo, uno 0 mas genes seleccionados
del grupo que consiste en los genes de DGKA y DGKZ) pueden ser seleccionados y manipulados para ser
inactivados, desactivados o introducidos independientemente, de modo de afectar la proliferacién,
supervivencia y funcién de una o mas células inmunes.

En un ejemplo, en una célula inmune, se pueden seleccionar y manipular dos genes que consisten en genes
DGKA y DGKZ para que se inactiven, desactiven o introduzcan simultaneamente. En una realizacién, se
eliminaron simultdneamente DGKA y DGKZ.

En un ejemplo, uno o mas genes que expresan células inmunes (por ejemplo, uno 0 mas genes seleccionados
del grupo que consiste en genes DGKA y DGKZ) pueden ser seleccionados y manipulados para ser inactivados,
desactivados o introducidos independientemente, de modo que afectan la proliferacién, supervivencia y funcién
de una o mas células inmunes, al seleccionar una regién no codificante o una regién codificante (por ejemplo
regiébn promotora, potenciador, 3'UTR y/o secuencia de sefiales de poliadenilacién, o secuencia de
transcripcién (por ejemplo intrén o secuencia de exones)).

En un ejemplo, uno o0 mas genes expresados en células inmunes (por ejemplo, uno 0 mas genes seleccionados
del grupo que consiste en genes DGKA y DGKZ) pueden ser direccionados y manipulados para ser cada uno
independientemente inactivado, desactivado o introducido, de modo que afecte la proliferacidn, supervivencia
y funcién de una o mas células inmunes, mediante la induccién de alteraciones que incluyen delecién,
sustitucién, insercién o mutacién en una o més regiones de las secuencias.

[Sistema inmunitario]

Ademas, se divulga un sistema inmunitario que forma un mecanismo de respuesta inmunoldgica en el que
estan involucrados el factor inmunorregulador manipulado artificialmente y/o las células que lo incluyen.

El "sistema inmunitario” que se divulga en este documento es un término que incluye todos los fenémenos que
afectan respuestas inmunitarias in vivo por los cambios en la funcién del factor inmunorregulador manipulado
(es decir, estar involucrado en mecanismos que exhiben nuevas eficacias inmunolégicas), e incluye todos los
materiales, composiciones, métodos y usos que estan involucrados directa o indirectamente en dicho sistema
inmunitario. Por ejemplo, incluye todos los genes, células inmunes y érganos/tejidos inmunes involucrados en
la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa, la inmunidad celular, la inmunidad humoral, la inmunidad activa
y la respuesta inmune pasiva.

Los elementos que constituyen dicho sistema inmunitario suelen denominarse colectivamente "factor del
sistema inmunitario".

El sistema inmunitario divulgado en este documento incluye células inmunes manipuladas.

La célula inmune manipulada significa una célula inmune que ha sido sometida a una manipulacién artificial,
no en un estado natural. Recientemente, se han estudiado activamente técnicas para mejorar la inmunidad
mediante la extraccién de células inmunes del cuerpo y la aplicacion de manipulacién artificial. Se ha
demostrado que este tipo de células inmunes manipuladas constituyen un nuevo método terapéutico debido a
su excelente eficacia inmunolégica contra ciertas enfermedades. En particular, se han realizado activamente
estudios sobre células inmunes manipuladas en relacién con el tratamiento del cancer.

La célula inmune manipulada puede ser una célula inmune funcionalmente manipulada o una célula inmune
complementada con una estructura artificial.

Célula inmune funcionalmente manipulada

La "célula inmune funcionalmente manipulada" divulgada en este documento se refiere a una célula inmune,
en la que el receptor de tipo salvaje o el factor inmunorregulador ha sido manipulado en la naturaleza.

En adelante, manipulacién se refiere a todo tipo de manipulacién, incluyendo la escisién, ligadura, eliminacién,
inserciéon y modificaciéon de genes; o la eliminacién, adicion o modificacién de proteinas, que aquellos con
conocimientos normales en la técnica pueden utilizar para manipular proteinas y genes. En adelante, las células
inmunes incluyen no solo las células inmunes diferenciadas sino también las células de prediferenciacién (por
ejemplo células madre).

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser células inmunes en las que se manipulan
receptores de tipo salvaje. En particular, el receptor de tipo salvaje puede ser TCR.
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Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que los receptores de tipo salvaje
estan ausentes o presentes en una tasa menor en la superficie.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que los receptores de tipo salvaje
estan presentes en una mayor proporcién en la superficie.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que los receptores de tipo salvaje
tienen una capacidad de reconocimiento mejorada para antigenos especificos.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser células inmunes en las que se manipulan
factores inmunorreguladores.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que se manipulan elementos
reguladores de la actividad de las células inmunes.

En particular, las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser células inmunes en las que estan
inactivados uno o més seleccionados del grupo que consiste en SHP-1, PD-1, CTLA-4, CBLB, ILT-2, KIR2DL4
y PSGL-1.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que se manipulan elementos
reguladores del crecimiento de células inmunes.

En particular, las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser células inmunes en las que estan
inactivadas una o mas seleccionados del grupo que consiste en DGK-alfa, DGK-zeta, Fas, EGR2, Egr3,
PPP2R2D y A20. Preferiblemente, se inactivan una o méas seleccionadas del grupo que consiste en DGK-alfa,
DGK-zeta, EGR2, PPP2R2D y A20.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que se manipulan elementos
reguladores de la muerte de las células inmunes.

En particular, las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser células inmunes en las que estan
inactivadas una o mas seleccionadas del grupo que consiste en Daxx, Bim, Bid, BAD, PD-1y CTLA-4.

Ademas, las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser células inmunes en las que se insertan
elementos que inducen la muerte de si mismas.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que se manipulan elementos
reguladores del agotamiento de las células inmunes.

En particular, las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser células inmunes en las que estan
inactivadas una o mas seleccionados del grupo que consiste en TET2, Wnt y Akt.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que se manipulan elementos
reguladores de la produccién de citoquinas.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que se manipulan elementos
reguladores de la unién del antigeno.

En particular, las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser células inmunes en las que estan
inactivadas una o mas seleccionadas del grupo que consiste en dCK, CD52, B2M y MHC.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que se manipula un factor
inmunorregulador diferente a los mencionados anteriormente.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden ser aquellas en las que se manipulan
simultdneamente uno o mas factores inmunorreguladores. En particular, se pueden manipular uno o mas tipos
de factores inmunorreguladores.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden tener nuevas eficacias inmunolégicas al manipular
receptores de tipo salvaje y factores inmunorreguladores.

En particular, cuando se manipula un factor inmunorregulador, esto no significa necesariamente que se deba
exhibir un nuevo efecto inmunorregulador. La manipulacién de un factor inmunorregulador puede provocar o
inhibir una variedad de nuevas eficacias inmunolégicas.

La nueva eficacia inmune puede ser aquella en la que se regule la capacidad de reconocer un antigeno
especifico.

La nueva eficacia inmune puede ser aquella en la que se mejore la capacidad de reconocer un antigeno
especifico.
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En particular, el antigeno especifico puede ser un antigeno de enfermedad, por ejemplo, un antigeno de células
cancerosas.

La nueva eficacia inmune puede ser aquella en la que se deteriore la capacidad de reconocer un antigeno
especifico.

La nueva eficacia inmunolégica puede ser aquella en la que se mejore la nueva eficacia inmunolégica.

La nueva eficacia inmunolégica puede ser aquella en la que se regule el crecimiento de las células inmunes.
En particular, la eficacia inmune puede ser aquella en la que se promueven o retrasan el crecimiento y la
diferenciacion.

La nueva eficacia inmunolégica puede ser aquella en la que se regule la muerte de las células inmunes. En
particular, la eficacia inmunoldgica puede ser prevenir la muerte de las células inmunes. Ademas, la eficacia
inmunolégica puede ser provocar que las células inmunes se maten a si mismas cuando haya transcurrido el
tiempo apropiado.

La nueva eficacia inmunolégica puede ser aquella que alivie la pérdida de funciones de las células inmunes.

La nueva eficacia inmunolégica puede ser aquella en la que se regule la secrecién de citoquinas de las células
inmunes. En particular, la eficacia inmune puede ser promover o inhibir la secrecién de citoquinas.

La nueva eficacia inmunolégica podria ser la de regular la capacidad de unién del antigeno de los receptores
de tipo salvaje en una célula inmune. En particular, la eficacia inmunolégica puede consistir en mejorar la
especificidad de los receptores de tipo salvaje para antigenos especificos.

Célula inmune complementada con estructura artificial

El término "célula inmune complementada con estructura artificial" significa una en la que una estructura
artificial se complementa en una célula inmune.

Por ejemplo, la célula inmune complementada con una estructura artificial puede ser una célula inmune en la
que se complementa un receptor artificial.

El receptor artificial puede ser uno que tenga la capacidad de reconocer ciertos antigenos. En un ejemplo, la
célula inmune complementada con estructura artificial puede ser una célula T CAR.

Ademas, el receptor artificial puede ser uno en el que se complementen receptores artificiales, que tienen la
capacidad de reconocer cada uno de dos o méas antigenos causados por una enfermedad especifica. En
particular, cada uno de los receptores artificiales puede ser uno que se exprese de manera dependiente del
tiempo segln las condiciones.

Por ejemplo, en el caso de una célula inmune manipulada para el tratamiento del cancer, un primer receptor
artificial puede producir una sefial de respuesta inmune que inicie la expresién de un segundo gen de receptor
artificial, y luego se puede expresar un segundo receptor artificial. El segundo receptor artificial puede producir
una sefial de respuesta inmune que induce una respuesta inmune contra las células cancerosas. En este caso,
se puede mejorar la capacidad de la célula inmune manipulada para atacar las células cancerosas.

El receptor artificial puede ser uno que tenga la capacidad de reconocer la célula inmune manipulada.

El receptor artificial puede ser uno que tenga la capacidad de reconocer las células generales del cuerpo. En
un ejemplo, la célula inmune complementada con estructura artificial puede ser una célula T iCAR.

El receptor artificial puede ser uno que tenga la capacidad de reconocer un tercer material. En particular, el
tercer material puede tener capacidad de unién a antigenos de una enfermedad especifica.

En particular, el tercer material puede ser capaz de unirse al receptor artificial y, simultdneamente, unirse a los
antigenos de una enfermedad especifica. Por ejemplo, el tercer material puede tener la capacidad de unirse
simultdneamente al receptor artificial y al antigeno relacionado con la célula cancerosa.

En otro ejemplo, la célula inmune complementada con estructura artificial puede ser una célula inmune en la
que se complementa una estructura artificial que tiene una funcién especifica, ademas de los receptores
artificiales.

En el caso en que se afiade a una célula inmune una estructura artificial diferente de su estado nativo, la célula
inmune complementada con la estructura artificial puede tener una nueva eficacia inmunitaria.

Por ejemplo, la nueva eficacia inmune puede ser aquella en la que una célula inmune se une a un antigeno
especifico de tal manera que la célula inmune esta en una relacién posicional especifica con el antigeno.
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La nueva eficacia inmune puede ser una funcién para reconocer y promover una respuesta inmune contra el
antigeno especifico.

La nueva eficacia inmune puede ser una funcién para inhibir una respuesta inmune excesiva.

La nueva eficacia inmune puede ser una funcién para regular la via de transduccién de sefiales de una
respuesta inmune.

La nueva eficacia inmunolégica puede ser una funcién mediante la cual una célula inmune forma una unién
con un tercer material y confirma una enfermedad especifica. En particular, el tercer material puede ser un
biomarcador de una enfermedad especifica.

Un ejemplo preferido del antigeno especifico mencionado anteriormente puede ser un antigeno de células
cancerosas.

Los antigenos de células cancerosas pueden incluir, pero no se limitan a, AD034, AKT1, BRAP, CAGE, CDX2,
CLP, CT-7, CT8/HOM-TES-85, cTAGE-1, EGFR, EGFRVIII, Fibulin- 1, HAGE, HCA587/MAGE-C2, hCAP-G,
HCE661, HER2/neu, HLA-Cw, HOM-HD-21/Galectina®, HOM-MEEL-40/8SX2, HOM-RCC-3.1.3/CAXII,
HOXA7, HOXBSG, Hu, HUB 1, KM-HN-3, KM-KN- 1, KOC1, KOC2, KOC3, KOC3, LAGE-1, MAGE-1, MAGE-4a,
MPP1 1, MSLN, NNP-1, NY-BR-1, NY-BR-62, NY-BR-85, NY-CO-37, NY-CO-38, NY-ESO-1, NY-ESO-5, NY-
LU-12, NY-REN-10, NY-REN-19/LKB/STK1 1, NY-REN-21, NY-REN-26/BCR, NY-REN-3/ NY-CO-38, NY-
REN-33/SNC8, NY-REN-43, NY-REN-65, NY -REN-9, NY-SAR-35, OGFr, PLU-1, PSMA, PSCA, Rab38,
RBPJkappa, RHAMM, SCP1, SCP-1, SSX3, SSX4, SSX5, TOP2A, TOP2B, ROR-1 y tirosinasa.

Célula inmune hibrida manipulada

El término "célula inmune hibrida manipulada" se refiere a una célula inmune en la que se logran tanto la
manipulacién de un factor inmunorregulador como la complementacién de una estructura artificial.

En una célula inmune manipulada hibrida, la manipulacién de un factor inmunorregulador es la misma que la
descrita anteriormente en la célula inmune funcionalmente manipulada. Ademas, la complementacién de una
estructura artificial es la misma que la descrita anteriormente en la célula inmune complementada con
estructura artificial.

Cuando la manipulacién de la funcién de una célula inmune es una manipulacién genética, la ubicaciéon donde
se complementa la estructura artificial puede serla misma que la posicién del gen donde ocurrié la manipulacién
de la funcién.

La nueva eficacia inmunolégica de una célula inmune manipulada hibrida puede ser una que incluya las nuevas
eficacias inmunolégicas de la célula inmune funcionalmente manipulada y la célula inmune complementada
con estructura artificial, y exhiba una eficacia inmunolégica méas mejorada mediante la interaccién entre estas
células.

La eficacia inmunolégica mejorada puede deberse a que se mejora la especificidad y la respuesta inmunolégica
para una enfermedad particular. En un ejemplo preferido, una célula inmune manipulada hibrida puede ser una
que tenga una mejora tanto en la especificidad del cancer como en la respuesta inmune.

El sistema inmunitario divulgado en este documento incluye una respuesta inmunolégica deseada y un
mecanismo de tratamiento de enfermedades a través de ella, que se logra mediante un factor inmunorregulador
manipulado y/o una célula inmunolégica manipulada.

En una realizacién, el factor inmunorregulador y/o la célula inmune manipulada, en la que el gen que inhibe la
proliferacién de células inmunes estd inactivado, pueden usarse para afectar la proliferacién de células
inmunes.

En una realizacién, el factor inmunorregulador y/o la célula inmune manipulada, en la que el gen que media la
muerte de las células inmunes esta inactivado, pueden usarse para afectar la supervivencia de las células
inmunes.

En una realizacién, el factor inmunorregulador y/o la célula inmune manipulada, en la que el gen que codifica
un factor de transduccién de sefiales para suprimir e inhibir la inmunidad esta inactivado, pueden usarse para
afectar la funcién de las células inmunes.

Los métodos y composiciones descritos en este documento se pueden utilizar de forma individual o en
combinacién para influir en uno 0 mas de los factores que limitan la eficacia de una célula inmune manipulada
genéticamente como tratamiento terapéutico para una enfermedad especifica (por ejemplo proliferaciéon de
células inmunes, supervivencia de células inmunes, funcién de células inmunes o cualquier combinacién de las
mismas).
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Mientras tanto, el término "terapia inmunorreguladora” se refiere al tratamiento de una enfermedad regulando
la respuesta inmune en el cuerpo utilizando un factor inmunorregulador manipulado y/o una célula inmune
manipulada.

Por ejemplo, las células inmunes (por ejemplo células dendriticas, células asesinas naturales, células T, etc.)
pueden usarse para tratar enfermedades activando o inactivando la respuesta inmune en el cuerpo.

Una terapia inmunorreguladora de este tipo se ha desarrollado principalmente como indicacidn para la terapia
del cancer, y la terapia inmunorreguladora es un mecanismo de tratamiento diferenciado de la terapia
quirdrgica, los agentes anticancerigenos o la radioterapia utilizados para el tratamiento del cancer existente,
porque la funcién inmunolégica se activa administrando las células inmunes directamente al paciente y
provocando asi un efecto terapéutico.

En una realizacién de la terapia inmunorreguladora, de acuerdo con las caracteristicas de las células inmunes
utilizadas y los genes introducidos en las células en el proceso de fabricacidn, la terapia inmunorreguladora
incluye agentes terapéuticos de células inmunorreguladoras dendriticas, células asesinas activadas por
linfocinas (LAK), linfocitos T infiltrantes de tumores (TIL), células T modificadas por el receptor de células T
(TCR-T), células T modificadas por el receptor de antigeno quimérico (CAR-T), etc.

[Manipulaciéon o modificacidén genética]

La manipulacién o modificacién de materiales involucrados en el factor inmunorregulador, la célula inmune y el
sistema inmunitario descritos en la presente divulgacidén puede lograrse preferiblemente mediante manipulacién
genética.

En un aspecto, la composicién y el método para la manipulacién genética pueden proporcionarse apuntando a
la totalidad o parte de las regiones codificantes y no codificantes de los genes inmunorreguladores que afectan
la proliferacién, supervivencia y/o funcién de las células inmunes.

En una realizacién, la composicién y el método, con el fin de formar un sistema inmunitario deseado, pueden
manipular o modificar uno 0 mas genes reguladores inmunoldgicos que estan involucrados en el sistema
inmunitario. Esto se consigue mediante la modificacién de un acido nucleico que constituye el gen. Como
resultado de la manipulacién, se incluyen todos los elementos en forma de desactivacién, inactivacion e
insercion.

En una realizacién, una regién promotora o secuencia de transcripcién (por ejemplo secuencia de intrones,
secuencia de exones) pueden ser el objetivo. La secuencia de codificacién (por ejemplo una regién codificante
y una regién codificante inicial) pueden ser objeto de alteracién e inactivacién de la expresién.

En una realizacién, la alteracién de un acido nucleico puede ser, por ejemplo, sustitucién, delecién y/o insercidn
de nucleétidos en el rango de 1 pb a 30 pb, 1 pb a 27 pb, 1 pb a25pb, 1 pba 23 pb, 1 pba20pb,1pba15
pb, 1pba10pb,1pba5pb, 1pba3pbo1pb.

En una realizacién, para la inactivacién de uno o méas genes, o la eliminacién de una o mas expresiones, o para
la inactivcion de uno o mas de un alelo o dos alelos entre el gen inmunorregulador, los genes pueden ser
seleccionados de tal manera que la delecién o mutacién puede incluirse en uno 0 mas de los genes reguladores
inmunolégicos.

En una realizacién, la inactivacién de genes se puede utilizar para reducir la expresién de alelos o
transcripciones no deseados.

En una realizacién, el direccionamiento del promotor, potenciador, intrén, 3'UTR y/o secuencia no codificante
de la sefial de poliadenilacién se puede utilizar para alterar el gen inmunorregulador que afecta la funcién de
las células inmunes.

En una realizacién, la regulacion de la actividad (por ejemplo activacién, inactivacién) del gen inmunorregulador
puede ser inducida por la alteracién del &cido nucleico del gen.

En una realizacion, la alteracién del acido nucleico del gen puede ser para inactivar el gen direccionado
mediante la escision de las cadenas simples o dobles en la regidn especifica del gen direccionado a través de
un complejo de proteina editora-acido nucleico guia, es decir, catalizando las roturas de las cadenas de acido
nucleico.

En una realizacion, las roturas de las cadenas de acido nucleico pueden repararse mediante mecanismos (por
ejemplo recombinaciéon homdéloga, unién de extremos no homélogos (NHEJ), etc.).

En este caso, cuando ocurre el mecanismo NHEJ, se induce una alteracién de una secuencia de ADN en el
sitio de escisién, pudiendo inactivar el gen mediante la misma. La reparacién a través de NHEJ puede causar
sustituciones, inserciones o deleciones de fragmentos cortos de genes y puede utilizarse para inducir la
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inactivacién de genes correspondientes.

En otro aspecto, se divulga en el presente documento la posicién para la manipulacién genética antes
mencionada.

En una realizacion, cuando la alteracién se logra mediante la alteracién mediada por NHEJ, la posicién para la
manipulacién genética se refiere a una posicidén en el gen que da como resultado la reduccién o eliminacién de
la expresidn del producto del gen inmunorregulador.

Por ejemplo, la posicién en el gen puede ser en la regién de codificacion inicial, en la regién de codificacién
50% corriente arriba, en la secuencia promotora, en la secuencia de intrones especifica y en la secuencia de
exones especifica.

La posicién puede estar en una posicion especifica en el gen que afecta la proliferacidén, supervivencia y/o
funcién de una célula inmune.

La posicién puede estar en una posicién especifica en el gen que afecta la funcién de las proteinas involucradas
en la respuesta inmune.

La posicidn puede estar en una posicién especifica en el gen que afecta la capacidad de reconocimiento de un
antigeno especifico.

La posicién puede estar en una posicion especifica en el gen que afecta la funcién de regular la secrecidén de
citoquinas en una célula inmune.

La posicién puede estar en una posicién especifica en el gen que afecta la funcién de regular la capacidad de
unién del antigeno de los receptores en una célula inmune.

La manipulacién genética puede realizarse considerando el proceso regulador de la expresién genética.

En una realizacién, la manipulacién genética se puede realizar en etapas de regulacién transcripcional,
regulacion del procesamiento de ARN, regulacién del transporte de ARN, regulacién de la degradaciéon de ARN,
regulacién de la traduccién o regulacién de la modificacién de proteinas, seleccionando un método de
manipulacién adecuado para cada paso.

En una realizacion, la expresién de informacién genética puede controlarse previniendo o deteriorando la
estabilidad del ARNm mediante ARN pequefios (ARNs) utilizando interferencia de ARN (ARNi) o silenciamiento
de ARN vy, en algunos casos, destruyéndolo para prevenir el suministro de la informacién de la sintesis de
proteinas durante el paso intermedio.

En una realizacién, se puede utilizar una enzima de tipo salvaje o variante capaz de catalizar la hidrélisis
(escision) de moléculas de ADN o ARN, preferiblemente enlaces entre &cidos nucleicos en una molécula de
ADN. Se puede utilizar un complejo de proteina editora- acido nucleico guia.

Por ejemplo, la expresién de informacién genética puede controlarse manipulando genes utilizando uno o mas
seleccionados del grupo que consiste en meganucleasa, nucleasa de dedo de zinc, CRISPR/Cas9 (proteina
Cas9), CRISPR-Cpf1 (proteina Cpf1) y nucleasa TALE.

En un ejemplo preferido, sin limitacién, la manipulacién genética puede estar mediada por unién de extremos
no homélogos (NHEJ) o reparacion dirigida por homologia (HDR) utilizando un complejo de proteina editora-
acido nucleico guia (por ejemplo Sistema CRISPR/Cas).

En una realizacion, los ejemplos del gen inmunorregulador que afectan la proliferacién, supervivencia y/o
funcién de las células inmunes pueden incluir el gen DGKA o el gen DGKZ.

Las regiones de secuencia diana de los genes anteriores (es decir, los sitios en los que puede ocurrir la
modificacidén del &cido nucleico) se resumen en la Tabla 1 a continuacién (la parte de la secuencia diana que
se muestra en la Tabla 1 se divulga como que contiene la secuencia PAM 5'-NGG-3' en el extremo 3').

La secuencia diana puede apuntar a dos o mas tipos simultdneamente.
El gen puede afectar a dos o mas tipos simultdneamente.

Se pueden atacar simultaneamente dos 0 mas secuencias diana en un gen homdlogo o dos 0 méas secuencias
diana en un gen heterélogo.

En una realizacién de ejemplo, se pueden direccionar DGKa o DGKz, respectivamente.

En una realizacién de ejemplo, DGKa y DGKz pueden ser direccionadas simultaneamente.

26



[Tabla 1] Secuencia diana

ES 2998 057 T3

Gen diana ADN Secuencia Diana ID SEQ NO
CTTGTGGCGCTGAAAACGAACGG IDSEQNO ]
ATGCCACTTCTCAGTACATGTGG ID SEQ NO 2
GCCACTTCTCAGTACATGTGGGEG IDSEQNO 3
GCCCCACATGTACTGAGAAGTGG IDSEQNO 4
TCAGTACATGTGGGGCGTTCAGG IDSEQNO &

A20 GGGCGTTCAGGACACAGACTTGG ID SEQ NO &
CACAGACTTGGTACTGAGGAAGG IDSEQNO 7
GGCGCTGTTCAGCACGCTCAAGG IDSEQNO 8
CACGCAACTTTAAATTCCGCTGG IDSEQNO O
CGGGGCTTTGLCTATGATACTCGG 1D SEQ NO 10
GGCTTCCACAGACACACCCATGG IDSEQNO 11
TGAAGTCCACTTCGGGCCATGGG ID SEQ NO 12

Gen diana ADN Secuencia Diana ID SEQ NO
CTGTACGACACGGACAGAAATGG IDSEQNO 13
TGTACGACACGGACAGAAATGGG 1D SEQ NO 14
CACGGACAGAAATGGGATCCTGG | msegno 15
GATGCGAGTGGCTGAATACCTGG ID SEQ NG 10
GAGTGGCTGAATACCTGGATTGG IDSEQNOC 17

DGKa AGTGGCTGAATACCTGGATTGGG IDSEQNO 18
ATTGGGATGTGTCTGAGCTGAGG IDSEQNOC 19
ATGAAAGAGATTGACTATGATGG ID SEQ NO 2()
CTCTGTCTCTCAAGCTGAGTGGEG IDSEQNO 21
TCTCTCAAGCTGAGTGGGETCCGG ID SEQ NO 22
CTCTCAAGCTGAGTGGGTCCGGG IDSEQNO 23
CAAGCTGAGTGGGTCCGGGCTGG | IDSEQNO 24

Gen diana ADN Secuencia Diana ID SEQ NO
TTGACATGALTGGAGAGAAGAGG ID SEQ NO 25
GACTGGAGAGAAGAGGTCGTTGG | IDSEQNO 26
GAGACGGGAGCAAAGCTGCTGGG | IDSEQNO 27
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AGAGACGGGAGCAAAGCTGUTGG | seoibNO 28
TGGTTTCTAGGTGCAGAGALGGG SEQ ID NO 20
TAAGTGAAGGTCTGGTTITCTAGG SEQ 1D NO 30
TGCCCATGTAAGTGAAGGTCTGG SEQID NO 31
GAACTTGCCCATGTAAGTGAAGG SEQID NO 32
TCCATTGACCCTCAGTACCCTGG SEQID NO 33
TATGCCTTCTGGGTAGCAGCTGEG SEQ ID NO 34
TGAGTGCAGGCATCTTGCAAGGG SEQ 1D NO 35
GAGTGCAGGCATCTTGCAAGGGG | SEQIbNe 36
GATGAGGCTGTGGTTGAAGCTGG SEQ ID NO 37
CCACTGGCCACAGGACCCCTGGG | seQIoNO 38
GGGACATGGTGCACACACCCAGG | sEQIDNO 39
GAGTACAGGTGGTCCAGGTCAGG SEQ ID NO 40
GCGGAGAGTACAGGTGGTCCAGG | sEQIDNO 4]
GCGGTGGUGGAGAGTACAGGTGG | SEQIDNO 42
TCTCCTGCACAGCCAGAATAAGG SEQ ID NO 43
ACGCAGAAGGGTCCTGGTAGAGG | SEQIDNG 44
AGGTGGTGGGTAGGUCAGAGAGG | SEQIDNO 45
CCCAAGCCAGCCACGGALCCAGG | sEQIDNO 46
ACCTGGGTCLGTGGCTGGCTTGG SEQID NO 47
AAGAGACCTGGGTCCGTGGUTGE | seQiDNO 48
GGATCATTGGGAAGAGACCTGGG | seQI NO 48
GGGATCATTGGGAAGAGACCTGG | SEQIDNO 50
CAGGATAGTCTGGGATCATTIGGG SEQIDNO 51
GGAAAGAATCCAGGATAGTCTGG | seompno 52
CAGTGCCAGAGAGACCTACATGG | seempnNo 53
CTGTACCATGTAGGTCTCTCTGG SEQ ID NO 54
AGAGACCTACATGGTACAGCTGG | seomNo 55
CTGGGCCAGCTGTACCATGTAGG | SEQIDNO 56
AGGGAAAGGGCTTACGGTCTGGG | SEQIDNO 57
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CAGGGAAAGGGCTTACGGTCTGG | IDSEQNO 58
Gen diana ADN Secuencia Diana ID SEQ NO
TCTGGAGATCTTCTTGCAACAGG ID SEQNO 59
CTCCGGTTCATGACTTTGAAAGG ID SEQ NO 60
GTCTTCCATCTTCGTCTTTCAGG IDSEQNO 61
GAAGACTTCGAGACCCATTTAGG IDSEQNO 6/
TCGAGACCCATTTAGGATCACGG ID SEQ NO 63
GTAGCGCCGTGATCCTAAATGGG ID SEQ NO 64
CGTAGCGUCGTGATCCTAAATGG IDSEQNO 65
CATTTAGGATCACGGCGCTACGG ID SEQ NO 66
GGTCCCAATATTGAAGCCCATGG ID SEQNO 67
GATCCATGGGCTTCAATATTGGG ID SEQ NO 68
AGATCCATGGGCTTCAATATTGG ID SEQ NO 69
GCITCTACCATAAGATCCATGGG ID SEQNO 70
PPP2R2D | CGUTTCTACCATAAGATCCATGG IDSEQNO /]
GCATTTGCAAAAATTCGCCGTGG ID SEQ NO 72
ATGACCTGAGAATTAATTTATGG ID SEQNO 73
CCATGCACTCCCAGACATCGTGA ID SEQ NO 74
GCACTGGTGCGGGTGGAACTCGG | IDSEQNO 75
ACACGTTGCACTGGTGCGGAETGG ID SEQ NO 76
CGAACACGTTGCACTGGTGLGGEG IDSEQNO 77
ACGAACACGTTGCACTGGTGLGAE ID SEQ NO 78
TGTAGACGAACACGTTGCACTGG IDSEQNO /9
GCGCATGTCACACAGGCGGATGG | IDSEQNO 80
AGGAGCGCATGTCACACAGGCGG | IDSEQNO gl
CCGAGGAGCGCATGTCACACAGG ID SEQ NO 82
CCTGTGTGACATGCGCTCLTCGE ID SEQ NG 83
Gen diana ADN Secuencia Diana ID SEQ NO
CGACTGGCCAGGGCGCCTGTGGG | msegno 84
ACCGCCCAGACGACTGGCCAGGG | IDSEQNO 85
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CACCGCCCAGACGACTGGCCAGG | SEQIDNO 86
GTCTGGGCGGTGCTACAACTGGG SEQ ID NO 87
CTACAACTGGGCTGGCGGCCAGG | seQDNO 88
CACCTACCTAAGAACCATCCTGG SEQID NO 89
PD-1 CGGTCACCACGAGCAGGGCTGGG | sEQIDNO S0
GCCCTGCTCGTGGTGACCGAAGG | seQIDNO 9]
CGGAGAGCTTCGTGCTAAACTGG SEQ ID NO 92
CAGCTTGTCCGTCTGGTTGLTGG SEQ ID NO 93
AGGCGGCCAGCTTGTCCGTCTGG SEQ ID NO 94
CCGGGLTGGCTGCGGTCCTCGEGG | SEQIDNO 95
CGTTGGGCAGTTGTGTGACACGG SEQ ID NO 96

Gen diana ADN Secuencia Diana SEQ ID NO
CATAAAGCCATGGCTTGCATTGG SEQID NO 97
CCTTGGATTTCAGCGGCACAAGG SEQID NO 98
CCTTGTGCCGCTGAAATCCAAGG SEQID NO 99
CACTCACCTTTGCAGAAGACAGG SEQ ID NO 100
TTCCATGCTAGCAATGCACGTGG SEQID No 101
CTLA-4 GGCCACGTGCATTGCTAGCATGG SEQID NO 102
GGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGG | seQIDNO 103
AGGTCCGGGTGACAGTGCTTCGEG SEQID NO 104
CCGGGTGACAGTGCTTCGGCAGG | sEQIDNO 105
CTGTGCGGCAACCTACATGATGG SEQ ID NO 106
CAACTCATTCCCCATCATGTAGG SeQIDNo 107
CTAGATGATTCCATCTGCACGGG SEQID NO 108

Gen diana ADN Secuencia Diana SEQ ID NO
GGCTAGGAGTCAGCGACATATGG | seeipno 109
GCTAGGAGTCAGCGACATATGGG | seemno 110
CTAGGAGTCAGCGACATATGGGG | SEQIDNO 117
GTACTGTGTAGCCAGGATGCTGG SEQIDNO 1172
ACGAGCACTCACCAGCATCCTGG | seemnNo 113
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AGGCTCCAGGAATGTCCGCGAGG | seQibNO 114
ACTTACCTCGCGGACATTCCTGG SEQIDNO 115
CACCCTGGGCACTTACCTCGCGG | seepNO 116
GTGCCGTACAAAGGTTGGCTGGG | SEQIDNO 117
GGTGCCGTACAAAGGTTGGCTGG | seemNo 118
CTCTCCTCAGTACCACAGCAAGG | seeipnNo 119

CCTGGGGCCTCCGGGLGCGGAGG

SEQID NO 120

AGTACTCACCTGGGGCCTCCGAG

SEQIDNO 127

AGGGTCTCCAGCGGCCCTCCTGG | SEQIDNO 127
GCAAGTACTTACGCCTCCTTGGG SEQIDNC 123
TTGCGGTACATCTCCAGCLTGGG SEQID NO 124
TTTGCGGTACATCTCCAGCCTGG SEQIDNO 125
Gen diana ADN Secuencia Diana SEQ ID NO
GCAAAACCTGTCCACTCTTATGG SEQID NO 126
TTGGTGCCATAAGAGTGGACAGG | SEQIDNO 127
GGTGCAAGTTTCTTATATGTTGG SEQ ID NO 128
ACCTGATGCATATAATAATCAGG | SEQIDNO 129
ACCTGATTATTATATGCATCAGG SEQID NO 130
CAGAGCACCAGAGTGCCGTCTGG | SEQIDNO 131
AGAGCACCAGAGTGCCGTCTGGG | SEQIDNO 132
AGAGTGCCGTCTGGGTCTGAAGG | s No 133
AGGAAGGCCGTCCATTCTCAGGG | seQIDNO 134
GGATAGAACCAACCATGTTGAGG | SEQIDNO 135
TCTGTTGCCCTCAACATGGTTGG SEQID NO 136
TTAGTCTGTTGCCCTCAACATGG SEQIDNO 37
GTCTGGCAAATGGGAGGTGATGG | SEQIDNO 138
CAGAGGTTCTGTCTGGCAAATGG SEQ ID NO 139
TTGTAGCCAGAGGTTCTGTCTGG SEQID NO 140
ACTTCTGGATGAGCTCTCTCAGG SEQID NO 141
AGAGCTCATCCAGAAGTAAATGG | sEQIDNO 142
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TTGGTGTCTCCATTTACTTCTGG

SEQID NO 143

TTCTGGCTTCCCTTCATACAGGG

SEQID NO 144

CAGGACTCACACGACTATTCTGG

SEQ ID NO 145

CTACTTTCTTGTGTAAAGTCAGG

SEQ ID NO 146

GACTTTACACAAGAAAGTAGAGG SEQID NO 147
GTCTTTCTCCATTAGCCTTITGG SEQID NO 148
AATGGAGAAAGACGTAACTTCGG | seQipNo 149
ATGGAGAAAGACGTAACTTCGGG SEQ ID NO 150
TGGAGAAAGACGTAACTTCGGGG | SEQIDNO 151
TTTGGTTGACTGCTTTCACCTGG SEQID NO 152
TCACTCAAATCGGAGACATTTGG SEQID NO 153
ATCTGAAGCTCTGGATTTTCAGG SEQID NO 154
GCTTCAGATTCTGAATGAGCAGG | seQIDNO 155
CAGATTCTGAATGAGCAGGAGGG | seQID NO 156
AAGGCAGTGCTAATGCCTAATGG | seQmonNo 157
GCAGAAACTGTAGCACCATTAGG SEQID NO 158
ACCGCAATGGAAACACAATCTGG | seeipnNo 159
TGTGGTTTTCTGCACCGCAATGG SEQ ID NO 160
CATAAATGCCATTAACAGTCAGG SEQID NC 161
ATTAGTAGCCTGACTGTTAATGG SEQ ID NO 162
CGATGGGTGAGTGATCTCACAGG | SEQIDNOC 163
ACTCACCCATCGCATACCTCAGG SEQID NO 164
CTCACCCATCGCATACCTCAGGG SEQID NO 165
Gen diana ADN Secuencia Diana SEQ ID NO
AGCAACAGGAGGAGTTGCAGAGG | SEQIDNO 166
CCAGTAGGATCAGCAACAGGAGG | seQipNo 167
CTCCTGTTGCTGATCCTACTGGG SEQ ID NO 168
GGCCCAGTAGGATCAGCAACAGG | seem No 169
TTGCTGATCCTACTGOGCCLTAG SEQIDNO 170
TGGCAACAGCTTGCAGCTGTGGG | SEQIDNO 171
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CTTGGGTCCCCTGCTTGCCCGGG | SEQID NG 172
GTCCCCTGCTTGCCCGGGACCGG | seomNo 173
CTCCGGTCCCGGGCAAGCAGGGE | sseipne 174
TCTCCGGTCCCGGGCAAGCAGGG | SEQIDNO 175
GTCTCCGGTCCCGGGCAAGCAGG | SEQIDNO 176
GCTTGCCCGGGACCGGAGACAGG | stomno 177
GGTGGCCTGTCTCCGGTCCCGGG | stomno 178
CGGTGGCCTGTCTCCGGTCCCGG | ssamno 179
CATATTCGGTGGCCTGTCTCCGG | s;amNo 180
ATCTAGGTACTCATATTCGGTGG | seomNo 181
ATAATCTAGGTACTCATATTCGG | seQipNo 182
TTATGATTTCCTGCCAGAAACGG | SEQIDNO 183
ATTTCTGGAGGCTCCGTTTCTGG | stqipNo 184
ACTGACACCACTCCTCTGACTGG | sEQIDNO 185
CTGACACCACTCCTCTGACTGGG | sEobNO 186
ACCACTCCTCTGACTGGGCCTGG | SEQIDNO 187
AACCCCTGAGTCTACCACTGTGG | sSEeipNe 188
CTCCACAGTGGTAGACTCAGGGG | SEQIDNO 189
GCTCCACAGTGGTAGACTCAGGG | seQipNO 180
GGCTCCACAGTGGTAGACTCAGG | seemNo 191
CCTGCTGCAAGGCGTTCTACTGG | stQmpNo 192
CCAGTAGAACGCCTTGCAGCAGG | seeidNo 193
CGTTCTACTGGCCTGGATGCAGG | SEQID NG 194
TCTACTGGCCTGGATGCAGGAGG | SEQIDNO 185
CCACGGAGCTGGCCAACATGGGG | seamNo 196
CGTGGACAGGTTCCCCATGTTGG | SEQIDNO 187
GTCCACGGATTCAGCAGCTATGG | seomNo 198
GACCACTCAACCAGTGCCCACGG | SEQIDNO 199
GGAGTGGTCTGTGCCTCCGTGGG | SEQIDNO 200
GGCACAGACAACTCGACTGACGG | SEQIDNO 201
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GACAACTCGACTGACGGUCACGG | s NO 202
AACTCGACTGACGGCCACGGAGG | SEQIDNO 203
CACAGAACCCAGTGCCACAGAGG [seipNe 204
GGTAGTAGGTTCCATGGACAGGG | SEQIDNO 205
TGGTAGTAGGTTCCATGGACAGG SEQID NO 206
TCTTTTGGTAGTAGGTTCCATGG SEQ ID NO 207
ATGGAACCTACTACCAAAAGAGG | sEQidND 208
AACAGACCTCTTTTGGTAGTAGG SEQ ID NO 200
GGOGTATGAACAGACCTCTTITGE SEQID NGO 210
TGTGTCCTCTGTTACTCACAAGG SEQIDNO 211
GTGTCCTCTGTTACTCACAAGGG SEGIDNO 212
GTAGTTGACGGACAAATTGCTGG SEQIDNO 213
TTTGTCCGTCAACTACCCAGTGG SEQIDNO 214
TTGTCCGTCAACTACCCAGTGGG | seopNO 215
TGTCCGTCAACTACCCAGTGGGG | seQIDnNO 216
GTCCGTCAACTACCCAGTGGGGG | seQIDNO 217
CTCTGTGAAGCAGTGCCTGCTGG | s No 218
CCTGCTGOGCCATCCTAATATTGG SEQIDNO 219
CCAAGATTAGGATGGCCAGCAGG | seQmNO 220
GGUCATCCTAATCTTGGLGATGG SEQIDNO 221
CACCAGCGCCAAGATTAGGATGG | seQmDNO 222
AGTGCACACGAAGAAGATAGTGG | seQIDNO 223
TATCTTCITCGTGTGCACTGTGG SEQID NO 224
CTTCGTGTGCACTGTGGTGCTGG [ segpNe 225
GGCGGTCCGUCTCTCCCGCAAGG | sEQD N 226
GCGGTCCGCCTICTCCCGCAAGGG (s NO 227
AATTACGCACGGGGTACATGTGG | seoDNO 228
TGGGGGAGTAATTACGCACGGGG | seQIDNO 229
GTGGGGGAGTAATTACGCACGGG st NO 230
GGTGGGGGAGTAATTACGCACGG [ seQIpNO 231
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TAATTACTCCCCCACCGAGATGG SEQID NO 232
AGATGCAGACCATCTCGGTGGGG | seQIDNO 233
GAGATGCAGACCATCTCGGTGGG | seebNo 234
TGAGATGCAGACCATCTCGGTGG | SEQIDNO 235
GGATGAGATGCAGACCATCTCGG | seQIiDNO 236
ATCTCATCCCTGTTGCCTGATGG SEQ ID NO 237
TCATCCCTGTTGCCTGATGGGGG SEQID NO 238
CTCACCCCCATCAGGCAACAGGG | seQIDNO 239
GAGGGCCCCTCACCCCCATCAGG | seQIDNO 240
GGGCCCTCTGCCACAGCCAATGG | seeipNo 241
CCCTCTGCCACAGCCAATGGGGG | seQIDNO 242
CCCCCATTGGCTGTGGCAGAGGG | SEQIDNO 243
GCCCCCATTGGCTGTGGCAGAGG | seQIDNO 244
GGACAGGCCCCCATIGGCTGTGG | SEQIDNO 245
CCGGGCTCTTGGCCTTGGACAGG | SEQIDNO 246
CTGTCCAAGGCCAAGAGCCLCGGG | SEQIDNO 247
TGGCGTCAGGCCCGGGCTAITGG | SEQIDNO 248
CGGGCLTGACGCCAGAGCCCAGG | SEQIDNO 249
Gen diana ADN Secuencia Diana SEQ ID NO
CAACAACCATGCTGGGCATCTGG | seipbNo 250
GAGGGTCCAGATGCCCAGCATGG | sEQIDNO 257
CATCTGGACCCTCCTACCTCTOG SEQIDNO 2572
AGGGCTCACCAGAGGTAGGAGGG | seQIDNO 253
GGAGTTGATGTCAGTCACTTGGG SEQID NO 254
TGGAGTTGATGTCAGTCACTTGG SEQ ID NO 255
AGTGACTGACATCAACTCCAAGG | SEQIDNO 256
EAS GTGACTGACATCAACTCCAAGGG | sEQIDNO 257
ACTCCAAGGGATTGGAATTGAGG | seQIDNO 258
CTTCCTCAATTCCAATCCCTTGG SEQID NO 259
TACAGTTGAGACTCAGAACTTGG SEQ ID NO 260
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TTGGAAGGCCTGCATCATGATGG | seQipNo 261
AGAATTGGCCATCATGATGCAGG | SEQIDNO 262
GACAGGGCTTATGGCAGAATTGG SEQ ID NO 243
TGTAACATACCTGGAGGACAGGG | SEQIDNO 264
GTGTAACATACCTGGAGGACAGG | SEQIDNO 265
Gen diana ADN Secuencia Diana SEQ ID NO
CGTACCTGTGCAACTCCTGTTGG SEQ ID NO 266
GATCTACTGGAATTCCTAATGGG SEQ ID NO 267
GAGTCAGCTGTTGGCCCATTAGG SEQ ID NO 268
CTGCCTACAAACTCAGTCTCTGG SEQID NO 269
GGGCAGGCAGGACGGACTCCAGG | seQIDNO 270
GGAGTCCGETCCTECCTGCCCTGA SEQIDNO 271

GAGTCCGTCCTGCCTGCCCTGRG

SEQ ID NO 272

GAAAAGGGTCCATTGGCCAAAGG | SEQIDNO 273
GCCTGCAGAAAAGGGTCCATTGG | seQIDNO 274
TTGATGTGCTACAGGGAACATGG | SEQIDNGC 275
AGCGTTCTTGATGTGCTACAGGG SEQ ID NO 276
CAGCGTTCTTGATGTGCTACAGG SEQID NO 277
CTGTAGCACATCAAGAACGCTGG | SEQIDNO 278
TGTAGCACATCAAGAACGCTGGG | seQIDNO 279
ATAGGCAATAATCATATAACAGG | seemNo 280
AGTGCGTTTCGCTGCAGGTAAGG | seQm NO 281
GAGTGAGTGCGTITTCGCTGCAGG | SEQID NO 282
GTCAGGTTTGTGCGGTTATGAGG SEQID NO 283
CGCTGCTGGTCAGGTITGTGLGG | sEQIDNO 284
AAACCTGACCAGCAGCGCAGAGG | SEQIDNO 285
CCAGCAGCGCAGAGGAGCCGTGG | SsEQIDNO 286
CCACGGCTCCTCTGCGCTGCTGG | SEQIDNO 287
CCAACTATCTAACTCCACTCAGG SEQID NO 288
CCTGAGTGGAGTTAGATAGTTGG | SEQID NO 289

[Sistema de tijeras genéticas (nucleasa disefiada)]

La manipulacién o modificacién genética de materiales involucrados en los factores inmunorreguladores, las
células inmunes y el sistema inmunitario se puede lograr utilizando el "un complejo de proteina editora -acido
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nucleico guia".
Complejo de proteina editora -4cido nucleico guia

El término "complejo de proteina editora-acido nucleico guia" se refiere a un complejo que se forma mediante
la interaccién entre un &cido nucleico guia y una proteina editora, y un complejo de &cido nucleico-proteina
comprende un acido nucleico guia y una proteina editora.

El término "4cido nucleico guia" esta configurado para reconocer un acido nucleico, gen, cromosoma o proteina
direccionada mediante el complejo proteina-acido nucleico guia.

El 4cido nucleico guia puede estar presente en forma de ADN, ARN o una mezcla de ADN/ARN y tener una
secuencia de acidos nucleicos de 5 a 150.

El acido nucleico guia puede incluir uno 0 més dominios.

Los dominios pueden ser, pero no estan limitados a, un dominio guia, un primer dominio complementario, un
dominio de enlace, un segundo dominio complementario, un dominio proximal o un dominio de cola.

El acido nucleico guia puede incluir dos 0 mas dominios, que pueden ser las mismas repeticiones de dominio
o dominios diferentes.

El acido nucleico guia puede ser una secuencia de acido nucleico continua.

Por ejemplo, la secuencia de acido nucleico continua puede ser (N)m, donde Nes A, T,Co G, 0A, U, C oG,
y m es un nimero entero de 1 a 150.

El acido nucleico guia puede ser dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos continuas.

Por ejemplo, las dos 0 méas secuencias de &cidos nucleicos continuas pueden ser (N)m y (N)o, donde N
representa A, T, Co G, 0A U, C oG, my oson un nimero entero de 1 a 150, y pueden ser iguales o diferentes
entre si.

El término "proteina editora" se refiere a un péptido, polipéptido o proteina que puede unirse directamente o
interactuar con un é&cido nucleico, sin unirse directamente a este. La proteina editora también puede
denominarse conceptualmente "tijeras genéticas" o endonucleasa guiada por ARN (RGEN).

La proteina editora puede ser una enzima.
La proteina editora puede ser una proteina de fusién.

Aqui, la "proteina de fusién" se refiere a una proteina que se produce fusionando una enzima con un dominio,
péptido, polipéptido o proteina adicional.

El término "enzima" se refiere a una proteina que contiene un dominio capaz de escindir un &cido nucleico, un
gen, un cromosoma o una proteina.

El dominio, péptido, polipéptido o proteina adicional puede ser un dominio, péptido, polipéptido o proteina
funcional, que tiene una funcién igual o diferente a la de la enzima.

La proteina de fusidén puede incluir un dominio, péptido, polipéptido o proteina adicional en una o mas regiones
del terminal amino (N-terminal) de la enzima o sus proximidades; el terminal carboxilo (C-terminal) o sus
proximidades; la parte media de la enzima; y una combinacién de los mismos.

La proteina de fusién puede incluir un dominio funcional, péptido, polipéptido o proteina en una o més regiones
del terminal N de la enzima o sus proximidades; el terminal C o sus proximidades; la parte media de la enzima;
y una combinacién de los mismos.

El complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede servir para modificar un sujeto.

El sujeto puede ser un acido nucleico, un gen, un cromosoma o una proteina diana.

Por ejemplo, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede dar como resultado la regulacién final
(por ejemplo, inhibicién, supresion, reducciéon, aumento o promocién) de la expresién de una proteina de
interés, la eliminacién de la proteina o la expresién de una nueva proteina.

Aqui, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede actuar a nivel de ADN, ARN, gen o cromosoma.

El complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede actuar en las etapas de transcripcién y traduccién
de genes.
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El complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede actuar a nivel proteico.
1. Acidos nucleicos guia

El acido nucleico guia es un acido nucleico que es capaz de reconocer un acido nucleico, gen, cromosoma o
proteina diana y forma un complejo acido nucleico guia-proteina.

Aqui, el &cido nucleico guia esta configurado para reconocer o apuntar a un acido nucleico, gen, cromosoma
o proteina al que se dirige el complejo acido nucleico-proteina guia.

El 4cido nucleico guia puede estar presente en forma de ADN, ARN o una mezcla de ADN/ARN y tener una
secuencia de acidos nucleicos de 5 a 150.

El acido nucleico guia puede estar presente en forma lineal o circular.
El acido nucleico guia puede ser una secuencia de acido nucleico continua.

Por ejemplo, la secuencia de acido nucleico continua puede ser (N),, dondeNes A T,CoG 0A U CoG,y
m es un nlimero entero de 1 a 150.

El acido nucleico guia puede ser dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos continuas.

Por ejemplo, las dos 0 mas secuencias de 4cidos nucleicos continuas pueden ser (N)m y (N)o, donde N
representa A, T, Co G, 0A U, Co G, my o sonunnimero entero de 1 a 150, y pueden ser iguales o diferentes
entre si.

El acido nucleico guia puede incluir uno 0 més dominios.

Aqui, los dominios pueden ser, pero no estan limitados a, un dominio guia, un primer dominio complementario,
un dominio de enlace, un segundo dominio complementario, un dominio proximal o un dominio de cola.

El acido nucleico guia puede incluir dos 0 mas dominios, que pueden ser las mismas repeticiones de dominio
o dominios diferentes.

Los dominios se describiran a continuacién.
i) Dominio guia

El término "dominio guia" es un dominio que tiene una secuencia guia complementaria que es capaz de formar
un enlace complementario con una secuencia diana en un gen o acido nucleico diana, y sirve para interactuar
especificamente con el gen o &cido nucleico diana.

La secuencia guia es una secuencia de acido nucleico complementaria a la secuencia diana en un gen o acido
nucleico diana, que tiene, por ejemplo, al menos 50% o més, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o
95% de complementariedad o complementariedad completa.

El dominio guia puede ser una secuencia de 5 a 50 bases.

En un ejemplo, el dominio guia puede ser una secuencia de 5 a 50, de 10 a 50, de 15 a 50, de 20 a 50, de 25
a 50, de 30 a 50, de 35 a 50, de 40 a 50 o de 45 a 50 bases.

En otro ejemplo, el dominio guia puede ser una secuenciade 1a5,de5a 10,de 10a 15, de 15a 20, de20 a
25, de 25 a 30, de 30 a 35, de 35 a 40, de 40 a 45 o de 45 a 50 bases.

El dominio guia puede tener una secuencia guia.

La secuencia guia puede ser una secuencia de bases complementaria capaz de formar un enlace
complementario con la secuencia diana en el gen o acido nucleico diana.

La secuencia guia puede ser una secuencia de acido nucleico complementaria a la secuencia diana en el gen
0 acido nucleico diana, que tiene, por ejemplo, al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95% o mas de
complementariedad o complementariedad completa.

La secuencia guia puede ser una secuencia de 5 a 50 bases.

En un ejemplo, el dominio guia puede ser una secuencia de 5 a 50, de 10 a 50, de 15 a 50, de 20 a 50, de 25
a 50, de 30 a 50, de 35 a 50, de 40 a 50 o de 45 a 50 bases.

En otro ejemplo, la secuencia guia puede ser una secuenciade 1 a5, de 5a 10, de 10 a 15, de 15 a 20, de 20
a 25, de 25 a 30, de 30 a 35, de 35 a 40, de 40 a 45 o de 45 a 50 bases.
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Ademas, el dominio guia puede incluir una secuencia guia y una secuencia de bases adicional.

La secuencia de bases adicional se puede utilizar para mejorar o degradar la funcién del dominio guia.

La secuencia de bases adicional se puede utilizar para mejorar o degradar la funcién de la secuencia guia.
La secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 1 a 35 bases.

En un ejemplo, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 5 a 35, de 10 a 35, de 15 a 35, de
20 a 35, de 25 a 35 o de 30 a 35 bases.

En otro ejemplo, la secuencia de bases adicional puede ser una secuenciade 1a5, de 5a 10, de 10 a 15, de
15a 20, de 20 a 25, de 25 a 30 o de 30 a 35 bases.

La secuencia de bases adicional puede estar ubicada en el extremo 5' de la secuencia guia.
La secuencia de bases adicional puede estar ubicada en el extremo 3' de la secuencia guia.
ii) Primer dominio complementario

El término "primer dominio complementario” es una secuencia de acido nucleico que incluye una secuencia de
acido nucleico complementaria a un segundo dominio complementario, y tiene suficiente complementariedad
para formar una doble cadena con el segundo dominio complementario.

El primer dominio complementario puede ser una secuencia de 5 a 35 bases.

En un ejemplo, el primer dominio complementario puede ser una secuencia de 5 a 35, de 10 a 35, de 15 a 35,
de 20 a 35, de 25 a 35 o de 30 a 35 bases.

En otro ejemplo, el primer dominio complementario puede ser una secuenciade 1a 5, de 5a 10, de 10 a 15,
de 15a 20, de 20 a 25, de 25 a 30 o de 30 a 35 bases.

iii) Dominio de enlace

El término "dominio de enlace" es una secuencia de &cido nucleico que conecta dos 0 mas dominios, que son
dos 0 més dominios idénticos o diferentes. El dominio de enlace puede estar conectado con dos 0 més dominios
mediante enlace covalente o enlace no covalente, o puede conectar dos 0 mas dominios mediante enlace
covalente o enlace no covalente.

El dominio de enlace puede ser una secuencia de 1 a 30 bases.

En un ejemplo, el dominio de enlace puede ser una secuenciade 1a 5, de5a 10, de 10 a 15, de 15 a 20, de
20 a 25 o de 25 a 30 bases.

En otro ejemplo, el dominio de enlace puede ser una secuencia de 1 a 30, de 5 a 30, de 10 a 30, de 15 a 30,
de 20 a 30 o de 25 a 30 bases.

iv) Segundo dominio complementario

El término "segundo dominio complementario” es una secuencia de acido nucleico que incluye una secuencia
de acido nucleico complementaria al primer dominio complementario, y tiene suficiente complementariedad
para formar una doble cadena con el primer dominio complementario.

El segundo dominio complementario puede tener una secuencia de bases complementaria al primer dominio
complementario, y una secuencia de bases que no tiene complementariedad con el primer dominio
complementario, por ejemplo, una secuencia de bases que no forma una doble cadena con el primer dominio
complementario, y puede tener una secuencia de bases mas larga que el primer dominio complementario.

El segundo dominio complementario puede tener una secuencia de 5 a 35 bases.

En un ejemplo, el segundo dominio complementario puede ser una secuencia de 1 a 35, de 5 a 35, de 10 a 35,
de 15a 35, de 20 a 35, de 25 a 35 o de 30 a 35 bases.

En otro ejemplo, el segundo dominio complementario puede ser una secuenciade 1a5,de5a 10, de 10a 15,
de 15a 20, de 20 a 25, de 25 a 30 o de 30 a 35 bases.

v) Dominio proximal

El término "dominio proximal' es una secuencia de &cido nucleico ubicada adyacente al segundo dominio
complementario.
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El dominio proximal puede tener una secuencia de bases complementaria y puede formarse en una doble
cadena debido a una secuencia de bases complementaria.

El dominio proximal puede ser una secuencia de 1 a 20 bases.

En un ejemplo, el dominio proximal puede ser una secuencia de 1 a 20, de 5a20,de 10a200de 15a 20
bases.

En otro ejemplo, el dominio proximal puede ser una secuencia de 1a 20, de5a20,de10a20 ode 15a 20
bases.el dominio proximal puede ser una secuenciade 1a 5, de5a 10, de 10 a 15 o de 15 a 20 bases.

vi) Dominio de cola

El término "dominio de cola" es una secuencia de acido nucleico ubicada en uno o mas extremos de ambos
extremos del 4cido nucleico guia.

El dominio de cola puede tener una secuencia de bases complementaria y puede formarse en una doble cadena
debido a una secuencia de bases complementaria.

El dominio de cola puede ser una secuencia de 1 a 50 bases.

En un ejemplo, el dominio de cola puede ser una secuencia de 5 a 50, de 10 a 50, de 15 a 50, de 20 a 50, de
25 a 50, de 30 a 50, de 35 a 50, de 40 a 50 o de 45 a 50 bases.

En otro ejemplo, el dominio de cola puede ser una secuenciade 1 a5, de5a 10, de 10 a 15, de 15 a 20, de
20a25,de25a30, de 30 a 35, de 35 a 40, de 40 a 45 o de 45 a 50 bases.

Mientras tanto, una parte o la totalidad de las secuencias de acidos nucleicos incluidas en los dominios, es
decir, el dominio guia, el primer dominio complementario, el dominio de enlace, el segundo dominio
complementario, el dominio proximal y el dominio de cola pueden incluir de manera selectiva o adicional una
modificacién quimica.

La modificacidén quimica puede ser, pero no se limita a, metilacién, acetilacién, fosforilaciéon, enlace
fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2'-O-metil 3'fosforotioato (MS) o 2'-O-metil 3'tioPACE (MSP).

El acido nucleico guia incluye uno o mas dominios.

El acido nucleico guia puede incluir un dominio guia.

El acido nucleico guia puede incluir un primer dominio complementario.

El acido nucleico guia puede incluir un dominio de enlace.

El acido nucleico guia puede incluir un segundo dominio complementario.

El acido nucleico guia puede incluir un dominio proximal.

El acido nucleico guia puede incluir un dominio de cola.

Aqui puede haber 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas dominios.

El acido nucleico guia puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas dominios guia.

El acido nucleico guia puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas primeros dominios complementarios.
El acido nucleico guia puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas dominios de enlace.

El acido nucleico guia puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas segundos dominios complementarios.
El acido nucleico guia puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas dominios proximales.

El acido nucleico guia puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas dominios de cola.

Aqui, en el 4cido nucleico guia, se puede duplicar un tipo de dominio.

El acido nucleico guia puede incluir varios dominios con o sin duplicacién.

El 4cido nucleico guia puede incluir el mismo tipo de dominio. Aqui, el mismo tipo de dominio puede tener la
misma secuencia de acidos nucleicos o diferentes secuencias de acidos nucleicos.

El acido nucleico guia puede incluir dos tipos de dominios. Aqui, los dos tipos diferentes de dominios pueden
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tener diferentes secuencias de acidos nucleicos o la misma secuencia de acidos nucleicos.

El acido nucleico guia puede incluir tres tipos de dominios. Aqui, los tres tipos diferentes de dominios pueden
tener diferentes secuencias de acidos nucleicos o la misma secuencia de acido nucleico.

El acido nucleico guia puede incluir cuatro tipos de dominios. Aqui, los cuatro tipos diferentes de dominios
pueden tener diferentes secuencias de acidos nucleicos o la misma secuencia de acidos nucleicos.

El 4cido nucleico guia puede incluir cinco tipos de dominios. Aqui, los cinco tipos diferentes de dominios pueden
tener diferentes secuencias de acidos nucleicos o la misma secuencia de acidos nucleicos.

El acido nucleico guia puede incluir seis tipos de dominios. Aqui, los seis tipos diferentes de dominios pueden
tener diferentes secuencias de acidos nucleicos o la misma secuencia de acidos nucleicos.

Por ejemplo, el acido nucleico guia puede consistir en [dominio guia]-{primer dominio complementario]-{dominio
de enlace]{segundo dominic complementario]{dominio de enlace]{dominio guia]{primer dominio
complementario]{dominio de enlace]-[segundo dominio complementario]. Aqui, los dos dominios guia pueden
incluir secuencias guia para objetivos diferentes o iguales, los dos primeros dominios complementarios y los
dos segundos dominios complementarios pueden tener secuencias de acidos nucleicos iguales o diferentes.
Cuando los dominios guia incluyen secuencias guia para diferentes objetivos, los acidos nucleicos guia pueden
unirse especificamente a dos objetivos diferentes y, en este caso, las uniones especificas pueden realizarse
de forma simultanea o secuencial. Ademas, los dominios de enlace pueden escindirse mediante enzimas
especificas y los acidos nucleicos guia pueden dividirse en dos o tres partes en presencia de enzimas
especificas.

Como ejemplo especifico del 4cido nucleico guia en la presente memoria descriptiva, el 4cido nucleico guia se
divulga a continuacion.

ARNg

El término "ARNg" se refiere a un acido nucleico capaz de dirigirse especificamente a un complejo enzimatico
ARNg-CRISPR, es decir, un complejo CRISPR, con respecto a un gen o é&cido nucleico diana. Ademas, el
ARNg es un ARN especifico de acido nucleico que puede unirse a una enzima CRISPR y guiar la enzima
CRISPR hacia el gen o acido nucleico diana.

El ARNg puede incluir multiples dominios. Debido a cada dominio, pueden ocurrir interacciones en una
estructura tridimensional o forma activa de una cadena de ARNg, o entre estas cadenas.

El ARNg puede denominarse ARNg monocatenario (molécula de ARN Unica); o ARNg bicatenario (que incluye
méas de una, generalmente, dos moléculas de ARN discretas).

En una realizacién de ejemplo, el ARNg monocatenario puede incluir un dominio guia, es decir, un dominio que
incluye una secuencia guia capaz de formar un enlace complementario con un gen o acido nucleico diana; un
primer dominio complementario; un dominio de enlace; un segundo dominio complementario, un dominio que
tiene una secuencia complementaria a la secuencia del primer dominio complementario, formando asi un acido
nucleico bicatenario con el primer dominio complementario; un dominio proximal; y opcionalmente un dominio
de cola en la direccién ' a 3".

En otra realizacién, el ARNg bicatenario puede incluir una primera cadena que incluye un dominio guia, es
decir, un dominio que incluye una secuencia guia capaz de formar un enlace complementario con un gen o
acido nucleico diana y un primer dominio complementario; y una segunda cadena que incluye un segundo
dominio complementario, un dominio que tiene una secuencia complementaria a la secuencia del primer
dominio complementario, formando asi un acido nucleico bicatenario con el primer dominio complementario,
un dominio proximal; y opcionalmente un dominio de cola en la direccién 5' a 3'.

Aqui, la primera cadena puede denominarse ARNcr y la segunda cadena puede denominarse ARNtracr. El
ARNecr puede incluir un dominio guia y un primer dominio complementario, y el ARNtracr puede incluir un
segundo dominio complementario, un dominio proximal y, opcionalmente, un dominio de cola.

En todavia otra realizacién, el ARNg monocatenario puede incluir un dominio guia, es decir, un dominio que
incluye una secuencia guia capaz de formar un enlace complementario con un gen o acido nucleico diana; un
primer dominio complementario; un segundo dominio complementario y un dominio que tiene una secuencia
complementaria a la secuencia del primer dominio complementario, formando asi un acido nucleico bicatenario
con el primer dominio complementario en la direccién 3'a 5".

Dominio guia

El dominio guia incluye una secuencia guia complementaria capaz de formar un enlace complementario con
una secuencia diana en un gen o acido nucleico diana. La secuencia guia puede ser una secuencia de acido

41



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2998 057 T3

nucleico que tenga complementariedad con la secuencia diana en el gen o 4cido nucleico diana, por ejemplo,
al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95% o mas de complementariedad o complementariedad completa. Se
considera que el dominio guia permite un complejo ARNg-Cas, es decir, un complejo CRISPR para interactuar
especificamente con el gen o acido nucleico diana.

El dominio guia puede ser una secuencia de 5 a 50 bases.

Como realizacién de ejemplo, el dominio guia puede ser una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,23, 24 0
25 bases.

Como realizacion de ejemplo, el dominio guia puede incluir una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24
0 25 bases.

Aqui, el dominio guia puede incluir una secuencia guia.

La secuencia guia puede ser una secuencia de bases complementaria capaz de formar un enlace
complementario con una secuencia diana en un gen o &cido nucleico diana.

La secuencia guia puede ser una secuencia de acido nucleico complementaria a la secuencia diana en el gen
0 acido nucleico diana, que tiene, por ejemplo, al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95% o mas de
complementariedad o complementariedad completa.

La secuencia guia puede ser una secuencia de 5 a 50 bases.

En una realizaciéon de ejemplo, la secuencia guia puede ser una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24 0 25 bases.

En una realizacién de ejemplo, la secuencia guia puede incluir una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24 0 25 bases.

Aqui, el dominio guia puede incluir una secuencia guia y una secuencia de bases adicional.
La secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 1 a 35 bases.

En una realizacién de ejemplo, la secuencia de bases adicional puede ser una secuenciade 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8, 9 0 10 bases.

Por ejemplo, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de bases Unica, guanina (G), o una
secuencia de dos bases, GG.

La secuencia de bases adicional puede estar ubicada en el extremo 5' de la secuencia guia.
La secuencia de bases adicional puede estar ubicada en el extremo 3' de la secuencia guia.

Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del dominio guia puede incluir una
modificacién quimica. La modificacion quimica puede ser metilacién, acetilacion, fosforilacién, enlace
fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2'-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2'-O-metil 3' tioPACE (MSP),
pero la presente invencién no se limita a esto.

Primer dominio complementario

El primer dominio complementario incluye una secuencia de acido nucleico complementaria a un segundo
dominio complementario, y tiene suficiente complementariedad como para poder formar una doble cadena con
el segundo dominio complementario.

Aqui, el primer dominio complementario puede ser una secuencia de 5 a 35 bases. El primer dominio
complementario puede incluir una secuencia de 5 a 35 bases.

En una realizacién de ejemplo, el primer dominio complementario puede ser una secuencia de 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 bases.

En ofra realizacién, el primer dominio complementario puede incluir una secuencia de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 bases.

El primer dominio complementario puede tener homologia con un primer dominio complementario natural o
puede derivar de un primer dominio complementario natural. Ademés, el primer dominio complementario puede
tener una diferencia en la secuencia de bases de un primer dominio complementario dependiendo de la especie
existente en la naturaleza, puede derivarse de un primer dominio complementario contenido en la especie
existente en la naturaleza, o puede tener homologia parcial o completa con el primer dominio complementario
contenido en la especie existente en la naturaleza.
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En una realizacidén de ejemplo, el primer dominio complementario puede tener homologia parcial, es decir, al
menos 50% o més, o completa con un primer dominio complementario de Streptococcus pyogenes,
Campylobacter jejuni, Streptococcus thermophilus, Streptococcus aureus, Staphylococcus aureus o Neisseria
meningitidis, o un primer dominio complementario derivado del mismo.

Por ejemplo, cuando el primer dominio complementario es el primer dominio complementario de Streptococcus
pyogenes o un primer dominio complementario derivado del mismo, el primer dominio complementario puede
ser 5-GUUUUAGAGCUA-3' 0 una secuencia de bases que tenga homologia parcial, es decir, al menos 50%
0 mas, o completa con 5'-GUUUUAGAGCUA-3'. Aqui, el primer dominio complementario puede incluir ademas
(X)n, lo que da como resultado 5'-GUUUUAGAGCUA(X)n-3'. La X puede seleccionarse del grupo que consiste
en las bases A, T, Uy G, y la n puede representar el nimero de bases, que es un entero de 5 a 15. Aqui, (X)n
pueden ser n repeticiones de la misma base, o una mezcla de nbasesde A, T, Uy G.

En otra realizacién, cuando el primer dominio complementario es el primer dominio complementario de
Campylobacter jejuni o un primer dominio complementario derivado del mismo, el primer dominio
complementario puede ser 5-GUUUUAGUCCCUUUUUAAAUUUCUU-3', o una secuencia de bases que tiene
homologia parcial, es decir, al menos 50% o mas, o completa con -GUUUUAGUCCCUUUUUAAAUUUCUU-
3" Aqui, el primer dominio complementario puede incluir ademés (X)n, resultando m 5-
GUUUUAGUCCCUUUUUAAAUUUCUU(X)n-3". La X puede seleccionarse del grupo que consiste en las bases
A, T, Uy G, y luego puede representar el nimero de bases, que es un nimero entero de 5 a 15. Aqui, (X)n
puede representar n repeticiones de la misma base, o una mezcla de nbasesde A, T, Uy G.

En otra realizacion, el primer dominio complementario puede tener homologia parcial, es decir, al menos 50%
0 mas, o completa con wun primer dominio complementario de Parcubacteria bacterium
(GWC2011_GWC2_44 _17), Lachnospiraceae  bacterium (MC2017), Butyrvibrio  proteociasiicus,
Peregrinibacteria bacterium (GW2011_GWA_33_10), Acidaminococcus sp. (BV3L6), Porphyromonas
macacae, Lachnospiraceae bacterium (ND2006), Porphyromonas crevioricanis, Prevotella disiens, Moraxella
bovoculi (237), Smiihella sp. (SC_KO8D17), Leptospira inadai, Lachnospiraceae bacterium (MA2020),
Francisella novicida (U112), Candidatus Methanoplasma termitum o Eubacterium eligens, o un primer dominio
complementario derivado del mismo.

Por ejemplo, cuando el primer dominio complementario es el primer dominio complementario de Parcubacteria
bacterium o un primer dominio complementario derivado del mismo, el primer dominio complementario puede
ser 5-UUUGUAGAU-3', 0 una secuencia de bases que tenga una homologia parcial, es decir, al menos 50%
0 mas con 5-UUUGUAGAU-3'. Aqui, el primer dominio complementario puede incluir ademas (X)n, lo que da
como resultado 5-(X)nUUUGUAGAU-3'. La X puede seleccionarse del grupo que consiste en las bases A, T,
Uy G, y luego puede representar el nUmero de bases, que es un nimero entero de 1 a 5. Aqui, (X)» puede
representar n repeticiones de la misma base, o una mezcla de nbasesde A, T, Uy G.

Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del primer dominio complementario puede
tener una modificacién quimica. La modificacién quimica puede ser metilacién, acetilacién, fosforilacién, enlace
fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2'-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2'-O-metil 3' tioPACE (MSP),
pero la presente invencién no se limita a esto.

Dominio de enlazador

El dominio de enlazador es una secuencia de acido nucleico que conecta dos 0 mas dominios y conecta dos o
més dominios idénticos o diferentes. El dominio de enlazador puede estar conectado con dos 0 més dominios,
o puede conectar dos 0 mas dominios mediante enlace covalente o no covalente.

El dominio de enlazador puede ser una secuencia de acido nucleico que conecta un primer dominio
complementario con un segundo dominio complementario para producir ARNg monocatenario.

El dominio de enlazador puede estar conectado con el primer dominio complementario y el segundo dominio
complementario mediante enlace covalente o no covalente.

El dominio de enlazador puede conectar el primer dominio complementario con el segundo dominio
complementario mediante enlace covalente o no covalente.

El dominio de enlazador puede ser una secuencia de 1 a 30 bases. El dominio de enlazador puede incluir una
secuencia de 1 a 30 bases.

En una realizacién de ejemplo, el dominio de enlazador puede ser una secuenciade 1a5,de5a10,de 10 a
15, de 15 a 20, de 20 a 25 o de 25 a 30 bases.

En una realizaciéon de ejemplo, el dominio de enlazador puede incluir una secuenciade 1 a 5, de 5a 10, de 10
a 15, de 15 a 20, de 20 a 25 o de 25 a 30 bases.
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El dominio de enlazador es adecuado para ser utilizado en una molécula de ARNg monocatenario y puede
utilizarse para producir ARNg monocatenario conectandolo con una primera cadena y una segunda cadena de
ARNg bicatenario o conectando la primera cadena con la segunda cadena mediante enlace covalente o no
covalente. El dominio de enlazador se puede utilizar para producir ARNg monocatenario conectandolo con
ARNcr y ARNtracr de ARNg bicatenario o conectando el ARNcr con el ARNtracr mediante enlace covalente o
no covalente.

El dominio de enlazador puede tener homologia con una secuencia natural, por ejemplo, una secuencia parcial
de ARNtracr, o puede derivarse de ella.

Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del dominio enlazador puede tener una
modificacién quimica. La modificacion quimica puede ser metilacién, acetilacion, fosforilacién, enlace
fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2’-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2-O-metil 3' tioPACE (MSP),
pero la presente invencién no se limita a esto.

Segundo dominio complementario

El segundo dominio complementario incluye una secuencia de &cido nucleico complementaria al primer dominio
complementario, y tiene suficiente complementariedad como para formar una doble cadena con el primer
dominio complementario. El segundo dominio complementario puede incluir una secuencia de bases
complementaria al primer dominio complementario, y una secuencia de bases que no tiene complementariedad
con el primer dominio complementario, por ejemplo, una secuencia de bases que no forma una doble cadena
con el primer dominio complementario, y puede tener una secuencia de bases mas larga que el primer dominio
complementario.

Aqui, el segundo dominio complementario puede ser una secuencia de 5 a 35 bases. El primer dominio
complementario puede incluir una secuencia de 5 a 35 bases.

En una realizacién de ejemplo, el segundo dominio complementario puede ser una secuencia de 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 bases.

En una realizacién de ejemplo, el segundo dominio complementario puede incluir una secuencia de 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 bases.

Ademés, el segundo dominio complementario puede tener homologia con un segundo dominio complementario
natural, o puede derivarse del segundo dominio complementario natural. Ademés, el segundo dominio
complementario puede tener una diferencia en la secuencia de bases de un segundo dominio complementario
segln una especie existente en la naturaleza, y puede derivarse de un segundo dominio complementario
contenido en la especie existente en la naturaleza, o puede tener homologia parcial o completa con el segundo
dominio complementario contenido en la especie existente en la naturaleza.

En una realizacién de ejemplo, el segundo dominio complementario puede tener homologia parcial, es decir,
al menos 50% o mas, o completa con un segundo dominio complementario de Streptococcus pyogenes,
Campylobacter jejuni, Streptococcus thermophilus, Staphylococcus aureus o Neisseria meningitidis, o un
segundo dominio complementario derivado del mismo.

Por ejemplo, cuando el segundo dominio complementario es un segundo dominio complementario de
Streptococcus pyogenes o un segundo dominio complementario derivado del mismo, el segundo dominio
complementario puede ser 5-UAGCAAGUUAAAAU-3', 0 una secuencia de bases que tenga una homologia
parcial, es decir, al menos 50% o mas con 5-UAGCAAGUUAAAAU-3' (una secuencia de bases que forma una
doble cadena con el primer dominio complementario esta subrayada). Aqui, el segundo dominio
complementario puede incluir ademéas (X)» y/o (X)m, lo que da como resultado 5-(X),
UAGCAAGUUAAAAU(X)m-3". La X puede seleccionarse del grupo que consiste en las bases A, T, Uy G, y
cada uno de los n y m puede representar el nimero de bases, en el que entonces puede ser un enterode 1 a
15, y luego puede ser un entero de 1 a 6. Aqui, (X)» puede representar n repeticiones de la misma base, o una
mezcla de n bases de A, T, U y G. Ademas, (X)n puede representar m repeticiones de la misma base, o una
mezcla de mbasesde A, T, Uy G.

En otro ejemplo, cuando el segundo dominio complementario es el segundo dominio complementario de
Campylobacter jejuni o un segundo dominio complementario derivado del mismo, el segundo dominio
complementario puede ser 3'-AAGAAAUUUAAAAAGGGACUAAAAU-3', o0 una secuencia de bases que tenga
una homologia parcial, es decir, al menos 50% o mas con 5-AAGAAAUUUAAAAAGGGACUAAAAU -3' (una
secuencia de bases que forma una doble cadena con el primer dominio complementario esta subrayada). Aqui,
el segundo dominio complementario puede incluir ademés (X), y/o (X)m, lo que da como resultado 5'-
(X)NAAGAAAUUUAAAAAGGGACUAAAAU(X):-3'. La X puede seleccionarse del grupo que consiste en las
bases A, T, Uy G, y cada uno de ellos y m puede representar el nimero de bases, en el que la n puede ser un
namero entero de 1 a 15, y la m puede ser un nimero entero de 1 a 6. Aqui, (X), puede representar n
repeticiones de la misma base, o una mezcla de n bases de A, T, U y G. Ademas, (X)m puede representar m
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repeticiones de la misma base, o una mezclade mbasesde A, T, Uy G.

En otra realizacién, el segundo dominio complementario puede tener parcialidad, es decir, al menos 50% o
mas, u homologia completa con un primer dominio complementario de Parcubacteria bacterium
(GWC2011_GWC2_44 _17), Lachnospiraceae  bacterium (MC2017), Butyrvibrio  proteociasiicus,
Peregrinibacteria bacterium (GW2011_GWA_33_10), Acidaminococcus sp. (BV3L6), Porphyromonas
macacae, Lachnospiraceae bacterium (ND2006), Porphyromonas crevioricanis, Prevotella disiens, Moraxella
bovoculi (237), Smiihella sp. (SC_KO8D17), Leptospira inadai, Lachnospiraceae bacterium (MA2020),
Francisella novicida (U112), Candidatus Methanoplasma termitum o Eubacterium eligens, o un segundo
dominio complementario derivado del mismo.

Por ejemplo, cuando el segundo dominio complementario es un segundo dominio complementario de
Parcubacteria bacterium o un segundo dominio complementario derivado del mismo, el segundo dominio
complementario puede ser 5'-AAAUUUCUACU-3', o una secuencia de bases que tenga una homologia parcial,
es decir, al menos 50% o més con 5-AAAUUUCUACU-3' (una secuencia de bases que forma una doble cadena
con el primer dominio complementario esta subrayada). Aqui, el segundo dominio complementario puede incluir
ademas (X), y/0 (X)m, lo que da como resultado 5'-(X)nAAAUUUCUACU(X)n-3'. La X puede seleccionarse del
grupo que consiste en las bases A, T, Uy G, y cada uno de ellos y m puede representar el nimero de bases,
en el que entonces puede ser un nimero entero de 1 a 10, y m puede ser un ndmero entero de 1 a 6. Aqui,
(X)n puede representar n repeticiones de la misma base, o una mezcla de n bases de A, T, U y G. Ademas,
(X)m puede representar m repeticiones de la misma base, o0 una mezclade mbasesde A, T,UyG.

Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del segundo dominio complementario puede
tener una modificacién quimica. La modificacién quimica puede ser metilacién, acetilacién, fosforilacién, enlace
fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2’-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2’-O-metil 3'tioPACE (MSP),
pero la presente invencién no se limita a esto.

Dominio proximal

El dominio proximal es una secuencia de 1 a 20 bases ubicada adyacente al segundo dominio complementario
y un dominio ubicado en la direccién del extremo 3' del segundo dominio complementario. Aqui, el dominio
proximal se puede utilizar para formar una doble cadena entre secuencias de bases complementarias en el
mismo.

En una realizacién de ejemplo, el dominio proximal puede ser una secuenciade 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14
0 15 bases.

En otra realizacién, el dominio proximal puede incluir una secuencia de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15
bases.

Ademas, el dominio proximal puede tener homologia con un dominio proximal natural, o puede derivarse del
dominio proximal natural. Ademas, el dominio proximal puede tener una diferencia en la secuencia de bases
seglin una especie existente en la naturaleza, puede derivarse de un dominio proximal contenido en la especie
existente en la naturaleza o puede tener homologia parcial o completa con el dominio proximal contenido en la
especie existente en la naturaleza.

En una realizacién de ejemplo, el dominio proximal puede tener homologia parcial, es decir, al menos 50% o
mas, o completa con un dominio proximal de Streptococcus pyogenes, Campylobacter jejuni, Streptococcus
thermophilus, Staphylococcus aureus o Neisseria meningitidis, o un dominio proximal derivado del mismo.

Por ejemplo, cuando el dominio proximal es un dominio proximal de Streptococcus pyogenes o un dominio
proximal derivado del mismo, el dominio proximal puede ser 5-AAGGCUAGUCCG-3', 0 una secuencia de
bases que tenga una homologia parcial, es decir, al menos 50% o mas con 5-AAGGCUAGUCCG-3'. Aqui, el
dominio proximal puede incluir ademas (X)y, lo que da como resultado 5-AAGGCUAGUCCG(X)x-3". La X puede
seleccionarse del grupo que consiste en las bases A, T, U y G, y luego puede representar el nUmero de bases,
que es un numero entero de 1 a 15. Aqui, (X), puede representar n repeticiones de la misma base, 0 una
mezclade nbasesde A, T, Uy G.

En aun otro ejemplo, cuando el dominio proximal es un dominio proximal de Campylobacter jejuni o un dominio
proximal derivado del mismo, el dominio proximal puede ser 5'-AAAGAGUUUGC-3', 0 una secuencia de bases
que tenga al menos 50% o mas de homologia con 5'-AAAGAGUUUGC-3'. Aqui, el dominio proximal puede
incluir ademas (X)y, lo que da como resultado 5-AAAGAGUUUGC(X),-3'. La X puede seleccionarse del grupo
que consiste en las bases A, T, Uy G, y luego puede representar el nimero de bases, que es un nimero entero
de 1 a 40. Aqui, (X), puede representar n repeticiones de la misma base, o una mezcla de n basesde A, T, U
yG.

Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del dominio proximal puede tener una
modificacién quimica. La modificacion quimica puede ser metilacién, acetilacion, fosforilacién, enlace
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fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2’-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2’-O-metil 3'tioPACE (MSP),
pero la presente invencién no se limita a esto.

Dominio de cola

El dominio de cola es un dominio que se puede agregar selectivamente al extremo 3' del ARNg monocatenario
o del ARNg bicatenario. EI dominio de cola puede ser una secuencia de 1 a 50 bases o incluir una secuencia
de 1 a 50 bases. Aqui, el dominio de cola se puede utilizar para formar una doble cadena entre secuencias de
bases complementarias en el mismo.

En una realizacién de ejemplo, el dominio de cola puede ser una secuenciade 1a5,de5a 10, de 10 a 15, de
15a 20, de 20 a 25, de 25 a 30, de 30 a 35, de 35 a 40, de 40 a 45 o de 45 a 50 bases.

En una realizacién de ejemplo, el dominio de cola puede incluir una secuenciade 1 a5, de 5a 10, de 10 a 15,
de 15a 20, de 20 a 25, de 25 a 30, de 30 a 35, de 35 a 40, de 40 a 45 o de 45 a 50 bases.

Ademas, el dominio de cola puede tener homologia con un dominio de cola natural o puede derivarse del
dominio de cola natural. Ademas, el dominio de cola puede tener una diferencia en la secuencia de bases
seglin una especie existente en la naturaleza, puede derivarse de un dominio de cola contenido en una especie
existente en la naturaleza o puede tener homologia parcial o completa con un dominio de cola contenido en
una especie existente en la naturaleza.

En una realizacién de ejemplo, el dominio de cola puede tener homologia parcial, es decir, al menos 50% o
més, u homologia completa con un dominio de cola de Streptococcus pyogenes, Campylobacter jejuni,
Streptococcus thermophilus, Staphylococcus aureus o Neisseria meningitidis o un dominio de cola derivado del
mismo.

Por ejemplo, cuando el dominio de cola es un dominio de cola de Streptococcus pyogenes o un dominio de
cola derivado del mismao, el dominio de cola puede ser 5
UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC-3', o una secuencia de bases que tiene homologia
parcial, es decir, al menos 50% o mas con 5-UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC-3'. Aqui,
el dominio de cola puede incluir ademas (X)n, lo que resulta en 5-
UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC(X)s-3'. La X puede ser seleccionada del grupo que
consiste en las bases A, T, U y G, y n puede representar el nimero de bases, que es un entero de 1 a 15. Aqui,
(X)n puede representar n repeticiones de la misma base, 0 una mezcla de n bases como A, T, Uy G.

En otro ejemplo, cuando el dominio de cola es un dominio de cola de Campylobacter jejuni o un dominio de

cola derivado del mismo, el dominio de cola puede ser 5'-
GGGACUCUGCGGGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCUUUU-3', o una secuencia de bases que tiene una
homologia parcial, es decir, al menos del 50 % 0 mas con 5-

GGGACUCUGCGGGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCUUUU-3'.  Aqui, el dominio de cola puede incluir
ademas (X)n, lo que da como resultado 5-GGGACUCUGCGGGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCUUUU(X),-
3'. La X puede seleccionarse del grupo que consiste en las bases A, T, Uy G, y la n puede representar el
ndmero de bases, que es un entero de 1 a 15. Aqui, (X)» puede representar n repeticiones de la misma base,
ounamezcladenbasesde A T,UyG.

En otra realizacién, el dominio de cola puede incluir una secuencia de bases 1 a 10 en el extremo 3' involucrada
en un método de transcripcién in vitro o in vivo.

Por ejemplo, cuando se utiliza un promotor T7 en la transcripcion in vitro de ARNg, el dominio de cola puede
ser una secuencia de bases arbitraria presente en el extremo 3' de una plantilla de ADN. Ademas, cuando se
utiliza un promotor U6 en la transcripcién in vivo, el dominio de cola puede ser UUUUUU, cuando se utiliza un
promotor H1 en la transcripcidn, el dominio de cola puede ser UUUU, y cuando se utiliza un promotor pol-lll, el
dominio de cola puede incluir varias bases de uracilo o bases alternativas.

Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del dominio de cola puede tener una
modificacién quimica. La modificacion quimica puede ser metilacién, acetilacion, fosforilacién, enlace
fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2’-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2’-O-metil 3'tioPACE (MSP),
pero la presente invencién no se limita a esto.

El ARNg puede incluir una pluralidad de dominios como se describi6é anteriormente y, por lo tanto, la longitud
de la secuencia de acido nucleico puede regularse de acuerdo con un dominio contenido en el ARNg, y pueden
ocurrir interacciones en cadenas en una estructura tridimensional o forma activa del ARNg o entre estas
cadenas debido a cada dominio.

El ARNg puede denominarse ARNg monocatenario (molécula de ARN Unica); o ARNg bicatenario (que incluye
més de una, generalmente dos moléculas de ARN discretas).
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ARNg bicatenario

El ARNg bicatenario consiste en una primera cadena y una segunda cadena.

Aqui, la primera cadena puede consistir en

5'-[dominio guia]{primer dominio complementario]-3', y

La segunda cadena puede consistir en

5'-[segundo dominio complementario]{dominio proximal]-3' o

5’-[segundo dominio complementario]-[dominio proximall-[dominio de cola]-3".

Aqui, la primera cadena puede denominarse ARNcr y la segunda cadena puede denominarse ARNtracr.
Primera cadena

[Dominio guia]

En la primera cadena, el dominio guia incluye una secuencia guia complementaria que puede formar un enlace
complementario con una secuencia diana en un gen o acido nucleico diana. La secuencia guia es una
secuencia de &cido nucleico complementaria a la secuencia diana en el gen o acido nucleico diana, que tiene,
por ejemplo, al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o0 95% o méas de complementariedad o complementariedad
completa. Se considera que el dominio guia permite un complejo ARNg-Cas, es decir, un complejo CRISPR
para interactuar especificamente con el gen o acido nucleico diana.

Aqui, el dominio guia puede ser una secuencia de 5 a 50 bases, o incluye una secuencia de 5 a 50 bases. Por
ejemplo, el dominio guia puede ser o incluir una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 bases.

Ademas, el dominio guia puede incluir una secuencia guia.

Aqui, la secuencia guia puede ser una secuencia de bases complementaria que es capaz de formar un enlace
complementario con una secuencia diana en un gen o 4cido nucleico diana, que tiene, por ejemplo, al menos
70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95% o mas de complementariedad o complementariedad completa.

Aqui, la secuencia guia puede ser una secuencia de 5 a 50 bases o incluir una secuencia de 5 a 50 bases. Por
ejemplo, la secuencia guia puede ser o incluir una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 bases.

Selectivamente, el dominio guia puede incluir una secuencia guia y una secuencia de bases adicional.

Aqui, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 1 a 35 bases. Por ejemplo, la secuencia de
bases adicional puede ser una secuenciade 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 90 10 bases.

En una realizacién de ejemplo, la secuencia de bases adicional puede incluir una base, guanina (G), o dos
bases, GG.

Aqui, la secuencia de bases adicional puede estar ubicada en el extremo $' del dominio guia, o en el extremo
5' de la secuencia guia.

La secuencia de bases adicional puede estar ubicada en el extremo 3' del dominio guia, o en el extremo 3' de
la secuencia guia.

[Primer dominio complementario]

El primer dominio complementario incluye una secuencia de acido nucleico complementaria a un segundo
dominio complementario de la segunda cadena, y es un dominio que tiene suficiente complementariedad como
para formar una doble cadena con el segundo dominio complementario.

Aqui, el primer dominio complementario puede ser o incluir una secuencia de 5 a 35 bases. Por ejemplo, el
primer dominio complementario puede ser o incluir una secuencia de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 186,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 bases.

El primer dominio complementario puede tener homologia con un primer dominio complementario natural, o
puede ser derivado de un primer dominio complementario natural. Ademas, el primer dominio complementario
puede tener una diferencia en la secuencia de bases segln una especie existente en la naturaleza, puede
derivarse del primer dominio complementario contenido en la especie existente en la naturaleza o puede tener
homologia parcial o completa con el primer dominio complementario contenido en la especie existente en la
naturaleza.
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En una realizacidén de ejemplo, el primer dominio complementario puede tener homologia parcial, es decir, al
menos 50% o més, o completa con un primer dominio complementario de Streptococcus pyogenes,
Campylobacter jejuni, Streptococcus thermophilus, Staphylococcus aureus o Neisseria meningitidis, o un
primer dominio complementario derivado del mismo.

Selectivamente, el primer dominio complementario puede incluir una secuencia de bases adicional que no
experimenta enlace complementario con el segundo dominio complementario de la segunda cadena.

Aqui, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 1 a 15 bases. Por ejemplo, la secuencia de
bases adicional puede ser una secuenciade 1a5,de 5a 100 de 10 a 15 bases.

Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del dominio guia y/o del primer dominio
complementario puede tener una modificacién quimica. La modificacién quimica puede ser metilacion,
acetilacion, fosforilacién, enlace fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2'-O-metil 3' fosforotioato
(MS) o0 2-O-metil 3' tioPACE (MSP), pero la presente invencién no se limita a esto.

Por lo tanto, la primera cadena puede consistir en 5'-[dominio guia]-[primer dominio complementario]-3' como
se describid anteriormente.

Ademas, la primera cadena puede incluir opcionalmente una secuencia de bases adicional.
En un ejemplo, la primera cadena puede ser

5'-(Naiana)-(Q)m-3"; 0

S'~(X)a~(Ndiana)-(X)o-(Q)m(X)e-3".

Aqui, el Ngiana €S Una secuencia de bases capaz de formar un enlace complementario con una secuencia diana
en un gen o &cido nucleico diana, y una regién de secuencia de bases que puede cambiarse de acuerdo con
una secuencia diana en un gen o acido nucleico diana.

Aqui, la (Q)m es una secuencia de bases que incluye el primer dominio complementario, que puede formar un
enlace complementario con el segundo dominio complementario de la segunda cadena. La (Q)n puede ser una
secuencia que tenga homologia parcial o completa con la primera dominio complementario de una especie
existente en la naturaleza, y la secuencia de bases del primer dominio complementario puede cambiarse segun
la especie de origen. Las Q pueden seleccionarse independientemente del grupo que consisteen A, U, Cy G,
y pueden ser el nUmero de bases, que es un entero de 5 a 35.

Por ejemplo, cuando el primer dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un primer
dominio complementario de Streptococcus pyogenes o un primer dominio complementario derivado de
Streptococcus pyogenes, la (Q)m puede ser 5'-GUUUUAGAGCUA-3', 0 una secuencia de bases que tenga al
menos 50% o méas de homologia con 5'-GUUUUAGAGCUA-3'.

En otro ejemplo, cuando el primer dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un primer
dominio complementario de Campylobacter jejuni o un primer dominio complementario derivado de
Campylobacter jejuni, la (Q)m puede ser 5-GUUUUAGUCCCUUUUUAAAUUUCUU-3', o una secuencia de
bases que tenga al menos 50% o mas de homologia con 5-GUUUUAGUCCCUUUUUAAAUUUCUU -3'.

En todavia otro ejemplo, cuando el primer dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un
primer dominio complementario de Streptococcus thermophilus o un primer dominio complementario derivado
de Streptococcus thermophilus, la (Q)m puede ser 5-GUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3', 0 una secuencia
de bases que tenga al menos 50% o mas de homologia con 5-GUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3'".

Ademas, cada uno de los (X)s, (X)b ¥ (X)c es selectivamente una secuencia de bases adicional, donde X puede
seleccionarse cada uno independientemente del grupo que consisteen A, U, Cy G,y cadaunodelosa, byc
puede ser el nUmero de bases, que es 0 o un entero de 1 a 20.

Segunda cadena

La segunda cadena puede consistir en un segundo dominio complementario y un dominio proximal, e incluir
selectivamente un dominio de cola.

[Segundo dominio complementario]

En la segunda cadena, el segundo dominio complementario incluye una secuencia de &cido nucleico
complementaria al primer dominio complementario de la primera cadena, y tiene suficiente complementariedad
para formar una doble cadena con el primer dominio complementario. El segundo dominio complementario
puede incluir una secuencia de bases complementaria al primer dominio complementario y una secuencia de
bases no complementaria al primer dominio complementario, por ejemplo, una secuencia de bases que no
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forma una doble cadena con el primer dominio complementario, y puede tener una secuencia de bases mas
larga que el primer dominio complementario.

Aqui, el segundo dominio complementario puede ser una secuencia de 5 a 35 bases, o incluir una secuencia
de 5 a 35 bases. Por ejemplo, el segundo dominio complementario puede ser o incluir una secuencia de 5, 6,
7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 bases, pero la presente invencién no se
limita a ello.

El segundo dominio complementario puede tener homologia con un segundo dominio complementario natural
o puede derivar de un segundo dominio complementario natural. Ademas, el segundo dominio complementario
puede tener una diferencia en su secuencia de bases segln una especie existente en la naturaleza, puede
derivarse de un segundo dominio complementario contenido en la especie existente en la naturaleza, o puede
tener homologia parcial 0 completa con el segundo dominio complementario contenido en la especie existente
en la naturaleza.

En una realizacién de ejemplo, el segundo dominio complementario puede tener homologia parcial, es decir,
al menos 50% o mas, o completa con un segundo dominio complementario de Streptococcus pyogenes,
Campylobacter jejuni, Streptococcus thermophilus, Staphylococcus aureus o Neisseria meningitidis, o un
segundo dominio complementario derivado del mismo.

Selectivamente, el segundo dominio complementario puede incluir ademés una secuencia de bases adicional
que no experimenta enlace complementario con el primer dominio complementario de la primera cadena.

Aqui, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 1 a 25 bases. Por ejemplo, la secuencia de
bases adicional puede ser una secuenciade 1 a5, de 5a 10, de 10 a 15, de 15 a 20 o de 20 a 25 bases.

[Dominio proximal]

En la segunda cadena, el dominio proximal es una secuencia de 1 a 20 bases y un dominio ubicado en la
direccién del extremo 3' del segundo dominio complementario. Por ejemplo, el dominio proximal puede ser o
incluir una secuenciade 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 bases.

Aqui, el dominio proximal puede tener un enlace de doble cadena entre secuencias de bases complementarias
en el mismo.

Ademas, el dominio proximal puede tener homologia con un dominio proximal natural o puede derivar de un
dominio proximal natural. Ademas, el dominio proximal puede tener una diferencia en la secuencia de bases
seglin una especie existente en la naturaleza, puede derivarse de un dominio proximal de una especie existente
en la naturaleza o puede tener homologia parcial o0 completa con el dominio proximal de una especie existente
en la naturaleza.

En una realizacién de ejemplo, el dominio proximal puede tener homologia parcial, es decir, al menos 50% o
mas, o completa con un dominio proximal de Streptococcus pyogenes, Campylobacter jejuni, Streptococcus
thermophilus, Staphylococcus aureus o Neisseria meningitidis, o un dominio proximal derivado del mismo.

[Dominio de cola]

Selectivamente, en la segunda cadena, el dominio de cola puede ser un dominio afiadido selectivamente al
extremo 3' de la segunda cadena, y el dominio de cola puede ser o incluir una secuencia de 1 a 50 bases. Por
ejemplo, el dominio de cola puede ser o incluir una secuenciade 1a5,de 5a 10, de 10a 15, de 15 a 20, de
20a25,de25a30, de 30 a 35, de 35 a 40, de 40 a 45 o de 45 a 50 bases.

Aqui, el dominio de cola puede tener un enlace de doble cadena entre secuencias de bases complementarias
en el mismo.

Ademas, el dominio de cola puede tener homologia con un dominio de cola natural o puede derivarse de un
dominio de cola natural. Ademas, el dominio de cola puede tener una diferencia en la secuencia de bases
segln una especie existente en la naturaleza, puede derivarse de un dominio de cola contenido en la especie
existente en la naturaleza o puede tener homologia parcial o0 completa con el dominio de cola contenido en la
especie existente en la naturaleza.

En una realizacién de ejemplo, el dominio de cola puede tener homologia parcial, es decir, al menos 50% o
més, u homologia completa con un dominio de cola de Streptococcus pyogenes, Campylobacter jejuni,
Streptococcus thermophilus, Staphylococcus aureus o Neisseria meningitidis, o un dominio de cola derivado
del mismo.

En otra realizacién, el dominio de cola puede incluir una secuencia de 1 a 10 bases en el extremo 3' involucrada
en un método de transcripcién in vitro o in vivo.
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Por ejemplo, cuando se utiliza un promotor T7 en la transcripcion in vitro de ARNg, el dominio de cola puede
ser una secuencia de bases arbitraria presente en el extremo 3' de una plantilla de ADN. Ademas, cuando se
utiliza un promotor U6 en la transcripcién in vivo, el dominio de cola puede ser UUUUUU, cuando se utiliza un
promotor H1 en la transcripcidn, el dominio de cola puede ser UUUU, y cuando se utiliza un promotor pol-lll, el
dominio de cola puede incluir varias bases de uracilo o bases alternativas.

Selectivamente, una parte o la totalidad de cada una de las secuencias de bases del segundo dominio
complementario, del dominio proximal y/o del dominio de cola puede tener una modificacién quimica. La
modificacién quimica puede ser metilacién, acetilacién, fosforilacién, enlace fosforotioato, un acido nucleico
bloqueado (LNA), 2’-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2'-O-metil 3'tioPACE (MSP), pero la presente invencién no
se limita a ello.

Por lo tanto, la segunda cadena puede consistir en 5'-[segundo dominio complementario]-[dominio proximal]-3'
o 5'{segundo dominio complementario]-{[dominio proximal]l{dominio de cola]-3' como se describid
anteriormente.

Ademas, la segunda cadena puede incluir selectivamente una secuencia de bases adicional.
En una realizacién de ejemplo, la segunda cadena puede ser 5'<(Z)n-(P)-3"; 0 5'-(X)a(Z)n-(X)e~(P )~(X)-3".
En otra realizacion, la segunda cadena puede ser 5~(Z)n-(P)-(F)-3'; 0 5-(X)ag~(Z)n(X)e-( P )i-(X)s-(F )-3".

Aqui, la (Z)n es una secuencia de bases que incluye un segundo dominio complementario, que puede formar
un enlace complementario con el primer dominio complementario de la primera cadena. La (Z), puede ser una
secuencia que tenga homologia parcial o completa con el segundo dominio complementario de una especie
existente en la naturaleza, y la secuencia de bases del segundo dominio complementario puede modificarse
segln la especie de origen. La Z puede seleccionarse independientemente del grupo que consiste en A, U, C
y G, y la h puede ser el nUmero de bases, que es un entero de 5 a 50.

Por ejemplo, cuando el segundo dominio complementario tiene homologia parcial o0 completa con un segundo
dominio complementario de Streptococcus pyogenes o un segundo dominio complementario derivado del
mismo, la (Z), puede ser 5-UAGCAAGUUAAAAU-3', o una secuencia de bases que tenga al menos 50% o
més de homologia con 5-UAGCAAGUUAAAAU-3".

En otro ejemplo, cuando el segundo dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un
segundo dominio complementario de Campylobacter jejuni o un segundo dominio complementario derivado del
mismo, la (Z), puede ser 5'-AAGAAAUUUAAAAAGGGACUAAAAU-3', o una secuencia de bases que tenga al
menos un 50% o mas de homologia con 5-AAGAAAUUUAAAAAGGGACUAAAAU-3'.

En todvia otro ejemplo, cuando el segundo dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un
segundo dominio complementario de Streptococcus thermophilus o un segundo dominio complementario
derivado del mismo, la (Z), puede ser 5-CGAAACAACACAGCGAGUUAAAAU-3', o una secuencia de bases
que tenga al menos 50% o mas de homologia con 5-CGAAACAACACAGCGAGUUAAAAU-3".

La (P)x es una secuencia de bases que incluye un dominio proximal, que puede tener homologia parcial o
completa con un dominio proximal de una especie existente en la naturaleza, y la secuencia de bases del
dominio proximal puede modificarse segun la especie de origen. La P puede seleccionarse independientemente
del grupo que consiste en A, U, C y G, y la k puede ser el nimero de bases, que es un entero de 1 a 20.

Por ejemplo, cuando el dominio proximal tiene homologia parcial o completa con un dominio proximal de
Streptococcus pyogenes o un dominio proximal derivado del mismo, la (P)x puede ser 5-AAGGCUAGUCCG-
3', 0 una secuencia de bases que tenga al menos 50% o mas de homologia con 5-AAGGCUAGUCCG-3'.

En otro ejemplo, cuando el dominio proximal tiene homologia parcial o completa con un dominio proximal de
Campylobacter jejuni o un dominio proximal derivado del mismo, la (P)« puede ser 5'-AAAGAGUUUGC-3', o
una secuencia de bases que tenga al menos 50% o méas de homologia con 5-AAAGAGUUUGC-3".

En todvia otro ejemplo, cuando el dominio proximal tiene homologia parcial o completa con un dominio proximal
de Streptococcus thermophilus o un dominio proximal derivado de alli, la (P) puede ser 5-
AAGGCUUAGUCCG-3', o una secuencia de bases que tenga al menos 50% o més de homologia con 5'-
AAGGCUUAGUCCG-3'.

La (F)i puede ser una secuencia de bases que incluye un dominio de cola y que tiene homologia parcial o
completa con un dominio de cola de una especie existente en la naturaleza, y la secuencia de bases del dominio
de cola puede modificarse de acuerdo con la especie de origen. La F puede seleccionarse independientemente
del grupo que consiste en A, U, C y G, y la i puede ser el nimero de bases, que es un entero de 1 a 50.

Por ejemplo, cuando el dominio de cola tiene homologia parcial o completa con un dominio de cola de
Streptococcus pyogenes o un dominio de cola derivado del mismo, la (F); puede ser 9%
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UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC-3', o una secuencia de bases que tenga al menos un
50% o més de homologia con 5-UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC-3'.

En otro ejemplo, cuando el dominio de cola tiene homologia parcial o completa con un dominio de cola de
Campylobacter jejuni o un dominio de cola derivado del mismo, la (F)i puede ser 9
GGGACUCUGCGGGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCUUUU-3', o una secuencia de bases que tenga al
menos un 50% o mas de homologia con 5-GGGACUCUGCGGGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCUUUU-3'.

En todavia otro ejemplo, cuando el dominio de cola tiene homologia parcial o completa con un dominio de cola
de Streptococcus thermophilus o un dominio de cola derivado del mismo, la (F)i puede ser 5'-
UACUCAACUUGAAAAGGUGGCACCGAUUCGGUGUUUUU-3', o una secuencia de bases que tenga al
menos un 50% o mas de homologia con 5-UACUCAACUUGAAAAGGUGGCACCGAUUCGGUGUUUUU-3".

Ademas, la (F); puede incluir una secuencia de 1 a 10 bases en el extremo 3' involucrada en un método de
transcripcién in vitro o in vivo.

Por ejemplo, cuando se utiliza un promotor T7 en la transcripcion in vitro de ARNg, el dominio de cola puede
ser una secuencia de bases arbitraria presente en el extremo 3' de una plantilla de ADN. Ademas, cuando se
utiliza un promotor U6 en la transcripcién in vivo, el dominio de cola puede ser UUUUUU, cuando se utiliza un
promotor H1 en la transcripcidn, el dominio de cola puede ser UUUU, y cuando se utiliza un promotor pol-lll, el
dominio de cola puede incluir varias bases de uracilo o bases alternativas.

Ademas, la (X)4, (X)e ¥ (X) pueden ser secuencias de bases agregadas selectivamente, donde X puede
seleccionarse independientemente del grupo que consiste en A, U, C y G, y cada uno de d, e y f puede ser el
ndmero de bases, que es 0 o un entero de 1 a 20.

ARNg monocatenario
El ARNg monocatenario se puede clasificar en dos tipos.
i) ARNg monocatenario

En primer lugar, existe el ARNg monocatenario en el que una primera o una segunda cadena del ARNg
bicatenario estad unida por un dominio de enlazador, y aqui, el ARNg monocatenario consiste en 5'-[primera
cadena]{dominio de enlazador]-[segunda cadenal-3'.

En concreto, el ARNg monocatenario puede consistir en

5’-[dominio guia]{primer dominio complementario]{dominio de enlazador]{segundo dominio complementario]-
[dominio proximal]-3' o

5'-[dominio guia]-[primer dominio complementario]-{[dominio de enlazador]{segundo dominio complementario}-
[dominio proximal]-[dominio de cola]-3".

Cada dominio, excepto el dominio de enlazador, es el mismo que la descripcién de cada dominio de la primera
y segunda cadena del ARNg bicatenario.

- Dominio de enlazador

En el ARNg monocatenario, el dominio de enlazador es un dominio que conecta una primera cadena y una
segunda cadena y, especificamente, es una secuencia de 4acido nucleico que conecta un primer dominio
complementario con un segundo dominio complementario para producir ARNg monocatenario. Aqui, el dominio
de enlazador puede estar conectado con el primer dominio complementario y el segundo dominio
complementario o conectar el primer dominio complementario con el segundo dominio complementario
mediante enlace covalente o no covalente.

El dominio de enlazador puede ser o incluir una secuencia de 1 a 30 bases. Por ejemplo, el dominio de
enlazador puede ser o incluir una secuenciade 1a5,de5a10,de 10a 15, de15a20,de20a250de 25a
30 bases.

El dominio de enlazador es adecuado para ser utilizado en una molécula de ARNg monocatenario y puede
estar conectado con la primera cadena y la segunda cadena del ARNg bicatenario, o conectar la primera
cadena con la segunda cadena mediante enlace covalente o no covalente para ser utilizada en la produccién
del ARNg monocatenario. El dominio de enlazador puede estar conectado con ARNcr y ARNtracr del ARNg
bicatenario, o conectar ARNcr con ARNtracr mediante enlace covalente o no covalente para ser utilizado en la
produccién del ARNg monocatenario.

El dominio de enlazador puede tener homologia con una secuencia natural, por ejemplo, una secuencia parcial
de ARNtracr, o puede derivarse de ella.
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Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del dominio enlazador puede tener una
modificacién quimica. La modificacion quimica puede ser metilacién, acetilacion, fosforilacién, enlace
fosforotioato, un acido nucleico bloqueado (LNA), 2’-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2’-O-metil 3'tioPACE (MSP),
pero la presente invencién no se limita a esto.

Por lo tanto, el ARNg monocatenario puede consistir en 5'[dominio guia]-[primer dominio complementario]-
[dominio de enlazador]-{segundo dominio complementario]{dominio proximall-3' o 5'{dominio guial-[primer
dominio complementario]{dominio de enlazador]{segundo dominio complementario]{dominio proximal]-
[dominio de cola]-3' como se describié anteriormente.

Ademas, el ARNg monocatenario puede incluir selectivamente una secuencia de bases adicional.
En una realizacién de ejemplo, el ARNg monocatenario puede ser

'~(Ndiana)~(Q)m-(L}-(Z)n-(P)-3"; 0

S'~(Ndiana)-(Q)m-(L)-(Z)n-(P ) F }-3".

En otra realizacion, el ARNg monocatenario puede ser
'~(X)a~(Ndiana)-(X)o-(Q)m-(X)e~(L)-(X)a-(£)i-{X)e-(P)i-(X)-3"; 0
'~(X)a~(Ndiana)-(X)o-(Q)m-(X)e-(L)-(X)a-(Z)n=(X)e-(P ) (X p-(F ) -3".

Aqui, Ngiana €S Una secuencia de bases capaz de formar un enlace complementario con una secuencia diana
en un gen o acido nucleico diana, y una regién de secuencia de bases capaz de cambiarse de acuerdo con
una secuencia diana en un gen o acido nucleico diana.

La (Q)m incluye una secuencia de bases que incluye el primer dominio complementario, que es capaz de formar
un enlace complementario con un segundo dominio complementario. La (Q)m puede ser una secuencia que
tenga homologia parcial o completa con un primer complemento dominio de una especie existente en la
naturaleza, y la secuencia de bases del primer dominio complementario puede cambiarse segun la especie de
origen. La Q puede seleccionarse independientemente del grupo que consiste en A, U, Cy G, y m puede ser
el niUmero de bases, que es un entero de 5 a 35.

Por ejemplo, cuando el primer dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un primer
dominio complementario de Streptococcus pyogenes o un primer dominio complementario derivado del mismo,
la (Q)m puede ser 5-GUUUUAGAGCUA-3', o una secuencia de bases que tenga al menos 50% o mas de
homologia con 5-GUUUUAGAGCUA-3".

En otro ejemplo, cuando el primer dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un primer
dominio complementario de Campylobacter jejuni o un primer dominio complementario derivado del mismo, la
(Q)m puede ser 5-GUUUUAGUCCCUUUUUAAAUUUCUU-3', o una secuencia de bases que tenga al menos
un 50% o mas de homologia con 5-GUUUUAGUCCCUUUUUAAAUUUCUU-3".

En todavia otro ejemplo, cuando el primer dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un
primer dominio complementario de Streptococcus thermophilus o un primer dominio complementario derivado
del mismo, la (Q)m puede ser 5-GUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3', 0 una secuencia de bases que tenga
al menos 50% o mas de homologia con 5-GUUUUAGAGCUGUGUUGUUUCG-3".

Ademas, la (L); es una secuencia de bases que incluye el dominio de enlazadory que conecta el primer dominio
complementario con el segundo dominio complementario, produciendo asi un ARNg monocatenario. Aqui, la L
puede seleccionarse independientemente del grupo que consiste en A, U, Cy G, y la j puede ser el nimero de
bases, que es un entero de 1 a 30.

La (Z)n es una secuencia de bases que incluye el segundo dominio complementario, que puede tener un enlace
complementario con el primer dominio complementario. La (Z), puede ser una secuencia que tenga homologia
parcial o completa con el segundo dominio complementario de una especie existente en la naturaleza, y la
secuencia de bases del segundo dominio complementario puede cambiarse segun la especie de origen. La Z
puede seleccionarse independientemente del grupo que consiste en A, U, C y G, y su nimero de bases, que
puede ser un entero de 5 a 50.

Por ejemplo, cuando el segundo dominio complementario tiene homologia parcial o0 completa con un segundo
dominio complementario de Streptococcus pyogenes o un segundo dominio complementario derivado del
mismo, la (Z2)h puede ser 5'-UAGCAAGUUAAAAU-3', o0 una secuencia de bases que tenga al menos 50% o
més de homologia con 5' UAGCAAGUUAAAAU-3'.

En otro ejemplo, cuando el segundo dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un
segundo dominio complementario de Campylobacter jejuni o un segundo dominio complementario derivado del
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mismo, la (Z) puede ser 5' AAGAAAUUUAAAAAGGGACUAAAAU-3', o una secuencia de bases que tenga al
menos un 50% o mas de homologia con 5-AAGAAAUUUAAAAAGGGACUAAAAU-3'.

En todavia otro ejemplo, cuando el segundo dominio complementario tiene homologia parcial o completa con
un segundo dominio complementario de Streptococcus thermophilus o un segundo dominio complementario
derivado del mismo, la (Z), puede ser 5-CGAAACAACACAGCGAGUUAAAAU-3', o una secuencia de bases
que tenga al menos 50% o mas de homologia con 5-CGAAACAACACAGCGAGUUAAAAU-3".

La (P)x es una secuencia de bases que incluye un dominio proximal, que puede tener homologia parcial o
completa con un dominio proximal de una especie existente en la naturaleza, y la secuencia de bases del
dominio proximal puede modificarse segun la especie de origen. La P puede seleccionarse independientemente
del grupo que consiste en A, U, Cy G, y la k puede ser el nUmero de bases, que es un entero de 1 a 20.

Por ejemplo, cuando el dominio proximal tiene homologia parcial o completa con un dominio proximal de
Streptococcus pyogenes o un dominio proximal derivado del mismo, la (P)x puede ser 5-AAGGCUAGUCCG-
3', 0 una secuencia de bases que tenga al menos 50% o mas de homologia con 5-AAGGCUAGUCCG-3'.

En otro ejemplo, cuando el dominio proximal tiene homologia parcial o completa con un dominio proximal de
Campylobacter jejuni o un dominio proximal derivado del mismo, la (P)« puede ser 5'-AAAGAGUUUGC-3', o
una secuencia de bases que tenga al menos 50% o méas de homologia con 5-AAAGAGUUUGC-3".

En todavia otro ejemplo, cuando el dominio proximal tiene homologia parcial o completa con un dominio
proximal de Streptococcus thermophilus o un dominio proximal derivado de alli, la (P)x puede ser 5'-
AAGGCUUAGUCCG-3', o una secuencia de bases que tenga al menos 50% o més de homologia con 5'-
AAGGCUUAGUCCG-3'.

La (F)i puede ser una secuencia de bases que incluye un dominio de cola y que tiene homologia parcial o
completa con un dominio de cola de una especie existente en la naturaleza, y la secuencia de bases del dominio
de cola puede modificarse de acuerdo con la especie de origen. La F puede seleccionarse independientemente
del grupo que consiste en A, U, C y G, y la i puede ser el nimero de bases, que es un entero de 1 a 50.

Por ejemplo, cuando el dominio de cola tiene homologia parcial o completa con un dominio de cola de
Streptococcus pyogenes o un dominio de cola derivado del mismo, la (F); puede ser 9%
UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC-3', o una secuencia de bases que tenga al menos un
50 % o més de homologia con 5-UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC-3'

En otro ejemplo, cuando el dominio de cola tiene homologia parcial o completa con un dominio de cola de
Campylobacter jejuni o un dominio de cola derivado del mismo, la (F) puede ser 9
GGGACUCUGCGGGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCUUUU-3', o una secuencia de bases que tenga al
menos un 50% o mas de homologia con 5-GGGACUCUGCGGGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCUUUU-3'.

En todavia otro ejemplo, cuando el dominio de cola tiene homologia parcial o completa con un dominio de cola
de Streptococcus thermophilus o un dominio de cola derivado del mismo, la (F)i puede ser 5'-
UACUCAACUUGAAAAGGUGGCACCGAUUCGGUGUUUUU-3', o una secuencia de bases que tenga al
menos un 50% o mas de homologia con 5-UACUCAACUUGAAAAGGUGGCACCGAUUCGGUGUUUUU-3".

Ademas, la (F); puede incluir una secuencia de 1 a 10 bases en el extremo 3' involucrada en un método de
transcripcién in vitro o in vivo.

Por ejemplo, cuando se utiliza un promotor T7 en la transcripcion in vitro de ARNg, el dominio de cola puede
ser una secuencia de bases arbitraria presente en el extremo 3' de una plantilla de ADN. Ademas, cuando se
utiliza un promotor U6 en la transcripcién in vivo, el dominio de cola puede ser UUUUUU, cuando se utiliza un
promotor H1 en la transcripcidn, el dominio de cola puede ser UUUU, y cuando se utiliza un promotor pol-lll, el
dominio de cola puede incluir varias bases de uracilo o bases alternativas.

Ademas, las (X)a, (X)b, (X)e, (X)g, (X)e ¥ (X); pueden ser secuencias de bases afiadidas selectivamente, donde
X puede seleccionarse cada una independientemente del grupo que consiste en A, U, C y G, y cada uno de a,
b, ¢, d, ey f puede ser el nUmero de bases, que es 0 o un entero de 1 a 20.

i) ARNg monocatenario

En segundo lugar, el ARNg monocatenario puede ser un ARNg monocatenario que consiste en un dominio
guia, un primer dominio complementario y un segundo dominio complementario, y aqui, el ARNg
monocatenario puede consistir en:

5’-[segundo dominio complementario]-[primer dominio complementario]-[dominio guia]-3'; o
5’-[segundo dominio complementario]-[dominio de enlazador]-[primer dominio complementario] [dominio guial-

3.
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- Guia de dominio

En el ARNg monocatenario, el dominio guia incluye una secuencia guia complementaria capaz de formar un
enlace complementario con una secuencia diana en un gen o acido nucleico diana. La secuencia guia puede
ser una secuencia de acido nucleico que tenga complementariedad con la secuencia diana en el gen o acido
nucleico diana, que tenga, por ejemplo, al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95% o mas de
complementariedad o complementariedad completa. Se considera que el dominio guia permite un complejo
ARNg-Cas, es decir, un complejo CRISPR para interactuar especificamente con el gen o acido nucleico diana.

Aqui, el dominio guia puede ser o incluir una secuencia de 5 a 50 bases. Por ejemplo, el dominio guia puede
ser o incluir una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 bases.

Ademas, el dominio guia puede incluir una secuencia guia.

Aqui, la secuencia guia puede ser una secuencia de bases complementaria capaz de formar un enlace
complementario con una secuencia diana en un gen o 4cido nucleico diana, que tiene, por ejemplo, al menos
70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95% o mas de complementariedad o complementariedad completa.

Aqui, la secuencia guia puede ser o incluir una secuencia de 5 a 50 bases. Por ejemplo, La secuencia guia
puede ser o incluir una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 bases.

Selectivamente, el dominio guia puede incluir una secuencia guia y una secuencia de bases adicional.

Aqui, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 1 a 35 bases. Por ejemplo, la secuencia de
bases adicional puede ser una secuenciade 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 90 10 bases.

En una realizacién de ejemplo, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de bases Unica,
guanina (G), o una secuencia de dos bases, GG.

Aqui, la secuencia de bases adicional puede estar ubicada en el extremo $' del dominio guia, o en el extremo
5' de la secuencia guia.

La secuencia de bases adicional puede estar ubicada en el extremo 3' del dominio guia, o en el extremo 3' de
la secuencia guia.

- Primer dominio complementario

El primer dominio complementario es un dominio que incluye una secuencia de 4cido nucleico complementaria
al segundo dominio complementario y que tiene suficiente complementariedad para formar una doble cadena
con el segundo dominio complementario.

Aqui, el primer dominio complementario puede ser o incluir una secuencia de 5 a 35 bases. Por ejemplo, el
primer dominio complementario puede ser o incluir una secuencia de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 186,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 bases.

El primer dominio complementario puede tener homologia con un primer dominio complementario natural o
puede derivar de un primer dominio complementario natural. Ademés, el primer dominio complementario puede
tener una diferencia en la secuencia de bases de un primer dominio complementario dependiendo de la especie
existente en la naturaleza, puede derivarse de un primer dominio complementario contenido en la especie
existente en la naturaleza, o puede tener homologia parcial o completa con el primer dominio complementario
contenido en la especie existente en la naturaleza.

En una realizacidén de ejemplo, el primer dominio complementario puede tener homologia parcial, es decir, al
menos 50% o més, o completa con un primer dominio complementario de Parcubacteria  bacterium
(GWC2011_GWC2_44 17), Lachnospiraceae bacterium (MC2017), Butyrivibrio proteoclasiicus,
Peregrinibacteria bacterium (GW2011_GWA _33_10), Acidaminococcus sp. (BV3L6), Porphyromonas
macacae, Lachnospiraceae bacterium (ND2006), Porphyromonas crevioricanis, Prevotella disiens, Moraxella
bovoculi (237), Smiihella sp. (SC_KO8D17), Leptospira inadai, Lachnospiraceae bacterium (MA2020),
Francisella novicida (U112), Candidatus Methanoplasma termitum o Eubacterium eligens, o un primer dominio
complementario derivado del mismo.

Selectivamente, el primer dominio complementario puede incluir una secuencia de bases adicional que no
experimenta enlace complementario con el segundo dominio complementario.

Aqui, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 1 a 15 bases. Por ejemplo, la secuencia de
bases adicional puede ser una secuenciade 1 a5, 5a 10, 0 10 a 15 bases.

- Segundo dominio complementario
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El segundo dominio complementario incluye una secuencia de &cido nucleico complementaria al primer dominio
complementario, y tiene suficiente complementariedad como para formar una doble cadena con el primer
dominio complementario. El segundo dominio complementario puede incluir una secuencia de bases
complementaria al primer dominio complementario, y una secuencia de bases que no tiene complementariedad
con el primer dominio complementario, por ejemplo, una secuencia de bases que no forma una doble cadena
con el primer dominio complementario, y puede tener una secuencia de bases mas larga que el primer dominio
complementario.

Aqui, el segundo dominio complementario puede ser o incluir una secuencia de 5 a 35 bases. Por ejemplo, el
segundo dominio complementario puede ser una secuenciade 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 bases.

El segundo dominio complementario puede tener homologia con un segundo dominio complementario natural,
o puede derivarse del segundo dominio complementario natural. Ademés, el segundo dominio complementario
puede tener una diferencia en la secuencia de bases del segundo dominio complementario segln una especie
existente en la naturaleza, y puede derivarse del segundo dominio complementario contenido en la especie
existente en la naturaleza, o puede tener homologia parcial o completa con el segundo dominio complementario
contenido en la especie existente en la naturaleza.

En una realizacién de ejemplo, el segundo dominio complementario puede tener homologia parcial, es decir,
al menos 50% o més, o completa con un segundo dominio complementario de Parcubacteria bacterium
(GWC2011 _GWC2_44 17), Lachnospiraceae bacterium (MC2017), Butyrivibrio  proteociasiicus,
Peregrinibacteria bacterium (GW2011_GWA _33_10), Acidaminococcus sp. (BV3L6), Porphyromonas
macacae, Lachnospiraceae bacterium (ND2006), Porphyromonas crevioricanis, Prevotella disiens, Moraxella
bovoculi (237), Smiihella sp. (SC_KO8D17), Leptospira inadai, Lachnospiraceae bacterium (MA2020),
Francisella novicida (U112), Candidatus Methanoplasma termitum o Eubacterium eligens, o un segundo
dominio complementario derivado del mismo.

Selectivamente, el segundo dominio complementario puede incluir una secuencia de bases adicional que no
experimenta enlace complementario con el primer dominio complementario.

Aqui, la secuencia de bases adicional puede ser una secuencia de 1 a 15 bases. Por ejemplo, la secuencia de
bases adicional puede ser una secuenciade 1 a5, 5a 10, 0 10 a 15 bases.

- Dominio de enlazador

Selectivamente, el dominio de enlazador es una secuencia de acido nucleico que conecta un primer dominio
complementario con un segundo dominio complementario para producir ARNg monocatenario. Aqui, el dominio
de enlazador puede estar conectado con el primer dominio complementario y el segundo dominio
complementario, o puede conectar el primer y el segundo dominio complementario mediante enlace covalente
0 no covalente.

El dominio enlazador puede ser o incluir una secuencia de 1 a 30 bases. Por ejemplo, el dominio enlazador
puede ser o incluir una secuencias de 1de 5, de 5a 10, de 10a 15, de 15 a 20, de 20 a 25 o de 25 a 30 bases.

Selectivamente, una parte o la totalidad de la secuencia de bases del dominio guia, el primer dominio
complementario, el segundo dominio complementario y el dominio de enlazador pueden tener una modificacién
quimica. La modificaciéon quimica puede ser metilacién, acetilacién, fosforilacién, enlace fosforotioato, un acido
nucleico bloqueado (LNA), 2'-O-metil 3' fosforotioato (MS) o 2’-O-metil 3'tioPACE (MSP), pero la presente
invencién es no limitado a ello.

Por lo tanto, el ARNg monocatenario puede consistir en 5’-[segundo dominio complementario]-[primer dominio
complementario]{dominio guia]-3' o 5-[segundo dominio complementario]-[dominio de enlazador]{primer
dominio complementariol-[dominio guial-3' como se describié anteriormente.

Ademas, el ARNg monocatenario puede incluir selectivamente una secuencia de bases adicional.
En una realizacién de ejemplo, el ARNg monocatenario puede ser

5-(Z)h-(Q)m~(Ndiana)-3"; ©

5'-(X)a~(Z)n-(X)b-(Q)m~(X)e-(Ndiana)-3".

En otra realizacion, el ARNg monocatenario puede ser

S'A(D-(L)Q)rm-(Ndiana)-3"; 0

S'~A(X)aA L) (L) (Q)m~(X)e-(Naiana)-3"

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2998 057 T3

Aqui, el Ngiana €S Una secuencia de bases capaz de formar un enlace complementario con una secuencia diana
en un gen o &cido nucleico diana, y una regién de secuencia de bases que puede cambiarse de acuerdo con
una secuencia diana en un gen o acido nucleico diana.

La (Q)m es una secuencia de bases que incluye el primer dominio complementario, que es capaz de formar un
enlace complementario con el segundo dominio complementario de la segunda cadena. La (Q)n puede ser una
secuencia que tenga homologia parcial o completa con el primer dominio complementario de una especie
existente en la naturaleza, y la secuencia de bases del primer dominio complementario puede cambiarse segun
la especie de origen. La Q puede seleccionarse independientemente del grupo que consisteen A, U, Cy G,y
puede ser el nimero de bases, que es un entero de 5 a 35.

Por ejemplo, cuando el primer dominio complementario tiene homologia parcial o completa con un primer
dominio complementario de Parcubacteria bacterium o un primer dominio complementario derivado del
mismo, la (Q)m puede ser 5'-UUUGUAGAU-3', 0 una secuencia de bases que tenga al menos 50% o mas de
homologia con 5-UUUGUAGAU-3".

La (Z) es una secuencia de bases que incluye un segundo dominio complementario, que puede formar un
enlace complementario con el primer dominio complementario de la primera cadena.

La (Z)» puede ser una secuencia que tenga homologia parcial o completa con el segundo dominio
complementario de una especie existente en la naturaleza, y la secuencia de bases del segundo dominio
complementario puede modificarse segun la especie de origen. La Z puede seleccionarse independientemente
del grupo que consiste en A, U, Cy G, y la h puede ser el nUmero de bases, que es un entero de 5 a 50.

Por ejemplo, cuando el segundo dominio complementario tiene homologia parcial o0 completa con un segundo
dominio complementario de Parcubacteria bacteriumo un segundo dominio complementario derivado de
Parcubacteria bacterium, la (Z), puede ser 5-AAAUUUCUACU-3', o una secuencia de bases que tenga al
menos 50% o méas de homologia con 5-AAAUUUCUACU-3".

Ademas, la (L); es una secuencia de bases que incluye el dominio de enlazador, que conecta el primer dominio
complementario con el segundo dominio complementario. Aqui, la L puede seleccionarse independientemente
del grupo que consiste en A, U, C y G, y la j puede ser el nimero de bases, que es un entero de 1 a 30.

Ademas, cada uno de (X)s, (X)b ¥ (X)c €s selectivamente una secuencia de bases adicional, donde X puede
seleccionarse cada uno independientemente del grupo que consiste en A, U, Cy G, y a, b y c pueden ser el
ndmero de bases, que es 0 o un entero de 1 a 20.

2. Proteina editora

Una proteina editora se refiere a un péptido, polipéptido o proteina que puede unirse directamente o interactuar
con un acido nucleico, sin unirse directamente a él. Conceptualmente, a veces se le llama "tijeras genéticas" o
RGEN (endonucleasa guiada por ARN).

El acido nucleico puede ser un acido nucleico contenido en un acido nucleico, gen o cromosoma diana.
El acido nucleico puede ser un écido nucleico guia.

La proteina editora puede ser una enzima.

La proteina editora puede ser una proteina de fusién.

Aqui, la proteina de fusién se refiere a una proteina producida mediante la fusién de una enzima con un dominio,
péptido, polipéptido o proteina adicional.

La enzima se refiere a una proteina que incluye un dominio que es capaz de escindir un acido nucleico, gen,
cromosoma o proteina.

La enzima puede ser una nucleasa, una proteasa o una enzima de restriccion.

El dominio, péptido, polipéptido o proteina adicional puede ser un dominio, péptido, polipéptido o proteina
funcional, que tiene una funcién igual o diferente a la de la enzima.

La proteina de fusiéon puede incluir un dominio, péptido, polipéptido o proteina adicional en uno o mas de un
terminal N de una enzima o la proximidad del mismo; un terminal C de la enzima o la proximidad del mismo; la
regién media de una enzima; y una combinacién de los mismos.

La proteina de fusiéon puede incluir un dominio funcional, péptido, polipéptido o proteina en uno o mas de un
terminal N de una enzima o la proximidad del mismo; un terminal C de la enzima o la proximidad del mismo; la
regién media de una enzima; y una combinacién de los mismos.
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Aqui, el dominio funcional, péptido, polipéptido o proteina puede ser un dominio, péptido, polipéptido o proteina
que tiene actividad de metilasa, actividad de desmetilasa, actividad de activacion de la transcripcién, actividad
de represidn de la transcripcion, actividad de factor de liberacién de la transcripcion, actividad de modificacion
de histonas, actividad de escisién de ARN o actividad de unién de acidos nucleicos, o un gen marcador o
reportero para el aislamiento y purificacion de una proteina (incluyendo un péptido), pero la presente invencién
no se limita a esto.

El dominio funcional, péptido, polipéptido o proteina puede ser una desaminasa.

La etiqueta incluye una etiqueta de histidina (His), una etiqueta V5, una etiqueta FLAG, una etiqueta de
hemaglutinina de influenza (HA), una etiqueta Myc, una etiqueta VSV-G y una etiqueta de tiorredoxina (Trx), y
el gen reportero incluye glutation-S-transferasa (GST), peroxidasa de rédbano picante (HRP), cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), B-galactosidasa, B-glucoronidasa, luciferasa, proteinas autofluorescentes que incluyen
la proteina fluorescente verde (GFP), HcRed, DsRed, proteina fluorescente cian (CFP), proteina fluorescente
amarilla (YFP) y proteina fluorescente azul (BFP), pero la presente invencidén no se limita a esto.

Ademas, el dominio funcional, péptido, polipéptido o proteina puede ser una secuencia o sefial de localizacién
nuclear (NLS) o una secuencia o sefial de exportacién nuclear (NES).

La NLS puede ser la NLS del antigeno T grande del virus SV40 con una secuencia de aminoacidos PKKKRKY;
NLS derivada de nucleoplasmina (por ejemplo, NLS bipartita de nucleoplasmina con una secuencia
KRPAATKKAGQAKKKK); NLS c-myc con una secuencia de aminoacidos PAAKRVKLD o RQRRNELKRSP;
NLS hRNPAI M9 con una secuencia NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY,; una
secuencia de dominio IBB derivada de importina-a
RMRIZFKNKGKDTAELRRRRVEVSVELRKAKKDEQILKRRNYV; secuencias de proteina T de mioma
VSRKRPRP y PPKKARED,; secuencia p53 humana POPKKKPL; una secuencia c-abl IV de ratén
SALIKKKKKMARP; secuencias NS1 del virus de la influenza DRLRR y PKQKKRK; una secuencia de antigeno
del virus-& de la hepatitis RKLKKKIKKL; una secuencia de proteina Mx1 de ratén REKKKFLKRR; una
secuencia de polimerasa poli(ADP-ribosa) humana KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK; o una secuencia de
glucocorticoide del receptor de hormona esteroide (humana) RKCLQAGMNLEARKTKK, pero la presente
invencién no se limita a ellas.

La proteina editora puede incluir una enzima activa completa.

Aqui, la "enzima activa completa" se refiere a una enzima que tiene la misma funcién que una enzima de tipo
salvaje y, por ejemplo, la enzima de tipo salvaje que escinde la doble cadena de ADN tiene una actividad
enzimatica completa para escindir por completo la doble cadena de ADN.

Ademas, la enzima activa completa incluye una enzima que tiene una funcién mejorada en comparacién con
la funcién de la enzima de tipo salvaje y, por ejemplo, un tipo de modificacién o manipulacién especifica de la
enzima de tipo salvaje que escinde la doble cadena de ADN tiene una actividad enzimatica completa que se
mejora en comparacion con la enzima de tipo salvaje, es decir, la actividad de escisién de la doble cadena de
ADN.

La proteina editora puede incluir una enzima incompleta o parcialmente activa.

Aqui, la "enzima incompleta o parcialmente activa" se refiere a una enzima que tiene algunas de las funciones
de la enzima de tipo salvaje y, por ejemplo, un tipo de modificacién o manipulacién especifica de la enzima de
tipo salvaje que escinde la doble cadena de ADN tiene una actividad enzimatica incompleta o parcial de escindir
una parte de la doble cadena, es decir, una sola cadena de ADN.

La proteina editora puede incluir una enzima inactiva.

Aqui, la "enzima inactiva" se refiere a una enzima en la que se ha eliminado la funcién de una enzima de tipo
salvaje. La enzima estd completamente inactivada. Por ejemplo, un tipo especifico de modificacién o
manipulacién de la enzima de tipo salvaje que escinde la doble cadena de ADN tiene inactividad de modo que
no escinde completamente la doble cadena de ADN.

La proteina editora puede ser una enzima natural o una proteina de fusion.

La proteina editora puede estar presente en forma de enzima natural parcialmente modificada o proteina de
fusion.

La proteina editora puede ser una enzima o proteina de fusién producida artificialmente, que no existe en la
naturaleza.

La proteina editora puede estar presente en forma de una enzima artificial parcialmente modificada o una
proteina de fusion, que no existe en la naturaleza.
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Aqui, la modificacién puede ser sustitucién, eliminacién, adicién de aminoacidos contenidos en la proteina
editora 0 una combinacién de ellas.

Ademas, la modificacién puede ser sustitucién, eliminacién, adicién de algunas bases en la secuencia de bases
que codifica la proteina editora, o una combinacién de ellas.

Como una realizacién de ejemplo de la proteina editora de la presente invencién, se describira a continuacion
una enzima CRISPR.

Enzima CRISPR

El término "enzima CRISPR" es un componente proteico principal de un sistema CRISPR-Cas y forma un
complejo con ARNg, dando como resultado el sistema CRISPR-Cas.

La enzima CRISPR es un acido nucleico o polipéptido (o una proteina) que tiene una secuencia que codifica la
enzima CRISPR vy, de forma representativa, se utiliza ampliamente una enzima CRISPR tipo Il 0 una enzima
CRISPR tipo V.

La enzima CRISPR tipo Il es Cas9, que puede derivar de diversos microorganismos tales como Actinobacteria
(por ejemplo, Actinomyces naeslundii), Aquificae Cas9, Bacteroidetes Cas 9, Chlamydiae Cas9, Chloroflexi
Cas9, Cyanobacteria Cas9, Elusimicrobia Cas9, Fibrobacteres Cas9, Firmicutes Cas9 (por ejemplo,
Streptococcus pyogenes Cas9, Streptococcus thermophilus Cas9, Listeria innocua Cas9, Streptococcus
agalactiae Cas9, Streptococcus mutans Cas9 and Enterococcus faecium Cas9), Fusobacteria Cas9,
Proteobacteria (por ejemplo, Neisseria meningitides, Campylobacter jejuni) Cas9, y Spirochaetes
(por ejemplo, Treponema denticola) Cas9.

Eltérmino "Cas9" es una enzima que se une al ARNg para escindir o modificar una secuencia o posicién diana
en un gen o acido nucleico diana, y puede consistir en un dominio HNH capaz de escindir una cadena de acido
nucleico que forma un enlace complementario con el ARNg, un dominio RuvC capaz de escindir una cadena
de acido nucleico que forma un enlace complementario con el ARNg, un dominio REC que reconoce un objetivo
y un dominio Pl que reconoce PAM. Se puede consultar Hiroshi Nishimasu et al. Cell (2014) 156:935-949 para
conocer las caracteristicas estructurales especificas de Cas9.

Ademas, la enzima CRISPR tipo V puede ser Cpf1, que puede derivarse de Streptococcus, Campylobacter,
Nitratifractor, Staphylococcus, Parvibaculum, Roseburia, Neisseria, Gluconacetobacter, Azospirillum,
Sphaerochaeta, Lactobacillus, Eubacterium, Corynebacter, Carnobacterium, Rhodobacter, Listeria,
Paludibacter, Clostridium, Lachnospiraceae, Clostridiaridium, Leptotrichia, Francisella, Legionella,
Alicyclobacillus, Methanomethyophilus, Porphyromonas, Prevotella, Bacteroidetes, Helcococcus, Letospira,
Desulfovibrio, Desulfonatronum, Opitutaceae, Tuberibacillus, Bacillus, Brevibacillus, Methylobacterium o
Acidaminococcus.

El Cpf1 puede consistir en un dominio RuvC similar y que corresponde al dominio RuvC de Cas9, un dominio
Nuc sin el dominio HNH de Cas9, un dominio REC que reconoce un objetivo, un dominio WED y un dominio PI
que reconoce PAM. Para conocer las caracteristicas estructurales especificas de Cpf1, se puede consultar
Takashi Yamano et al. (2016) Cell 165:949-962.

La enzima CRISPR de la proteina Cas9 o Cpf1 puede aislarse de un microorganismo existente en la naturaleza
o producirse de forma no natural mediante un método recombinante o sintético.

Enxima CRISPR Tipo Il

La estructura cristalina de la enzima CRISPR tipo Il se determiné de acuerdo con estudios sobre dos o0 mas
tipos de moléculas enzimaticas CRISPR de tipo Il microbianas naturales (Jinek et al., Science,
343(6176):1247997, 2014) y estudios sobre Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) en complejo con ARNg
(Nishimasu et al., Cell, 156:935-949, 2014; y Anders et al., Naturaleza, 2014, doi: 10.1038/nature13579).

La enzima CRISPR tipo Il incluye dos lébulos, es decir, el I16bulo de reconocimiento (REC) y el I6bulo de
nucleasa (NUC), y cada Iébulo incluye varios dominios.

El l6bulo REC incluye un dominio de hélice puente (BH) rico en arginina, un dominio REC1 y un dominio REC2.

Aqui, el dominio BH es una hélice a larga y una regién rica en arginina, y los dominios REC1 y REC2 juegan
un papel importante en el reconocimiento de una doble cadena formada en ARNg, por ejemplo, ARNg
monocatenario, ARNg bicatenario o ARNtracr.

El'l6bulo NUC incluye un dominio RuvC, un dominio HNH y un dominio de interaccion PAM (PI). Aqui, el dominio
RuvC abarca dominios similares a RuvC, o el dominio HNH se utiliza para incluir dominios similares a HNH.

Aqui, el dominio RuvC comparte similitud estructural con miembros de la familia de microorganismos existentes
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en la naturaleza que tienen la ezima CRISPR tipo I, y escinde una sola cadena, por ejemplo, una cadena no
complementaria de un gen o &cido nucleico diana, es decir, una cadena que no forma un enlace
complementario con el ARNg. En la técnica, a veces se hace referencia al dominio RuvC como dominio RuvCl,
dominio RuvCll o dominio RuvClll, y generalmente se lo denomina RuvC |, RuvCll o RuvClIl. Por ejemplo, en
el caso de SpCas9, el dominio RuvC se ensambla a partir de cada uno de los tres dominios RuvC divididos
(RuvC I, RuvCll y RuvClll) ubicados en las secuencias de los aminoacidos 1 a 59, 718 a 769 y 909 a 1098 de
SpCas9, respectivamente.

El dominio HNH comparte similitud estructural con la endonucleasa HNH y escinde una sola cadena, por
ejemplo, una cadena complementaria de una molécula de &cido nucleico diana, es decir, una cadena que forma
un enlace complementario con el ARNg. El dominio HNH estd ubicado entre los motivos RuvC Il y IIl. Por
ejemplo, en el caso de SpCas9, el dominio HNH esté ubicado en la secuencia de aminoécidos 775 a 908 de
SpCas.

El dominio Pl reconoce una secuencia de bases especifica en un gen o acido nucleico diana, es decir, un
motivo adyacente al protoespaciador (PAM) o interactia con PAM. Por ejemplo, en el caso de SpCas9, el
dominio Pl se encuentra en la secuencia de aminoéacidos 1099 a 1368 de SpCas9.

Aqui, el PAM puede variar segun el origen de la enzima CRISPR tipo Il. Para Por ejemplo, cuando la enzima
CRISPR es SpCas9, PAM puede ser 5-NGG-3', cuando la enzima CRISPR es Streptococcus thermophilus
Cas9 (StCas9), PAM puede ser 5-NNAGAAW-3' (W = A o T), cuando la enzima CRISPR es Neisseria
meningitidis Cas9 (NmCas9), PAM puede ser 5-NNNNGATT-3', y cuando la enzima CRISPR es
Campylobacter jejuni Cas9 (CjCas9), PAM puede ser 5'-NNNVRYAC-3'(V=GoCoA R=A0oG Y=CoT),
donde N puede serA, T,GoC;0A U GoC.

Enzima CRISPR tipo V

La enzima CRISPR tipo V incluye dominios RuvC similares correspondientes a los dominios RuvC de la enzima
CRISPR tipo Il, y puede consistir en un dominio Nuc, en lugar del dominio HNH de la enzima CRISPR tipo Il,
dominios REC y WED, que reconocen un objetivo, y un dominio Pl que reconoce PAM. Para conocer las
caracteristicas estructurales especificas de la enzima CRISPR tipo V, se puede consultar Takashi Yamano et
al. (2016) Cell 165:949-962.

La enzima CRISPR tipo V puede interactuar con el ARNg, formando asi un complejo enziméatico ARNg-
CRISPR, es decir, un complejo CRISPR, y puede permitir que una secuencia guia se acerque a una secuencia
diana que incluye una secuencia PAM en cooperacién con el ARNg. Aqui, la capacidad de la enzima CRISPR
tipo V para interactuar con un gen o acido nucleico diana depende de la secuencia PAM.

La secuencia PAM es una secuencia presente en un gen o acido nucleico diana, y puede ser reconocida por
el dominio PI de la enzima CRISPR tipo V. La secuencia PAM puede variar segin el origen de la enzima
CRISPR tipo V. Es decir, existen diferentes secuencias PAM que pueden reconocerse especificamente
dependiendo de una especie.

En un ejemplo, la secuencia PAM reconocida por Cpf1 puede ser 5-TTN-3'(Nes A, T, C 0 G).
Actividad enzimatica CRISPR

Una enzima CRISPR escinde una cadena doble o simple de un gen o &cido nucleico diana y tiene actividad
nucleasa que provoca la rotura o delecidén de la cadena doble o simple. Generalmente, la enzima CRISPR tipo
Il de tipo salvaje o la enzima CRISPR tipo V escinde la doble cadena del gen o &cido nucleico diana.

Para manipular o modificar la actividad nucleasa descrita anteriormente de la enzima CRISPR, la enzima
CRISPR puede ser manipulada o modificada, y dicha enzima CRISPR manipulada o modificada puede ser
modificada para convertirla en una enzima parcialmente o incompletamente activa o inactiva.

Enzima parcialmente o incompletamente activa

Una enzima CRISPR modificada para cambiar la actividad enzimatica, exhibiendo asi una actividad incompleta
o parcial, se llama nickasa.

El término "nickasa" se refiere a una enzima CRISPR manipulada o modificada para escindir solo una cadena
de la doble cadena del gen o acido nucleico diana, y la nickasa tiene actividad nucleasa para escindir una sola
cadena, por ejemplo, una cadena que no es complementaria o complementaria al ARNg del gen o acido
nucleico diana. Por lo tanto, para escindir la doble cadena, se necesita la actividad nucleasa de las dos
nickasas.

Por ejemplo, la nickasa puede tener actividad nucleasa por el dominio RuvC. Es decir, la nickasa puede incluir
actividad nucleasa del dominio HNH vy, para ello, el dominio HNH puede ser manipulado o modificado.
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En un ejemplo, siempre que la enzima CRISPR sea la enzima CRISPR tipo Il, cuando el residuo 840 en la
secuencia de aminoécidos de SpCas9 se muta de histidina a alanina, la actividad nucleasa del dominio HNH
se inactiva para usarse como una nickasa. Dado que la nickasa producida de este modo tiene actividad
nucleasa del dominio RuvC, es capaz de escindir una cadena que no forma un enlace complementario con una
cadena no complementaria del gen o acido nucleico diana, es decir, ARNg.

En otra realizacién de ejemplo, cuando el residuo 559 en la secuencia de aminoacidos de CjCas9 se muta de
histidina a alanina, la actividad nucleasa del dominio HNH se inactiva para usarse como una nickasa. La nickasa
producida de este modo tiene actividad nucleasa mediante el dominio RuvC y, por lo tanto, es capaz de escindir
una cadena no complementaria del gen o acido nucleico diana, es decir, una cadena que no forma un enlace
complementario con el ARNg.

Por ejemplo, la nickasa puede tener actividad nucleasa por el dominio HNH. Es decir, la nickasa puede incluir
la actividad nucleasa del dominio RuvC, y para ello, el dominio RuvC puede ser manipulado o modificado.

En un ejemplo, siempre que la enzima CRISPR sea la enzima CRISPR tipo Il, en una realizacién de ejemplo,
cuando el residuo 10 en la secuencia de aminoécidos de SpCas9 se muta de 4cido aspértico a alanina, la
actividad nucleasa del dominio RuvC se inactiva para usarse como una nickasa. La nickasa producida de este
modo tiene la actividad nucleasa del dominio HNH vy, por lo tanto, es capaz de escindir una cadena
complementaria del gen o acido nucleico diana, es decir, una cadena que forma un enlace complementario con
el ARNg.

En otra realizacién de ejemplo, cuando el residuo 8 en la secuencia de aminoacidos de CjCas9 se muta de
acido aspartico a alanina, la actividad nucleasa del dominio RuvC se inactiva para usarse como una nickasa.
La nickasa producida de este modo tiene la actividad nucleasa del dominio HNH vy, por lo tanto, es capaz de
escindir una cadena complementaria del gen o acido nucleico diana, es decir, una cadena que forma un enlace
complementario con el ARNg.

Enzima inactiva

Una enzima CRISPR que se modifica para hacer que la actividad enzimética sea completamente inactiva se
denomina una enzima CRISPR inactiva.

El término "enzima CRISPR inactiva" se refiere a una enzima CRISPR que estd modificada para no escindir
completamente la doble cadena del gen o acido nucleico diana, y la enzima CRISPR inactiva tiene inactividad
de nucleasa debido a la mutacién en el dominio con actividad de nucleasa de la enzima CRISPR de tipo salvaje.
La enzima CRISPR inactiva puede ser una en la que las actividades de nucleasa del dominio RuvC y del
dominio HNH estén inactivadas.

Por ejemplo, la enzima CRISPR inactiva puede manipularse o modificarse en el dominio RuvC y en el dominio
HNH para inactivar la actividad de la nucleasa.

En un ejemplo, siempre que la enzima CRISPR sea la enzima CRISPR tipo Il, en una realizacién de ejemplo,
cuando los residuos 10 y 840 en la secuencia de aminoacidos de SpCas9 se mutan de acido aspartico e
histidina a alanina, respectivamente, las actividades de nucleasa del dominio RuvC y del dominio HNH se
inactivan, de modo que la doble cadena puede no escindir completamente la doble cadena del gen o &cido
nucleico diana.

En otra realizacién de ejemplo, cuando los residuos 8 y 559 en la secuencia de aminoacidos de CjCas9 se
mutan de acido aspartico e histidina a alanina, la nucleasa Las actividades del dominio RuvC y del dominio
HNH se inactivan, de modo que la doble cadena puede no escindir completamente la doble cadena del gen o
acido nucleico diana.

Otras actividades

La enzima CRISPR puede tener actividad endonucleasa, actividad exonucleasa o actividad helicasa, es decir,
una capacidad para recocer la estructura de hélice del acido nucleico bicatenario, ademas de la actividad
nucleasa descrita anteriormente.

Ademas, la enzima CRISPR puede modificarse para activar total, incompleta o parcialmente la actividad
endonucleasa, la actividad exonucleasa o la actividad helicasa.

Direccionamiento de la enzima CRISPR

La enzima CRISPR puede interactuar con el ARNg, formando asi un complejo enzimatico CRISPR-ARNg, es
decir, un complejo CRISPR, y conducir a una secuencia guia para acercarse a una secuencia diana que incluye
una secuencia PAM en cooperacidén con el ARNg. Aqui, la capacidad de la enzima CRISPR para interactuar
con el gen o acido nucleico diana depende de la secuencia PAM.
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La secuencia PAM es una secuencia presente en el gen o 4cido nucleico diana, que puede ser reconocida por
el dominio Pl de la enzima CRISPR. La secuencia PAM puede variar dependiendo del origen de la enzima
CRISPR. Es decir, existen diversas secuencias PAM que pueden reconocerse especificamente segln la
especie.

En un ejemplo, siempre que la enzima CRISPR sea la enzima CRISPR tipo I,

en el caso de SpCas9, la secuencia PAM puede ser 5-NGG-3', 5'-NAG-3' y/o 5' NGA-3',

en el caso de StCas9, la secuencia PAM puede ser 5'-NGGNG-3' y/o 5' NNAGAAW-3' (W =Ao0 T),
en el caso de NmCas9, la secuencia PAM puede ser 5-NNNNGATT-3' y/o 5' NNNGCTT-3',

en el caso de CjCas9, la secuencia PAM puede ser 5-NNNVRYAC-3' (V =G, C 0 A;

R=AoG Y=CoT)

en el caso de Streptococcus mutans Cas9 (SmCas9), la secuencia PAM puede ser 5-NGG-3' y/o 5'-NAAR-3'
(R=A0G)y

en el caso de Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9), la secuencia PAM puede ser 5-NNGRR-3', 5-NNGRRT-
3'y/o 5-NNGRRV-3'(R=A0G; V=G, CoA).

En otro ejemplo, siempre que la enzima CRISPR sea la enzima CRISPR tipo V,
en el caso de Cpf1, la secuencia PAM puede ser 5'-TTN-3".
Aqui, la N puedeserA, T,GoC;0A U GoC.

La enzima CRISPR capaz de reconocer una secuencia PAM especifica puede ser manipulada o modificada
utilizando la secuencia PAM capaz de ser reconocida especificamente segun la especie. Por ejemplo, el
dominio Pl de SpCas9 puede reemplazarse con el dominio Pl de CjCas9 para tener la actividad de nucleasa
de SpCas9 y reconocer una secuencia PAM especifica de CjCas9, produciendo asi que SpCas9 reconozca la
secuencia PAM especifica de CjCas9. Una secuencia PAM especificamente reconocida puede modificarse
mediante sustitucién o reemplazo del dominio PI.

Mutante de enzima CRISPR

La enzima CRISPR se puede modificar para mejorar o inhibir varias caracteristicas como la actividad de
nucleasa, la actividad de helicasa, la capacidad de interactuar con ARNg y la capacidad de acercarse al gen o
acido nucleico diana, por ejemplo, la capacidad de reconocimiento de PAM de la enzima CRISPR.

Ademas, el mutante de enzima CRISPR puede ser una enzima CRISPR que interactia con ARNg para formar
un complejo de enzima ARNg-CRISPR, es decir, un complejo CRISPR, y se modifica 0 manipula para mejorar
la especificidad del objetivo, cuando se aproxima o se localiza en el gen o acido nucleico diana, de modo que
solo se escinde una cadena doble o simple del gen o acido nucleico diana sin escisién de una cadena doble o
simple de un gen o acido nucleico no objetivo que forma parcialmente un enlace complementario con ARNg y
un gen o acido nucleico no objetivo que no forma un enlace complementario con este.

Aqui, un efecto de escisién de la cadena doble o simple del gen o &cido nucleico no objetivo que forma
parcialmente un enlace complementario con el ARNg y el gen o acido nucleico no objetivo que no forma un
enlace complementario con el mismo se denomina un efecto fuera del objetivo, una posicién o secuencia de
bases del gen o acido nucleico no objetivo que forma parcialmente un enlace complementario con ARNg y el
gen o acido nucleico no objetivo que no forma un enlace complementario con él se denomina fuera del objetivo.
Aqui puede haber uno o mas objetivos fuera de lugar. Por otra parte, el efecto de escisién de la cadena doble
o simple del gen o acido nucleico diana se denomina efecto en el objetivo, y una ubicacién o secuencia diana
del gen o acido nucleico diana se denomina efecto en el objetivo.

El mutante de la enzima CRISPR estid modificado en al menos uno de los aminoacidos de una enzima CRISP
ed origen natural, y puede modificarse, por ejemplo, mejorarse o inhibirse en una o mas de las diversas
caracteristicas tales como actividad de nucleasa, actividad de helicasa, una capacidad para interactuar con
ARNg, una capacidad para acercarse al gen o 4cido nucleico diana y especificidad de la diana, en comparacién
con la enzima CRIPSR no modificada Crispr enzima. Aqui, la modificaciéon puede ser sustitucion, eliminacion,
adicion de un aminogcido o una mezcla de ellas.

En el mutante de la enzima CRISPR,

la modificacién puede ser una modificacién de uno o dos 0 mas aminoacidos ubicados en una regién que
consiste en aminoacidos que tienen cargas positivas, presentes en la enzima CRISPR de origen natural.
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Por ejemplo, la modificaciéon puede ser una modificacién de uno o dos 0 mas aminoéacidos de los aminoacidos
con carga positiva, como lisina (K), arginina (R) e histidina (H), presentes en la enzima CRISPR de origen
natural.

La modificacién puede ser una modificacién de uno o dos 0 mas aminoacidos ubicados en una regién
compuesta de aminoéacidos no cargados positivamente presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

Por ejemplo, la modificaciéon puede ser una modificaciéon de uno o dos 0 mas aminoacidos de los aminoéacidos
no cargados positivamente, es decir, 4cido aspartico (D), acido glutdmico (E), serina (S), treonina (T),
asparagina (N), glutamina (Q), cisteina (C), pralina (P), glicina (G), alanina (A), valina (V), isoleucina (1), leucina
(L), metionina (M), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W), presentes en la enzima CRISPR de origen
natural.

En otro ejemplo, la modificaciéon puede ser una modificacién de uno o dos 0 més aminoacidos de aminoacidos
no cargados, es decir, serina (S), treonina (T), asparagina (N), glutamina (Q), cisteina (C), pralina (P), glicina
(G), alanina (A), valina (V), isoleucina (), leucina (L), metionina (M), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano
(W), presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

Ademas, la modificacién puede ser una modificacién de uno o dos o méas de los aminoacidos que tienen
residuos hidrdéfobos presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

Por ejemplo, la modificacion puede ser una modificacion de uno o dos o0 mas aminoacidos de glicina (G), alanina
(A), valina (V), isoleucina (l), leucina (L), metionina (M), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W), presentes
en la enzima CRISPR de origen natural.

La modificacién puede ser una modificacién de uno o dos 0 méas de los aminoacidos que tienen residuos
polares, presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

Por ejemplo, la modificacién puede ser una modificacién de uno o dos o méas aminoacidos de serina (S),
treonina (T), asparagina (N), glutamina (Q), cisteina (C), pralina (P), lisina (K), arginina (R), histidina (H), 4cido
aspartico (D) y acido glutamico (E), presentes en la enzima CRISPR.

Ademas, la modificacién puede ser una modificacién de uno o dos 0 mas de los aminoacidos, incluida la lisina
(K), arginina (R) y la histidina (H), presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

Por ejemplo, la modificacién puede ser una sustitucion de uno o dos 0 més de los aminoacidos, incluida la lisina
(K), arginina (R) y la histidina (H), presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

La modificaciéon puede ser una modificacién de uno o dos 0 mas de los aminoécidos, incluido el 4cido aspartico
(D) y acido glutamico (E), presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

Por ejemplo, la modificacién puede ser una sustitucién de uno o dos o més de los aminoacidos, incluido el
acido aspartico (D) y el acido glutdmico (E), presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

La modificacién puede ser una modificacién de uno o dos o0 mas de los aminoacidos, incluyendo serina (S),
treonina (T), asparagina (N), glutamina (Q), cisteina (C), pralina (P), glicina (G), alanina (A), valina (V),
isoleucina (1), leucina (L), metionina (M), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W), presentes en la enzima
CRISPR de origen natural.

Por ejemplo, la modificacién puede ser una sustitucién de uno o dos o més de los aminoécidos, incluyendo
serina (8), treonina (T), asparagina (N), glutamina (Q), cisteina (C), pralina (P), glicina (G), alanina (A), valina
(V), isoleucina (I), leucina (L), metionina (M), fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W), presentes en la
enzima CRISPR de origen natural.

Ademas, la modificacién puede ser una modificacién de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete 0 més de los
aminoécidos presentes en la enzima CRISPR de origen natural.

Ademas, en la enzima CRISPR mutante,

la modificacién puede ser una modificacién de uno o dos 0 mas de los aminoacidos presentes en el dominio
RuvC de la enzima CRISPR. Aqui, el dominio RuvC puede ser un dominio RuvCl, RuvCll o RuvClIl.

La modificacién puede ser una modificacién de uno o dos 0 mas de los aminoacidos presentes en el dominio
HNH de la enzima CRISPR.

La modificacién puede ser una modificacién de uno o dos 0 mas de los aminoacidos presentes en el dominio
REC de la enzima CRISPR.

La modificacién puede ser uno o dos o méas de los aminoacidos presentes en el dominio Pl de la enzima
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CRISPR.

La modificacién puede ser una modificacién de dos 0 més de los aminoacidos contenidos en al menos dos o
més dominios de los dominios REC, RuvC, HNH y PI de la enzima CRISPR.

En un ejemplo, la modificacién puede ser una modificacién de dos o0 mas de los aminoacidos contenidos en los
dominios REC y RuvC de la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de al menos
dos 0 mas de los aminoacidos A203, H277, G366, F539, 1601, M763, D965 y F1038 contenidos en los dominios
REC y RuvC de SpCas9.

En otro ejemplo, la modificacién puede ser una modificaciéon de dos 0 mas de los aminoacidos contenidos en
los dominios REC y HNH de la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de al menos
dos 0 més de los aminoacidos A203, H277, G366, F539, 1601 y K890 contenidos en los dominios REC y HNH
de SpCas9.

En un ejemplo, la modificacién puede ser una modificacién de dos o0 mas de los aminoacidos contenidos en los
dominios REC y Pl de la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de al menos
dos 0 mas de los aminoacidos A203, H277, G366, F539, 1601, T1102 y D1127 contenidos en los dominios REC
y Pl de SpCas9.

En otro ejemplo, la modificacién puede ser una modificacién de tres 0 mas de los aminoacidos contenidos en
los dominios REC, RuvC y HNH de la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de al menos
tres 0 mas de los aminoacidos A203, H277, G366, F539, 1601, M763, K890, D965 y F1038 contenidos en los
dominios REC, RuvC y HNH de SpCas9.

En un ejemplo, la modificacién puede ser una modificacién de tres o méas de los aminoacidos contenidos en los
dominios REC, RuvC y Pl contenidos en la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de al menos
tres 0 mas de los aminoécidos A203, H277, G366, F539, 1601, M763, D965, F1038, T1102 y D1127 contenidos
en los dominios REC, RuvC y Pl de SpCas9.

En otro ejemplo, la modificacién puede ser una modificacién de tres 0 mas de los aminoacidos contenidos en
los dominios REC, HNH y Pl de la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de al menos
tres 0 mas de los aminoacidos A203, H277, G366, F539, 1601, K890, T1102 y D1127 contenidos en los
dominios REC, HNH y PI de SpCas9.

En un ejemplo, la modificacién puede ser una modificacién de tres o méas de los aminoacidos contenidos en los
dominios RuvC, HNH y Pl de la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de al menos
tres 0 mas de los aminoacidos M763, K890, D965, F1038, T1102 y D1127 contenidos en los dominios RuvC,
HNH y Pl de SpCas9.

En otro ejemplo, la modificacién puede ser una modificacién de cuatro o0 mas de los aminoacidos contenidos
en los dominios REC, RuvC, HNH y Pl de la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de al menos
cuatro o més de los aminoacidos A203, H277, G366, F539, 1601, M763, K890, D965, F1038, T1102 y D1127
contenidos en los dominios REC, RuvC, HNH y Pl de SpCas9.

Ademas, en el mutante enzimatico CRISPR,

La modificacién puede ser una modificacién de uno o dos 0 més de los aminoacidos que participan en la
actividad nucleasa de la enzima CRISPR.

Por ejemplo, en el mutante SpCas9, la modificacién puede ser una modificacién de uno o dos o0 mas del grupo
que consiste en los aminoacidos D10, E762, H840, N854, N863 y D986, o uno o dos o0 méas del grupo que
consiste en los aminoacidos correspondientes a otros ortélogos de Cas9.
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La modificacion puede ser una modificacién para inactivar parcialmente la actividad nucleasa de la enzima
CRISPR, y dicho mutante de la enzima CRISPR puede ser una nickasa.

Aqui, la modificacién puede ser una modificacién para inactivar la actividad nucleasa del dominio RuvC de la
enzima CRISPR, y dicho mutante de la enzima CRISPR puede no escindir una cadena no complementaria de
un gen o &cido nucleico diana, es decir, una cadena que no forma un enlace complementario con el ARNg.

En una realizacién de ejemplo, en el caso de SpCas9, cuando el residuo 10 de la secuencia de aminoacidos
de SpCas9 se muta de 4cido aspartico a alanina, es decir, cuando se muta a D10A, la actividad nucleasa del
dominio RuvC se inactiva y, por lo tanto, el SpCas9 puede usarse como una nickasa. La nickasa producida de
este modo puede no escindir una cadena no complementaria del gen o acido nucleico diana, es decir, una
cadena que no forma un enlace complementario con el ARNg.

En ofra realizacién de ejemplo, en el caso de CjCas9, cuando el residuo 8 de la secuencia de aminoacidos de
CjCas9 se muta de acido aspartico a alanina, es decir, cuando se muta a D8A, la actividad nucleasa del dominio
RuvC se inactiva y, por lo tanto, CjCas9 puede usarse como una nickasa. La nickasa producida de este modo
puede no escindir una cadena no complementaria del gen o acido nucleico diana, es decir, una cadena que no
forma un enlace complementario con el ARNg.

Ademas, aqui, la modificacién puede ser una modificacién para inactivar la actividad nucleasa del dominio HNH
de la enzima CRISPR, y tal mutante de enzima CRISPR puede no escindir una cadena complementaria del
gen o acido nucleico diana, es decir, una cadena que forma un enlace complementario con el ARNg.

En una realizacién de ejemplo, en el caso de SpCas9, cuando el residuo 840 de la secuencia de aminoacidos
de SpCas9 se muta de histidina a alanina, es decir, cuando se muta a H840A, la actividad nucleasa del dominio
HNH se inactiva y, por lo tanto, el SpCas9 puede usarse como una nickasa. La nickasa producida de este modo
puede no escindir una cadena complementaria del gen o acido nucleico diana, es decir, una cadena que forma
un enlace complementario con el ARNg.

En otra realizacién de ejemplo, en el caso de CjCas9, cuando el residuo 559 de la secuencia de aminoacidos
de CjCas9 se muta de histidina a alanina, es decir, cuando se muta a H559A, la actividad nucleasa del dominio
HNH se inactiva y, por lo tanto, CjCas9 puede usarse como una nickasa. La nickasa producida de este modo
puede no escindir una cadena complementaria del gen o acido nucleico diana, es decir, una cadena que forma
un enlace complementario con el ARNg.

Ademas, la modificacién puede ser una modificacién para inactivar completamente la actividad nucleasa de la
enzima CRISPR, y dicho mutante de enzima CRISPR puede ser una enzima CRISPR inactiva.

Aqui, la modificacién puede ser una modificacién para inactivar las actividades de nucleasa de los dominios
RuvC y HNH de la enzima CRISPR, y dicho mutante de enzima CRISPR puede no escindir una doble cadena
del gen o &cido nucleico diana.

En una realizacién de ejemplo, en el caso de SpCas9, cuando los residuos 10 y 840 en la secuencia de
aminoacidos de SpCas9 se mutan de acido aspartico e histidina a alanina, es decir, se mutan a D10A y H840A,
respectivamente, las actividades de nucleasa del dominio RuvC y del dominio HNH se inactivan, y la doble
cadena del gen o &cido nucleico diana puede no escindirse completamente.

En otra realizacién de ejemplo, en el caso de CjCas9, cuando los residuos 8 y 559 de la secuencia de
aminodacidos de CjCas9 se mutan de &cido aspartico e histidina a alanina, es decir, se mutan a D8A y H559A,
respectivamente, las actividades de nucleasa por los dominios RuvC y HNH se inactivan y, por lo tanto, es
posible que la doble cadena del gen o acido nucleico diana no se escinda por completo.

Ademas, el mutante de la enzima CRISPR puede incluir ademas un dominio funcional opcional, ademas de las
caracteristicas innatas de la enzima CRISPR, y dicho mutante de la enzima CRISPR puede tener una
caracteristica adicional ademés de las caracteristicas innatas.

Aqui, el dominio funcional puede ser un dominio que tiene actividad de metilasa, actividad de desmetilasa,
actividad de activacidén de la transcripcion, actividad de represién de la transcripcién, actividad de factor de
liberacién de la transcripcidn, actividad de modificacién de histonas, actividad de escisién de ARN o actividad
de unidén de acidos nucleicos, o un gen etiqueta o reportero para aislar y purificar una proteina (incluyendo un
péptido), pero la presente invencién no se limita a esto.

El dominio funcional, péptido, polipéptido o proteina puede ser una desaminasa.

Por ejemplo, una enzima CRISPR incompleta o parcial puede incluir ademas una citidina desaminasa como
dominio funcional. En una realizacién de ejemplo, se puede agregar una citidina desaminasa, por ejemplo, el
complejo de edicién de apolipoproteina B 1 (APOBEC1), a la nickasa SpCas9, produciendo asi una proteina
de fusién. La [nickasa SpCas9] [APOBEC 1] formada de esta manera se puede utilizar en la reparacién de
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bases o la edicibnde Cen To U, o de GenA.

La etiqueta incluye una etiqueta de histidina (His), una etiqueta V5, una etiqueta FLAG, una etiqueta de
hemaglutinina de influenza (HA), una etiqueta Myc, una etiqueta VSV-G y una etiqueta de tiorredoxina (Trx), y
el gen reportero incluye glutation-S-transferasa (GST), peroxidasa de rédbano picante (HRP), cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), B-galactosidasa, B-glucoronidasa, luciferasa, proteinas autofluorescentes que incluyen
la proteina fluorescente verde (GFP), HcRed, DsRed, proteina fluorescente cian (CFP), proteina fluorescente
amarilla (YFP) y proteina fluorescente azul (BFP), pero la presente invencidén no se limita a esto.

Ademas, el dominio funcional puede ser una secuencia o sefial de localizacién nuclear (NLS) o una secuencia
o seflal de exportacidén nuclear (NES).

En un ejemplo, la enzima CRISPR puede incluir uno o méas NLS. Aqui, uno o mas NLS pueden incluirse en un
terminal N de una enzima CRISPR o en su proximidad; en un terminal C de la enzima o en su proximidad; o en
una combinacidén de ellos. La NLS puede ser una secuencia NLS derivada de las siguientes NLS, pero la
presente invencidn no se limita a ellas: NLS de un antigeno T grande del virus SV40 que tiene la secuencia de
aminoacidos PKKKRKYV; NLS de nucleoplasmina (por ejemplo, NLS bipartita de nucleoplasmina que tiene la
secuencia KRPAATKKAGQAKKKK);, NLS c-myc que tiene la secuencia de aminodcidos PAAKRVKLD o
RQRRNELKRSP; NLS hRNPA1 M9 que tiene la secuencia
NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRNQGGY; la secuencia
RMRIZFKNKGKDTAELRRRRVEVSVELRKAKKDEQILKRRNYV del domino IBB de importina-a; las secuencias
VSRKRPRP y PPKKARED de una proteina T de mioma; la secuencia POPKKKPL del p53 humano; la
secuencia SALIKKKKKMAP de ratén c-ab1 IV, las secuencias DRLRR y PKQKKRK del virus de la influenza
NS1; la secuencia RKLKKKIKKL de un antigeno del virus de la hepatitis delta; la secuencia REKKKFLKRR de
una proteina Mx1 de ratdn; la secuencia KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK de una poli (ADP-ribosa) polimerasa
humana; o la secuencia NLS RKCLQAGMNLEARKTKK, derivada de una secuencia de un glucocorticoide del
receptor de hormona esteroide (humano).

Ademas, el mutante de la enzima CRISPR puede incluir una enzima CRISPR de tipo dividido preparada
dividiendo la enzima CRISPR en dos o més partes. El término "division" se refiere a la divisién funcional o
estructural de una proteina o a la divisién aleatoria de una proteina en dos o més partes.

Aqui, la enzima CRISPR de tipo dividido puede ser una enzima completamente, incompleta o parcialmente
activa, o una enzima inactiva.

Por ejemplo, la SpCas9 puede dividirse en dos partes entre el residuo 656, tirosina, y el residuo 657, treonina,
generando asi una SpCas9 dividida.

Ademas, la enzima CRISPR de tipo dividido puede incluir selectivamente un dominio, péptido, polipéptido o
proteina adicional para su reconstitucion.

Aqui, la "reconstitucién" se refiere a la formacién de la enzima CRISPR de tipo dividido para que sea
estructuralmente igual o similar a la enzima CRISPR de tipo salvaje.

El dominio, péptido, polipéptido o proteina adicional para la reconstitucién pueden ser dominios de dimerizacidn
FRB y FKBP; dominios inteina; ERT y VPR; o dominios que forman un heterodimero en condiciones
especificas.

Por ejemplo, el SpCas9 puede dividirse en dos partes entre el residuo 713, serina, y el residuo 714, glicina,
generando asi un SpCas9 dividido. El dominio FRB puede estar conectado a una de las dos partes y el dominio
FKBP puede estar conectado a la otra. En la division SpCas9 producida de esta manera, el dominio FRB y el
dominio FKBP pueden formarse en un dimero en un entorno en el que esta presente la rapamicina, produciendo
asi una enzima CRISPR reconstituida.

La enzima CRISPR o el mutante de la enzima CRISPR descrito en la presente invencién puede ser un
polipéptido, una proteina o un acido nucleico que tiene una secuencia que lo codifica, y puede estar optimizado
en codones para que un sujeto introduzca la enzima CRISPR o el mutante de la enzima CRISPR.

El término "optimizaciéon de codones" se refiere a un proceso de modificacién de una secuencia de éacido
nucleico manteniendo una secuencia de aminoacidos nativa mientras se reemplaza al menos un codén de la
secuencia nativa con un coddén mas frecuente o el méas frecuentemente utilizado en las células huésped para
mejorar la expresién en las células huésped. Una variedad de especies tienen un sesgo especifico hacia un
codén especifico de un aminoacido especifico, y el sesgo de codén (la diferencia en el uso de codones entre
organismos) se correlaciona frecuentemente con la eficiencia de la traduccién del ARNm, que se considera
que depende de la caracteristica de un codén traducido y la disponibilidad de una molécula de ARNt especifica.
El dominio del ARNt seleccionado en las células generalmente refleja los codones utilizados con mayor
frecuencia en la sintesis de péptidos. Por lo tanto, un gen puede personalizarse mediante la expresién genética
6ptima en un organismo determinado basandose en la optimizacién de codones.
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3. Secuencia diana

El término "secuencia diana" es una secuencia de bases presente en un gen o 4cido nucleico diana, y tiene
complementariedad con una secuencia guia contenida en un dominio guia de un é&cido nucleico guia. La
secuencia diana es una secuencia de bases que puede variar de acuerdo con un gen o acido nucleico diana,
es decir, un sujeto para la manipulacién o correccién genética, que puede disefiarse en diversas formas de
acuerdo con el gen o acido nucleico diana.

La secuencia diana puede formar un enlace complementario con la secuencia guia contenida en el dominio
guia del &cido nucleico guia, y una longitud de la secuencia diana puede ser la misma que la de la secuencia
guia.

La secuencia diana puede ser una secuencia de 5 a 50 bases.

En una realizacién, la secuencia diana puede ser una secuencia de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25
bases.

La secuencia diana puede ser una secuencia de 4cido nucleico complementaria a la secuencia guia contenida
en el dominio guia del acido nucleico guia, que tiene, por ejemplo, al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95%
0 méas de complementariedad o complementariedad completa.

En un ejemplo, la secuencia diana puede ser o incluir una secuencia de 1 a 8 bases, que no es complementaria
a la secuencia guia contenida en el dominio guia del acido nucleico guia.

Ademas, la secuencia diana puede ser una secuencia de bases adyacente a una secuencia de &cido nucleico
que puede ser reconocida por una proteina editora.

En un ejemplo, la secuencia diana puede ser una secuencia continua de 5 a 50 bases adyacente al extremo 5'
y/o al extremo 3' de la secuencia de acido nucleico que puede ser reconocida por la proteina editora.

En una realizacién de ejemplo, se describirdn a continuacidn las secuencias diana para un complejo enzimético
ARNg-CRISPR.

Cuando el complejo enziméatico ARNg-CRISPR se dirige al gen o acido nucleico diana,

la secuencia diana tiene complementariedad con la secuencia guia contenida en el dominio guia del ARNg. La
secuencia diana es una secuencia de bases que varia segun el gen o acido nucleico diana, es decir, un objeto
de manipulacién o correccidén genética, que puede disefiarse de diversas formas seguln el gen o 4cido nucleico
diana.

Ademas, la secuencia diana puede ser una secuencia de bases adyacente a una secuencia PAM que puede
ser reconocida por la enzima CRISPR, es decir, Cas9 o Cpf1.

En un ejemplo, la secuencia diana puede ser una secuencia continua de 5 a 50 bases adyacente al extremo 5'
y/o al extremo 3' de la secuencia PAM que es reconocida por la enzima CRISPR.

En una realizacién de ejemplo, cuando la enzima CRISPR es SpCas9, la secuencia diana puede ser una
secuencia continua de 16 a 25 bases adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de una secuencia 5'-NGG-3',
5'-NAG-3'y/o 5-NGA-3' (N=A T,GoC;0A, U GoC).

En otra realizaciéon de ejemplo, cuando la enzima CRISPR es StCas9, la secuencia diana puede ser una
secuencia continua de 16 a 25 bases adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de una secuencia 5-NGGNG-
3'y/o 5-NNAGAAW-3' ( W=AoT,yN=AT,GoC;0A U GoC).

En todavia otra realizacién de ejemplo, cuando la enzima CRISPR es NmCas9, la secuencia diana puede ser
una secuencia continua de 16 a 25 bases adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de una secuencia 5'-
NNNNGATT-3' y/o 5'-NNNGCTT-3' (N=A, T,Go C;0A, U, Go C).

En una realizacién de ejemplo, cuando la enzima CRISPR es CjCas9, la secuencia diana puede ser una
secuencia continua de 16 a 25 bases adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de un 5'-NNNVRYAC-3' (V =
G CoA R=A0G Y=CoT,N=AT,GoC;0A U GoC)

En otra realizacién de ejemplo, cuando la enzima CRISPR es SmCas9, la secuencia diana puede ser una
secuencia continua de 16 a 25 bases adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de una secuencia 5'-NGG-3'
y/o 5-NAAR-3R=A0G,N=AT,GoC;0A U GoC)

En otra realizacién de ejemplo, cuando la enzima CRISPR es SaCas9, la secuencia diana puede ser una

secuencia continua de 16 a 25 bases adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de una secuencia 5-NNGRR-
3', 5-NNGRRT-3' y/o 5-NNGRRV-3'(R=A0G, V=G, CoA N=A T,GoC;0A U, GoC).
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En una realizacién de ejemplo, cuando la enzima CRISPR es Cpf1, la secuencia diana puede ser una secuencia
continua de 16 a 25 bases adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de una secuencia 5-TTN-3' (N=A, T, G
0C;0A U GoC)

4. Complejo de proteina editora-acido nucleico guia y su uso
Un complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede modificar un objetivo.
El objetivo puede ser un acido nucleico, un gen, un cromosoma o una proteina diana.

Por ejemplo, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia se puede utilizar para regular en Gltima
instancia (por ejemplo, inhibir, suprimir, reducir, aumentar o promover) la expresién de una proteina de interés,
eliminar una proteina, regular (por ejemplo, inhibir, suprimir, reducir, aumentar o promover) la actividad de una
proteina o expresar una nueva proteina.

Aqui, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede actuar a nivel de ADN, ARN, genes o
cromosomas.

Por ejemplo, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede regular (por ejemplo, inhibir, suprimir,
reducir, aumentar o promover) la expresién de una proteina codificada por el ADN diana, eliminar una proteina,
regular (por ejemplo, inhibir, suprimir, reducir, aumentar o promover) la actividad de la proteina o expresar una
proteina modificada a través de la manipulacién o modificacién del ADN diana.

En ofro ejemplo, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede regular (por ejemplo, inhibir,
suprimir, reducir, aumentar o promover) la expresiéon de una proteina codificada por el ADN diana, eliminar una
proteina, regular (por ejemplo, inhibir, suprimir, reducir, aumentar o promover) la actividad de la proteina o
expresar una proteina modificada a través de la manipulacién o modificacién del ARN objetivo.

En un ejemplo, el complejo de proteina editora-4cido nucleico guia puede regular (por ejemplo, inhibir, suprimir,
reducir, aumentar o promover) la expresidén de una proteina codificada por el ADN diana, eliminar una proteina,
regular (por ejemplo, inhibir, suprimir, reducir, aumentar o promover) la actividad de la proteina o expresar una
proteina modificada a través de la manipulacién o modificacién de un gen diana.

En ofro ejemplo, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede regular (por ejemplo, inhibir,
suprimir, reducir, aumentar o promover) la expresiéon de una proteina codificada por el ADN diana, eliminar una
proteina, regular (por ejemplo, inhibir, suprimir, reducir, aumentar o promover) la actividad de una proteina o
expresar una proteina modificada a través de la manipulacién o modificacién de un cromosoma diana.

El complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede actuar en las etapas de transcripcién y traduccién
de genes.

En un ejemplo, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede promover o suprimir la transcripcién
de un gen diana, regulando asi (por ejemplo, inhibiendo, suprimiendo, reduciendo, aumentando o promoviendo)
la expresién de una proteina codificada por el gen diana.

En otro ejemplo, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede promover o suprimir la traduccién
de un gen diana, regulando asi (por ejemplo, inhibiendo, suprimiendo, reduciendo, aumentando o promoviendo)
la expresién de una proteina codificada por el gen diana.

El complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede actuar a nivel proteico.

En un ejemplo, el complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede manipular o modificar una proteina
diana, eliminando asi la proteina diana o regulando (por ejemplo, inhibiendo, suprimiendo, reduciendo,
aumentando o promoviendo) la actividad de la proteina.

Como ejemplo especifico del uso del complejo de proteina editora-acido nucleico guia de la presente invencién,
se divulga a continuacién la manipulacién o modificacién del ADN, ARN, gen o cromosoma diana utilizando el
complejo enzimatico ARNg-CRISPR.

Manipulacién genética

Un gen o acido nucleico diana puede manipularse o corregirse utilizando el complejo enzimatico ARNg-CRISPR
descrito anteriormente, es decir, el complejo CRISPR. Aqui, la manipulacién o correcciéon del gen o acido
nucleico diana incluye todas las etapas de i) escisién o dafio del gen o 4cido nucleico diana vy ii) reparacién del
gen o acido nucleico diana dafiado.

i) Escisidén o dafio del gen o &cido nucleico diana

i) La escision o dafio del gen o acido nucleico diana puede ser la escision o dafio del gen o acido nucleico diana

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2998 057 T3

utilizando el complejo CRISPR y, en particular, la escisién o dafio de una secuencia diana en el gen o &cido
nucleico diana.

En un ejemplo, la escisién o dafio del gen o 4cido nucleico diana utilizando el complejo CRISPR puede ser una
escisién completa o un dafio a la doble cadena de una secuencia diana.

En una realizacién de ejemplo, cuando se utiliza SpCas9 de tipo salvaje, la doble cadena de una secuencia
diana que forma un enlace complementario con ARNg puede escindirse completamente.

En otra realizacién de ejemplo, cuando se utilizan la nickasa SpCas9 (D10A) y la nickasa SpCas9 (H840A),
una cadena sencilla complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario con el ARNg
puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (D10A), y una cadena sencilla no complementaria de la secuencia
diana que forma un enlace complementario con el ARNg puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (H840A),
y las escisiones pueden tener lugar de forma secuencial o simultanea.

En todavia otra realizacién de ejemplo, cuando se utilizan la nickasa SpCas9 (D10A) y la nickasa SpCas9
(H840A), y dos ARNg que tienen diferentes secuencias diana, una cadena sencilla complementaria de una
secuencia diana que forma un enlace complementario con el primer ARNg puede ser escindida por la nickasa
SpCas9 (D10A), una cadena sencilla no complementaria de una secuencia diana que forma un enlace
complementario con el segundo ARNg puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (H840A), y las escisiones
pueden tener lugar de forma secuencial o simultanea.

En otro ejemplo, la escisién o dafio de un gen o acido nucleico diana utilizando el complejo CRISPR puede ser
una escisién o dafio a solo la cadena Unica de una secuencia diana. Aqui, la cadena Unica puede ser una
cadena Unica complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario con el ARNg, o
una cadena Unica no complementaria de la secuencia diana que forma un enlace complementario con el ARNg.

En una realizacién de ejemplo, cuando se utiliza la nickasa SpCas9 (D10A), una cadena sencilla
complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario con el ARNg puede ser
escindida por la nickasa SpCas9 (D10A), pero una cadena sencilla no complementaria de la secuencia diana
que forma un enlace complementario con el ARNg puede no ser escindida.

En otra realizacién de ejemplo, cuando se utiliza la nickasa SpCas9 (H840A), una cadena sencilla no
complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario con el ARNm puede ser
escindida por la nickasa SpCas9 (H840A), pero una cadena sencilla complementaria de la secuencia diana
que forma un enlace complementario con el ARNg no puede ser escindida.

En todavia otro ejemplo, la escisién o dafio de un gen o acido nucleico diana utilizando el complejo CRISPR
puede ser la eliminacién parcial de un fragmento de acido nucleico.

En una realizacién de ejemplo, cuando se utilizan dos ARNg que tienen diferentes secuencias diana y SpCas9
de tipo salvaje, se puede escindir una doble cadena de una secuencia diana que forma un enlace
complementario con el primer ARNg, y se puede escindir una doble cadena de una secuencia diana que forma
un enlace complementario con el segundo ARNg, lo que da como resultado la eliminacién de fragmentos de
acido nucleico por el primer y segundo ARNg y SpCas9.

En otra realizacién de ejemplo, cuando se utilizan dos ARNg que tienen diferentes secuencias diana, SpCas9
de tipo salvaje, nickasa SpCas9 (D10A) y nickasa SpCas9 (H840A), una doble cadena de una secuencia diana
que forma un enlace complementario con el primer ARNg puede ser escindida por el SpCas9 de tipo salvaje,
una cadena sencilla complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario con el
segundo ARNg puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (D10A), y una cadena sencilla no complementaria
puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (H840A), lo que da como resultado la eliminacién de fragmentos
de &cido nucleico por el primer y segundo ARNg, el SpCas9 de tipo salvaje, la nickasa SpCas9 (D10A) y la
nickasa SpCas9 (H840A).

En todavia otra realizacién de ejemplo, cuando se utilizan dos ARNg que tienen diferentes secuencias diana,
la nickasa SpCas9 (D10A) y la nickasa SpCas9 (H840A), una cadena sencilla complementaria de una
secuencia diana que forma un enlace complementario con el primer ARNg puede ser escindida por la nickasa
SpCas9 (D10A), una cadena sencilla no complementaria puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (H840A),
una doble cadena complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario con el
segundo ARNg puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (D10A), y una cadena sencilla no complementaria
puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (H840A), lo que da como resultado la eliminacién de fragmentos
de &cido nucleico por el primer y el segundo ARNg, la nickasa SpCas9 (D10A) y la nickasa SpCas9 (H840A).

En aln otra realizacién de ejemplo, cuando se utilizan tres ARNg que tienen diferentes secuencias diana,
SpCas9 de tipo salvaje, SpCas9 nickasa (D10A) y SpCas9 nickasa (H840A), una doble cadena de una
secuencia diana forma un enlace complementario. con el primer ARNg puede ser escindido por el SpCas9 de
tipo salvaje, una cadena sencilla complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario
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con el segundo ARNg puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (D10A), y una cadena sencilla no
complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario con el tercer ARNg puede ser
escindida por la nickasa SpCas9 (H840A), lo que da como resultado la eliminaciéon de fragmentos de acido
nucleico por el primer ARNg, el segundo ARNg, el tercer ARNg, el SpCas9 de tipo salvaje, la nickasa SpCas9
(D10A) y la nickasa SpCas9 (H840A).

En aln otra realizacién de ejemplo, cuando se utilizan cuatro ARNg que tienen diferentes secuencias diana, la
nickasa SpCas9 (D10A) y la nickasa SpCas9 (H840A), una cadena sencilla complementaria de una secuencia
diana que forma un enlace complementario con el primer ARNg puede ser escindida por la nickasa SpCas9
(D10A), una cadena sencilla no complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario
con el segundo ARNg puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (H840A), una cadena sencilla
complementaria de una secuencia diana que forma un enlace complementario con el tercer ARNg puede ser
escindida por la nickasa SpCas9 (D10A), y una cadena sencilla no complementaria de una secuencia diana
que forma un enlace complementario con el cuarto ARNg puede ser escindida por la nickasa SpCas9 (H840A),
lo que da como resultado la eliminacién de fragmentos de acido nucleico por el primer ARNg, el segundo ARNg,
el tercer ARNg, el cuarto ARNg, la nickasa SpCas9 (D10A) y la nickasa SpCas9 (H840A).

ii) Reparacién o restauracién de un gen o &cido nucleico diana dafiado

El gen o acido nucleico diana escindido o dafiado por el complejo CRISPR puede repararse o restaurarse
mediante NHEJ y reparacion dirigida por homologia (HDR).

Unién de extremos no homélogos (NHEJ)

NHEJ es un método de restauracion o reparacidn de roturas de doble cadena en el ADN mediante la unién de
ambos extremos de una cadena doble o simple escindida y, generalmente, cuando dos extremos compatibles
formados por la rotura de la doble cadena (por ejemplo, escisidén) estan frecuentemente en contacto entre si
para unir completamente los dos extremos, se recupera la doble cadena rota. EI NHEJ es un método de
restauracién que se puede utilizar en todo el ciclo celular, y generalmente ocurre cuando no hay un genoma
homdélogo que pueda usarse como plantilla en las células, como la fase G1.

En el proceso de reparacion del gen o acido nucleico dafiado mediante NHEJ, se producen algunas inserciones
y/o deleciones (indels) en la secuencia de acido nucleico en la regién reparada por NHEJ; dichas inserciones
y/o deleciones provocan que el marco principal se desplace, lo que da como resultado un ARNm del
transcriptoma con marco desplazado. Como resultado, las funciones innatas se pierden debido a una
descomposicion mediada por sinsentidos o al fracaso en la sintesis de proteinas normales. Ademas, aunque
se mantiene el marco principal, pueden producirse mutaciones en las que se pueda provocar la insercién o
delecién de una cantidad considerable de secuencia que destruyan la funcionalidad. La mutacién depende del
locus porque la mutaciéon en un dominio funcional significativo es probablemente menos tolerada que las
mutaciones en una regién no significativa de una proteina.

Si bien es imposible esperar mutaciones indel producidas por NHEJ en un estado natural, se prefiere una
secuencia indel especifica en una regidén rota determinada y puede provenir de una pequefia regién de
microhomologia. Convencionalmente, la longitud de delecifion varia de 1 pb a 50 pb, las inserciones tienden a
ser mas cortas y con frecuencia incluyen una secuencia de repeticién corta que rodea directamente una regién
rota.

Ademas, el NHEJ es un proceso que provoca una mutacién y, cuando no es necesario para producir una
secuencia final especifica, puede utilizarse para eliminar un motivo de la secuencia pequefia.

Una inactivacién especifica de un gen al que se direcciona el complejo CRISPR puede realizarse utilizando
dicho NHEJ. Una doble cadena o dos cadenas simples de un gen o &cido nucleico diana se pueden escindir
utilizando la enzima CRISPR como Cas9 o Cpf1, y la doble cadena rota o las dos cadenas simples del gen o
acido nucleico diana pueden tener indeles a través del NHEJ, induciendo asi la eliminacidn especifica del gen
o acido nucleico diana. Aqui, el sitio de un gen o acido nucleico diana escindido por la enzima CRISPR puede
ser una regién codificante o no codificante y, ademas, el sitio del gen o acido nucleico diana restaurado por
NHEJ puede ser una regién codificante o no codificante.

Reparacién dirigida por homologia (HDR)

HDR es un método de correccién sin error, que utiliza una secuencia homéloga como plantilla para reparar o
restaurar un gen o acido nucleico dafiado, y en general, para reparar o restaurar ADN roto, es decir, para
restaurar la informacién innata de las células, el ADN roto se repara utilizando informacién de una secuencia
de bases complementaria que no esta modificada o informacién de una crométida hermana. El tipo més comun
de la HDR es la recombinacién homoéloga (HR). La HDR es un método de reparacién o restauraciéon que
generalmente ocurre en la fase Sor G2/M de células en divisién activa.

Para reparar o restaurar el ADN dafiado utilizando HDR, en lugar de utilizar una secuencia de bases
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complementaria o cromatina hermana de las células, se puede proporcionar a las células una plantilla de ADN
sintetizada artificialmente utilizando informacién de una secuencia de bases complementaria o0 una secuencia
de bases homobloga, es decir, una plantila de acido nucleico que incluye una secuencia de bases
complementaria o una secuencia de bases homéloga, reparando asi el ADN roto. Aqui, cuando una secuencia
de acido nucleico o un fragmento de acido nucleico se afiade ademas a la plantilla de &cido nucleico para
reparar el ADN roto, la secuencia de &cido nucleico o el fragmento de acido nucleico afiadido ademas al ADN
roto se puede someter a reemplazo. La secuencia de acido nucleico o fragmento de acido nucleico adicional
puede ser una secuencia de acido nucleico o fragmento de &cido nucleico para corregir el gen o acido nucleico
diana modificado por una mutacién a un gen o &cido nucleico normal, o un gen o acido nucleico que se
expresara en células, pero la presente invencidén no se limita a esto.

En un ejemplo, una cadena doble o simple de un gen o acido nucleico diana puede escindirse utilizando el
complejo CRISPR, se puede proporcionar a las células una plantilla de é&cido nucleico que incluye una
secuencia de bases complementaria a una secuencia de bases adyacente al sitio de escision, y la secuencia
de bases escindida del gen o acido nucleico diana puede repararse o restaurarse mediante HDR.

Aqui, la plantilla de acido nucleico que incluye la secuencia de bases complementaria puede tener ADN roto,
es decir, una cadena doble o simple escindida de una secuencia de bases complementaria, e incluir ademas
una secuencia de &cido nucleico o un fragmento de 4cido nucleico que se insertara en el ADN roto. Una
secuencia de acido nucleico o un fragmento de 4cido nucleico adicional se puede insertar en un sitio escindido
del ADN roto, es decir, el gen o acido nucleico diana utilizando la plantilla de &cido nucleico que incluye una
secuencia de &cido nucleico o un fragmento de acido nucleico que se insertard en la secuencia de bases
complementaria. Aqui, la secuencia de acido nucleico o fragmento de 4cido nucleico que se va a insertar y la
secuencia de acido nucleico o fragmento de acido nucleico adicional puede ser una secuencia de cido nucleico
o fragmento de acido nucleico para corregir un gen o acido nucleico diana modificado por una mutacién a un
gen o acido nucleico normal o un gen o 4cido nucleico que se va a expresar en células. La secuencia de bases
complementaria puede ser una secuencia de bases que tenga enlaces complementarios con el ADN roto, es
decir, secuencias de bases derecha e izquierda de la cadena doble o simple escindida del gen o 4cido nucleico
diana. Alternativamente, la secuencia de bases complementaria puede ser una secuencia de bases que tenga
enlaces complementarios con el ADN roto, es decir, los extremos 3'y 5' de la cadena doble o simple escindida
del gen o 4cido nucleico diana. La secuencia de bases complementaria puede ser una secuencia de 15 a 3000
bases, y la longitud o el tamafio de la secuencia de bases complementaria puede disefiarse adecuadamente
de acuerdo con el tamafio de la plantilla de acido nucleico o del gen diana. Aqui, como plantilla de acido
nucleico, se puede utilizar un acido nucleico de cadena doble o simple, o puede ser lineal o circular, pero la
presente invencién no se limita a ello.

En otro ejemplo, un gen o &cido nucleico diana de cadena simple o doble se escinde utilizando el complejo
CRISPR, se proporciona a las células una plantilla de &cido nucleico que incluye una secuencia de bases
homdéloga con una secuencia de bases adyacente a un sitio de escisién, y la secuencia de bases escindida del
gen o acido nucleico diana puede repararse o restaurarse mediante (HDR).

Aqui, la plantilla de acido nucleico que incluye la secuencia de bases homéloga puede ser ADN roto, es decir,
una secuencia de bases homoéloga monocatenaria o bicatenaria escindida, e incluir ademas una secuencia de
acido nucleico o un fragmento de acido nucleico que se insertard en el ADN roto. Una secuencia de acido
nucleico o un fragmento de acido nucleico adicional se puede insertar en el ADN roto, es decir, un sitio escindido
de un gen o acido nucleico diana utilizando la plantilla de acido nucleico que incluye una secuencia de bases
homéloga y una secuencia de &cido nucleico o un fragmento de acido nucleico que se insertarad. Aqui, la
secuencia de acido nucleico o el fragmento de 4cido nucleico que se va a insertar y la secuencia de acido
nucleico o el fragmento de 4cido nucleico adicional pueden ser una secuencia de acido nucleico o un fragmento
de &cido nucleico para corregir un gen o écido nucleico diana modificado por una mutacién a un gen o acido
nucleico normal o0 un gen o acido nucleico que se va a expresar en células. La secuencia de bases homéloga
puede ser ADN roto, es decir, una secuencia de bases que tiene homologia con una secuencia de bases
bicatenaria escindida o secuencias de bases monocatenarias derechas e izquierdas de un gen o 4cido nucleico
diana. Alternativamente, la secuencia de bases complementaria puede ser una secuencia de bases que tenga
homologia con el ADN roto, es decir, los extremos 3'y 5' de una cadena doble o simple escindida de un gen o
acido nucleico diana. La secuencia de bases homdéloga puede ser una secuencia de 15 a 3000 bases, y una
longitud o tamafio de la secuencia de bases homéloga puede disefiarse adecuadamente de acuerdo con un
tamafio de la plantilla de acido nucleico o un gen o acido nucleico diana. Aqui, como plantilla de &cido nucleico,
se puede utilizar un &cido nucleico de cadena doble o simple y puede ser lineal o circular, pero la presente
invencién no se limita a esto.

Aparte del NHEJ y HDR, existen métodos para reparar o restaurar el ADN dafiado.
Recocido monocatenario (SSA)
SSA es un método de reparacién de roturas de doble cadena entre dos secuencias repetidas presentes en un

acido nucleico diana y generalmente utiliza una secuencia repetida de méas de 30 bases. La secuencia repetida
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se escinde (para tener extremos pegajosos) para tener una sola cadena con respecto a una doble cadena del
acido nucleico diana en cada uno de los extremos rotos, y después de la escisién, un saliente de una sola
cadena que contiene la secuencia repetida se recubre con una proteina RPA de tal manera que se impide que
las secuencias repetidas sean recocidas de manera inapropiada entre si. RADS2 se une a cada secuencia
repetida en el saliente y se organiza una secuencia capaz de recocerse a una secuencia repetida
complementaria. Después del recocido, se escinde un saliente monocatenario del saliente y la sintesis de ADN
nuevo llena una cierta brecha para restaurar una doble cadena de ADN. Como resultado de esta reparacién,
se deleciona una secuencia de ADN entre dos repeticiones, y la longitud de la delecién puede depender de
varios factores, incluidas las ubicaciones de las dos repeticiones utilizadas en este documento y una ruta o
grado del progreso de la escisién.

SSA, similar a HDR, utiliza una secuencia complementaria, es decir, una secuencia de repeticién
complementaria, y, por el contrario, no requiere una plantilla de acido nucleico para modificar o corregir una
secuencia de &acido nucleico diana.

Reparacién de rotura de cadena sencilla (SSBA)

Las roturas de una sola cadena en un genoma se reparan a través de un mecanismo separado, SSBR, de los
mecanismos de reparacién descritos anteriormente. En el caso de roturas de ADN de una sola cadena, PARP1
y/o PARP2 reconocen las roturas y reclutan un mecanismo de reparacién. La unién de PARP1 y la actividad
con respecto a las roturas de ADN son temporales y la SSBR se promueve promoviendo la estabilidad de un
complejo de proteina SSBR en las regiones dafiadas. La proteina mas importante del complejo SSBR es
XRCCH1, que interactia con una proteina que promueve el procesamiento de los extremos 3'y 5' del ADN para
estabilizar el ADN. El procesamiento de los extremos generalmente esta involucrado en la reparacién del
extremo 3' dafiado a un estado hidroxilado, y/o el extremo 5' dafiado a una fraccién fosfética, y después de que
se procesan los extremos, se produce el llenado de las brechas en el ADN. Hay dos métodos para rellenar las
brechas del ADN, es decir, la reparacién de parche corto y la reparaciéon de parche largo, y la reparacién de
parche corto implica la insercién de una sola base. Después de rellenar las brechas en el ADN, una ligasa de
ADN promueve la unién de los extremos.

Reparacién de no coincidencias (MMR)

La MMR trabaja sobre bases de ADN no coincidentes. Cada uno de un compejo MSH2/6 o MSH2/ tiene
actividad ATPasay, por lo tanto, juega un papel importante en el reconocimiento de una no coincidencia e inicio
de una reparacién, y el MSH2/6 reconoce principalmente no coincidencias base-base e identifica una o dos no
coincidencias de bases, pero el MSH2/3 reconoce principalmente una no coincidencia més grande.

Reparacién por escisién de base (BER)

BER es un método de reparacién que esta activo durante todo el ciclo celular y se utiliza para eliminar una
pequefia region dafiada de la base que no distorsiona la hélice del genoma. En el ADN dafiado, las bases
dafladas se eliminan escindiendo un enlace N-glucésido que une una base a la cadena principal de fosfato-
desoxirribosa, y luego se escinde la cadena principal de fosfodiéster, lo que genera roturas en el ADN
monocatenario. Los extremos rotos de la cadena simple formados de este modo se eliminan, una brecha
generada debido a la cadena simple eliminada se llena con una nueva base complementaria, y luego un
extremo de la base complementaria recién llena se liga con la cadena principal mediante una ADN ligasa, lo
que da como resultado la reparacién del ADN dafiado.

Reparacién por escisién de nucleétidos (NER)

La NER es un mecanismo de escisién importante para eliminar grandes dafios que distorsionan la hélice del
ADN y, cuando se reconoce el dafio, se elimina un segmento corto de ADN de una sola cadena que contiene
la regién dafiada, lo que da como resultado un espacio de una sola cadena de 22 a 30 bases. El espacio
generado se rellena con una nueva base complementaria, y un extremo de la base complementaria recién
rellenada se liga con la cadena principal mediante una ligasa de ADN, lo que da como resultado la reparacién
del ADN dafiado.

Efectos de la manipulacién genética

La manipulacidén o correccién de un gen o acido nucleico diana puede conducir en gran medida a efectos de
inactivacion, knockdown y knockin.

Knockout

El término "knockout' se refiere a la inactivacién de un gen o acido nucleico diana, y la "inactivacién de un gen
o0 4acido nucleico diana" se refiere a un estado en el que no se produce la transcripcion y/o traduccién de un gen
o acido nucleico diana. La transcripcién y traduccién de un gen que causa una enfermedad o un gen que tiene
una funcién anormal se puede inhibir mediante la inactivacién, lo que da como resultado la prevenciéon de la
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expresidn de la proteina.

Por ejemplo, cuando se edita o corrige un gen o &cido nucleico diana utilizando un complejo enzimatico ARNg-
CRISPR, es decir, un complejo CRISPR, el gen o acido nucleico diana se puede escindir utilizando el complejo
CRISPR. El gen o &cido nucleico dafiado se puede reparar a través de NHEJ utilizando el complejo CRISPR.
El gen o acido nucleico diana dafiado puede tener indeles debido a NHEJ y, por lo tanto, se puede inducir una
eliminacidn especifica del gen o acido nucleico diana.

Knockdown

El término "knockdown" se refiere a una disminucién en la transcripcién y/o traduccién de un gen o éacido
nucleico diana o en la expresién de una proteina diana. Se puede prevenir la aparicién de una enfermedad o
tratarla regulando la sobreexpresién de un gen o proteina a través del knockdown.

Por ejemplo, cuando se edita o corrige un gen o acido nucleico diana utilizando un complejo de dominio de
actividad inhibidora de la transcripcién de enzima inactiva ARNg-CRISPR, es decir, un complejo CRISPR
inactivo que incluye un dominio de actividad inhibidora de la transcripcidn, el complejo CRISPR inactivo puede
unirse especificamente al gen o acido nucleico diana, la transcripcién del gen o acido nucleico diana puede ser
inhibida por el dominio de actividad inhibidora de la transcripcién incluido en el complejo CRISPR inactivo,
induciendo asi un knockdown en el que se inhibe la expresién del gen o acido nucleico correspondiente.

Knockin

El término "knockin" se refiere a la insercién de un acido nucleico o gen especifico en un gen o acido nucleico
diana y, en particular, el término "4cido nucleico especifico" se refiere a un gen o acido nucleico que se va a
insertar o que se desea expresar. Knockin se puede utilizar para el tratamiento de enfermedades corrigiendo
con precisién un gen mutante que causa una enfermedad o induciendo la expresiéon genética normal mediante
la insercién de un gen normal.

Ademas, para knockin puede ser necesario un donante adicional.

Por ejemplo, cuando se edita o corrige un gen o &cido nucleico diana utilizando un complejo enzimatico ARNg-
CRISPR (es decir, un complejo CRISPR), el gen o acido nucleico diana se puede escindir utilizando un
complejo CRISPR. Un gen o &cido nucleico dafiado se puede reparar mediante HDR utilizando el complejo
CRISPR. En particular, se puede insertar un &cido nucleico especifico en un gen o acido nucleico dafiado
utilizando un donante.

El término "donante"” se refiere a una secuencia de acido nucleico que ayuda a reparar el gen o acido nucleico
dafiado a través de HDR, y en particular, la plantilla puede incluir un acido nucleico especifico.

El donante puede ser un acido nucleico bicatenario o un acido nucleico monocatenario.
El donante puede ser lineal o circular.

El donante puede incluir una secuencia de acido nucleico que tenga homologia con un gen o &cido nucleico
diana.

Por ejemplo, el donante puede incluir una secuencia de acido nucleico que tiene homologia con una secuencia
de nucleétidos en posiciones en las que se insertard un 4cido nucleico especifico (por ejemplo, corriente arriba
y corriente abajo de un &cido nucleico dafiado), respectivamente. En particular, el 4cido nucleico especifico
que se va a insertar puede estar ubicado entre la secuencia de acido nucleico que tiene homologia con la
secuencia de acido nucleico corriente abajo del 4cido nucleico dafiado y la secuencia de 4cido nucleico que
tiene homologia con la secuencia de acido nucleico corriente arriba del acido nucleico dafiado. En particular,
la secuencia de acido nucleico que tiene la homologia anterior puede tener al menos 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95% o mas de homologia, u homologia completa.

El donante puede incluir opcionalmente una secuencia de acido nucleico adicional. En particular, la secuencia
de acido nucleico adicional puede tener funciones en la mejora de la estabilidad, la eficiencia de knockin o
eficiencia HDR del donante.

Por ejemplo, la secuencia de acido nucleico adicional puede ser una secuencia de &cido nucleico rica en bases
Ay T (es decir, un dominio rico en A-T). Alternativamente, la secuencia de 4cido nucleico adicional puede ser
una regidén de unién a la matriz/andamio (S/MAR).

5. Otros componentes adicionales

Se puede agregar selectivamente un componente adicional para aumentar la eficiencia de un complejo de
proteina editora-acido nucleico guia o mejorar la eficiencia de reparaciéon de un gen o acido nucleico dafiado.
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El componente adicional se puede utilizar de forma selectiva para mejorar la eficiencia del complejo de proteina
editora-acido nucleico guia.

Activador

El componente adicional se puede utilizar como activador para aumentar la eficiencia de escisiéon de un acido
nucleico, gen o cromosoma diana del complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

El término "activador" se refiere a un 4cido nucleico que sirve para estabilizar la unién entre el complejo de
proteina editora-acido nucleico guia y el acido nucleico, gen o cromosoma diana, o para permitir que el complejo
de proteina editora-4cido nucleico guia se acerque més facilmente al acido nucleico, gen o cromosoma diana.

El activador puede ser un &cido nucleico bicatenario o un acido nucleico monocatenario.
El activador puede ser lineal o circular.

El activador puede dividirse en un "auxiliar' que estabiliza la unién entre el complejo de proteina editora-acido
nucleico guia y el acido nucleico, gen o cromosoma diana, y un "escoltador" que sirve para permitir que el
complejo de proteina editora-acido nucleico guia se acerque més facilmente al acido nucleico, gen o
cromosoma diana.

El ayudante puede aumentar la eficiencia de escisién del complejo de proteina editora-acido nucleico guia con
respecto al 4cido nucleico, gen o cromosoma diana.

Por ejemplo, el ayudante incluye una secuencia de acido nucleico que tiene homologia con el acido nucleico,
gen o cromosoma diana. Por lo tanto, cuando el complejo de proteina editora-acido nucleico guia esté unido al
acido nucleico, gen o cromosoma diana, la secuencia de 4cido nucleico homdloga incluida en el auxiliar puede
formar un enlace complementario adicional con el acido nucleico, gen o cromosoma diana para estabilizar la
unién entre el complejo de proteina editora-acido nucleico guia y el acido nucleico, gen o cromosoma diana.

El escoltador puede aumentar la eficiencia de escisiéon del complejo de proteina editora-acido nucleico guia
con respecto al acido nucleico, gen o cromosoma diana.

Por ejemplo, el escoltador incluye una secuencia de acido nucleico que tiene homologia con el acido nucleico,
gen o cromosoma diana. Aqui, la secuencia de 4cido nucleico homéloga incluida en el escoltador puede formar
parcialmente un enlace complementario con un é&cido nucleico guia del complejo de proteina editora-acido
nucleico guia. Por lo tanto, el escoltador que forma parcialmente un enlace complementario con el complejo de
proteina editora-acido nucleico guia puede formar parcialmente un enlace complementario con el acido
nucleico, gen o cromosoma diana y, como resultado, puede permitir que el complejo de proteina editora-acido
nucleico guia se acerque con precisién a la posicién del 4cido nucleico, gen o cromosoma diana.

La secuencia de acido nucleico homébloga puede tener al menos un 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90% o0 95% o mas de homologia, u homologia completa.

Ademas, el componente adicional puede usarse selectivamente para mejorar la eficiencia de reparacién del
gen o acido nucleico dafiado.

Asistente

El componente adicional se puede utilizar como asistente para mejorar la eficiencia de reparacién del gen o
acido nucleico dafiado.

El término "asistente" se refiere a un acido nucleico que sirve para participar en un proceso de reparacién o
aumentar la eficiencia de reparacién del gen o acido nucleico dafiado, por ejemplo, el gen o &cido nucleico
escindido por el complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

El asistente puede ser un acido nucleico bicatenario o un acido nucleico monocatenario.
El asistente puede estar presente en forma lineal o circular.

El asistente puede dividirse en un "asistente NHEJ" que participa en un proceso de reparacion utilizando NHEJ
o mejora la eficiencia de la reparacion y un "asistente HDR" que participa en un proceso de reparacion utilizando
HDR o mejora la eficiencia de la reparacidén de acuerdo con un método de reparacion.

El asistente NHEJ puede participar en un proceso de reparacién o mejorar la eficiencia de reparacién del gen
o &cido nucleico dafiado utilizando NHEJ.

Por ejemplo, el asistente NHEJ puede incluir una secuencia de acido nucleico que tenga homologia con una
parte de la secuencia de &cido nucleico dafiada. Aqui, la secuencia de &cido nucleico homéloga puede incluir
una secuencia de acido nucleico que tiene homologia con la secuencia de acido nucleico en un extremo (por
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ejemplo, el extremo 3') de la secuencia de &cido nucleico dafiada, e incluir una secuencia de acido nucleico
que tiene homologia con la secuencia de &cido nucleico en el otro extremo (por ejemplo, el extremo 5') de la
secuencia de acido nucleico dafiada. Ademas, se puede incluir una secuencia de acido nucleico que tenga
homologia con cada una de las secuencias de bases corriente arriba y corriente abajo de la secuencia de 4cido
nucleico dafiada. La secuencia de &cido nucleico que tiene dicha homologia puede ayudar a que dos partes de
la secuencia de acido nucleico dafiada se coloquen en estrecha proximidad, aumentando asi la eficiencia de
reparacidn del acido nucleico dafiado por NHEJ.

El asistente HDR puede participar en el proceso de reparacién o mejorar la eficiencia de reparacién del gen o
acido nucleico dafiado mediante HDR.

Por ejemplo, el asistente HDR puede incluir una secuencia de acido nucleico que tenga homologia con una
parte de la secuencia de &cido nucleico dafiada. Aqui, la secuencia de &cido nucleico homéloga puede incluir
una secuencia de acido nucleico que tiene homologia con la secuencia de acido nucleico en un extremo (por
ejemplo, el extremo 3') de la secuencia de &cido nucleico dafiada, y una secuencia de acido nucleico secuencia
de acido que tiene homologia con la secuencia de acido nucleico en el otro extremo (por ejemplo, el extremo
5') de la secuencia de acido nucleico dafiada. Alternativamente, se puede incluir una secuencia de acido
nucleico que tenga homologia con cada una de las secuencias de bases corriente arriba y corriente abajo de
la secuencia de &cido nucleico dafiada. La secuencia de acido nucleico que tiene dicha homologia puede servir
como plantilla de la secuencia de acido nucleico dafiada para aumentar la eficiencia de reparacién del &cido
nucleico dafiado mediante HDR.

En otro ejemplo, el asistente HDR puede incluir una secuencia de 4cido nucleico que tenga homologia con una
parte de la secuencia de acido nucleico dafiada y un acido nucleico especifico, por ejemplo, un acido nucleico
0 un gen que se va a insertar. Aqui, la secuencia de acido nucleico homéloga puede incluir una secuencia de
acido nucleico que tiene homologia con cada una de las secuencias de bases corriente arriba y corriente abajo
de la secuencia de acido nucleico dafiada. El acido nucleico especifico puede estar ubicado entre una
secuencia de acido nucleico que tiene homologia con una secuencia de bases corriente abajo del acido
nucleico dafiado y una secuencia de acido nucleico que tiene homologia con una secuencia de bases corriente
arriba del acido nucleico dafiado. La secuencia de &cido nucleico que tiene dicha homologia y 4cido nucleico
especifico puede servir como donante para insertar un acido nucleico especifico en el 4cido nucleico dafiado,
aumentando asi la eficiencia de HDR para knockin.

La secuencia de &cido nucleico homdloga puede tener al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90% o0 95% o mas de homologia u homologia completa.

6. Sujeto

El término "sujeto" se refiere a un organismo en el que se introduce un acido nucleico guia, una proteina editora
0 un complejo de proteina editora-acido nucleico guia, un organismo en el que actta un acido nucleico guia,
una proteina editora o un complejo de proteina editora-acido nucleico guia, o un espécimen o muestra obtenida
del organismo.

El sujeto puede ser un organismo que incluye un acido nucleico, gen, cromosoma o proteina diana del complejo
de proteina editora-4cido nucleico guia.

El organismo puede ser una célula, un tejido, una planta, un animal o un ser humano.
Las células pueden ser células procariotas o células eucariotas.

Las células eucariotas pueden ser células vegetales, células animales o células humanas, pero la presente
invencién no se limita a ello.

El tejido puede ser tejido corporal animal o humano, como piel, higado, rifidn, corazén, pulmén, cerebro o tejido
muscular.

El sujeto puede ser un espécimen o muestra que incluye un acido nucleico, gen, cromosoma o proteina diana
del complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

La muestra o espécimen puede obtenerse de un organismo que incluye un acido nucleico, gen, cromosoma o
proteina diana y puede ser saliva, sangre, tejido cutdneo, células cancerosas o células madre.

Como una realizacién de los sujetos de la presente invencidn, a continuaciéon se divulgan los sujetos que
contienen un gen o acido nucleico diana de un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

Por ejemplo, el gen DGKA, y/o el gen DGKZ pueden ser los genes diana.

En una realizacién, la secuencia diana de cada uno de los genes anteriores puede ser una o més seleccionadas
de las secuencias descritas en la Tabla 1, excluyendo la secuencia PAM (donde T se cambia a U). Esta
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secuencia diana puede servir como base para disefiar un acido nucleico guia.

Es decir, la secuencia de nucleétidos de la regién de secuencia diana para cada gen y la regiéon de secuencia
diana correspondiente de un ARN guia (una regién de secuencia diana de un ARN guia y una regién de
secuencia diana de un ARN guia que tiene una secuencia de nucleétidos que puede hibridarse con la regién
de secuencia diana) se resumen en la Tabla 1 anterior (las regiones de secuencia diana que se muestran en
la Tabla 1 se describen en un estado donde la secuencia PAM (5'-NGG-3') esta incluida en el extremo 3').

Estas regiones de secuencia diana se caracterizan porque son secuencias sin ninguna regién de no
coincidencia de 0 pb a 2 pb en el genoma de un gen excepto la secuencia diana, y tienen un bajo efecto fuera
del objetivo y una alta eficiencia de correccién genética.

La secuencia diana puede apuntar a dos 0 més tipos simultaneamente.
El gen puede afectar a dos o mas tipos simultdneamente.

Se pueden atacar simultaneamente dos 0 mas secuencias diana en un gen homdlogo o dos 0 méas secuencias
diana en un gen heterélogo.

Se puede direccionar a una regién no codificante o una regién codificante dentro del gen (por ejemplo, regién
promotora, potenciadora, 3'UTR y/o secuencia de sefial de poliadenilacidén, o secuencia de transcripcién (por
ejemplo, secuencia de intrones o exones)).

Se puede direccionar el 50% superior de las regiones codificantes de los genes.
En una realizacién de ejemplo, DGKa 0 DGKz pueden ser direccionados, respectivamente.
En una realizacién de ejemplo, DGKa y DGKz pueden ser objetivos simultaneamente.

En la presente invencion, para la manipulacién artificial de cada gen, se proporcionan secuencias de acidos
nucleicos guia correspondientes a las secuencias diana de SEQ ID NOS: 19, 20, 21, 23, 109, 110, 111, 112,
113, 116, 120, 121 y 123.

En la presente invencidn, para la manipulacién artificial de cada gen, se proporcionan proteinas editoras (por
ejemplo, proteinas que forman un complejo) que interactlan con secuencias de &cidos nucleicos guia
correspondientes a las secuencias diana de SEQ ID NOS: 19, 20, 21, 23, 109, 110, 111, 112, 113, 116, 120,
121y 123.

En la presente invencién, se proporciona un producto de modificaciéon de 4cido nucleico de cada gen, en el que
se ha producido una manipulacién artificial en las regiones de secuencia diana de SEQ ID NOS: 19, 20, 21, 23,
109, 110, 111, 112, 113, 116, 120, 121 y 123, y un producto de expresién de los mismos.

En la presente invencién, para la manipulacién artificial de cada gen, se forman complejos entre secuencias de
acidos nucleicos guia correspondientes a una 0 mas secuencias diana entre

SEQ ID NOS: 19, 20, 21 y 23 (DGKa)
SEQ ID NOS: 109, 110, 111, 112y 113 (Dgk?)
y se proporcionan proteinas editoras que interactian con los mismos.

En la presente invencién, se proporciona un producto de modificaciéon de 4cido nucleico de cada gen, en el que
se ha producido una manipulacién artificial en las regiones de secuencia diana de SEQ ID NO: 19, 20, 21 y 23
(DGKa) y SEQ ID NO: 109, 110, 111, 112y 113 (DgkQ), y un producto de expresion de los mismos.

7. Administracién

El acido nucleico guia, proteina editora o complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede ser
administrado o introducido en un sujeto mediante diversos métodos de administracion y diversas formas.

El 4cido nucleico guia puede administrarse o introducirse en un sujeto en forma de ADN, ARN o una forma
mixta.

La proteina editora puede administrarse o introducirse en un sujeto en forma de ADN, ARN, una mezcla de
ADN/ARN, un péptido, un polipéptido que codifica la proteina editora o una proteina.

El complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede administrarse o introducirse en un objetivo en forma
de ADN, ARN o una mezcla de los mismos, que codifica cada componente, es decir, un acido nucleico guia o
una proteina editora.
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El complejo de proteina editora-acido nucleico guia se puede administrar o introducir en un sujeto como un
complejo de un acido nucleico guia que tiene una forma de ADN, ARN o una mezcla de los mismos y una
proteina editora que tiene una forma de péptido, polipéptido o proteina.

Ademas, un componente adicional capaz de aumentar o inhibir la eficiencia del complejo de proteina editora-
acido nucleico guia puede administrarse o introducirse en un sujeto mediante diversos métodos de
administracién y en diversas formas.

i) Administracién en forma de ADN, ARN o mezcla de los mismos.

La forma de ADN, ARN o una mezcla de los mismos, que codifica el 4cido nucleico guia y/o la proteina editora
puede administrarse o introducirse en un sujeto mediante un método conocido en la técnica.

O, la forma de ADN, ARN o una mezcla de los mismos, que codifica el 4cido nucleico guia y/o la proteina
editora, puede administrarse o introducirse en un sujeto mediante un vector, un no vector o una combinacién
de los mismos.

El vector puede ser un vector viral o no viral (por ejemplo, un plasmido).
El no vector puede ser ADN desnudo, un complejo de ADN o ARNm.
Introduccién basada en vectores

La secuencia de acido nucleico que codifica el acido nucleico guia y/o la proteina editora puede administrarse
o introducirse en un sujeto mediante un vector.

El vector puede incluir una secuencia de 4cido nucleico que codifica un acido nucleico guia y/o una proteina
editora.

Por ejemplo, el vector puede incluir simultaneamente secuencias de acidos nucleicos, que codifican el acido
nucleico guia y la proteina editora, respectivamente.

Por ejemplo, el vector puede incluir la secuencia de acido nucleico que codifica el acido nucleico guia.

A modo de ejemplo, los dominios incluidos en el acido nucleico guia pueden estar contenidos todos en un
vector, o pueden dividirse y luego estar contenidos en diferentes vectores.

Por ejemplo, el vector puede incluir la secuencia de 4cido nucleico que codifica la proteina editora.

En un ejemplo, en el caso de la proteina editora, la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina editora
puede estar contenida en un vector, o puede dividirse y luego estar contenida en varios vectores.

El vector puede incluir uno o méas componentes reguladores/de control.

Aqui, los componentes reguladores/de control pueden incluir un promotor, un potenciador, un intrén, una sefial
de poliadenilacién, una secuencia de consenso de Kozak, un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES), un
aceptor de empalme y/o una secuencia 2A.

El promotor puede ser un promotor reconocido por la ARN polimerasa |l
El promotor puede ser un promotor reconocido por la ARN polimerasa Ill.
El promotor puede ser un promotor inducible.

El promotor puede ser un promotor especifico del sujeto.

El promotor puede ser un promotor viral o no viral.

El promotor puede utilizar un promotor adecuado seglin una regién de control (que es una secuencia de
acido nucleico que codifica un 4cido nucleico guia o una proteina editora).

Por ejemplo, un promotor util para el acido nucleico guia puede ser un promotor H1, EF-1a, ARNt o U6. Por
ejemplo, un promotor Util para la proteina editora puede ser un promotor CMV, EF-1a, EFS, MSCV, PGK o
CAG.

El vector puede ser un vector viral o un vector viral recombinante.
El virus puede ser un virus de ADN o un virus de ARN.

Aqui, el virus de ADN puede ser un virus de ADN bicatenario (ADNbc) o un virus de ADN monocatenario
(ADNmc).
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Aqui, el virus ARN puede ser un virus ARN monocatenario (ARNbc).

El virus puede ser un retrovirus, un lentivirus, un adenovirus, un virus adenoasociado (AAV), un virus vaccinia,
un poxvirus o un virus del herpes simple, pero la presente invencién no se limita a ellos.

Generalmente, el virus puede infectar a un huésped (por ejemplo, células), introduciendo asi un acido nucleico
que codifica la informacién genética del virus en el huésped o insertando un 4cido nucleico que codifica la
informacién genética en el genoma del huésped. El acido nucleico guia y/o la proteina editora pueden
introducirse en un sujeto utilizando un virus que tenga dicha caracteristica. El acido nucleico guia y/o la proteina
editora introducidos mediante el virus pueden expresarse temporalmente en el sujeto (por ejemplo, células).
Alternativamente, el 4cido nucleico guia y/o la proteina editora introducida utilizando el virus pueden expresarse
continuamente en un sujeto (por ejemplo, células) durante un largo tiempo (por ejemplo, 1, 2 0 3 semanas, 1,
2, 3,6 09 meses, 102 afios, o de forma permanente).

La capacidad de empaquetamiento del virus puede variar desde al menos 2 kb hasta 50 kb segln el tipo de
virus. Dependiendo de dicha capacidad de empaquetamiento, se puede disefiar un vector viral que incluya un
acido nucleico guia o una proteina editora o un vector viral que incluya tanto un acido nucleico guia como una
proteina editora. Alternativamente, se puede disefiar un vector viral que incluya un acido nucleico guia, una
proteina editora y componentes adicionales.

En un ejemplo, una secuencia de acido nucleico que codifica un acido nucleico guia y/o una proteina editora
puede ser suministrada o introducida por un lentivirus recombinante.

En otro ejemplo, una secuencia de acido nucleico que codifica un acido nucleico guia y/o una proteina editora
puede ser suministrada o introducida por un adenovirus recombinante.

En todavia otro ejemplo, una secuencia de &cido nucleico que codifica un &cido nucleico guia y/o una proteina
editora puede ser suministrada o introducida por AAV recombinante.

En todavia otro ejemplo, una secuencia de &cido nucleico que codifica un &cido nucleico guia y/o una proteina
editora puede ser suministrada o introducida por un virus hibrido, por ejemplo, uno o més hibridos de los virus
aqui enumerados.

Introduccién basada en no vectores

Una secuencia de acido nucleico que codifica un acido nucleico guia y/o una proteina editora puede
administrarse o introducirse en un sujeto utilizando un no vector.

El no vector puede incluir una secuencia de 4cido nucleico que codifica un acido nucleico guia y/o una proteina
editora.

El no vector puede ser ADN desnudo, un complejo de ADN, ARNm o una mezcla de ellos.

El no vector puede administrarse o introducirse en un sujeto mediante electroporacién, bombardeo de
particulas, sonoporacién, magnetofeccion, compresién o exprimido transitorio de células (por ejemplo, descrito
en la literatura [Lee, et al, (2012) Nano Lett.,, 12, 6322-6327]), transfeccién mediada por lipidos, un dendrimero,
nanoparticulas, fosfato de calcio, silice, un silicato (Ormosil) 0 una combinacién de los mismos.

A modo de ejemplo, la administracién mediante electroporaciéon se puede realizar mezclando células y una
secuencia de acido nucleico que codifica un acido nucleico guia y/o una proteina editora en un cartucho,
camara o cubeta, y aplicando estimulos eléctricos con una duracién y amplitud predeterminadas a las células.

En otro ejemplo, el no vector puede administrarse mediante nanoparticulas. Las nanoparticulas pueden ser
nanoparticulas inorganicas (por ejemplo, nanoparticulas magnéticas, silice, etc.) o nanoparticulas organicas
(por ejemplo, un lipido recubierto de polietilenglicol (PEG), etc.). La superficie exterior de las nanoparticulas
puede conjugarse con un polimero cargado positivamente que se puede adherir (por ejemplo, polietilenimina,
polilisina, poliserina, etc.).

i) Administracion en forma de péptido, polipéptido o proteina.

Una proteina editora en forma de péptido, polipéptido o proteina puede administrarse o introducirse en un
sujeto mediante un método conocido en la técnica.

La forma de péptido, polipéptido o proteina se puede administrar o introducir en un sujeto mediante
electroporacion, microinyeccién, compresiéon o exprimido transitorio de células (por ejemplo, descrito en la
literatura [Lee, et al, (2012) Nano Lett., 12, 6322-6327]), mediada por transfeccién de lipidos, nanoparticulas,
un liposoma, administracion mediada por péptidos o una combinacién de los mismos.

El péptido, polipéptido o proteina puede administrarse con una secuencia de acido nucleico que codifica un
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acido nucleico guia.

En un ejemplo, la transferencia a través de electroporacién se puede realizar mezclando células en las que se
introducira la proteina editora con o sin un acido nucleico guia en un cartucho, cdmara o cubeta, y aplicando
estimulos eléctricos con una duracién y amplitud predeterminadas a las células.

i) Administracién en forma de mezcla de 4cido nucleico-proteina.

El 4cido nucleico guia y la proteina editora pueden administrarse o introducirse en un sujeto en forma de un
complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

Por ejemplo, el acido nucleico guia puede ser ADN, ARN o una mezcla de ellos. La proteina editora puede ser
un péptido, un polipéptido o una proteina.

En un ejemplo, el acido nucleico guia y la proteina editora pueden administrarse o introducirse en un sujeto en
forma de un complejo de proteina editora-acido nucleico guia que contiene un acido nucleico guia de tipo ARN
y una proteina editora de tipo proteina, es decir, una ribonucleoproteina (RNP).

En la presente invencién, como una realizacién de un método para administrar el 4cido nucleico guia y/o la
proteina editora a un sujeto, se describird a continuacién la administracién de ARNg, una enzima CRISPR o un
complejo de enzima ARNg-CRISPR.

8. Transformante

El término "transformante” se refiere a un organismo en el que se introduce un acido nucleico guia, una proteina
editora o un complejo de proteina editora-acido nucleico guia, un organismo en el que se expresa un acido
nucleico guia, una proteina editora o un complejo de proteina editora-acido nucleico guia, o un espécimen o
muestra obtenida del organismo.

El transformante puede ser un organismo en el que se introduce un acido nucleico guia, una proteina editora
o un complejo de proteina editora-acido nucleico guia en forma de ADN, ARN o una mezcla de ellos.

Por ejemplo, el transformante puede ser un organismo en el que se introduce un vector que incluye una
secuencia de acido nucleico que codifica un &cido nucleico guia y/o una proteina editora. Aqui, el vector puede
ser un vector no viral, un vector viral o un vector viral recombinante.

En otro ejemplo, el transformante puede ser un organismo en el que se introduce una secuencia de acido
nucleico que codifica un acido nucleico guia y/o una proteina editora en una forma no vectorial. Aqui, el no
vector puede ser ADN desnudo, un complejo de ADN, ARNm o una mezcla de ellos.

El transformante puede ser un organismo en el que se introduce un acido nucleico guia, una proteina editora
o un complejo de proteina editora-acido nucleico guia en forma de péptido, polipéptido o proteina.

El transformante puede ser un organismo en el que se introduce un acido nucleico guia, una proteina editora
o un complejo de proteina editora-acido nucleico guia en forma de ADN, ARN, un péptido, un polipéptido, una
proteina o una mezcla de ellos.

Por ejemplo, el transformante puede ser un organismo en el que se introduce un complejo de proteina editora-
acido nucleico guia que incluye un acido nucleico guia de tipo ARN y una proteina editora de tipo proteina.

El transformante puede ser un organismo que incluye un acido nucleico, gen, cromosoma o proteina diana del
complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

El organismo puede ser una célula, un tejido, una planta, un animal o un humano.
Las células pueden ser células procariotas o células eucariotas.

Las células eucariotas pueden ser células vegetales, células animales o células humanas, pero la presente
invencién no se limita a ellas.

El tejido puede ser tejido corporal animal o humano, como piel, higado, rifidn, corazén, pulmén, cerebro o tejido
muscular.

El transformante puede ser un organismo en el que se introduce o expresa un acido nucleico guia, una proteina
editora o un complejo de proteina editora-a4cido nucleico guia, o un espécimen o muestra obtenida del
organismo.

La muestra puede ser saliva, sangre, tejido cutdneo, células cancerosas o células madre.

Ademas, en una realizacidn, la presente invencién proporciona un complejo de proteina editora-acido nucleico
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guia, que se utiliza para la modificacién de acidos nucleicos en los sitios objetivo del gen DGKA y/o DGKZ.

En particular, se pueden proporcionar moléculas de ARNg que contienen un dominio capaz de formar un enlace
complementario con un sitio objetivo de un gen (por ejemplo moléculas de ARNg aisladas o de origen no natural
y los ADN que las codifican. Las secuencias de las moléculas de ARNg y los ADN que las codifican pueden
disefiarse de modo que estas secuencias puedan tener una unién complementaria con las secuencias del sitio
objetivo de la Tabla 1.

Ademas, los sitios diana de las moléculas de ARNg estan constituidos de tal manera que se proporciona un
tercer factor inmunorregulador, en el que el tercer factor inmunorregulador est4 asociado con el cambio en la
posicién diana de una célula inmune (por ejemplo roturas de doble cadena o roturas de cadena simple); o tiene
una funcién especifica en la posicién diana, en el gen DGKA y/o DGKZ.

Ademés, cuando se utilizan dos 0 mas ARNg para localizar dos 0 mas eventos de escisién (por ejemplo roturas
de cadenas dobles o de cadenas simples) en un acido nucleico diana, dos 0 més eventos de escisiéon pueden
ser generados por las mismas o diferentes proteinas Cas9.

Los ARNg pueden ser, por ejemplo,
pueden ser capaces de direccionar dos genes de los genes DGKA y DGKZ,
pueden ser capaces de direccionar dos 0 mas sitios dentro de cada uno de los genes DGKA y/o DGKZ;

pueden ser capaces de inducir de forma independiente la escisién de una cadena doble y/o cadena sencilla
del gen DGKA y/o DGKZ; o

pueden ser capaces de inducir la insercién de uno o0 mas nucleétidos exdégenos en el sitio de escisiéon del gen
DGKA y/o DGKZ.

Ademas, en otra realizacidn de la presente invencion, el acido nucleico que constituye un complejo de proteina
editora-acido nucleico guia puede incluir:

(a) una secuencia que codifica una molécula de ARNg que incluye un dominio guia complementario a una
secuencia del sitio objetivo en el gen DGKA y/o DGKZ como se divulga en este documento; y

(b) una secuencia que codifica una proteina editora.

En particular, pueden estar presentes dos 0 mas en (a) segun el sitio objetivo, y pueden usarse proteinas
editoras homélogas o dos o0 més en (b).

En una realizacién, el acido nucleico estd constituido de modo que se direccione a una proteina editora
enziméticamente inactiva, que esta lo suficientemente cerca de la posicién objetivo de eliminaciéon de una célula
inmune, o una proteina de fusién de la misma (por ejemplo una fusién de dominios represores de la
transcripcién), para reducir, disminuir o inhibir la expresién del gen DGKA y/o DGKZ.

Ademas, en una realizacién de la presente invencién, la manipulacién de los genes expresados por las células
inmunes (por ejemplo, gen DGKA y/o DGKZ) por un complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede
estar mediada por cualquier mecanismo.

Ejemplos del mecanismo incluyen, pero no se imitan a, unién de extremos no homdélogos (NHEJ), unién de
extremos mediada por microhomologia (MMEJ) y reparacién dirigida por homologia (HDR), recocido de cadena
dependiente de sintesis (SDSA), o penetracién de cadena Unica.

Ademas, serd evidente que todas las caracteristicas de la estructura, funcién y utilizacién del complejo de
proteina editora-4cido nucleico guia descrito anteriormente pueden usarse para la manipulaciéon del gen DGKA
y/o DGKZ.

El factor del sistema inmunitario, que es el producto resultante obtenido utilizando el "complejo de proteina
editora-acido nucleico guia", puede ser, por ejemplo, un gen manipulado, un producto expresado por el gen
manipulado, una célula, una composicién, un transformante, etc. que contiene el mismo.

El factor del sistema inmunitario puede ser un gen inmunorregulador manipulado artificialmente por un complejo
de proteina editora-4cido nucleico guia, o una proteina expresada del mismo; y una célula que lo contenga.

El factor del sistema inmunitario puede ser un gen inmunorregulador manipulado genéticamente por un
complejo de proteina editora-acido nucleico guia, o una proteina expresada del mismo; y una célula que lo
contenga.

El factor del sistema inmunitario puede ser una secuencia de acidos nucleicos 0 una secuencia de aminoéacidos
de un gen inmunorregulador manipulado genéticamente por un complejo de proteina editora-4cido nucleico
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guia.

El factor del sistema inmunitario puede ser un gen inmunorregulador manipulado genéticamente por un
complejo de proteina editora-acido nucleico guia; una proteina expresada del mismo; una célula que contiene
el factor y/o proteina inmunorregulador manipulados; o una composicién que contiene el factor, proteina y/o
célula inmunorregulador manipulados.

El factor del sistema inmunitario puede ser un transformante, que se forma mediante la introduccién de uno o
méas de los siguientes: un gen inmunorregulador manipulado genéticamente por un complejo de proteina
editora-acido nucleico guia; una proteina expresada del mismo; una célula que contiene el factor y/o proteina
inmunorregulador manipulados; o una composicién que contiene el factor, proteina y/o célula inmunorregulador
manipulados.

El factor inmune, que es un producto resultante obtenido utilizando el complejo de proteina editora-acido
nucleico guia, puede incluir independientemente dos 0 mas de cada uno de los factores, y puede incluir ademéas
dos o mas por factor.

Por ejemplo,

el factor inmune puede proporcionarse en una forma que incluya simultdneamente dos o méas entre el gen
inmunorregulador manipulado artificialmente, una proteina expresada del mismo y una célula que lo contenga;

manipulados artificialmente, se pueden proporcionar simultaneamente uno o dos o mas tipos de genes
reguladores inmunolégicos;

manipuladas artificialmente, se pueden proporcionar simultdneamente uno o dos o mas tipos de proteinas
reguladoras inmunitarias;

manipuladas artificialmente, se pueden proporcionar simultdneamente uno o dos o mas tipos de células
inmunes; y

se puede proporcionar simultdineamente una combinacién de dos o0 mas de los factores inmunes manipulados
artificialmente.

Los ejemplos preferidos del factor del sistema inmunitario, que es el producto obtenido utilizando un "complejo
de proteina editora-4cido nucleico guia", pueden tener las siguientes constituciones.

En una realizacidén, cuando el factor inmunorregulador es un gen, la constitucién del gen inmunorregulador
manipulado artificialmente por un complejo de proteina editora-acido nucleico guia puede incluir:

en una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM) en una secuencia de &cido nucleico que
constituye el gen inmunorregulador o en una regién de secuencia de nucleétidos continua de 1 pb a 50 pb, de
1 pb a 40 pb, de 1 pb a 30 pb y preferiblemente de 3 pb a 25 pb adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de
la misma, una o mas modificaciones de acido nucleico entre:

deleciéon o insercién de uno 0 mas nucleétidos;
sustitucién con uno o mas nucleétidos diferentes de un gen de tipo salvaje; y
insercién de uno 0 mas nucleétidos extrafios.

Ademas, la constitucién del gen inmunorregulador manipulado artificialmente por un complejo de proteina
editora-acido nucleico guia puede incluir una modificacién quimica de uno o mas nucleétidos en una secuencia
de 4cido nucleico que constituye el gen inmunorregulador.

En particular, el término "nucleétido extrafio" es un concepto que incluye todos aquellos producidos desde el
exterior (por ejemplo nucleétidos derivados de un bioorganismo heterélogo o nucleétidos sintetizados
artificialmente), no aquellos nucledtidos que posee un gen inmunorregulador. El nucleétido extrafio incluye no
sélo un oligonucleétido de tamafio pequefio de 50 pb 0 menos, sino también un nucledtido de gran tamafio (por
ejemplo unos pocos cientos, unos pocos miles o unas pocas decenas de miles de pb) para la expresién de una
proteina con una funcién especifica. A ese "nucleétido extrafio" se le puede llamar donante.

La modificacion quimica incluye metilacion, acetilacion, fosforilacién, ubiquitinacién, ADP-ribosilacién,
miristilacién y glicosilacion, por ejemplo parte del grupo funcional del nucleétido esta sustituido con, pero no se
limita a, uno cualquiera de un 4tomo de hidrégeno, un atomo de fltor, un grupo -O-alquilo, un grupo -O-acilo y
un grupo amino. Ademés, para aumentar la capacidad de transferencia de una molécula de acido nucleico,
parte del grupo funcional del nucleétido puede sustituirse por cualquiera de los siguientes: -Br, -C1, -R, -R'OR,
-SH, -SR, -N3 y -CN (R= alquilo, arilo, alquileno). Ademas, una cadena principal de fosfato de al menos un
nucleétido se sustituye con cualquiera de la forma alquilfosfonato, forma fosforoamidato y forma boranofosfato.
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Ademas, la modificacién quimica puede caracterizarse porque al menos un nucleétido incluido en la molécula
de A&cido nucleico se sustituye con cualquiera entre acido nucleico bloqueado (LNA), acido nucleico
desbloqueado (UNA), morfolino y acido nucleico peptidico (PNA), y la modificacién quimica puede
caracterizarse porque la molécula de &cido nucleico estd unida a uno o mas seleccionados del grupo que
consiste en lipidos, péptidos que penetran en las células y ligandos de direccionamiento celular.

Para formar un sistema inmunitario deseado, un &cido nucleico que constituye artificialmente un gen
inmunorregulador puede ser modificado por un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

El sitio, que es capaz de formar un sistema inmunitario deseado, que contiene la modificacién del acido nucleico
de un gen inmunorregulador, se denomina secuencia diana o sitio objetivo.

La "secuencia diana" puede ser un objetivo de un complejo de proteina editora-acido nucleico guia, y la
secuencia diana puede incluir, pero no se limita a, una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador
(PAM) reconocida por la proteina editora. La secuencia diana puede proporcionar al médico criterios
importantes para el disefio de un acido nucleico guia.

Tal modificacién del acido nucleico incluye la "escisién" de un &cido nucleico.

La "escisién" en un sitio objetivo se refiere a una rotura de la cadena principal covalente de un polinucleétido.
La escision puede incluir, pero no se limita a, hidrélisis enzimética o quimica de un enlace fosfodiéster, y puede
realizarse mediante varios otros métodos. Puede ser posible tanto la escisién de una cadena simple como la
escisién de una cadena doble, y la escisiéon de una cadena doble puede ocurrir como resultado de la escisién
de dos cadenas simples distintas. La escisién de hebras dobles puede producir extremos romos o escalonados.

Cuando se utiliza una proteina editora inactivada, se pueden inducir factores que poseen una funcién especifica
para que se ubiquen cerca de cualquier parte del sitio objetivo o del gen inmunorregulador, sin el proceso de
escisién. Dependiendo de esta funcién particular, la modificacién quimica de uno o més nucledtidos puede
incluirse en la secuencia de &cido nucleico de un gen inmunorregulador.

Pueden ocurrir diversas deleciones y eliminaciones (indel) debido a la actividad objetivo y no objetivo a través
de la escisién de un acido nucleico formado por un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

El término "indel" se refiere colectivamente a una mutacién en la que se insertan o delecionan algunos
nucleétidos en la secuencia de nucleétidos del ADN.

Como se describié anteriormente, cuando un complejo de proteina editora-acido nucleico guia escinde el 4cido
nucleico (ADN, ARN) de un gen inmunorregulador, un indel puede ser uno que se introduce en una secuencia
diana en el proceso de reparacién por recombinacién homéloga o mecanismo de unién de extremos no
homélogos (NHEJ).

El gen inmunorregulador manipulado artificialmente de la presente invencién significa uno en el que la
secuencia de acido nucleico del gen original fue modificada por escision e indel del 4cido nucleico, insercién
de un donante, etc,, y el gen inmunorregulador manipulado artificialmente contribuye al establecimiento de un
sistema inmunitario deseado (por ejemplo exhibicién del efecto de promover o suprimir o complementar
funciones inmunes especificas).

Por ejemplo, la expresion y actividad de una proteina especifica puede ser promovida por el gen
inmunorregulador manipulado artificialmente.

Una proteina especifica puede ser inactivada por el gen inmunorregulador manipulado artificialmente.

En un ejemplo, los sitios objetivo especificos de los genes inmunorreguladores que regulan negativamente la
respuesta inmune en el genoma (por ejemplo, gen DGKA (Dgka) y/o DGKAZ (Dgkl) se pueden escindir para
inactivar estos genes.

En otro ejemplo, para la alteracién de la transcripcién, por ejemplo, para bloquear, disminuir o reducir la
transcripcién del gen DGKA (Dgka) y/o DGKAZ (Dgkg), la inactivacion direccionada puede mediarse
direccionando una proteina editora, que estéa fusionada a un dominio represor de la transcripcién o una proteina
de modificacién de la cromatina y es enzimaticamente inactiva.

La actividad de las células inmunes puede ser regulada por el gen inmunorregulador manipulado artificialmente.
Se pueden regular la proliferacidén, supervivencia, citotoxicidad, infiltracién, liberacién de citoquinas de las
células inmunes, etc.

Pueden obtenerse efectos terapéuticos (por ejemplo funcién inmune, funcién antitumoral, funcién
antiinflamatoria, etc.) mediante el gen inmunorregulador manipulado artificialmente.

Dependiendo de las caracteristicas constitucionales de un complejo de proteina editora-acido nucleico guia,
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las principales secuencias PAM que posee el sitio objetivo del gen inmunorregulador pueden variar.

A continuacién, se describira la presente invencién con respecto a ejemplos representativos de proteinas
editoras y genes inmunorreguladores, pero estas realizaciones son solo para fines de ilustracién especificos y
la presente invencién no se limita a estas realizaciones.

Por ejemplo, cuando la proteina editora es una proteina Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes, la
secuencia PAM puede ser 5-NGG-3' (N es A, T, G o C); y la region de secuencia de nucleétidos que se va a
escindir (sitio objetivo) puede ser una regién de secuencia de nucleétidos con una longitud continua de 1 pb a
25 pb (por ejemplo 17 pb a 23 pb 0 21 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia
5'-NGG-3' dentro de un gen diana.

Se pueden proporcionar genes reguladores inmunolégicos manipulados artificialmente (por ejemplo genes
DGKA y genes DGKZ manipulados artificialmente) debido a las siguientes modificaciones en los genes
reguladores inmunolégicos:

a) delecién de uno o més nucleédtidos en una regién de secuencia de nucleétidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo &' y/o al extremo 3' de la secuencia ' NGG'(Nes A, T, Co

b) sustitucién de uno o mas nucleétidos con uno o més nucleétidos, que son diferentes de un gen de tipo
salvaje, en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 25 pb continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb)
adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NGG';

¢) insercién de uno o mas nucledtidos en una regién de secuencia de nucleétidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NGG'; o

d) una combinacién de dos o mas seleccionados entre a) a c).

Se divulga aqui, por ejemplo, cuando la proteina editora es una proteina Cas9 derivada de Campylobacter
Jejuni, la secuencia PAM puede ser 5-NNNNRYAC-3' (N es cada uno independientemente A, T, Co G, Res A
0G, eYesCoT)y laregién de secuencia de nucleétidos que se va a escindir (sitio objetivo) puede ser una
regiéon de secuencia de nucleétidos con un 1 pb a 25 pb continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb 0 21 pb a 23 pb)
adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 5'-NNNNRYAC-3' dentro de un gen diana.

Se pueden proporcionar genes reguladores inmunolégicos manipulados artificialmente (por ejemplo genes PD-
1 manipulados artificialmente, gen CTLA-4, gen TNFAIP3, gen DGKA, gen DGKZ, gen Fas, gen EGR2, gen
PPP2R2D, gen PSGL-1, gen KDMBA y gen TET2) debido a las siguientes modificaciones en los genes
reguladores inmunolégicos:

a') delecién de uno o mas nucleétidos en una regiéon de secuencia de nuclebtidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNNNRYAC' (N es
independientemente A, T, Co G, ResAoG eYesCoT),

b") sustitucion de uno o mas nucledtidos con uno o méas nucleétidos, que son diferentes de un gen de tipo
salvaje, en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 25 pb continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb)
adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNNNRYAC';

(c') insercidn de uno o mas nucleédtidos en una regién de secuencia de nucleétidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNNNRYAC'; o

d') una combinacién de dos 0 mas seleccionados de a')a c').

Se divulga aqui, por ejemplo, cuando la proteina editora es una proteina Cas9 derivada de Streptococcus
thermophilus, la secuencia PAM puede ser 5'-NNAGAAW-3' (N es cada uno independientemente A, T, C 0 G,
yWes AoT) ylaregiéon de secuencia de nucleétidos que se va a escindir (sitio objetivo) puede ser una regién
de secuencia de nucledtidos con un 1 pb a 25 pb continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb 0 21 pb a 23 pb)
adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 5'-NNAGAAW-3' dentro de un gen diana.

Se pueden proporcionar genes reguladores inmunolégicos manipulados artificialmente (por ejemplo genes PD-
1 manipulados artificialmente, gen CTLA-4, gen TNFAIP3, gen DGKA, gen DGKZ, gen Fas, gen EGR2, gen
PPP2R2D, gen PSGL-1, gen KDMBA y gen TET2) debido a las siguientes modificaciones en los genes
reguladores inmunolégicos:

a") delecién de uno o mas nucleétidos en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNAGAAW (N es cada
uno independientemente A, T, Co G, yWes Ao T),

b") sustitucién de uno o méas nuclebtidos con uno o mas nucleétidos, que son diferentes de un gen de tipo
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salvaje, en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 25 pb continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb)
adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNAGAAW,

¢") insercién de uno o mas nucleétidos en una regién de secuencia de nucleétidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNAGAAW; o

d") una combinacién de dos 0 mas seleccionados de a") a ¢").

Se divulga aqui, por ejemplo, cuando la proteina editora es una proteina Cas9 derivada de Neisseria
meningitidis, la secuencia PAM puede ser 5-NNNNGATT-3' (N es cada uo independientemente A, T, C o G);
y la regién de secuencia de nucleétidos que se va a escindir (sitio objetivo) puede ser una regidén de secuencia
de nucledtidos con un 1 pb a 25 pb continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb 0 21 pb a 23 pb) adyacente al extremo
5'y/o al extremo 3' de la secuencia 5-NNNNGATT-3' dentro de un gen diana.

Se pueden proporcionar gnes reguladores inmunolégicos manipulados artificialmente (por ejemplo genes PD-
1 manipulados artificialmente, gen CTLA-4, gen TNFAIP3, gen DGKA, gen DGKZ, gen Fas, gen EGR2, gen
PPP2R2D, gen PSGL-1, gen KDMBA y gen TET2) debido a las siguientes modificaciones en los genes
reguladores inmunolégicos:

a") delecién de uno o méas nucleétidos en una regién de secuencia de nucleétidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNNNGATT' (N es cada
uno independientemente A, T, C o0 G),

b"") sustitucién de uno o mas nucleétidos con uno o mas nucleétidos, que son diferentes de un gen de tipo
salvaje, en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 25 pb continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb)
adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNNNGATT",

¢") insercién de uno o mas nucledtidos en una regién de secuencia de nucleétidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) ubicado adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 'NNNNGATT',
0

d") una combinacién de dos 0 mas seleccionados de a"') a ¢").

Se divulga aqui, por ejemplo, cuando la proteina editora es una proteina Cas9 derivada de Staphylococcus
aureus, la secuencia PAM puede ser 5'-NNGRR(T)-3' (N es cada uno independientemente A, T, Co G, Res A
0 G, y (T) es cualquier secuencia que se pueda incluir opcionalmente); y la regién de secuencia de nucleétidos
que se va a escindir (sitio objetivo) puede ser una regién de secuencia de nucleétidos con un 1 pb a 25 pb
continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb 0 21 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' 0 al extremo 3' de la secuencia
5-NNGRR(T)-3' dentro de un gen diana.

Se pueden proporcionar gnes reguladores inmunolégicos manipulados artificialmente (por ejemplo genes PD-
1 manipulados artificialmente, gen CTLA-4, gen TNFAIP3, gen DGKA, gen DGKZ, gen Fas, gen EGR2, gen
PPP2R2D, gen PSGL-1, gen KDMBA y gen TET2) debido a las siguientes modificaciones en los genes
reguladores inmunolégicos:

a"') delecién de uno o mas nucleétidos en una regién de secuencia de nucleétidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 5'-NNGRR(T)-3' (N es
cada uno independientemente A, T,Co G, ResA0oG,y;YesCoT),

b"™) sustitucién de uno o méas nucleétidos con uno o mas nucleétidos, que son diferentes de un gen de tipo
salvaje, en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 25 pb continuos (por ejemplo 17 pb a 23 pb)
adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 5'-NNGRR(T)-3",

c¢"") insercién de uno o mas nucledtidos en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 25 pb continuos
(por ejemplo 17 pb a 23 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 5-NNGRR(T)-3'; o

d"™) una combinacién de dos 0 més seleccionados de a"') a c").

En este documento se divulga, por ejemplo, cuando se utiliza una proteina Cpf1l como proteina editora, la
secuencia PAM puede ser 5'-TTN-3' (N es A, T, C 0 G); y la regiéon de secuencia de nuclebtidos que se va a
escindir (sitio objetivo) puede ser una regidén de secuencia de nucleétidos con un 10 pb a 30 pb continuos (por
ejemplo 15 pb a 26 pb, 17 pb a 30 pb 0 17 pb a 26 pb) adyacentes al extremo 5' 0 al extremo 3' de la secuencia
5'-TTN-3' dentro de un gen diana.

La proteina Cpf1 puede ser una derivada de un microorganismo tales como Parcubacteria bacterium (GWC201
1_GWC2_44 17), Lachnospiraceae bacterium (MC2017), Butyrivibrio proteoclasiicus, Peregrinibacteria
bacterium (GW2011_GWA_33_10), Acidaminococcus sp. (BV3L6), Porphyromonas macacae,
Lachnospiraceae bacterium (ND2006), Porphyromonas crevioricanis, Prevotella disiens, Moraxella bovoculi
(237), Smiihella sp. (SC_KO8DI7), Leptospira inadai, Lachnospiraceae bacterium (MA2020), Francisella
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novicida (U112), Candidatus Methanoplasma termitum, Eubacterium eligens, etc.), y por ejemplo, aquellas
derivadas de Parcubacteria bacterium (GWC2011 _GWC2_44 17), Peregrinibacteria bacterium
(GW2011_GWA_33_10), Acidaminococcus sp. (BV3L6), Porphyromonas macacae, Lachnhospiraceae
bacterium (ND2006), Porphyromonas crevioricanis, Prevotella disiens, Moraxella bovoculi (237), Leptospira
inadai, Lachnospiraceae bacterium (MA2020), Francisella novicida (U112), Candidatus Methanoplasma
termitum, or Eubacterium eligens, pero el microorganismo no se limita a ello.

Se pueden proporcionar gnes reguladores inmunolégicos manipulados artificialmente (por ejemplo genes PD-
1 manipulados artificialmente, gen CTLA-4, gen TNFAIP3, gen DGKA, gen DGKZ, gen Fas, gen EGR2, gen
PPP2R2D, gen PSGL-1, gen KDMBA y gen TET2) debido a las siguientes modificaciones en los genes
reguladores inmunolégicos:

a"") delecién de uno o més nucleétidos en una regidén de secuencia de nucleétidos de 10 pb a 30 pb continuos
(por ejemplo 15 pb a 26 pb) adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 5-TTN-3' (Nes A, T, C
o G);

b"™") sustitucidén de uno o mas nucledtidos con uno o mas nucleétidos, que son diferentes de un gen de tipo
salvaje, en una regién de secuencia de nucleétidos de 10 pb a 30 pb continuos (por ejemplo 15 pb a 26 pb)
adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 5'-TTN-3";

¢"") insercién de uno o mas nucleétidos en una regién de secuencia de nucleétidos de 10 pb a 30 pb continuos
(por ejemplo 15 pb a 26 pb) ubicado adyacente al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia 5-TTN-3'; o

d"") una combinacién de dos 0 més seleccionados de a"") a c"").

En ofra realizacién, cuando el factor inmunorregulador es una proteina, la proteina manipulada artificialmente
puede incluirtodas las proteinas involucradas en una respuesta inmune nueva o alterada formada por la accidén
directa/indirecta de un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

Por ejemplo, el factor inmunorregulador puede ser, pero no esté limitado a, una proteina expresada por un gen
inmunorregulador manipulado artificialmente por un complejo de proteina editora-4cido nucleico guia, u otras
proteinas en las que la expresién aumenta o disminuye por la influencia de la actividad de la proteina.

La proteina inmunorreguladora manipulada artificialmente puede tener una constitucién y una actividad de
aminoécidos correspondientes a las de los genes inmunorreguladores manipulados artificialmente.

En una realizacion, (i) Se puede proporcionar una proteina manipulada artificialmente cuyas caracteristicas de
expresion estan alteradas.

Por ejemplo, las modificaciones de proteinas que tienen una de las siguientes caracteristicas pueden incluirse
en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 50 pb, de 1 pb a 40 pb, de 1 pb a 30 pb y, preferiblemente,
de 3 pb a 25 pb continuos, ubicada en la secuencia del motivo adyacente al protoespaciador (PAM) o adyacente
al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia PAM dentro de la secuencia de acido nucleico de un gen
inmunorregulador;

una disminucién o aumento en la cantidad de expresion debido a la delecién o insercién de uno o mas
nucleétidos;

una disminucién o aumento en la cantidad de expresién debido a la sustitucion con una o mas nucleétidos
diferentes del gen de tipo salvaje;

una disminucién o aumento en el nivel de expresion debido a la insercién de uno 0 mas nucleétidos extrafios,
0 una expresion de una proteina de fusién o expresién independiente de una proteina especifica; y

una disminucién o aumento en el nivel de expresién de una tercera proteina que se ve afectada por las
caracteristicas de expresién de las proteinas descritas anteriormente.

(i) Se puede proporcionar una proteina manipulada artificialmente en la que se hayan modificado las
caracteristicas estructurales.

Por ejemplo, las modificaciones de proteinas que tienen una de las siguientes caracteristicas pueden incluirse
en una regién de secuencia de nucledtidos de 1 pb a 50 pb, de 1 pb a 40 pb, de 1 pb a 30 pb y, preferiblemente,
de 3 pb a 25 pb continuos, ubicada en la secuencia del motivo adyacente al protoespaciador (PAM) o adyacente
al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia PAM dentro de la secuencia de acido nucleico de un gen
inmunorregulador;

cambios en los codones, cambios en los aminoacidos y cambios en las estructuras tridimensionales debido a
la delecién o insercién de uno o mas nucleétidos;
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cambios en los codones, cambios en los aminoacidos y cambios subsiguientes en las estructuras
tridimensionales debido a la sustitucién con uno o mas nucleétidos diferentes del gen de tipo salvaje;

cambios en los codones, cambios en los aminoacidos y cambios en las estructuras tridimensionales debido a
la insercién de uno o mas nucleétidos extrafios, o una estructura de fusién con una proteina especifica o una
estructura independiente en la que se separa una proteina especifica; y

cambios en los codones, cambios en los aminoacidos y cambios en las estructuras tridimensionales de una
tercera proteina afectada por una proteina en la que se modifican las caracteristicas estructurales descritas
anteriormente.

(iii) Se puede proporcionar una proteina manipulada artificialmente en la que se modifiquen las caracteristicas
de las funciones inmunes.

Por ejemplo, las modificaciones de proteinas que tienen una de las siguientes caracteristicas se pueden incluir
en una regién de secuencia de nucleétidos de 1 pb a 50 pb, 1 pb a 40 pb, 1 pb a 30 pb y, preferiblemente, 3
pb a 25 pb continuos, ubicada en la secuencia del motivo adyacente al protoespaciador (PAM) o adyacente al
extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia PAM dentro de la secuencia de é&cido nucleico de un gen
inmunorregulador;

activacién o inactivaciéon de funciones inmunes especificas o introduccién de nuevas funciones inmunes
mediante modificaciéon de proteinas debido a la delecién o insercidn de uno o mas nucledtidos;

activacién o inactivaciéon de funciones inmunes especificas o introduccién de nuevas funciones inmunes
mediante modificaciéon de proteinas debido a la sustitucién con uno 0 méas nucleétidos diferentes del gen de
tipo salvaje;

activacion o inactivaciéon de funciones inmunes especificas o introduccién de una nueva funcién inmune
mediante modificacién de proteinas debido a la insercién de uno o més nucleétidos extrafios (en particular, una
tercera funcién puede introducirse en una funcién inmune existente mediante una expresién de fusién o
expresion independiente de una proteina especifica); y

un cambio en la funcién de una tercera proteina afectada por una proteina en la que se cambian las
caracteristicas de la funcién inmune descritas anteriormente.

Ademas, se puede incluir una proteina manipulada artificialmente mediante modificacién quimica de uno o mas
nucleétidos dentro de una secuencia de acido nucleico que constituye un gen inmunorregulador.

Por ejemplo, se pueden cambiar una o mas caracteristicas entre las caracteristicas de expresion,
caracteristicas estructurales y caracteristicas de funcién inmune de las proteinas por metilacién, acetilacion,
fosforilacién, ubiquitinacién, ADP-ribosilacidn, miristilacion y glicosilacién.

Por ejemplo, una tercera estructura y funcién puede obtenerse mediante la unién de una tercera proteina a la
secuencia de acido nucleico de un gen mediante modificacién quimica de nucleétidos.

En otra realizacién, se proporciona una célula manipulada artificialmente, que es un factor del sistema
inmunitario como producto obtenido utilizando "un complejo de proteina editora-4cido nucleico guia".

La célula manipulada artificialmente puede ser una célula que incluya uno o mas de los siguientes:

un gen inmunorregulador manipulado artificialmente por un complejo de proteina editora-acido nucleico guia;
y

una proteina que participa en una respuesta inmune nueva o alterada que se forma por la accién
directa/indirecta de un complejo de proteina editora-acido nucleico guia. La célula es una célula inmune.

Estas células poseen funciones inmunes exhibidas por genes y/o proteinas reguladoras inmunes manipulados
artificialmente descritos anteriormente y las funciones subsiguientes involucradas en los mecanismos
intracelulares de los mismos.

En todavia otra realizacidn, se proporciona una composicién que induce una respuesta inmune deseada, que
es un factor del sistema inmunitario como un producto obtenido utilizando "un complejo de proteina editora-
acido nucleico guia". Esta composicibn puede denominarse composicién farmacéutica o composicion
terapéutica.

La composicién que induce una respuesta inmune deseada puede contener uno o més de los siguientes como
ingrediente activo:

un gen inmunorregulador manipulado artificialmente por un complejo de proteina editora-acido nucleico guia;
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una proteina que participa en una respuesta inmune nueva o alterada que se forma por la accién
directa/indirecta de un complejo de proteina editora-acido nucleico guia; y

una célula que incluye el gen y/o proteina inmunorregulador.

Estas composiciones poseen funciones inmunes exhibidas por genes, proteinas y/o células reguladoras
inmunes manipulados artificialmente descritos anteriormente y las funciones subsiguientes involucradas en los
diversos mecanismos de los mismos en el cuerpo.

Las composiciones (por ejemplo un agente terapéutico celular) puede usarse para la prevencién y/o el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario (por ejemplo cancer).

[Método de preparacion]

Como una realizacidén de la presente invencién, se proporciona un factor regulador inmunolégico manipulado
artificialmente y un método para preparar células inmunes que lo incluyen.

La descripcién del factor inmunorregulador manipulado artificialmente puede consultarse en la descripcién
anterior. A continuaciéon, se describira el método anterior centrandose en realizaciones representativas de
células inmunes manipuladas.

- Cultivo celular

Para producir células inmunes manipuladas, primero se recolectan células de donantes sanos y se cultivan.
Por ejemplo, las células inmunes (por ejemplo Células T, células NK, células NKT, etc.) Se recogen de un
donante mediante un método conocido y se cultivan en un medio de cultivo celular apropiado.

Como se describe més adelante, algunos de los factores inmunorreguladores expresados por células inmunes
cultivadas se seleccionan y manipulan artificialmente. Por ejemplo, DGKA (Dgka) y/o DGKAZ (Dgk{) estan
manipulados genéticamente. La descripcidn detallada de la manipulacién genética puede consultarse mas
arriba.

Alternativamente, las células inmunes se transfectan y luego se cultivan para producir células inmunes
manipuladas.

- Método de produccién de células inmunes funcionalmente manipuladas

Se pueden producir células inmunes funcionalmente manipuladas insertando o eliminando una proteina como
factor inmunorregulador.

Se pueden producir células inmunes funcionalmente manipuladas modificando un gen como factor
inmunorregulador.

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden producirse mediante knock-down (KD) o knockout
(KO) de un receptor de tipo salvaje o de un gen inmunorregulador. El término knock-down o knockout se refiere
a la supresién de la expresidn genética a través de la escision de un gen diana, un inhibidor transcripcional del
ADN y un inhibidor de la traduccién del ARN (por ejemplo microARN complementario, etc.), etc.

El knock-down o knock-out se puede lograr a través de microARN.

El knock-down o knock-out se puede lograr preferiblemente mediante un complejo de proteina editora-acido
nucleico guia de la presente invencion.

El knock-down o knockout se puede lograr a través de NHEJ utilizando una tijera genética.

El knock-down o knockout se puede lograr a través de HR utilizando una tijera genética y una plantilla de
nucleétidos.

En un ejemplo, el knockdown o knockout se puede lograr escindiendo sitios objetivo especificos del gen DGKA
(Dgka) y/o DGKAZ (Dgkg).

Las células inmunes funcionalmente manipuladas pueden incluir la modificacién de una regién diana, por
ejemplo,

insercién o delecién de uno o més nucleétidos en la regién codificante que estdn muy cerca o dentro de la
regién codificante de un gen (por ejemplo, insercién o delecidén mediada por NHEJ);

delecién de una secuencia genémica que contiene al menos parte del gen (por ejemplo delecién mediada por
NHEJ); y
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modificacion del knockdown o knockout de un gen mediada por una proteina editora enzimaticamente inactiva
al direccionar a una regién no codificante de un gen (por ejemplo una regién promotora).

Ademas, se pueden producir células inmunes funcionalmente manipuladas mediante la transfeccién de un
receptor de tipo salvaje o de un gen inmunorregulador.

El método de transfeccion incluye la insercién de episomas que contienen un gen diana o una fusién en el
genoma.

La transfeccidn puede lograrse insertando un episoma. Un vector episomal se refiere a un vector que actua
como un gen exégeno en el nlcleo de un organismo eucariota y no esté fusionado al genoma. En particular,
el episoma puede ser un plasmido.

La transfeccién se puede lograr a través de HR utilizando un complejo de proteina editora-acido nucleico guia
y una plantilla de nucledtidos.

Ademas, se pueden producir células inmunes funcionalmente manipuladas mediante la transfeccién de un
receptor de tipo salvaje o un gen inmunorregulador diferente, mientras que simultaneamente se elimina un
receptor de tipo salvaje o un gen inmunorregulador. Los métodos de transfeccién incluyen la insercién de
episomas que contienen un gen diana o la fusién al genoma.

En particular, el gen que se va a transfectar puede fusionarse a la posicién del gen que debe ser disminuido.
La transfeccion puede lograrse insertando un episoma.

La transfeccién se puede lograr a través de HR utilizando un complejo de proteina editora-acido nucleico guia
y una plantilla de nucledtidos.

- Método de produccidn de células inmunes complementadas con estructura artificial
Las células inmunes complementadas con estructuras artificiales pueden producirse directamente
complementando una estructura artificial a las células inmunes en forma de proteina.

Se pueden producir células inmunes complementadas con estructura artificial mediante la transfeccién de un
gen que codifica una estructura artificial.

El método de transfeccion incluye la insercién de episomas que contienen un gen diana o una fusién en el
genoma.

La transfeccion puede lograrse insertando un episoma.

La transfeccién se puede lograr a través de HR utilizando un complejo de proteina editora-acido nucleico guia
y una plantilla de nucledtidos.

En una realizacidén, se proporciona un método para inactivar uno o més genes inmunorreguladores en una
célula inmune, que incluye la introduccién de un acido nucleico guia y una proteina editora en la célula inmune
(transfeccién).

En una realizacion, se proporciona un método para preparar una célula inmune transfectada, que incluye la
introduccién de un acido nucleico guia y una proteina editora en la célula inmune (transfeccién).

- Método de produccién de células inmunes manipuladas hibridas

Se puede preparar una célula inmune manipulada hibrida mediante un método de producciéon de células
inmunes funcionalmente manipuladas y un método de manipulacién de una proteina o gen descrito en el
método de produccion de células inmunes complementadas con estructura artificial.

El método para producir una célula inmune manipulada hibrida incluye la inactivacicon de un receptor de tipo
salvaje o un factor inmunorregulador, o la realizacién de una transfeccién. Este paso puede lograrse de acuerdo
con el método descrito en el método de produccidn de células inmunes funcionalmente manipuladas.

El método para producir una célula inmune hibrida manipulada incluye la transfeccién de una estructura
artificial. Este paso puede lograrse de acuerdo con el método descrito en el método de produccién de células
inmunes complementadas con estructura artificial.

Un aspecto preferido del método de produccién de células inmunes manipuladas hibridas es realizar la
transfeccién de una estructura artificial mientras se inactivan simultdneamente los receptores de tipo salvaje
de una célula inmune.
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En un ejemplo, el método consiste en realizar la transfeccién de una estructura artificial mientras se inactivan
simultdneamente PD-1 y CTLA-4 de una célula inmune.

En otro ejemplo, el método para producir células inmunes manipuladas hibridas es realizar la transfeccidén de
una estructura artificial mientras se inactivan TNFAIP3(A20), DGK-alfa, DGK-zeta, Fas, EGR2, PPP2R2D,
PSGL-1, KDMBA y/o TET2.

En particular, el gen que se va a transfectar puede fusionarse en la misma posicién que el gen que se va a
inactivar.

El sistema inmunitario manipulado descrito anteriormente se puede producir utilizando un método conocido,
por ejemplo, que emplea cominmente un vector recombinante.

- Vector de expresién recombinante para células inmunes

El término "secuencia diana de expresidén" se refiere a un medio para modificar una proteina o un gen de una
célula diana, o una secuencia de nucleétidos que codifica un gen que se va a expresar recientemente. En una
realizacion de la presente invencién, la secuencia diana de expresion puede incluir secuencias que codifican
un acido nucleico guia y una proteina editora, y secuencias adicionales para la expresién del acido nucleico
guia y la proteina editora.

El término "vector recombinante” se refiere a un transportador que funciona para transportar una secuencia
diana de expresién a una célula diana, incluyendo, por ejemplo, plasmidos, vectores episdmicos, vectores
virales, etc.

El término "vector de expresién recombinante", que es una realizacién de un vector recombinante, se refiere a
un vector construido artificialmente que exhibe incluso la funcién de la secuencia diana de expresién enlazada
al vector recombinante que se va a expresar en una célula diana.

El vector de expresidn recombinante para células inmunes, que es un vector de expresién recombinante, es un
medio para modificar una proteina o un gen de una célula inmune de tal manera que expresa la célula inmune
como una célula inmune manipulada; o un vector de expresién recombinante para codificar un gen que se va
a expresar recientemente.

El vector de expresion recombinante para células inmunes incluye el vector de expresion recombinante para la
expresion de un complejo de proteina editora-acido nucleico guia descrito anteriormente.

En una realizacién, las células inmunes manipuladas pueden obtenerse Unicamente transfectando un tipo de
vector de expresién recombinante para células inmunes.

Las células inmunes manipuladas pueden obtenerse transfectando dos o mas tipos de un vector de expresién
recombinante para células inmunes.

El vector de expresiéon recombinante para células inmunes puede disefiarse dividiendo el vector de expresién
recombinante en un ndmero apropiado de vectores de expresién recombinante segun el tamafio de la
secuencia de nucleétidos que se expresara finalmente.

(Vector de expresion recombinante funcionalmente manipulado)

En una realizacién, se proporciona un vector de expresién recombinante para preparar células inmunes
funcionalmente manipuladas.

En una realizacion, el vector de expresién recombinante funcionalmente manipulado incluye una secuencia de
nucleétidos recombinante para eliminar un receptor de tipo salvaje o un gen de factor inmunorregulador.

El vector de expresidn recombinante para inactivar un gen incluye un vector de expresién recombinante para
expresar un complejo de proteina editora-acido nucleico guia descrito anteriormente. En particular, la secuencia
diana del ARNg puede tener complementariedad con la secuencia de nucleétidos de un receptor de tipo salvaje
0 una secuencia de nucleétidos del factor inmunorregulador. Ademas, el vector de expresién recombinante
puede incluir una plantilla de nucleétidos que se insertara en una posicién escindida por un complejo de
proteina editora-acido nucleico guia, segln sea necesario.

En una realizacion, el vector de expresién recombinante funcionalmente manipulado incluye una secuencia de
nucleétidos recombinante para la transfeccién de un receptor tipo salvaje o un gen de factor inmunorregulador.

En particular, el vector de expresién recombinante funcionalmente manipulado puede ser un vector episoma.
El vector episomal puede incluir un promotor para la expresién genética.

En una realizacion, el vector de expresién recombinante funcionalmente manipulado puede ser uno que tenga
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la funcién de fusionarse con el genoma de un cuerpo vivo. En particular, el vector de expresién recombinante
funcionalmente manipulado puede ser un vector viral. En particular, un vector viral preferido puede ser un
vector viral adenoasociado.

En una realizacién, el vector de expresién recombinante funcionalmente manipulado puede incluir una
secuencia de nucleétidos que es homéloga al sitio objetivo de insercién. La secuencia de nucleétidos puede
ser una plantilla de nucleétidos que se insertaran durante el proceso de HR. La plantilla de nucleétidos puede
ser homdloga a la secuencia de la regién que sera escindida por un complejo de proteina editora-acido nucleico
guia.

En una realizacién, el vector de expresiébn recombinante funcionalmente manipulado puede incluir
independientemente una secuencia para la expresién del complejo de proteina editora-acido nucleico guia
como se describid anteriormente, ya sea en el mismo vector o en un vector diferente.

En otro aspecto, el vector de expresion recombinante funcionalmente manipulado incluye una secuencia de
nucleétidos recombinante para inactivar un receptor de tipo salvaje o un gen de factor inmunorregulador, o para
la transfeccién de un receptor de tipo salvaje o gen de factor inmunorregulador diferente.

La secuencia de nucledtidos recombinante para inactivar un gen incluye una secuencia de nucleétidos del
vector de expresién recombinante para expresar un complejo de proteina editora-acido nucleico guia descrito
anteriormente. En particular, la secuencia diana del ARNg puede tener complementariedad con la secuencia
de nucleétidos del factor inmunorregulador.

El vector de expresion recombinante para la transfeccién puede ser un vector episomal. En particular, el vector
episomal puede incluir un promotor para la expresiéon genética.

El vector de expresién recombinante para la transfeccién puede tener la funcién de fusionarse con el genoma
de un cuerpo vivo.

El vector de expresién recombinante para la transfeccién puede ser un vector viral. En particular, un vector viral
preferido puede ser un vector viral adenoasociado.

El vector de expresiéon recombinante para la transfeccién puede incluir una secuencia de nucleétidos que sea
homdloga al sitio objetivo de insercién. La secuencia de nucledtidos puede ser una plantilla de nucleétidos que
se insertaran durante el proceso de HR. La plantilla de nucleétidos puede ser homéloga a la secuencia de la
regiéon que sera escindida por un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

Ademas, el vector de expresién recombinante funcionalmente manipulado puede incluir un vector de expresién
recombinante para la expresién del complejo de proteina editora-4cido nucleico guia descrito anteriormente.

(Vector de expresion recombinante complementado con estructura artificial)

En una realizacién, se proporciona un vector de expresién recombinante para preparar células inmunes
complementadas con estructura artificial.

El vector de expresién recombinante complementado con estructura artificial incluye una secuencia de
nucleétidos recombinante para transfectar un gen de factor inmunorregulador.

En un ejemplo, el vector de expresion recombinante complementado con estructura artificial puede ser un
vector episomal. Un vector episomal se refiere a un vector que actlia como un gen exégeno en el nicleo de un
organismo eucariota y no esta fusionado al genoma. En particular, el vector episomal puede incluir un promotor
para la expresién genética.

En otro ejemplo, el vector de expresién recombinante complementado con estructura artificial puede tener la
funcién de fusionarse con el genoma de un cuerpo vivo.

En particular, el vector de expresiéon recombinante complementado con estructura artificial puede ser un vector
viral. En particular, un vector viral preferido puede ser un vector viral adenoasociado.

Ademas, el vector de expresién recombinante complementado con estructura artificial puede incluir una
secuencia de nucleétidos que sea homéloga al sitio de insercién. La secuencia de nucledtidos puede ser una
plantilla de nuclebtidos que se insertaran durante el proceso de HR. La plantilla de nucleétidos puede ser
hombloga a la secuencia que seré escindida por un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

Ademas, el vector de expresién recombinante complementado con estructura artificial puede incluir un vector
de expresidn recombinante para la expresiéon del complejo de proteina editora-acido nucleico guia descrito
anteriormente.

(Vector de expresion recombinante manipulado hibrido)
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El vector de expresion recombinante manipulado hibrido puede incluir una secuencia de nucleétidos
recombinante para inactivar un gen de receptor tipo salvaje o factor inmunorregulador y transfectar un gen
diferente con una estructura artificial.

La secuencia de nucledtidos recombinante para inactivar un gen puede incluir una secuencia de nucleétidos
del vector de expresién recombinante para expresar un complejo de proteina editora-acido nucleico guia
descrito anteriormente. En particular, la secuencia diana del ARNg puede tener complementariedad con la
secuencia de nucleétidos del factor inmunorregulador.

En un ejemplo, el vector de expresién recombinante para la transfeccién puede ser un vector episomal. En
particular, el vector episomal puede incluir un promotor para la expresiéon genética.

En otro ejemplo, el vector de expresién recombinante para la transfeccién puede tener la funcién de fusionarse
con el genoma de un cuerpo vivo.

En particular, el vector de expresién recombinante para la transfeccién puede ser un vector viral. En particular,
un vector viral preferido puede ser un vector viral adenoasociado.

Ademas, el vector de expresién recombinante para la transfecciéon puede incluir una secuencia de nucleétidos
que sea homologa al sitio objetivo de insercion. La secuencia de nucledtidos puede ser una plantilla de
nucleétidos que se insertaran durante el proceso de HR. La plantilla de nucleétidos puede ser homoéloga a la
secuencia que se va a escindir mediante un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

Ademas, el vector de expresién recombinante funcionalmente manipulado puede incluir un vector de expresién
recombinante para la expresién del complejo de proteina editora-4cido nucleico guia descrito anteriormente.

Mientras tanto, en una realizacién de ejemplo especifica de la presente invencién, se proporciona un método
para preparar células inmunes que incluye un factor inmunorregulador manipulado artificialmente mediante un
complejo de proteina editora-acido nucleico guia.

En una realizacion, el método puede ser uno para preparar células inmunes manipuladas, en las que se altera
la secuencia de un acido nucleico diana en la célula, que incluye poner las células en contacto con (a) uno o
mas 4cidos nucleicos guia (por ejemplo ARNg) que se direccional al gen DGKA (Dgka) y/o DGKAZ (Dgk?); y
(b) una proteina editora (por ejemplo proteina Cas9).

El método de contacto puede ser introducir el acido nucleico guia y la proteina editora directamente en las
células inmunes mediante un método convencional.

El método de contacto puede ser introducir cada molécula de ADN que codifica el acido nucleico guia y la
proteina editora en las células inmunes en un estado en el que estén contenidas en un vector o en un vector
separado.

El método de contacto puede lograrse utilizando un vector. El vector puede ser un vector viral. El vector viral
puede ser, por ejemplo, un retrovirus, un vector adenoasociado.

En el método, se pueden emplear una diversidad de métodos conocidos en la técnica (por ejemplo
electroporacién, liposomas, vectores virales, nanoparticulas, asi como el método de proteina de fusidén del
dominio de translocacién de proteinas (PTD), etc.) para el transporte a las células inmunes.

El método puede incluir ademas la introduccién de ARNg direccionado a diferentes genes en una célula, o la
introduccién de un acido nucleico que codifica dicho ARNg en una célula.

El método puede realizarse in vivo o in vitro, por ejemplo, ex vivo.

Por ejemplo, el contacto puede realizarse in vitro y las células contactadas pueden ser devueltas al cuerpo del
sujeto después del contacto.

El método puede emplear células u organismos inmunes in vivo, por ejemplo, células inmunes aisladas del
cuerpo humano o células inmunes producidas artificialmente. En un ejemplo, se podria incluir el contacto con
células del sujeto que padece cancer.

Las células inmunes utilizadas en el método anterior pueden ser células inmunes derivadas de mamiferos,
incluidos primates (por ejemplo humanos, monos, etc.) y roedores (por ejemplo ratones, ratas, etc.). Por
ejemplo, las células inmunes pueden ser células NKT, células NK, células T, etc. En particular, las células
inmunes pueden ser células inmunes manipuladas a las que se les afiaden receptores inmunes (por ejemplo
receptores de antigenos quiméricos (CAR) o receptores de células T manipulados (TCR) se complementan).
Las células inmunes pueden ser manipuladas de tal manera que los receptores inmunes (por ejemplo TCR o
CAR) se expresan antes, después o simultdneamente con respecto a la introduccién de una mutacién en la
posicién objetivo de las células inmunes en uno o mas genes entre Gen PD-1, CTLA-4, TNFAIP3, DGKA
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(Dgka), DGKAZ (DgkZ), Fas, EGR2, PPP2R2D, PSGL-1 y/o TET2.

El método puede realizarse en un medio apropiado para las células inmunes, que puede contener suero (por
ejemplo suero fetal bovino o suero humano), interleucina-2 (IL-2), insulina, IFN-gamma, IL-4, IL-7, GM-CSF,
IL-10, IL-15, TGF-beta y TNF-alfa; o en un medio apropiado que pueda contener factores necesarios para la
proliferacién y viabilidad, incluidos otros aditivos para el crecimiento de células conocidos por los expertos en
la materia (por ejemplo medios esenciales minimos, RPMI| Media 1640, o X-vivo-10, -15, -20, (Lonza)), pero el
medio no se limita a ellos.

[Uso]

Se divulga en este documento el uso para el tratamiento de enfermedades mediante un enfoque de
inmunoterapia, que incluye la administracién de células manipuladas artificialmente (por ejemplo células
inmunes o células madre genéticamente manipuladas) a un sujeto.

El sujeto a tratar puede ser un mamifero, incluidos los primates (por ejemplo humanos, monos, etc.) y roedores
(por ejemplo ratones, ratas, etc.).

Composicién farmacéutica

Se divulga aqui una composicién para su uso en el tratamiento de enfermedades utilizando una respuesta
inmune, por ejemplo, una composicién que contiene un gen inmunorregulador manipulado artificialmente o una
célula inmune que lo incluye. La composicién puede denominarse composicién terapéutica, composicién
farmacéutica o agente terapéutico celular.

En una realizacién, la composicién puede contener células inmunes.

En una realizacidén, la composicion puede contener un gen manipulado artificialmente para la regulacién
inmunolégica y/o una proteina expresada por el mismo.

Las células inmunes pueden ser células inmunes que ya han experimentado una diferenciacién.
Las células inmunes pueden extraerse de la médula ésea o de la sangre del cordén umbilical.

Las células inmunes pueden ser células madre. En particular, las células madre pueden ser células madre
hematopoyéticas.

La composicién puede contener células inmunes manipuladas.

La composicién puede contener células inmunes funcionalmente manipuladas.

La composicién puede contener células inmunes complementadas con estructura artificial.
En otra realizacién, la composicién puede contener ademas factores adicionales.

La composicién puede contener un agente de unién a antigeno.

La composicién puede contener citoquinas.

La composicién puede contener un secretagogo o inhibidor de citoquinas.

La composicién puede contener un portador adecuado para la administraciéon de la célula inmune manipulada
al cuerpo.

Las células inmunes contenidas en la composicién pueden ser alogénicas para el paciente.
Método de tratamiento

Se divulga en este documento un método para tratar una enfermedad en un paciente, que incluye administrar
la composicién, en la que la producciéon de la composicién y una cantidad efectiva de la composiciéon se
describen anteriormente, a un paciente que la necesita.

El método puede ser uno que utilice inmunoterapia adoptiva.
- Enfermedad a tratar
La inmunoterapia adoptiva puede utilizarse para tratar cualquier enfermedad especifica.

Cualquier enfermedad especifica puede ser una enfermedad inmune. En particular, la enfermedad inmune
puede ser una enfermedad en la que la competencia inmunolégica esta deteriorada.
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La enfermedad inmune puede ser una enfermedad autoinmune.

Por ejemplo, la enfermedad autoinmune puede incluir la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD), lupus
eritematoso sistémico, enfermedad celiaca, diabetes mellitus tipo |, enfermedad de Graves, enfermedad
inflamatoria intestinal, psoriasis, artritis reumatoide, esclerosis multiple, etc.

La enfermedad inmune puede ser una enfermedad hiperplasica.

Por ejemplo, la enfermedad inmune puede ser una malignidad hematolégica o un cancer sélido. Las
malignidades hematolégicas representativas incluyen leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide
aguda (AML), leucemia mieloide crénica (CML), leucemia eosinofilica crénica (CEL), sindrome mielodisplasico
(MDS), linfoma no Hodgkin (NHL) y mieloma multiple (MM). Ejemplos de tumores sélidos incluyen cancer de
las vias biliares, cancer de vejiga, carcinoma de huesos y tejidos blandos, tumor cerebral, cancer de mama,
cancer cervical uterino, cancer de colon, adenocarcinoma de colon, cancer colorrectal, tumor desmoide, cancer
embrionario, cancer de endometrio, cancer de eséfago, cancer gastrico, adenocarcinoma gastrico, glioblastoma
multiforme, tumores ginecolégicos, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, cancer hepatico,
cancer de pulmén, melanoma maligno, osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de pancreas, adenocarcinoma
del conducto pancreatico, tumor astrocitico primario, cancer de tiroides primario, cdncer de préstata, cancer de
rifién, carcinoma de células renales, rabdomiosarcoma, cancer de piel, sarcoma de tejidos blandos, tumor de
células germinales testiculares, cancer de células epiteliales urinarias, sarcoma uterino, cancer uterino, etc.

Un amplio rango de canceres, incluidos los tumores malignos sélidos y las malignidades hematoldgicas, pueden
ser enfermedades de sujetos para ser tratados.

Por ejemplo, los tipos de cancer que se pueden tratar incluyen adenocarcinoma de mama, préstata, pancreas,
colon y recto; carcinoma broncogénico de pulmén en todas sus formas (incluido carcinoma de células
escamosas, adenocarcinoma, cancer de pulmén de células pequefias y cancer de pulmén de células no
pequefias); mieloma; melanoma; hepatoma; neuroblastoma; papiloma; apudoma; coristoma; quiste de la
hendidura branquial; sindrome carcinoide maligno; enfermedad cardiaca carcinoide; y carcinoma (por ejemplo
Walker, célula basal, basoescamoso, Brown-Pierce, conducto, tumor de Ehrlich, Krebs-2, células de Merkel,
mucinoso, pulmén de células no pequefias, célula de avena, papilar, escirroso, bronquiolar, broncogénico,
célula escamosa y célula transicional).

Por ejemplo, otros tipos de cancer que pueden tratarse incluyen: trastorno histiocitocitico; leucemia; histiocitosis
maligna; enfermedad de Hodgkin; linfoma no Hodgkin; plasmocitoma, reticuloendotelioma; melanoma;
carcinoma de células renales; condroblastoma; condroma; condrosarcoma; fibroma; fibrosarcoma; tumores de
células gigantes; histiocitoma, lipoma, liposarcoma; mesotelioma; mixoma; mixosarcoma; osteoma;
osteosarcoma; cordoma, craneofaringioma; disgerminoma; hamartoma; mesenquimoma; mesonefroma;
miosarcoma; adamantio; cementoma; odontoma; teratoma; timoma; y tumor trofoblastico.

Ademas, los siguientes tipos de cancer también pueden considerarse susceptibles de tratamiento: adenoma,
colangioma, colesteatoma, cilindroma, cistadenocarcinoma, cistadenoma, tumor de células de la granulosa,
ginandroblastoma, hepatoma, hidradenoma, tumor de células de los islotes, tumor de células de Leydig,
papiloma, tumor de células de Sertoli, tumor de células de la teca, leiomioma uterino, sarcoma uterino,
mioblastoma, mioma, miosarcoma, rabdomioma, rabdomiosarcoma, ependimoma, ganglioneuroma, glioma,
meduloblastoma, meningioma, neurilemoma, neuroblastoma, neuroepitelioma, neurofibroma, neuroma,
paraganglioma, paraganglioma no cromafin y glioblastoma multiforme.

Los tipos de cancer que se pueden tratar también incluyen angioqueratoma; hiperplasia angiolinfoide con
eosinofilia; esclerosis vascular; angiomatosis; glomangioma; hemangioendotelioma; hemangioma;
hemangiopericitoma; hemangiosarcoma; linfangioma; linfangiomioma; linfangiosarcoma; pinealoma;
carcinomasarcoma; condrosarcoma; cistosarcoma filodes; fibrosarcoma; hemangiosarcoma; leiomiosarcoma;
leucosarcoma; liposarcoma; linfangiosarcoma; miosarcoma; mixosarcoma; carcinoma  OVArico;
rabdomiosarcoma; sarcoma; neoplasia; neurofibromatosis y displasia cervical.

Ademas, cualquier enfermedad especifica puede ser una enfermedad refractaria para la cual se conocen
patégenos pero se desconoce el tratamiento.

La enfermedad refractaria puede ser una enfermedad infecciosa viral.

La enfermedad refractaria puede ser una enfermedad causada por un patégeno priénico.
Cualquier enfermedad especifica puede ser una enfermedad bacteriana.

Cualquier enfermedad especifica puede ser una enfermedad inflamatoria.

Cualquier enfermedad especifica puede ser una enfermedad relacionada con el envejecimiento.

- Tratamiento que mejora la inmunidad
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En pacientes con inmunidad significativamente reducida, incluso infecciones leves pueden tener consecuencias
fatales. La disminucién de la inmunidad es causada por el deterioro funcional de las células inmunes, una
cantidad disminuida de produccién de células inmunes, etc. Como métodos para mejorar la inmunidad para
tratar el deterioro de la funcién inmunolégica, uno puede ser un método de tratamiento permanente que activa
la produccién de células inmunes normales, y el otro puede ser un método de tratamiento temporal en el que
se inyectan temporalmente células inmunes.

El tratamiento para mejorar la inmunidad puede tener como objetivo inyectar la composicion terapéutica en el
cuerpo de un paciente para mejorar permanentemente la inmunidad.

El tratamiento para mejorar la inmunidad puede ser un método de inyectar la composicién terapéutica en una
parte especifica del cuerpo del paciente. En particular, la parte especifica del cuerpo puede ser una parte cuyos
tejidos suministran fuentes de células inmunes.

El tratamiento para mejorar la inmunidad puede consistir en crear una nueva fuente de células inmunes en el
cuerpo del paciente. En particular, en un ejemplo, la composicién terapéutica puede incluir células madre. En
particular, las células madre pueden ser células madre hematopoyéticas.

El tratamiento para mejorar la inmunidad puede tener como objetivo inyectar la composicion terapéutica en el
cuerpo de un paciente para mejorar temporalmente la inmunidad.

El tratamiento para mejorar la inmunidad puede consistir en inyectar una composicién terapéutica en el cuerpo
de un paciente.

En particular, una composicién terapéutica preferida puede contener células inmunes diferenciadas.

La composicidn terapéutica utilizada en el tratamiento para mejorar la inmunidad puede contener un nimero
especifico de células inmunes.

El nimero especifico puede variar dependiendo del grado de deterioro de la inmunidad.

El nimero especifico puede variar dependiendo del volumen del cuerpo.

El nimero especifico se puede ajustar segln la cantidad de citoquinas liberadas por el paciente.
- Tratamiento de la enfermedad refractaria

Las técnicas de manipulacién de células inmunes pueden proporcionar un método para tratar enfermedades
en las que no se conoce el tratamiento completo para patégenos como el VIH, los priones y el cancer. Aunque
se conocen los patégenos de estas enfermedades, en muchos casos estas enfermedades son dificiles de tratar
porque existen problemas debido a que los anticuerpos apenas se forman, las enfermedades progresan
rapidamente e inactivan el sistema inmunitario del paciente y los patégenos tienen un periodo de latencia en el
cuerpo. Las células inmunes manipuladas pueden ser un medio poderoso para resolver estos problemas.

El tratamiento de la enfermedad refractaria puede realizarse inyectando la composicién terapéutica en el
cuerpo. En particular, una composicién terapéutica preferida puede contener células inmunes manipuladas.
Ademas, la composicién terapéutica puede inyectarse en una parte especifica del cuerpo.

Las células inmunes manipuladas pueden ser aquellas en las que las células inmunes tienen una capacidad
mejorada para reconocer el patégeno de la enfermedad objetivo.

Las células inmunes manipuladas pueden ser aquellas en las que se mejora la intensidad o actividad de la
respuesta inmune.

- Tratamiento de correccién genética

Ademas del método de tratamiento que utiliza células inmunes extraidas exégenamente, puede haber un
método de tratamiento que afecte directamente la expresidén de las células inmunes mediante la manipulacién
del gen de un cuerpo vivo. Este método de tratamiento puede lograrse inyectando directamente una
composicidén de correccién genética para manipular un gen en el cuerpo.

La composicién de correccidn genética puede contener un complejo de proteina editora-acido nucleico guia.
La composicién de correccién genética puede inyectarse en una parte especifica del cuerpo.
La parte especifica del cuerpo puede ser una fuente de células inmunes, por ejemplo, la médula 6sea.

Se divulga un método para tratar una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario mediante la
administracién a un sujeto de una cantidad eficaz de una composicién que contiene los componentes de un
sistema inmunitario manipulado artificialmente descrito anteriormente.
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En cualquier realizacién, los métodos de tratamiento proporcionan un uso de poblaciones de células
manipuladas o modificadas de manera recombinante ex vivo, por ejemplo, a través de vectores virales. En una
realizacién adicional, la poblacién de células modificadas es una célula homébloga, alogénica o autéloga. En
cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, la poblacién de células manipuladas o modificadas
puede formularse ademés con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable como se
describe en este documento.

El sujeto a administrar puede ser un mamifero, incluidos primates, por ejemplo humanos, monos, etc.; y
roedores, por ejemplo ratones, ratas, etc.

La administracién se refiere a la administracién de objetos a un sujeto, independientemente de la ruta o modo
de administracién. La administracién puede realizarse de forma continua o intermitente y por via parenteral.

En ciertas realizaciones, la coadministracion con un agente terapéutico adyuvante puede implicar la
administracién simultadnea y/o secuencial de multiples agentes en cualquier orden y cualquier régimen de
dosificacion (por ejemplo, administracién de una o mas citoquinas junto con células T huésped recombinantes
especificas de antigeno y células que expresan antigeno; terapia inmunosupresora, por ejemplo, inhibidores
de calcineurina, corticosteroides, inhibidores de microtibulos, profarmacos de acido micofendélico en dosis
bajas o cualquier combinacién de los mismos).

En ciertas realizaciones, la administracién puede repetirse varias veces y durante un periodo de unas pocas
semanas, unos pocos meses o hasta dos afios.

La composicién puede administrarse de una manera adecuada para la enfermedad o las condiciones que se
estan tratando o previniendo, segun lo determinen los expertos en las técnicas médicas. Una dosis apropiada,
una duracién adecuada y una frecuencia de administracién de la composicién estaran determinadas por
factores como el estado de salud del paciente, el tamafio del paciente (es decir, peso, masa, area corporal), el
tipo y gravedad de la enfermedad del paciente, la forma particular del ingrediente activo y el método de
administracién.

Por ejemplo, la administracion de la composicién puede realizarse de cualquier manera conveniente, por
ejemplo inyeccién, transfusién, implantacion, trasplante, etc.). La via de administracién puede seleccionarse
entre subcutanea, intradérmica, intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, intravenosa, intralinfatica,
intraperitoneal, intraperitoneal, administraciones intraperitoneales, etc.

Se puede seleccionar una dosis Unica de la composicién (una cantidad farmacéuticamente eficaz para lograr
el efecto deseado) de entre todos los valores enteros en el rango de aproximadamente 10* hasta 10° células/kg
de peso corporal del sujeto (por ejemplo aproximadamente 10° hasta 10° células/kg (peso corporal)) a
administrar, pero la dosis no est4 limitada a la misma, y la dosis Unica de la composicién puede prescribirse
apropiadamente considerando la edad, las condiciones de salud y el peso del sujeto a administrar, el tipo de
tratamiento concurrente, si lo hubiera, la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado.

Cuando un factor inmunorregulador manipulado artificialmente se regula mediante los métodos vy
composiciones de la presente especificacién, se puede mejorar la eficacia inmunolégica implicada en la
supervivencia, proliferacién, persistencia, citotoxicidad, liberacién y/o infiltracién de citoquinas, etc. de las
células inmunes.

Ejemplos experimentales
Ejemplo 1: Preparacién de células (activacién y cultivo) y transfeccién

Las células Jurkat (ATCC TIB-152; linea celular inmortalizada de células T humanas) fueron cultivados en
medio RPMI 1640 complementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal (GeneA11). Las células se incubaron
en una incubadora bajo condiciones de 37 °C y 5% de CO..

Las células T humanas ingenuas (tecnologia STEMCELL) se cultivaron en medio X-VIVO 15 (Lonza)
complementado con 10 % (v/v) de suero bovino fetal (GeneA11) y/o IL-2 (50 U/mL), IL-7 (5 ng/mL) e IL-15 (5
ng/mL) (PEPROTECH). Para la activacién celular, la concentracién de células en el medio se mantuvo en
1x10"6 células/mL, respectivamente.

Se afiadieron perlas CD2/CD3/CD28 (Dynabeads anti-CD2/3/CD28; Miltenyi Biotec) en una relacién de 3: 1
(perlas: células; numero de perlas y células), y las células se incubaron en una incubadora bajo condiciones de
37 °C y 5 % de CO,. Después de realizar la activacién celular durante 72 horas, las perlas CD2/CD3/CD28 se
retiraron utilizando un iman y las células se cultivaron adicionalmente durante 12-24 horas en ausencia de
perlas.

Para encontrar un ARNg capaz de inactivar un gen especifico con alta eficiencia, se introdujeron 1 ug de ARNsg
transcrito in vitro y 4 ug de proteina Cas9 (Toolgen, Corea) en 1 x 10”6 células Jurkat mediante electroporacion
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(in vitro) como se describe en los Ejemplos 2 y 3 a continuacién. Utilizando la punta de 10uL del sistema de
transfeccién Neon (ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY), se introdujo el gen en las siguientes
condiciones:

Jurkats (Tampén R): 1,400 V, 20 ms, 2 pulsos.

De manera similar, se introdujeron 1 ug de ARNg y 4 ug de proteina Cas9 (Toolgen, Corea) en 1x10 * 6 células
T primarias humanas mediante electroporacién para inactivar genes especificos en las células T. El ARNg
utilizado en este estudio es ARNsg transcrito in vitro y tratado con AP (fosfatasa alcalina); o complejo ARNcr y
ARNtracr sintetizado quimicamente (Integrated DNA Technologies). Para la electroporacién, se utilizé una
punta de 10 uL del sistema de transfeccién Neon (ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY) para introducir el
gen en las siguientes condiciones:

Células T primarias humanas (Tampén T): 1,550 V, 10 ms, 3 pulsos;

Las células se sembraron en 500 ul de medio sin antibiético y se cultivaron en una incubadora a 37 °C y 5%
de COa.

Ejemplo 2: Disefio y sintesis de ARNsg
2.1. Disefio de ARNsg

Las regiones diana de CRISPR/Cas9 del gen PD-1 humano (PDCD1; No. de acceso NCBI NM_005018.2), gen
CTLA-4 (No. de acceso NCBI NM_001037631.2), gen A20 (TNFAIP3; No. de acceso NCBI NM_001270507.1),
gen Dgk-alfa (No. de acceso NCBI NM_001345.4), gen Dgk-zeta (No. de acceso NCBI NM_001105540.1), gen
Egr2 (No. de acceso NCBI NM_000399.4), gen PPP2r2d (No. de acceso NCBI NM_001291310.1), gen PSGL-
1 (No. de acceso NCBI NP_001193538.1) y gen Tet2 (No. de acceso NCBI NM_017628.4) utilizando las
herramientas CRISPR RGEN (Institute for Basic Science, Corea) y estimado mediante prueba fuera del
objetivo. Para las regiones objetivo de CRISPR/Cas9, se seleccionaron secuencias de ADN sin sitios de no
coincidencia de 0-, 1- 0 2 pb como regiones objetivo del ARNsg, excepto para las regiones de secuencia en
objetivo en el genoma humano (GRCh38 / (hg38).

2.2 Sintesis de ARNsg

Las plantillas para la sintesis de ARNsg se amplificaron mediante PCR mediante recocido y la extensién de
dos oligonucleétidos complementarios.

La secuencia de regiones objetivo utilizadas en este momento, la secuencia del cebador para amplificarlas y la
secuencia diana de ADN a la que se dirige el ARNsg obtenido a partir de ellas se describen en la Tabla 2 a
continuacion.

La transcripcion in vitro se realiz6 utilizando la ARN polimerasa T7 (New England Biolabs) para el ADN de
plantilla (excepto para 'NGG' en el extremo 3' de la secuencia diana), el ARN se sintetizé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y luego se utilizé la ADNasa (Ambion) para eliminar el ADN de plantilla. El ARN
transcrito se purificé mediante el kit Expin Combo (GeneA11) y precipitacién con isopropanol

En experimentos con células T, con el fin de minimizar la inmunogenicidad y degradaciéon del ARNsg, los
residuos de fosfato del terminal 5' se eliminaron del ARNsg sintetizado mediante el método anterior utilizando
fosfatasa alcalina (New England Biolabs) y luego el ARN se purific6 nuevamente mediante el kit Expin Combo
(GeneA11) y precipitacién con isopropanol. Ademas, se utilizd ARNsg sintetizado quimicamente (Trilink) en
algunos experimentos con células T.

El ARNsg sintetizado quimicamente utilizado en un determinado ejemplo fue ARNsg modificado con 2'OMe y
fosforotioato.

Por ejemplo, el ARNsg #11 de DGKa usado en este ejemplo tiene una estructura de 5'-
2'0Me(C(ps)U(ps)C(ps)) UCA AGC UGA GUG GGU CCG UUU UAG AGC UAG AAA UAG CAA GUU AAA
AUA AGG CUA GUC CGU UAU CAA CUU GAA AAA GUG GCA CCG AGU CGG UGC
2'0OMe(U(ps)U(ps)U(ps)U -3' (2'OMe = 2'-metil ARN y ps=fosforotioato).

En otro ejemplo, el A20 ARNsg # 1 utilizado en esta realizacion es
GCUUGUGGCGCUGAAAACGAAGCUUGUGGCGCUGAAAACGAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUU
AAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUUUUU  (la parte en
negrita es la secuencia que se hibrida con la regién de la secuencia diana; sgRNA para otro gen diana u otra
secuencia diana es que la secuencia en negrita tiene una secuencia diana (solo, T se cambia a U)), modificada
de la misma en la que los tres nucleétidos en el extremo 3' de la secuencia y los tres nucleétidos en el extremo
5' estdn modificados con 2'-OMe y una introduccién de cadena principal de fosforotioato)

[Tabla 2]
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Gen

ADN secuencia
diana

Secuencia de
cebador direcko

Cebador
nverso

SEQ I NO

AZG

CTTGTGOCGCTGA
AAACGAALGE

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCITGY

GGCGCTGAAAALG

AAGTTTTAGAGCTA
GAAATAGE

ATGCCACTTCTCA
GTA(QATQTGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGATGLC

ACTTCTCAGTACAT

GGTTTTAGAGITAL
AAATAGC

GCCACTTCTCAGT
ACATGTOORG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGCCAC
TTCTCAGTACATGTY

GGTTTTAGAGUTAG
AAATAGC

GCCCCACATGTAC
TGAGAAGTGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGQLCCCC
ACATGTACTGAGAA
GGTTTTAGAGCTAG
AAATAGT

TCAGTACATGTGE
GGCGTTCAGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGTCAGT

ACATGTGGOGCGTT
CGTTTTAGAGLTAG

AAATAGC

GGGCGTTCAGGA
CACAGACTTGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGGGCG
TTCAGGACATAGAC
TGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

CACAGACTIGGT,
CTGAGGAAGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCACAG
ACTTGGTACTGAGG
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

[94]

GGLGLTGTTCAGC
ACGLTCAAGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGGLGC
TGTTCAGCACGCTC
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

96

AARAAAAAGC
ACCGACTCG
GTGCCACTTT
TTCAAGTTGA
TAACGGACT
AGCCTTATTT
TAACTIGCTA
TTTCTAGCTC
TAAAAC

SEQIDNO T

SEQID NO 2

SEQ {D NO 3

SEQIDNO 4

SEQIDNOS

SEQID MO 6

SEQIDNO T

SEQ I NO S
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CACGCAALTTTAA
ATTCCGOTGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCACGC
AMCTITAAATTCCG

COTTTTAGAGUTAG
AAATAGC

1¢]

COGGGUTTTGLTA
TGATACTUGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCGGGG
CTTTQUTATGATALT
GTTTTAGAGCTAGA
AATAGE

11

GGCTTCCACAGA
CACACCCATGEG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGLOTT
CCACAGACACACCC
AGTTITAGAGCTAG
AAATAGC

12

TGAAGTCCACTIC
GLGLIATGGE

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGTGAAG
TCCACTTCGGGUCA
TGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

SEQ I NO 9

SEQ I NO 1O

seqIip N il

SEQ ID NO 12

Gen

ADN secuencia
diana

Secuencia de
cebador directo

Cebador
inverso

SEQ ID NO

CTGTACGACALG
GACAGAAATGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGCTGTA
COACACGOACAGA
AAGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC

TGTACGACALGG
ACAGAAATGGG

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGTGTAC

GACACGGACAGAA

ATGTTTTAGAGCTA

GAAATAGC

[5]

CACGGAZAGAAA
TGGGATCCTGR

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGCALGG
ACAGAAATGGGATC
COTTTTAGAGLTAG
AMATAGC

QATGCGAGTGGC
TGAATALCTGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGATGL

GAGTGGLTGAATAC
CGTTTTAGAGCTAG

AMATAGC

97

SEQ 10 NO13

SEQ I NO 14

SEQ I NG 1S

SEQ ID NO 16
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GAGTGGCTGAAT
ACCTGGATTGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGAGTG
GCTGAATACTTGGA
TGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

AGTGGCTGAATAC
CTGGATTGGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGAGTGG
CTGAATACCTGGAT
TGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

ATTGGGATGTGT
CTGAGCTGAGG

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGATTGG
GATGTGTCTGAGCT
GGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

ATGAAAGAGATT
GALTATGATGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGATGAA
AGAGATTGACTATG
AGTTTTAGAGLTAG
AAATAGC

CTCTGTCTCTCAA
GCTGAGTGGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGLTCIG

TCTCTCAAGLTGALG
TOTTTTAGAGCTAG

AAATAGT

1G

TCTCTCAAGCTGA
GTGEGTCCGE

GAAATTAATACGALC
TCACTATAGTCTCTC
BAGCTGAGTGGGETC
GTTTTAGAGCTAGA
AATAGC

11

CTCTCAAGCTGA
GTGGGTLCGRG

GAAATTAATALGALC
TCACTATAGLTCTC
AAGCTGAGTGGGTC
CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

12

CAAGCTGAGTGG
GTCCGGGEITGO

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCAAGC
TCGAGTGGGTCCGE
GCGTTTTAGAGITA
GAAATAGE

AAAAAPAGC
ACCGACTLG
GTGCLACTIT
TTCAAGTTGA
TAACGGACT
AGUCTTATIT
TAACTTGCTA
TTTCTAGLTC
TAAAAC

SEQID NO 17

SEQ 2 NO 18

SEQ 1D NO 1S

SEQ ID NO 20

SEQ ID KO 21

SEQ ID NO 27

SEQ 1D NOZ3

SEQ D NO 24

Gen

ADN secuencia
diana

Secuencia de
cebader directo

Cebador
nverso

SEQ ID NO
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SEG D NO S

SEQ ID NQ 26

SEQID KO 2T

SEQ N0 IR

SEQ I NG 20

SEQ I NQ 30

GAAARTTARTACGALU
| TCACTA mwm.%
| [TTGACATGACTG | & o o
MNEL A ALALA
GAGAGAAGAGG | e
AGGTITTAGAGLTA
GAAATAGS
G s\ﬁsi\*yf\;\*{f\ "GAC
TCACTATAGGALTS
GACTGGAGAGAA
2 | rocrenrron | [GAGAGARGAGETC
AR i GTGTTTTAGAGLTA
GAAATAGC
GAAATTAATAL GAC
TCACTATAGGAGAL
RAGACGRGAGEA | T A ARRLAS
3 ncereorass | |GOGRGCARAGLTG
SO TG TTITAGAGCTA
GAAATAGC
GARATTAATAC GAL
| CTATAGAGAGA
ACAGACGGGAGE | CACTATA hl
4 BAAGCTEETRG k.{LX\J\JAG{‘A?\AGC5
BTN S CGTTTTAGAGCTA
%. '3}“ }"d‘:s\T\')\’. 3’
‘JAA:“S\T HRCY \x.\Jﬁ\{-
T c‘mm@ GOTTT
- T{J(J***{,T;\\.}\g ,M:? . ?\.-NJ it
5 CAGAGACGRG CTAGGTQUAGAGAL
s 8% LNt
STTTTAGAGCTAGA
AATAGE
GAAATTAATACGAL
TCACTATAGTAAGT
[rrasTeasGeTCT| ~:§;G;&
£ ] SRR TC
GGTTTCTAGS o
i M HGTTTTAGAGCTAG
ABATAGES
CRARTTART AL AT
TCACTATAGTGLCC
THCCCATGTAAGT
7 eane o *f{g( T IATGTAAGTGAAGGT
GRAGIILIOE e ey T AGAGETAG
AAATAGE
GAAATTIAMT AL GAL
Tcs-s\cm TAGGAACT
GAACTTGCCCATG]
g1 ! T GCCCATGTAAGTS

TAAGTGAAGG

;f\fq TITTAGAGOTAG
AAATAGE

SEQ Y NO 3

SEQ W MO 37
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us

TCCATTEACCITC
AGTACCCTGE

GABRTTARTACGAL
TCACTATAGTCCATT
GACCCTCAGTACCE
GTTTTAGAGCTAGA
AATAGE

10

GAAATTAATALGAT
TCACTATAGTATGO
CTTCTGOGTAGTAG
CGTTTTAGAGCTAL

AAATAGT

SEQID NG 33

P
ot

TOAGTGCAGGIAT
CTTGLARAGGG

GAARTTARTACGAL
TCACTATAGTGAGT
GOABGCATCTTGOA
AGTTTTAGAGCTAG

AAATAGE

SEQ I NOQ 34

SIX@TGQ&\GQ}C!\?
CTTGUAAGGGS

GARATTARTALGAL
TCACTATAGGAGTS
CAGGCATCTTGCA
GGTTTTAGAGCTAG
AAKTAGE

SEQ Wy N 35

GATGAGGLTGTG
GTTGAAGCTGE

GAAATTRATACGAL
TCACTATAGRATGA
GGUTGTGGTTGAAL

CGTTTTAGAGUTAL

AAATAGC

SEQ 10 NO 36

GAAATTAATAUGAL
TCACTATAGCCACT
GGLCACALRALCC
CTGTTTTAGAGITA
w}}sﬁfiﬂ'ﬁ\mx

SEQ ID NO 3T

NN A S
GGAIATGGETGC

~ o g
CACACCCAGSG

GARATTAATACGAC
TCACTATAGGGHGAL
ATLGTGUACACALD
COGTTTTAGAGCTAG

AMATAGL

SEQ ID NO AR

GAGT QGG{ 3G
TCCAGOTCAGG

ABATAGC

SECQ ID NO Y

100

SEQ 15 NO A0
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17

530G b/\b ALA
L“CTf ¥ TCLAGG

GARATTAATACGAL
TCARCTATAGGCGGA
AGTACAGGTGGTC
s «TTT*AU}X CTAG
SAATAGC

13

GQUGGTGRUGEAG
AGTACAGGRTGG

GAAATTARTACGAT
TCACTATAGGCGGT
GiICGGAGAGTAL e{‘
GGGTTTTAGAGCTA
SAAATAGC

1%

TCTCCTGCACAGT
CAGABTAAGG

GAAATTAATALGAL

TCACTATAGTCTOCT

GCACALT *ZAQAA
GTTTTAGAGLTAC
ARATAGL

CGLA \af\ﬁ&x 110y

CCTBGTAG

\3\3

GASMATTAATACGAL
T ﬁs(—"ff&?}ﬁ(}ﬁ\{ GUA
AR (}\.T("i"m\:r{ STA
GTTTTAGAGCTAG

HEE IR L N )

AAATAGC

C\

AGGTGETGLETA

HGGUCAGAGAGG

GAAATTAATACGAL
TLAUTATAGAGGTG
GTGGLTAGGULAG
AGGTTTTAGAGC

GAAMATALC

\:Ai\f\ﬁr\, At f§{\€1f’“\{:

TCACTATAGULCAA

GCCAGCCACGRAC
COOTTITAGAGCTA

338 \3.")\\3
CAAATAGL

AACCTGGGTCOGTG

GUTOGBCTTGG

AARTTAAIACLAL
TCACTATAGACLTG
GLTCCGTGEITEHC
TGTTTTAGAGUTAG
AAATAGT

AAGAGALCY
THLGTHGC T{fw_.

‘1\3 \:S

GAAATTAATALGAC

TCACTATAGAAGAG

ALCTQGETCUGTREG
HECY S TT(’-‘*(:?&::{.TH{J
AAATALT

101

ARAARAALC
ACCGALTCG
GIGCCALTTY
TT LA»C\\:»TQ»\
TAAUGGAL
AL}&CTTATTT
TAALTTGOTA
TTYOTAGUTC
TAAAAC

SEQ D NO K1

SEQ I No 42

SEC 1D NO 43

SEQ D O dd

B0 1D NO A4S

SEQ I NG4S

SEQ Y NO 47

SEC 1 NGO 48
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f&&ﬁ\?iﬁﬁ"ﬁ“ﬁ&ﬁ&

I
AGAGATTTYGOSG

GAARTTAATAZGAC
TCACTATAGGGATE
ATTGGGAMGAGAC
CTGTTTTAGAGCTA
GASATAGT

N
13

GGRATCATTGGG
AAGAGACLTGE

GARAATTAATATGAL
TCACTATAGGRGAT
CATTGGGAAGAGA
CCGTTTTAGAGCTA
LAAATAGC

SEQ 1D NG4S

TAGGATAGTITGG

GATCATTGGG

GAAATTAATACGAL
TUACTATAGIAGGA
TAGTUTGLGATCAT
TOTTTTAGAGUTAG

ASMATAGYT

60 I NO B

, (SG}\M&:, »&Tf CA

(3\1!:\?} Sz T} \1{“

GAAATTAATACGAL
TCAUTATAGGGAAA
GAATCCAGGATAGT
CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

SEQ ID NG &Y

CAGTRUCAGAGA

& QA;\??AAWC{}AC
TS (.*&?&\CCA

SEG D NORZ

9 COAGAGAGALL <.:
GAUCTACATGS )
N - AGTTTYAGAGL «\I.,'_t
AAATAGE
GAARTTAATACGAL
e p e g menep e | TCACTATAGCTGTA
2 | CTOTACCATETAG L & & oo s
& CCATGTAGLTOTC
GTCTCTOTGG (L
CGTTTTAGAGCTAG

e

ARAATAGT

SEQ B NO 53

AGAGACCTALAY
{ (J?.-‘O\LA(»J{ T\J\}

GAAATTAATALGAL
Tiﬂ& CTATAGAGAGA

CTACATGRTALAG
C GTT”{TAQAG{ZTA&
*‘\16\»‘“‘ ‘«.‘3’».

SEQ ID ND 54

ey
AGETGT

CTGGGOT
ACTATGTAGG

GAAATTAATALGAT
1Y \*AQ*TAT GCTGGG
CAGCTGTALCATG
Txﬂ TITAGAGITAG
AAATAGT

5EQ I NQSE

102

SEQ I NG SH
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AGGGAAAGGGCT
TACGGTCTGGE

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGAGGGA
AAGGGCTTALGGTC
TGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

=4

CAGGGAAAGGGL
TTACGGTCTGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCAGGG
AAAGGLOTTACGGET
CGTTTTAGAGITAG

AAATAGC

SEQ ID NGO ST

SEQID NOLR

Gen

ADN sscusncia
diana

Secuencia de
cebador directo

Cehador
nverse

SEQ I NO

TCTGGAGATCTTIC
TTGUAACAGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGTOTGG
AGATCTTCTTGCAA
COTTTTAGAGLTAG
AAATAGT

CTCOGGTTCATGA
CITTGAAAGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGCTCCG
GTTCATGACTTTGA

AGTTITAGAGCTAG
AAATAGE

GIOTTCCATONTC
GICTTICAGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGTCTT
CCATCTTCGTCTIT
GITTTAGAGLTAGA
AATAGE

GAAGACTTIGAG
ACCCATTIAGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGAAGA
CTTCGAGACTCATT

TGTTTTAGAGITAG

AAATAGC

TCGAGACCOATTT
AGGATCALGS

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGTLGAG
ACCCATTTAGGATC
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGE

10

GTAGCGLLGTGA
TCCTAAATGGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGTAGC
GCLGTGATCCTAAL
TGTTTTAGAGLTAG

AAATAGC

103

SEQ ID NO 5S

SEQ ID NO 60

SEQ 1D NOGL

SEQ I NO 62

SEQ I NO 63

SEQ 1D NO B4
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11

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGCOGTAG
CGCCGTGATOCTAA
AGTTTTAGAGLTAG
SATAGE

SEQ 1D MO GS

ATV TAGGAY W\Q
{GGCGCTALGEG

Ll

f\ﬁ‘sé‘e??»‘?\f'\'f‘.ﬁ\.ff(ﬁ\""
CWCTATAGCATTTA
1\19\‘"(“ ACGLCGTTA

GTTITAGAGCTAGA

SEQ I NO 86

Sk
i

GGTCCCAATATIG
AAGCCCATGE

AGTITTAGAGUTAG

.—\H»‘"‘s st 'n

SEQ ID NORT

14

GATCCATGGGOTY

CAATATTGRG

CAAATTAATACGAL
TCACTATAGGATCC
ATSGGOTTCAATAT
TGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

SEQ I NOSS

~ - g g 3
AGATCCATGLGET

TCAATATTGG

GASATTAATACGAL
CTATAGAGATC
LATGHE iiy TTCAATA

TG AGAGCTAG
a‘\ﬁ; ‘ s‘mf

¢/

BEQ 1D NO &

16

GUTTL TA»’T CATAS
21\ CLATGRG

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGGLCTTC
TACCATAAGATCOA
THTITTABAGOTAG
AALTAGT

SEQID NO 7D

{PRPIR2ZN

bt
o

CGOTTCTALCATA
AGATCOCATGG

GAAATTAATAUGAL
TCACTATAGRGCTY
CTACCATAAGATCC
AGTTTTAGAGCTAL

SEQ 1 NOTL

GEATTTGC X\f\ﬂ»&"sz’-‘a

R o

TTOHUCGTEE

15‘. ﬁ\;'S A\.’)-,
4 \f\”‘?f‘\ ATAUGAL
C SGC: t :

"Cf A&&A,&“‘s‘?{f GO
GGTTTTAGAGLTAG
ABATARC

SEQID NOTZ
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ATGACUTGAGAART
TAATTTATGS

GAANTTAATAUGAL
TCACTATAGATGAL
CTLAGAATTAATTY
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

COATGCACTOOCA
GACATCGTGE

GAAARTTAATAUGAL
TCACTATAGUCATG
Cﬁ\(ﬁ?i‘.i’.(ﬁf\'\m(}« e
LGLTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

SEQ I NO 73

GCATTYGETGIGR

GTLGAAITIGG

GAAATTAATACGAL
':-“CAC?‘A‘?!& GGCALT
GLTGLGGGTGGAA
CTGQYTITAGAGOTA

\'.}AMA ‘{\\G‘\N

SEQ I NO T4

ACACGTTGE hxf‘b
GTECGLRETHA

izs“ms‘{‘“ NATACGAL
CTATAGACALG
‘{: SHCTGGTGCGG
('x{:ss TTTAGAGUTAG
AAATAGT

SEQIFNO TS

a2

CLAALATGTTGCA
CIGETEEGGE

SAAATTAATALGAT
TCACTATAGCGAALC
ACGTTRLALTGHTG

CHTTTTAGAGCTAG

LAY

SEQ ID NOTH

ACGAARCALGTTRC
ACTGGETGCGEG

&e‘\r\ ATTAATACGAL

< A(‘.‘f ATAGACGAA
CACGTTGUALTGGT
GGTTTTAGALGLUTAG
AAATAGT

25

TGTAGACGAAL

ST

vas i \\\ r&\\ \;5-'!

GARATTAM ALGAL
TCACTATAGTGTAG

CGAATALGTIGCA
COTTTTAGAGCTAS

‘\)’3 A f.\{ Fne

26

Tl

GUOCATGYCACAT

AGGLGGATGS

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGLGTLA
THTCACALAGLC :){:

5 gmr

AGTTTTAGAGLTY
;\A#\z}\f&k.

105

SEQID NOTY

SEQ Iy KO TH

SEQ I NG 7T

SEG I NO SO
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GARATT AATACGAC
TCACTATAGAGGAG
AGGAGCGCATGT | -
T encocGe |CGCATGTCACACAG SEQ 1 NO 81
SRR GGTTTTAGAGCTAG

AAATAGC

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCCGAG
CCGAGGAGCGTA R
A8 GAGLGCATGTCACA SEQ ID NO 82
TGTCACACAGG
CGTTTTAGAGLTAG
AAATAGC

GAAATTAATACGAL
COTGTGTGACATG | G TATAGLLTGT
28 COCTCCTCRE GTGACATGCGLTCC SEQ 10 NOR3

TETTTTAGAGCTAG

AAATAGE

Gan # 1 ADNsecuencia Secuencia de Cebador

diana cebador direcio inverso SEQ ID NG

GAARTTAATACGAC
TCACTATAGCGACT
CGACTGGCCAGG | CACTATAGLGAC

1 GGLCAGGGLGLLCT SEQ 1D NO B4
N -
GEGLETETRRG GTGTTTTAGAGCTA

GAAATAGC

GAANTTANTACGAL
TCACT

. |ACCarecaGacG | < AT%’E‘,CCEEC_

21y creoceacts  |CCAGACGACTGGCC SEQ ID NO 85

e AGTTTTAGAGCTAG

AAATAGE

GAAATTAATACGAC
TC T
3 |ACCOLCCAGAC éciigféf;éi?c SEQID NO 86
GACTGGCCAGG >
COTTTTAGAGCTAG
AAATAGE

GAAATTAATACGAL

TCACTATAGGTCTG
4 |BTCTOGECERTE | cireeTacanc SEQID NO 87

¥ CIGG
CTACAACTGGG TGTTTTAGAGCTAG
AAATAGE

GAAATTAATACGAC
CACTATAGCTACA
CTACAACTGGGCT] - i
5 GOCGGECAGE ACTGGGCTGGLGG $8Q 1D NO B8
e 7 ICCGTTTTAGAGLTA
GAAATAGE

106



PD-1

ES 2998 057 T3

CACCTACCTAAG
AACCATCCTGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCACCT
ACCTAALBAACCATC
CGTTITAGAGCTAG
AAATAGC

COLOGTCACCACGA
GCAGGGLTGRG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGLGGTC
ACCACGAGLAGGG
CTGTTTTAGAGCTA

GAAATAGC

GCCCTGCTCGTGRG
TGACCGAAGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGLCLT
GLTCGTGLTOALCG
AGTTTTAGAGLTAG
AAATAGC

CGLAGAGCTTOGT
GCTAAACTGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGUGGAG
AGCTTCGTGITAAA
CGTITTTAGAGCTAG
AAATAGC

10

CAGCTTGTCLGTE
TGGTTGCTGEE

GAAATTAATACGAC

TCACTATAGCAGET
TGTCLGTCTGGTTG
COTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

11

AGGCGGCLAGCT
TOTCCGTCTGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGAGGCG
GCCAGCTTGTLCGT
CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

CCGLGCTGLATG
COGTLOTCGGEE

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCCGGE

CTGGCTECGGTCET

CGTTITAGAGCTAG
AAATAGC

13

COTTGGGCAGTTG
TGTGACALGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCGTTG
GGCAGTTGTGTGAC

AGTTTTAGAGUTAG |

AAATAGC

AARAABAAGC
ACCGACTCG
GTGCCALCTTT

| TTCAAGTTGA

TAACGGALT
AGCCTTATTT
TAACTTGCTA
TITCTAGLTC
TAAAAC

$£G 1D MO BY

SEQ 1D NOOO

SEQ ID NG ST

SEQ I NO 92

SEQ 1D NO O3

SEQ 10 NO 94

SEQID NOTS

SEQ ID NO 96

Gen

ADN secuencia
diana

Secusncia de
cebador directo

Cebador
fverso

SEQ ID NO
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CTLA-4

CATAAAGCCATG

{kﬁ*r\}», -9-&8{3

ATGAL
CACTATAGC

ASAT, fk{%

ATAA |

& SCCATGLUTTGUC

COTTGGATTTC

GARAATTAATALCGAL i

. TCACTAT ARLITTG

. CAG sporges i
2 CGGCACAAGE GA1313$§ COBCACH
AGTTTTAGAGOTAG
ABATAGE |
GAAATTARTACGAL
T Y o :
, [CCTTETGCCGETG ,,fi?:% Q‘?i
AAATCCAAGG AGTTTTAGAGCTAG |
ARATAL (
GAAAYT "‘f\x.(;nh '
CACTEAcCTTTae [TOACT ‘"‘A{SC,&«L
Y lacracacase  [oCTTS CAGAAG
CATTTTAGAGCTAG
ARATAGE |
GAAATTARTACCAE ]
"'f'; i
5 TILLATGLTAGLA &Ciim;f\‘&?{:é;{iz.
ATGCACGTEG

GTITTAGAGCTAGA
AR?XEGC

L S
LG

\\\\\

GARATT

TEACY ATASL:GLU«, .
{ZAT"(J’WS\*J»“ _

GRAATTAATALGAC
TR A TATALAN
GOECEAGEETRET FTCACTATAGGRLCC
—y i ] W PRI T A3 g e o g s g
b < f‘}\\.‘lu\. AV W W 4 *J\?T«’b\
ST GLTALTGS - - N T
CETTITAGAGCTAG
AAATAGE ]
GAAATTAATACGAL
o g g TLACTATAGAGGTO |
NAGGTCCGEGETGA | o g
] ‘( \\3{3{“3“(""5»1 AGTRCTH

TOTITTAGAGLUTAG

ARATAGL

108

&é&ﬁxAAAAGf
ACLGACTCG
{JTL \.z :&«‘\u H

_T* ARG i?ur‘"\

TAALGGALT

HAGCETTATTT

TAACTTGCTA

SEQ I NOYT

580 I NOOS

$EQ ID NO 98

SEQ Iy MO LGC

SEQG 0 NOLOT

SEQ 0 MG

SEQ I NO{D]

$EQ D NOTOY
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CCGGGTGACAGT
GCTTCGGLAGE

GAAATTARATACGAC
TCACTATAGCCGGG
TGACAGTGCTICGG
CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCTGTG

SEQ ID NOLGS

TGO AAC
10 CTG‘GCGGCM“C CGGCAACCTACATG 5£Q ID NOLO6
TACATGATGG
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGE
GAAATTAATACGAC
T T C
CAACTCATTCCCE! CACTATAG AAET
11 ATCATGTAGG CATTCCCCATCATG se0 1D Nol7
TOTTTTAGAGCTAG
AAATAGC
GAAATTAATACGAL
TCACTATAGCTAGA
JCTAGATGATTCCA | W 7
12 TETGECACGAE TOGATTCCATCTIGLA SEQ ID NOTOB
- CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGE
ADN secuencia Secuencia de Cebador
Gen # diana cebador directe inverso SEQID NO
GAAATTAATACGAC
CACTATAGGG
GGCTAGGAGTCA| ACTA G GLTA
L | G COACATATGE GGAGTCAGCGACAT SEQ 1D NOLOS
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGT
GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGCTAG
; [GCTAGGAGTCAG GAGTCA"CG;C:TA SEQ ID NOL1O
33
CGACATATG
GACATATGEE | GAGETAG
AAATAGC
GAAATTAATALGAL
TCACTATAGCTAGS
CTAGGAGTCAGC | HCTATAGLTAG
3 G ACATATGEGG | \OTCAGCGACATAT SEQ 1D NO111
GGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC
GAAATTAATALGAC
TCACTATAGGTACT
4 |GTACTGTGTAGC GEGEAZC;GG&;TG SEQ 1D NO112
CAGGATGCTGG |- Q

CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC
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ACGAGCACTCAC
CAGCATOCTGG

GAARATTAATALGAL
T

;’%qA&fZW«{J

A V‘\H G

'\3:‘\«3\‘5‘» Tl“\‘\f\ )\ ;»\{
TCACTATAGAGGCTY

CCAGGAATETCOGE
GLTTTTAGAGEITAL
AMATAGC

wd

GAAATTARATACGAL
TCACTATAGACTTA
COTORUGGACATTC
CHTTYTAGAGUTAG
AAATALT

GAAATTAL ?’*\QG‘(\{:
T?z»,n T‘“
Giwﬁ TA& GA{W{. TADG
AAATAGL

i

GAAATTRATACGAC
TCACY 1{‘&?}\{3\; TGO
GTACAAAGGTTGGCY T
TLGTTTTAGAGCTAG

AAATAGT

18

GOTGLLGTACAA
AGOGTTGEITRG

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGGGTGC
CETACARAAGGTTGG
COTTTTAGAGUTAL

AAATAGE

11

CTCTCCTOAGTAC

ALAGCAALS

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGCTCTC
CTCAGT %«\,\.ﬁ(.A\nQ
)&\-J ?T {"SG
ASATAGC

Fa &""f“

[CYIUR I

COTGOGELITEL

GAMATTAATACGAL
TCACTATAGICTOG
GLICTLCGGOCGD

GGGTTTTAGAGUYA

GAAATALD

110

TTC}“% ST %
AACGGACT
AGUCTTATTY
TAACTTIGUTA
TITCTAGCTC
TAAAAC

SEG IO 80313

sk 10 ol lg

SEQ IO NOTIS

AR AR A AR AR AR AR AR A

SEQ I NQIIS

SEQ I NO11T

SEQID NU11E

SEG D NGT1D

SEQ I NO1E0
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13

AGTACTCACCTGG
GOLCTCLGEG

GAAATTAATACGAC
TCALTATAGALTAC
TCACCTGGGGICTC
CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

14

AGGGTCTCCAGC
GGICCTCOTGG

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGAGGGT
CTCCAGLGLLICTC
CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

15

GCAAGTACTTACG
CCTCCTIGRG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGLAAG
TACTTACGCOTCCTT
GTTTTAGAGCTAGA

AATAGC

16

TTGUGGTACATCY
CCAGLOTGGEG

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGTTGCG

GTACATCTCCAGEC
TGTITTAGAGUTAG

AAATAGC

17

TITGCGGTACATC
TCCAGLCTGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGTTIGC
GGTACATCTCCAGC
CGTTITAGAGCTAG
ABRATAGC

SEQ ID NO1 2T

SEQ ID NO122

SEG ID NOT23

SEQ ID NO1J4

SEQ I NO12S

Gen

ADN secuencia
diana

Secuencia de
cebador directo

Cebhador
nverso

SEQ 1D NO

GCAAAACCIGTC
CACTCTIATGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGCAAA
ACCTGTCCACTCTT
AGTTTTAGAGLTAG
AAATAGC

[

TTGGTGCCATAAG
AGTGGACAGG

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGTTGET
GUCATAAGAGTGG
ACGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC

GGRTGLAAGTTTC
TTATATGTTGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGGTGL
AAGTTTCTTATATGT
GTTTTAGAGUTAGA

AATAGC

111

SEQ ID NO1 26

SEQ 1D NO12T

SEG I NO128
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ACCTGATGCATA |

TAATAATCAGG

COTTITAGAGLTAG
AAATAGC

ACCTGATTATTAT
ATGCATCAGS

GRAATTAATACGAC
TCACTATAGACLTG
ATTATTATATGUATC
GTTTTAGAGITAGA

AATAGE

b )

CAGAGCALCAGA
GTGCOGTOTGG

GAAATTAATACGAL

TCACTATAGCAGAG
CACCAGAGTRUCGT

COTTTTAGAGLTAG
ASATAGT

o

AGAGUACCAGAG

THCCRTUTGGRE

GAAATTAATACGAL
TCATTATAGAGAGT
ATCAGAGTGCUGTE
TGYTTTAGALLTAG

AAATART

AGAGTRULGTITG

GGTCTGAAGG

GASATTAATACGAL
TCACTATAGAGAGT
GULGTOTGEGTTG
AGTITTAGAGCTAG
ARATAGEC

AGLAAGGCLGTC

CATTCTCAGGG

GARATTARTALGAL
TCACTATAGAGGAA
GGCLGTCCATTCTC
AGTTTTAGAGCTAG
ARATAGE

oy
o

GGATAGAACCAA
CCATGTTIGAGE

GAAATTAATAUGAC
TCACTATAGGGATA
GAACCAACCATGTT
GOGTTTTAGAGLTAG
AAATAGL

TCIGTTGCLUETEA
ACATGRTTGG

GAAATTAARTACGAL
TCACTATAGTOYGTY
GUCLITCAAUATGET
GTTTTAGAGUTALGA

AXMTAGT

SEG ID N1

SEQ 10 NOT3E

$8Q I 80131

SEQ ID NOIRY

BEG I NO133

SEQ I }0134

SECE D NGB

SEQ I NO136
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TTAGTCTGTYGCL

CYCAALATGG

GAAATTAATACGAL
TCALTATAGTTAGY

CIGTTGQUICCTIAAL
AGTTTTAGAGCTAG
ARATAGC

GTOTGQGUAAATOS
GARGTGATGSG

GAAARTTAATACGAL

TCACTATAGGT TG
GUAAATGGLAGGT
GAGTTTTAGAGCTA

GAAATAGE

{14 '_ )

GAAATTAATALGAL

TCACTATAGCAGAR
GYTCTGETOTOGUAA
AGTTTTAGAGITAG
ARATAGC

58Q 1 NO137

SEQ ID RO13IE

15

TTGTAGCUAGAGS
T

CTGTETGG

GAAATTAATALGAL

TCACTATAGTIGTA

GUCAGAGGTTCTST
CGTTTTAGAGUTAG
ASATAGT

16

GAAATTAATACGAC

. ITCACTATAGACTTE

GOATGAGUTCTCTC
GTTITAGAGCTAGA
AATAGL

17

AGAGCYCATCCAG
AMAGTARATEG

GAAATTAATAL (35\\
TCACTATAGAGAGT

TCATCCAGAAGTAA

AGTTTTAGAGCTAG
AMATAGC

18

SEOTOTOCAT
TTGGTHRTOTCA

TTACTIITEG
TTACTTITGG

SAAATTAATALGAL
TCACTATAGTTIGET
GTCTLCATTTACTYC

G?\;T?}:\(}f\,{kil TAGA

AARTAGT

TYCTGGLTTOCNTY
CATALAGGG

GARAATTARAATACGAL
TEACTATAGTTOTG

GUTTCCUTTEATAL

AGTTTTAGAGITAG

AAKTAGE

SEQ IO NOI38

$£Q 1D NOXAD

SEQ I NOI4T

SEQ ID WO14S

SEG I No1dR

SEG I NOYidd
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i’:‘i"e’ a é‘: A ?‘Ai ARAARAAGE
CAGGACTEACAL CTATAGLAGGA | s ccaacten
. CICACACGALTATT | v e
o ' GIGLUALTYT
;(\:‘ ;XE'ZT#“R.«"‘_{J{_.T&K:\ TTCAAGTTOA
AAATAGC i
TAACOIALT
GAAATTAATACGAC Z’;‘zj?ﬁi
e ATCACTATAGCTACTT| DN ,_"
e JETACTTIOTTGTGT oy . ko TASRCTTGIT &
21 e o TCTTGTGTARAGTC | 7 7 iseq D woldé
53(}3.\:‘\{3;{:15\{353 - —— TTTITAGDTY
GTTTTAGAGCTAGA
TARAAC

ﬁs,&, TAGC
GRAATTAATACGAT

TCACTATAGGACTT
CAGACTTTACACAAG e
£é . - TACACAAGAAAGTA SEQHID NOI4T
AAAGTAGAGS e % & pm g

GLTTTTAGAGCTAG
BAATAGC
GAAATTAATACGAL
TCACTATAGSTOTTY
CTCCATTAGQOTTIG SEQID ROTAR
§?‘MA 3\&3\ ﬁ&(}ﬁzﬁx
ATRGE
GAAATTAATACGAL
TCACTATAG »"&ATG’”

NGAAARGALGTAACT SEQ 10 NO14S
TGTTTTARAGCTAR
AAATAGC
G QQATTMT? AL

TCACTATARATGS &’:‘
TGQGASAAAGALT - N
gS et o GAAAGATGTAALTY SEQ D NOLED

TAACTTCGEG .

COTTTTARAGITAG
ﬁr—\;‘s &E\J\
GAAATTAATACGAL
- - o TTCACTATAGTGGA
L |TGGAGAAAGACG o POAG -
26 TAACTICGAGE AARGACGTAALTTC 550 10 N1S1
RS LHGGG

b h GGTTTTAGAGCTAG
AARATAGC
GAAATTAATACGAL

TEAST TITGET
TTTGETIGACTAE | hCTATAGT

37 ?ﬁ&iT’Gi?TTQA&C SEQ I NOTE2
TTTCACCTGG _
h GTTTTAGAGCTAGA

ABTAGL

20 SES ID NO14R

Tet2

GTCTITOTCCATTA
GLUTTITGG

Frud
L2

AATGLAGAAALGA

TG
i Pae st loated
COTAACTTCGOG
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el

TCACTCAAATIGSG
AGACATTIGG

LAAATTAATACGAL
TCACTATAGTLALY

CAARATLGGAGACAT

TOTTTTAGAGITAG

AAATAGC

3

(4]

H k T{‘ ";Stg\ {.,\ } C‘?{:\
GATTTTCAGG

GAAATTAATACOAL
TCACTATAGATCOYTG
AAGUTCTGGATITT

CGTTTTAGAGLTAG

AARTALC

i

1IGCTTCAGATIONG
ISATGAGUAGG

GAAATTARATALGAL
TCACTATAGGCTTC
AGATTOTC sAA GAL
COGTTTTAGAGOTAG
AAATAGL

CAGATTCTRAATG

AGCAGGAGHE

GAAATTAATACGAL

TCALTATAGUAGAT
TOTOAATQAGUAGG
ALRTTTTAGAGITAD
.' LY} f’\\ H J‘\f;

. IFAGGCAGTGCTA
) ATGUETAATGS

OAAATTAATACRAL
TCALTATAGAAGGC
AGTGUTAATGO CTA
AGTTTTAGAGCY
SAATAGC

PR

IGCAGARACTETA
SUACTATTALGS

GAASTTAATALGAC
?{ZAC?AT&GG AG
SUTGTAGCACTAT
a{)T"T"AUA{s TAL
AAATAGC

L JACCGCAATGGAA
T ACACARTCTEG

AR TAATSCGAL

TCACTATAGACCGU
AATGGAAAL }%iﬁ‘x&?
ST TTTAGAGOTAL

A A ATH T
F4I (A? ;«)‘

s

s

TETGOLTTTTITGC
ALCGCAATGG

CAAATTAATACGAL

TC «”x! ‘z’ ATAGTRTERR

TTTTCTGCACCGLA
TT;\\J\ LTAG

7 «
]
ed

SEQ ID MOISE

SEQ 1D NO154

SEQ I NOQISR

SEQ 1D NOISE

S5EQ ID NO1ST

B N R

SEQ IR NQLSS

SEQ I NO16(

115
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CATAAATGCCATT

# AACAGTCAGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCATAA
ATGCCATTAACAGT
COTTITAGAGCTAG
AAATAGC

ATTAGTAGCCTGA
CTGTTAATGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGATTAG
TAGCCTGACTGTTA
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGT

COATGLGTGAGT
GATCTCACAGG

38

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGLGATG
GGTGAGTGATCTCA
CGTTITAGAGCTAG
AAATAGC

ACTCACCTATCGL
ATACCTCAGG

GAAATTAATACLGAC
TCACTATAGACTCA
CCCATCGLATACCT
CGTTITAGAGCTAG
AAATAGC

CTCACCCATCGCA

40 TACCTCAGGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCTCAC
CCATCGCATACCTC
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

SEQ ID NO161

SEQ ID NO162

SEQ ID NO1AS

SEQ ID NOl64

SEQ ID NOISS

Gen

ADN secuensia
diana

Sesuencia de
cebador directo

Cebador
inverso

SEQ ID NO

AGUAATAGGAGG
AGTTGCAGAGG

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGAGCAA
CAGGAGGRAGTTGC

AGGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC

CCAGTAGGATCA
GCAACAGGAGG

[

GAAATTAATACLGAC
TCACTATAGCCAGT
AGGATCAGCAACA
GGOGTTITAGAGCTA
GAAATAGC

CTCOTGTTGOTGA
TCCTACTGOG

L

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGCTCCT

GITGCTGATCCTAC

TGTTTTAGAGCTAG

AMATAGT

116

SEQ ID NO1AE

SEQ 1D NO1G7

SEQ ID NO1OE



ES 2998 057 T3

AR AN AN AN A AR

ACTATAGGGCCS
AGTAGGATCAGCAS SEG 1D NO18Y
COTTTTAGAGCTAG
AAATAGE

GRUCTAGTAGGA
TCARGUAALAGSG

GAAATTAATALGAL

TCACTATAGTTGET

TTGLTGATCLTAC f*xwfw‘ :C’“”* sEQ 1D NO1TO
LGN *“\\. 3 E S AN

T66aCccTae [T Q

CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

&3]

GAAARTTAATACGAT

TCACTATAGTSGOA
. P INRL YRS I
TOQUAACAGITTG e o g ] .
o p g g g e g ACALITTGCAGITG SEQ ID NOTTE
CAGCTGTLGG - CTAG

TGTTTTAGAGUTAG

SAKTAGT

~d

GASATTAARTACGAC
TCACTATAGLITTOE
GTECCOTRUTTROL SEGID NO1T2
CGTTTTAGAGOTAD

AAATAGU

CITOOGTCOLOTG

GRAATTAATACLAL
TCACTATAGLTICC
CTGOTTOOCCLGOA SEQID NOTT 3
COTTTTAGAGCTAG

SAATAGC

GTC ””C?b
{CCGGGACC

v

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGCTC &G
T CCUGGELAAG SESQ 1D NO174
AGGTTITAGAGC Tf?\
GAAATAGT

C?{"’“GGTCCQC&’S
GUAAGTAGGGG

Pt
<o

GARATTAATACGAL
TCACTATAGTITCC _
GRTCOCHGGIAAG SEQ I NOTTS
CAGTTITAGAGCTA
GARATAGL

TCTCEGOTCOCG]
GCAALIAGGG

s
fns

GAMATTAATACGAC

o ITTACTATAGGTCTC
QTCTCCRGTCCCG] ~ h

. p s COGTCCCGHGGLAA SEQ I NOLTR
SIMIAAGIAGG e g
GUGTTTTAGAGLTA
GASATAGT
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GUTTGLCCLGRA

CURRAGACAGSG

GARKTTAATACGAL
TCACTATAGGUTTG
CLOGGHGALLGGAG
ACGTTTTAGAGCTA

G SAT \“f\

LAAATTAATALGAC
TCALTATAGGGTGEG
CCTGTCYLLGGTE

COTTTTAGAGITAG

AAATAL(

CGOTGGOCTGTY

eTeT

{( {Jy\y\w\ A% 2

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGLGGTG
GCUTGETOTCRGTC
CGTTTTAGAGITAG

AAATAGE
GAAATTAMTACGAL
TCACTATAGUATATY
CATATTCGGTGOE
s A IATTRG GG Casmcssf\:;:f? o
CTGTCTCOGE

GT?‘?%’&GAGCTAS&
AATAGC

16

ATUTARGTALTO
TATTUGGTGG

GAMATTAATALGAC
TCALTATAGATCTA
GGTACTCATATTCS
GOTITTAGAGITAG

AASTAGE

ATAATCTAGGTA
CYCATATICGG

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGATAAT
CTANGTALTCATAT
TGTTTTAGALGITAG

kK RT A
AARATAGC

18

TYATGATTTIOOTG

CCAGAAARLGG

GAAATTAATACRAL
TCACTATAGTTATG
ATTTCLTGUCAGAA
A%&f"?z"z\ GAGCTAG
r\:’ ATAGL

19 iy

AATTAATALGAL
?CMZT&?A\QATTTCT
GAGGUTCLGITIC
GTTTTAGAGUTAGA

AATAGL

SEG 10 NO1TT

SEQ D NO1TE

SEQ ID NOITR

SEQ 10 NOIED

SEQ ID NOIRT

SEQ I NQ1ISD

SEQ D NGIEZ

SEQ 10 NOTRY
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CACTC
TGG

) -

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGALTGA
( ACCACTCOTITGA
CGITITAGAGCTAG
AAATAGC

CTGAUALCACTCLC

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCTCGAC

21 ACCACTOCTOTGAL
TCTGACTSGG o

GTTTTAGAGLTAG

AAATAGC
GAAATTAATACGAL
T8 .Y A
IaceacterTeran | CACTATAGRCCAC
22 TCOTCTGALTRIEGC

CTGLGIETGG

GTTTTAGAGITAG
ARKTAGC

AARCCCCTEAGTOY

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGAALLT

e N o CTGAGTCTALLACT
ACTACTGTGG — PR
GGTTTTAGAGCTAG

AAATAGC
GAAATTRATACGAC
- TCACTATAGCTICA
CTCCACAGTOGTA] CRCTATAGLTECA

CAGTOOTAGALTCA
GHRITTTAGAGCTAG
AAKTAGC

SUTCOACAGTRET

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGCTCC

25 WARTGGTAGALTC
AGAUTCAGGS A \A‘ "
m}\ i 3 AL}:’&\J\ ‘A'\}
R":\‘t'{\"f‘"\\ {
GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGGLTC
L RSGOTICACAGTG ) {? - S
201 CALAGTGOTAGAL
GTAGACTCAGE

(’QTT?TAK‘JAG&.TAQ
ASATAGC

CCYGUTGCAAGRLS

L
GTTCTACTRG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGCCTGL
TGUAAGGCGTICTA
GTTTTAGAGUTALR
AAATALGC

FERVTRERIVRNPIVERUSIIV VY

SEQ ID NOLRS

SEQ 10 NO1EE

SEQ I NOQIRT

S£Q ID NUIRR

SEQ ID KO8T

SEQ 1D NO1S0

SEG I ND181

SRG IR NOTS2
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0
oo

CAGTAGAKIGC
TTGUAGCAGH

C
¢

GAAATTAATATGAL
i fﬁ\(:* ATAGCCAGT
AGAALGT \M'Tfa{:“(:
CETTTTAGAGCTAG
AAATAGC

GAAATTAATATGAL
TCACTATAGLGTTC
TACTGGLCTGGATG
COTTTTAGAGUTAG
ASATALT

L5
J
et

TCTACTGGCUTGRS
ATGCALGAGE

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGTCYALT
GGLCTGRATGLAG
GGTTTTAGAGCTAG
ABATALT

84
ank

GARATTAATALGAL
TCACTATAGUCALG

GAGCTGRCLAATAT
GLTTTTAGAGLTAG

AAATAGT

CLTGGATAGGTTY

G,Q‘ARTTQ}\TW‘GA”
i »..f\{:«{;\'}‘ CGTGG

3z ACAGGTICCCLATG
CCCATGTTNS - —
TOITTTAL ‘muAu
AR "‘AC
GAAATTAATALGAL
TCACTATAGGTCCA

(S
L

GTCCACGGATTCAYL

\33 ﬁ!Q\VT)&\R &4\3

CEGATTOAGLAGCT
AGTTTTAGAGCYAG
ASATAGC

GACTAITCAALCA
GTRUCLACGEG

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGGACLA
CTEAALTAGTOQIC
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

GOAGTGHTITGTG
COTCLETGOG6

CAAATIAATACG
TCACTATAGGGAGT
GGTCTGTHOCTC

TGTTTT? T

NI
AAATAGT

-
YGAG

SEQ D NO1US

SEQ ID MO8

SEG I NOQIGS

SEQ 1D NOTUG

SEQ 10 NOIRY

SEQ ID NOIUR

SEG D NOLRG

SEQS 1D NOFO0
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LA
(&3]

e N R N
GLRUACAGACAAC

e
AR

P e o Wt o
CTRALGS

GAAATTAATACGAC
TCACTATALGGUAL
AGACAACTCGACTS
AGTTTTAGAGUTAG )
AAATAGC

W)
o

SACAACTIGALTY
ACGGOCALGS

-

n,\\'{iﬂ*?*f\ﬁ%*!\{ :af'\’?:
TCACTATAGGALAA
C”'& GALTGALGGLC

AGTTTTAGAGCTAG

AACTCGACTGALG

RS

FheTes TN
Ao ‘\~\_.u,‘ 1{}(3

AKATALGT
GAAATTAATATGAL
TCACTATAGARTTC
GACTOACLRGICAL
GGGTTTTAGAGLTA |
GAARTAGT

CACAGAACCAG

A
TGLUALALAGG

\AM‘&AT PAATALGAL
TCACTATAGLACAG |
ASCICAGTGUCACA)
GOTTTTAGAGCTAG

AXRRTAGEL

bl
B
p:
g

o e g e
GOTAGTAGLTTCL

ATOOACALLS

e

GAAATTAATAIZGAU
TLACTATAGGGTAG
TAGGTTCCATGRAL
AGTTITAGAGLTAG |

AAATAGC

L
3

TAOTAGTAGGTYL
~ v A e ~ SN
TATGGACAGG

HGTAGGTT

GAMATTAATACGAC
TCACTATAGTOOTA
CEATGGA
COTYTT AGA{E&(Z?Q&:}

AAATAGC

T N AT LM

Y ? {3\»3 X1
GGTT{?CA?GG

TA

GAMAASTTAATACLAL
TCACTATAGTOITT
GLTAGTAGGTTCCA

Scuarabial

GITTTAGALCTA

BATAGC

\K:})\

g o
ATGRAS

ACCTALTA
CCAAAAGAGS

GAAATTAATALIGAL
Ti‘;’ACTAT}%GATQ{SA
ACCTALTATCAAAA
S(Es?"‘f“i“?.«“\{fii\i‘i{??f\i}

£ \?{3 Q‘( -{\{'S\

121

AAABAAAGC
ACCGACTG
GTRUCACTYY
TICAAGTTGA
”&ﬁ(f{?{%ﬁ‘«f
AGUETIATTT

TAACTIGCT

TYTETAC

!

\
A&
GCT
f\: AAAL

SEQ 30 NOZOL

SEQ I NOUR

SEQ I NO2O3

SEQ 1 KO0

SEQ 10 NQIOS

SEQ ID NQ20E

$EQ 10 NOZDY

SEQ ID NOIOR
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a4

SACAGACCYOTTY
TGGTALRTAGS

GAAATTAATACGAL

TCACTATAGAACAG |

ACCTITTTTGGTAGT]

GUTTTAGAGCTAGA |

AATAGC

GGETATGARCAG
ACCTCTTTTON

GASATTAATACGAC
TCACTATAGGGGTA

TGAACAGACCTCTY
TGTTTTAGAGLTAG

AAATAGC

46

TGTGTCCTCTGTT

ACTCACBAGSG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGTGTGT
CCTCTGTTALTCAC |

AGTTTTAGAGCTAG

&7

ABRATAGC
{sfsf}\e\*?f‘xf\lﬁ CGAL
TATAGGTOTC

(‘?{“*’“*?'AC ¢ .f\LJ""« v
AGTTTTAGAGUTAG |

AAATAGL

AGTAGTTGACGGAL,

AARTTGCTGG

GAAATTAATACGAC |
TCACTATAGGTAGT |
THACGGACAAATY TG
COTTTTAGAGUTAG |

AAATAGC

;;,;:«

TTTGTCCGTCAAC

TACLCAGTGS

GAAARTTAATALGAU

¥ U\C TATAGTTTIGTC

TTCAALTACLCAL |
({E"T?TA»JQG{ TAROBA

AATAGL

T Y

SEQ 1D NOINY

SEQ 1D NOQIID

SEQ 1 NORTL

SEQ I NODYD

SEQ I NOJTS

01
Lol

T“i“i%'f{f COTCAALT

LCAGTGRG

GASATTAATACGAL
TCAC TAT(*XGTT-\?T(

CG** AACTACCCAG]

GTTTTAC :*5“3 TTAG
Aﬁgﬁ\sﬁiat

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGTGTCLC
GTCAACTATCOAGT
QOGTTITALGAGCTAG
AAATAGE

SEDQ I NG T4

SEQ 1B NGILS

SERD 0 NOE LS
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v

GABATTAATALGAC
TCACTATAGGTCCG
TCAACTACTCAGTYG
GGTITTAGAGCTAG

e‘\)‘\AT “\\J N

451

Lot

T ETTENTO A ACT
CTCTGTGAAGC «“3‘{3

TQUCTGETGG

LAAATTAATALGAL

f &” ACTATAGOTCTG
GAAGCAGTGOCTG

GTTYTAGAGCTAG

BAKTAGC

“:‘-?'"t

CTAATCYTGR

CCTGUTGGUOATO

DAAARTTAATACGAL
CACTATAGUOTGO
TGLLUATCOTAATC
TGITITAGAGCTAG
ASATAGT

=3

557
AL

CUAAGATTALGRAT

GGUUIAGUAGEG

GABATTAATALGAL
TCACTATAGCUAAG
ATTAGGATGRICASL
COTTTTAGAGCTAG
ABAATAGC

GOGUUATUOTAATC

TIQLUGC TG

GRAATTAATACGAL
TCACTATAGGGLCA
TCCTAATOTTLGLG
COTTTTAGAGCTAG
AMATAGT

Q A{J\» S35 \w‘é\ fl‘
GATTAGGATGSG

GAAAT? ATAIGALD
TCACTATAGCACLA
GLGLCAAGATTALD
AGTITTAGAGOTAG
AAATAGE

L1

AGTGCACACGAA

A

\}‘*\‘{\& ,J:“RT" :.NgG

SAAATTAATALGAL
TCACTATAGAGTGD
ATACGAAGAAGAT
AGGTTTTAGAGCTA
GAAATAGT

GUACTGTGG

GARAATTAATATGAC
~TCACTATAGTATIT

! CITEGTHTEE Ans,

GTTTTAGAGLTAG
AATAGC

SEQ 1D NO217

SEQ 1D NOZIR

SEG D NOZLG

SEG D NOZZE0

SEQ I NOZN

SEQ IB NOZSY

SEQ ID NO2Z3

SEQ 1D NOS I
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CYTCOLYGTGCALY
GGTG o~

GTGGTGOTGG

GAAATTARTALGAC
TCACTATAGCT
TETGLACT G?Gﬁ?"w
COTTTTAGAGUTAG
ASAATAGT

%
Pty

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGRGLIGE
TCCGOOTCTOCCGL
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGL

&4

SCGETIOQUITCTY

CCOGCAAGRG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGROGGTY
CCGULTCTCCCRUA
AGTTTTAGAGCTAG
ABATAGT

-

"

0
3

AATTACGLALGG
GGTACATGTGG

GAAATTAATACGAL
TCAUTATAGAATTA

COUALGGGETACAT

GOTTTTAGAGOTAG
AAATAG

GAAATTRATACGAL
TEACTATAG Ys;m{?:ﬁ

HGAGTAATTALGCAL

GGTTTTARAGOTAG
AAATAGC

LTGRLGGGAGTAA

ATTACGLALGGG

GAASTTAATALCGAT

TCACTATAGGETGGS
GLAGTAATTACGCA
CHTTTTAGAGCTAG
.’i\r&ﬁfﬁ” 4

("m GGGGERAGTA

GAAATTAATALGAL
TCALTATAGGGTGG

661 acce  |GGGAGTAATTACGC
ALGLALEGE L e rTTAGAGETAG
AAATAGE
GAAATTAATACGAC
TCACTATAGTAATT
TAATTALTICOCC
§7 L crecoceaccaan

TACCGASGATGES

(\J b &TT?’% f"‘chﬁ; H ?&\'\«;
AARTAGL

SEQ 1D NO22S

!’

SEQ I NOZIG

SEQ I NQ2 2T

UV CVVVVAVAN

SEQ 1D NGZ2E

ZZ)

SEQ 1D NGIIG

SEQ 1D NOZ230

SEQ ID NO2AL

SEQ ID NOFIZ
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Py

SAGATGOAGALCA
TCTCGRTGRGG

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGAGATG
CAGACCATLTCRGY
GOTITTAGAGITAG

AAATALT

Pax

GAGATGUAGALT
ATCTCRGTGRRG

GRAATTAATACRAL
TCACTATAGGAGAY
GUAGACCATITCGG
TGTITTAGAGUTAG

AAATALC

TGAGATGCAGAL
‘ \}“%,(N FCGGTEE

GAAATTAATACGAC

T .ﬁ\(. iﬁ\?ﬁ‘\(ﬁ?{}&{?fk,
TGCAGACCATOTCG
GGTTTTAGAGLTAG
AASTAGC

A A AR A el

SEQ I NOZ33

SEQ I MO

GOATGAGATECA
GACUATCTUGG

GAAATTAATALGAL
'i“fw’ CTATAGGGATG
AGATGUAGALCATL
TGTTTTAGAGCTALG

AAATAGC

GABATTAATATIGAL

i {ZAC"?AT.I\GﬁWC?f:
ATCCCTETTGLOTG
AGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

3
ot

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGTCATC
CETGTTGLCTRATD
GLTTTTAGAGOTAG
AAATAGC

vl

GAAATTAATACLGAL
TCACTATAGUTCAL
COUCATUAGGUAAL
AGTTTTAGAGITAG
AMATAGT

i
U3

© s g g g e
GAGLGUICTTCA

CC C{ZCAT{AG{X

GAAARTTAATACGRAL
TCAUTATALGRAGGDS
C CYCACCOLICCATY
SATTTTAGAGOTAD
ABATALT

m.

SEG IR NQI3S

SEQ I NQ23E

SEQ 1D NQ23T

SEQ 1D NQZ23E

SEQ I NOZ3Q

SEQ ID HOSAO
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36

GAASTTAATACZGAC
TCACTATAGGGGLC
CTCTGUCACALCCA
AGTTTTAGALGCTAG

AAATAGT

CLCTOTQUCATAG
CCAATGGGRGE

4

GAAATTAATACGALD
TCACTATAGLITTC

TRUCACAGCLAATG
GOTTTTAGAGUTAG

AAATAGC

78

GAARTTAATALGAC
TCACTATAGULLCL
ATTGGCIGTGRUAD
AGTTTTAGAGITAG
AARTAGE

73

GAAATTAATALGAC
TLACTATAGGLCCL
CATTGGOTGTGECA
GGTYTTTAGAGUTAG
AAATAGE

20 SOATALGCLTOC
ATTGGOTGTGG

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGGGACA
{-::GC'LC("”“\ TOROT
GGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC

CCRGC “s‘r:**a"a‘i?{.&(
FCTTGGACAGSG

153
o

GJ‘AA«C'TA& ACEAL
TCACTATAGUCGGR
CTCTTGGLCTIGRRA
CGTTTTAGAGUTAG
AAATAGT

CTETCCAAGGULY
AGAGCLCLGRG

o
N2

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGCTGTC
CAAGGLCAAGAGL
COGTTTTAGAGTTA
GAAATAGC

GAAATTAATALGAL
TCACTATAGTGGCG
TCAGGULUGGECTT

*iaw?"m AGAGCTAG

AAATAGC

SEQ D NOZEL

SEQ 1D NO2AD

SEQ I NOZ43

SEG 1D NOZ94

SEQ 310 NOX4S

SEQ I NOMS

SEQ D NOZF4T

SEQ 1D NO24S
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IGABATTAATACGAL
s TCACTATALGCGGEC
L CBGGCCTRACGE |0 T e i .
&4 CAGAGCCCAGD KTGATGUCAGAGLC SEQ ID NOG
LRGAGLL {2 - s e 3
PR GTTTTAGAGCTAG
AAATAGE
ADN secuencia | Secuencia de cebador{ Cebador .
Gen # diana directo inverso SEQ 1 NO

it

CARACAACCATGEY

GLGIATCIGG

GARAATTAATALGAC

JTCACTATAGCAACA
JACCATGCTGGRLUAT

COTTTTAGAGUTAG

e m e e
AMATAGU

g

b“ww CAGAT e GATGLCCAGE
- RN T o DAY

AGTTTTAGAGCTAG

GAARTTAATACLAL
TCACTATAGGAGES

ASATAGL

LEN]

CATCTGRALCLT
CCTALCTOTGE

GAAATTAATACGAL

ITCACTATAGCATIY
IGGACCUTOCTACCY

CGTTTTAGAGUTAG

AAATALL

AGRTAGHALGG

GAAATTAATACGAL

. [TCACTATAGAGSS
BLGHTTLUATCAG |

TCACCRGAGGTAGS
AGTTTTAGARCTAG

AAATAGT

(%24

GGAGTTGATGTC
AGTCACTTOGG

FGAAATTAATALGAL
ITCACTATAGGGAGT
; a-\_zﬁi"{“:‘“{ AGTCALT

GYTITAGAGUTAG
Aﬁ\r’}\ TAGT,

TGG
e
i

‘l
A ﬁxiT TGO

IOAAATTAATACGAL
ITCACTATAGTGGAG

T A
f\ i \T\J C

TTOATGTCAGTCAL

TGTTTTAGAGITAG

AAATAGE

wd

QTGACTGACATC

AACTCCAALGG

JGAAATTAATACGAL
JTCACTATAGAGTGA
HTGACATIAACTCC
JRGTTTTALAGUTAL

AMATAGT

127

ISEG 1D NGRR(

SEQ D NGOZ2S]

3EQ 1D NOSSE

166Q D NOJS)

$EQ 1D NOISS

SEG I NOJSS

BEQ 1D ROISE




FAS

ES 2998 057 T3

GTGACTGACATC

LAACTCCAAGGE

GAARTTRATALGAC
?C&CTAT&GG?GA‘”
TGACATCAACTC

T TTTAGAGUTAG

IS-*

%G
ADATAGC
&4

G R“Tﬁf‘\ ALGAC
. e CACTATAGACTC {:
L AUTOCAAGGGATT MY
kg Aﬁﬁﬁﬁﬁ\ e
SRAATTGAGDH
GETTTTAGAGUTAG
AMATAGE
SAAATTAATACGAT

CTTCCTCAATTCC
ARTUCUTTGG

TCACTATAGETTCCT
CAATTUCAATOQT
GYTTTAGAGCTAGA

25 N
AATAGT

1

TACAGTIGAGACT

CAGAACTTGE

GAAATTAATACGAC
TCACTATAGTACAG
TTGAGALTCAGAALC
TOTITTAGAGCTAG
ALATAGC

12

{TTGGAAL

LTI
% 1LV R

ATCATGATSS

GAAATTAATATGAL
TLACTATAGTTGGA
AGLGULTGUATLATG
AGTTTTAGAGUTAG
AAATAGC

AGAKRTYTGOGUTATC
ATGATGLAGG

GAAATTAATACGAL
TCAUTATAGAGAAT
TOGUCATCATGATG
CLTTTTAGAGCTAD
AMATAGL

) GACAGRGGITTATG

HGCAGAATTGS

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGRACAG
GOGCTTATGLUAGAS
TGTTTTAGAGCTAG
ARATAGC

15

TGTAACATALCY
GGAGGACAGGG

GAAATTAATALGAC
TCACTATAGTGTAA
CATACCTGRAGGAC
AGTTITAGAGUTAS
AARTAGL

128

AAARAAALGT
ACCGACTCG
GTGUCACTTY
THAAGTTGA
TAACGGALT
AGCLTTATTT
”,"A”T”“{}CTA
TITLTAGCTY
TAAAAC

A A AN AR AN

SEQ D NOIST

sm 0 OISR

SEG D NOISY

B e

(.

SEQ 10 NOISD

SEQ ID NOJE]

SEQ I NDRED

SEQ 10 ROZED

SEQ IO NOZEYG

A R R
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GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGTGTA

16 GTGTAACATACLT ACATACCTGGAGGA SEQ 1D NOJES
. 1 Ao PG 2
GGAGGACAGG | TTTAGAGCTAG
AAATAGC
ADN secuencia Secuencia de Cebador
Gen # diana cebador direcio inverso SEQ IO NO
GAAATTAATACGAC
TCACTATAGCGTAC
GT TGOAA
1 E?C?.?E;SGECAA CTGTGCAACTCLTG SEQ 1D NO2EE
o TGTTTTAGAGCTAG
BAATAGC
GAAATTAATACGALC
CACTATAGGATCT
GATCTACTGGAAT - .
s TCCTAATGAG ACTGGAATTCCTAA SEQ I NOZET
o TGTTTTAGAGCTAG
AAATAGC
GAAATTAATACGAL
TCACTATAGGAGTC
GAGTCAGLTGTTG QA?_A ;}_G .
3 SCCOATTACG AGCTGTTGGCLCAT SEQ 1D NO263
SRS TGTTTTAGAGCTAG
ABATAGC
GAAATTAATACGAL
TCACT TGCE
CTGCCTACAAACT CA 'AT%GS C ‘
4 CAGTCTCTGS TACAAACTCAGTCT SEQ 1D NOZBE
R CGTTTTAGAGCTAG
AAATAGEC
GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGGGCA
GGGCAGGCAGGA ! G e
517  IGGCAGGACGGACT SEQ ID NOG2T0
CGGACTCCAGG -
CCGTTTTAGAGCTA
GAAATAGE
GAAATTAATALGAC
TCACTATAGGGAGT
GGAGTCCGTCCTG] TACTATAGEGAG
3 PO CCGTCCTGCCTGLC SEQ ID NO271
VRN e GTTTTAGAGCTAG
AAATAGC
GAAATTAATACGAC
TCACTATAGGAGTE
GAGTCCGTCCTGE | ChCTATAGEAGT |
7 CTGCCCTREG CETCCTGCOTGCCC SEQ 1D NB2T 2
=R TGTTTTAGAGCTAG
ABATAGE
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GARATTAATALGAL
AARGEGTECA |TCACTATAGGAAAA
. JGRARAGGGTICA |
28 . GGGTCCATTGELCA
TTGGCLCAAALD -
GTTTTAGAGCTAG
ABAATAGE
CARATTARTATEAE
e g o TCACTATAGGCCTE
jecoraeasaana P T
LR S COATTOE CAGAAAAGGEYC
RIF LA TTORS S
T ATGTTTTAGAGCTA
GAAATAGC
GAAATTAATALGAL
TCACT (
TTGATGTGCTACA giﬁ‘%’ GAT
10 GTGCTACAGGGAAL

GLRERAACATEG

AGTTTTAS
AMATAGC

AGTTAG

11

ALUGTTOTTOAT G
G TALCAL

Lo

3\3\3

GAAARTTAATACGAL
TCACTATAGAGLGY
TUTTRATGTGCTAL

AOTTTTAGAGUYAL
ARATAGE

GAAATTAATALGA
. . _ITCACTATAG é‘\GCG
NCAGLGTTCTTOAT | o
12 CTEOTAC AGG FIOTTGATGTGUTAL
Wby o I3 ] . .y ~ a
i GTTTTAGAGCTAGA
ARTAGC
.{5;§§§ 'fiifk tf%\~\3»
. TCACTATAGE “‘G?;i\
JdcraTaceacateal T
Bl cancarren | |GCACATCARGAAC
XS LW 3% il
GURTTTTAGAGOTA
GAAATAGC
{a(f&}*\ﬁ;\“‘?} ATACGAC
TCALTATAGTGTAL
TGTAGCATATCA,
14 ’1 f‘ A’“{\ C A Lﬁs.ui\?cfﬁ“»‘mkéx{u
GAALTGCTGGE TOTTITAGAGTTAG
ABATAGC
GASBATTAARTALGALT
TCACTATAGATAGS
15| TAGGCAATARTL é,&a m*“am'r;;
TTIATATAACAGG o

CGTITTTAGAGUTAG
ARATAGC

130

AAARBAAAGT
ACCGACTCG
GTOUEAUTYT
TTCAAGT
TAACGGACY
AGLLTTATIY
TAARLTTGO Tr‘a
TTTCTALLTO
TAARAAL

TN
GA

AN N AN RSN,

SEQ 1D NOJT

SEQ 1D NOYT4

SEQ ID NOZTS

e PR AR SRR R

4)
]
P

SEQ 10 NG

SEQ ID NOJZTT

SEQ ID NO

0279

o8
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AGTGCRTTTCGIY

GUAGGTAAGG

GAAKRTTAATALGAL
TCACTATAGAGTGC
GITTCGUTGUAGETY

AGTTTTARAGITAG
AAMATAGT

QAGTRAGTRUGTY

HTCGCTGLAGS

GAARATTAAY ﬁi:(%ﬁ\f' )
TCACTATAGGAGTG
"RGYG(“»J*T?‘{ \‘:;C?w

CRTTTTAGAGCTAG
ASAT 3}\\3\.,

GTEAGGTTTIGTG

GGQTTATGAGG

& 'f‘w'}& ATTAATATGAL
TCAUTATAGGTCAG
31 TGTOCGETTAT
GGTTTTAGAGUTAG
AARTAGT

CHGUTGITORT
GTITGT ’i,u{,ﬁts

GAAATTAATALGAL
M\fs’%ﬂ* TAGLGCTG
HCTGGTCAGSTTTGT
GGTTITAGAGUTAG
AARATAGL

JAAACCTGALCAG
CAGCOGCAGARG

LAAATTAATALGAL
TCACTATAGASRALL
TOACCAGCAGLLC
AGLGTTTTAGALCTA
GAAATAGT

GAAATTARTACGAL
TCACTATAGUCAGC
AGUGUAGAGGAGC
CGGTTTTAGAGLTS
GAAATAGC

I

CCACGGOTOONCT

HGEGETGITGES

GAAATTAATACGAL
TCACTATAGLCALG

GCTCOTOTGIGLTG

COTTTTAGALLTAG
ARATAGC

COAACTATUTA
TOCACTOAGG

“’"ﬁ
e

GAAATTAATALGAL

TCALTATAGCCAAL

TATCTAACTCCACTC
GETTTAGAGUTAGA

ST R o
ATALL

e

SEQ D MY

SEQ I NOIBZ

SEQ 1D ORI

R nn A AR AR N NS AASAN AR

SEQ I NOZS4

SEQ ID NOJES

SEG D NOZBE

S ID NOZSBT

SEQ Iy BIJRY
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GARATTAATACGAL
TEACTATAGLUTGA

CETGAGTLRGALGTY

247, e o GTGGAQTTAGATAG SEQ I NO IR
AGATAGTTGG e g g g g o
TRTTTTAGALRUTAG
ARKTALRD

2.3 Secuenciacién profunda

Los sitios dentro y fuera del objetivo se amplificaron mediante PCR a un tamafio de 200-300 pb utilizando la
ADN polimerasa Hipi Plus (Elpis-bio). El producto de PCR obtenido por el método anterior fue secuenciado
utilizando el equipo Mi-seq (lllumina) y analizado por el analizador Cas de la herramienta CRISPR RGEN
((www.rgenome.net). Inserciones/deleciones dentro de 5 pb desde el sitio de escision CRISPR/Cas9 se
considerd como una mutacién inducida por RGEN.

Como se muestra en la Tabla 4 y la Tabla 6, como resultado de la secuenciacién profunda, se confirmé que la
mutacidn indel ocurrié con alta eficiencia en diversas células inmunes cuando se administré6 CRISPR-Cas9.

Ejemplo 3: Preparacion de ARNsg
3.1. Deteccién de ARNsg en células Jurkat

Se prob6 la actividad de los ARNsg direccionados a los exones de A20, DGKa, EGR2, PPP2R2D, EGR2,
PPP2r2dPPP2R2D, PD-1, CTLA-4, DGKZ, PSGL-1, KDM6A, FAS y TET2TET2TET2 obtenidos mediante el
método descrito en el Ejemplo 2 en células Jurkat.

Cada uno de los ARNsg obtenidos en el Ejemplo 2 se prob6 comparando la relacién indel entre células Jurkat
transfectadas con Cas9 mediante el método del Ejemplo 1 y en células Jurkat sin transduccién. La Tabla 3
muestra el nimero de sitios no coincidentes que tienen secuencias diana similares en la secuencia diana
CRISPR/Cas9 y el genoma humano, y la Tabla 4 muestra la relacién indel de cada ARNsg. Entre los ARNg
direcionados a cada gen, la regién diana del ADN de aquellos con buena actividad se muestra en negrita.

[Tabla 3]
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Gen

ADN secuencia diana

No coincidencia

0 bp

1bp

2 bp

A20

CTTGTGGCGCTGAAAACGAALGG

| —)

e ]

<

ATGCCACTTCTCAGTACATGTGG

GCCACTTCTCAGTACATGIGGGG

GCCCCACATGTACTGAGAAGTGG

TCAGTACATGTGGGGCGTTCAGG

GGGCGTTCAGGACACAGACTTGG

CACAGACTTGGTACTGAGGAAGG

GGCGCTGTTCAGCACGLTCAAGG

CACGCAACTTTAAATTCCGCTGG

CGGGGCTTTGCTATGATACTCGG

GGCTTCCACAGACACACCCATGG

OO (OO |OIO|O|O

DO D || (OO || D

TGAAGTCCACTTCGGGCCATGGG

el e el el el el e N e e

0

0

Gen

ADN secuencia diana

o

coincidencia

=

1 bp

2 bp

DGKa

CTGTACGACACGGACAGAAATGG

o

s}

TGTACGACACGGACAGAAATGGG

CACGGACAGAAATGGGATCCTGG

GATGCGAGTGGCTGAATACCTGG

GAGTGGCTGAATACCTGGATTGG

AGTGGCTGAATACCTGGATTGGG

ATTGGGATGTGTCTGAGCTGAGG

ATGAAAGAGATTGACTATGATGG

wWlecoi~lioriwvi|E|w]|ro]—

CTCTGTCTCTCAAGCTGAGTGGG

—_
<

TCTCTCAAGCTGAGTGGGTCCGG

—
-

CTCTCAAGCTGAGTGGGTCCGGG

OO IO | OO

la i Boan i Rl oo 3 Rurl Jloov i el e ) I asJ o

—
)

CAAGCTGAGTGGGTCCGGGATGG

0

0

Gen

+

ADN secuencia diana

No coincidencia

0 bp

1 bp

2 bp

|

TTGACATGACTGGAGAGAAGAGG

1

0

0
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GACTGGAGAGAAGAGGTCGTTGG

GAGACGGGAGCAAAGCTGLTGGE

0

AGAGACGGGAGCAAAGLTGCTGG

DD C

TGGTTTCTAGGTGCAGAGACGGG

[y

TAAGTGAAGGTCTGGTTTCTAGG

3O

TGCCCATGTAAGTGAAGGTCTGG

GAACTTGCCCATGTAAGTGAAGG

(EoRNe s RRESE NN ROLN NN ROV N\

TCCATTGACCCTCAGTACCCTGG

H
la]

TATGCCTTCTGGGTAGCAGCTGG

H
fomed

TGAGTGCAGGLATCTTGLAAGGG

-
Feld

GAGTGCAGGCATCTTGCAAGGGG

JE—Y
(%]

GATGAGOLCTGTGGTTGAAGCTGG

14

CCACTGGCCACAGGACCCCTGGE

GGGACATGGTGCACACACCCAGG

bove i Roww l ov I o B IR wwe I8 Sovw 8 IR voor 35 I oow 35 & o

GAGTACAGGTGGTCCAGGTCAGG

GCGGAGAGTACAGGTGGTCCAGG

GCGGTGGCGGAGAGTACAGLTGE

TCTCCTGCACAGCCAGAATAAGG

ACGCAGAAGGGTCCTGGTAGAGG

AGGTGGTGGGTAGGCCAGAGAGE

CCCAAGCCAGCCACGGALCLAGG

ACCTGOGTCCGTGGCTGGLTIOE

DI OIOHDIOIOIOIOIQID DO DO

AAGAGACCTGGGTCLGTOGLTGG

<

GGATCATTGGGAAGAGALCTGHG

5 \GGGATCATTGGGAAGAGACCTGG

O

CAGGATAGTCTGGGATCATTGGG

<

GGAAAGAATCCAGGATAGTCTGG

CAGTGLCAGAGAGACITACATGEG

CTGTACCATGTAGGICTCTCTGG

AGAGACCTACATGGTACAGCTGG

CTGGGCCAGCTGTACCATGTAGG

YD D O
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AGGGAAAGGGCTTACGGTCTGGG

1

0

0

CAGGGAAAGGGCITACGGTCIGG

1

0

0

Gen

ADN secuencia diana

No coincidencia

0 bp

1bp

2 bp

PPP2R2D

TCTGGAGATCTTCTTGCAACAGG

o

<

CTCCGGTTCATGACTTTGAAAGG

GTCTTCCATCTTCGTCTTTCAGG

GAAGACTTCGAGACCCATTTAGG

TCGAGACCCATTTAGGATCACGG

GTAGCGCCGTGATCCTAAATGGG

CGTAGCGCCGTGATCCTAAATGG

CATTTAGGATCACGGCGCTACGG

GGTCCCAATATTGAAGCCCATGG

GATCCATGGGCTTCAATATTGGG

AGATCCATGGGCTTCAATATIGG

GCTTCTACCATAAGATCCATGGG

CGCTTCTACCATAAGATCCATGG

GCATTTGCAAAAATTCGCCGTGG

ATGACCTGAGAATTAATTTATGG

CCATGCACTCCCAGACATCGTGG

GCACTGGTGCGGGTGGAACTCGG

ACACGTTGCACTGGTGCGGGTGG

CGAACACGTTGCACTGGTGCGGG

ACGAACACGTTGCACTGGTGCGG

TGTAGACGAACACGTTGCACTGG

GCGCATGTCACACAGGLGGATGG

AGGAGCGCATGTCACACAGGLGG

CCGAGGAGCGCATGTCACACAGG

DO | OO OO |O]|OIOIOIOIOIOIOI | OO

DO | QOO |D|C(OOIO|OO|C O ||| oo

CCTGTGTGACATGCGCTCCTCGG

0

0

Gen

ADN secuencia diana

oincidencia

<
U'gl—‘l—'i—‘l—‘l—‘l—‘l—'i—‘l—‘l—‘l—'l—‘l—‘f—‘]—'i—'l—‘l—‘l—‘Hl—“l—‘i—‘]—"—‘
= o

1bp

2 bp
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PD-1

CGACTGGCCAGGGCGCCTGTGGE

ACCGCCCAGACGACTGGCCAGGG

CACCGCCCAGACGACTGGCCAGG

GTCTGGGCGGTGCTACAACTGGG

CTACAACTGGGCTGGCGGCCAGG

CACCTACCTAAGAACCATCCTGG

CGGTCACCACGAGCAGGGCTGGG

GCCCTGCTCGIGGTGACCGAAGG

W |~y |ujdu|w | (r]|—

CGGAGAGCTTCGTGCTAAACTGE

o
[

CAGCTTGTCCGTCTGGTTGLTGG

oy
ok

AGGCGGCCAGCTTGTCCGTCIGEG

st
)

aeciccgiccaicaciciieniacice

DO (OO | O (O | S

OO | DO IO | O | OO

Iy
Lo

CGTTGGGCAGTTGTGTGACACGG

(e

ju—

Gen

3

ADN secuencia diana

No coincidencia

0 bp

1 bp

2 bp

CTLA-4

CATAAAGCCATGGCTTGCLTTGG

| —

(o

o

CCTTGGATTTCAGCGGCACAAGG

CCTTGTGCCGCTGAAATCCAAGG

CACTCACCTTTGCAGAAGACAGG

TTCCATGCTAGCAATGCACGTGG

GGCCACGTGCATTGCTAGCATGG

GECCCAGCCTGCTGTGGTACTGE

AGGTCCGGGTGACAGTGCTTCGG

W oo~ iun | |w (|t —

CCGGGTGACAGTGCTTCGGCAGE

CTGTGCGGCAACCTACATGATGG

CAACTCATTCCCCATCATGTAGG

DD (OO OO || D

CTAGATGATTCCATCTGCACGGG

(]

SO || DD IO ||| D

Gen

ADN secuencia diana

P
(=]

coincidencia

lan
=

1 bp

2 bp

GGCTAGGAGTCAGCGACATATGG

GCTAGGAGTCAGCGACATATGGG

CTAGGAGTCAGCGACATATGGGG
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GTACTGTGTAGCCAGGATGCTGG

ACGAGCACTCACCAGCATCCTGG

AGGCTCCAGGAATGTCCGCGAGG

ACTTACCTCGCGGACATTCCTGG

CACCCTGGGCACTTACCTCGLGG

W oo | ~t|oy|wu |

GTGCCGTACAAAGGTTGGLTGGG

10

GGTGCCGTACAAAGGTTGGLTGG

CTCTCCTCAGTACCACAGLAAGG

12

CCTGGGGLCTCCGOGCGLGGAGG

13

AGTACTCACCTGGGGCCTCCGGG

14

AGGGTCTCCAGCGGCCCTCCTGG

15

GCAAGTACTTACGCCTCCTTGGG

16

TTGCGGTACATCTCCAGCLTGGG

OO0 |ID|D|C|OIO|OD | |O|O IO

DD | O OO IO || OO oo

17

TTTGCGGTACATCTCCAGCCTGG

o

<

Gen

ADN secuencia diana

N

coincidencia

0

P

1bp

2 bp

GCAAAACCTGTCCACTCTTATGG

<

[ )

TTGGTGCCATAAGAGTGGACAGG

GGTGCAAGTTTCTTATATGTTGG

ACCTGATGCATATAATAATCAGG

ACCTGATTATTATATGCATCAGG

CAGAGCACCAGAGTGCCGTCTGG

AGAGCACCAGAGTGCCGICTGGG

AGAGTGCCGTCTGGGTCTGAAGG

wlwli~tjoyiuv| & |||

AGGAAGGCCGTCCATTCTCAGGG

—
[}

GGATAGAACCAACCATGTTGAGG

—
‘_l

TCTGTTGCCCTCAACATGGTTGOG

—_
[

TTAGTCTGTTGCCCTCAACATGG

[
(¥

GTCTGGCAAATGGGAGGTGATGG

—
o

CAGAGGTTCTGICTGGCAAATGG

—
w

TTGTAGCCAGAGGTTCTGTCTGG

OO |OIOIO|O OO IOoOjO|O|Oo]|O

DO | OO IO | Q|| O (DD
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16

ACTTCTGGATGAGCTCTCICAGG

17

AGAGCTCATCCAGAAGTAAATGG

18

TTGGIGTCTCCATTTACTTCTGG

19

TTCTGGCTTCCCTTCATACAGGG

20

CAGGACTCACACGACTATTCIGG

21

CTACTTTCTTGTGTAAAGTCAGG

22

GACTTTACACAAGAAAGTAGAGG

23

GTCTTTCTCCATTAGCCTTITGG

24

AATGGAGAAAGACGTAACTTCGG

25

ATGGAGAAAGACGTAACTTCGGG

26

TGGAGAAAGACGTAACTTCGGGEG

27

TTTGGTTGACTGCTTTCACCTGG

28

TCACTCAAATCGGAGACATTIGG

29

ATCTGAAGCTCTGGATTTTCAGG

30

GCTTCAGATTCTGAATGAGCAGG

31

CAGATTCTGAATGAGCAGGAGGG

32

AAGGCAGTGCTAATGCCTAATGG

33

GCAGAAACTGTAGCACCATTAGG

34

ACCGCAATGGAAACACAATCIGG

35

TGTGGTTTTCTGCACCGCAATGG

36

CATAAATGCCATTAACAGTCAGG

37

ATTAGTAGCCTGACTGTTAATGG

38

CGATGGGTGAGTGATCTCACAGG

39

ACTCACCCATCGCATACCTCAGG

QIO OQOIO|O OO |OIO|OD|OC(O|D|C (OO |O|D|O|O IO

OO IO |OD(O|C|O|OID | DO | DD |O|O|DO|OD|O|OD DD

40

CTCACCCATCGCATACCTCAGGG

Hl—_i—m il b 2l =], P~k ]—=]— ]}

famm)

<

Gen

ADN secuencia diana

No coincidencia

0 bp

1bp

2 bp

AGCAACAGGAGGAGTTGCAGAGG

1

0

0

CCAGTAGGATCAGCAACAGGAGG

CTCCTGITGCTGATCCTACTGGG

Pl ro =

GGCCCAGTAGGATCAGCAACAGG

1
1
1

0
0
0

0
0
0
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fty]

TIGCTGATCOTACTGGGLCLTGG

TGGCAACAGCTTGCAGCTGIGGG

3

CITGGEGTCCCCIGUITGLCCGGE

& |GTCCCOTGATTGCCCGGGACCEE

8 |CTCCGGTCCCGGGLAAGCAGGGG

10

TCTCCGGTCCCGGECAAGTAGRG

i1

GTCTCCGGTCCCGGGLAAGTAGG

12

GCTTGCCCGGGACCGGAGACAGG

13

GOTGGCCICTCICCGGTCLCGEE

14

CGGTGGLOTGTCTCLGGTCCLGG

15

CATATTCGGTGGCCTGTCTCCGEG

16

ATCTAGGTACTCATATICGGTGG

ATAATCTAGGTACTCATATTCGG

[l Eow il il v B Mww il Raw ) il S ol Row i Ruv il ol e dh ]

13

TTATGATTICCTGCCAGAAALGG

[

ATTTCTGGAGGCTCCGITICTGG

[

ACTGACACCACTCCTCTGACTGE

<

CTGACACCACTCCTCIGACTGGG

ACCACTCCTCTGACTGGGLCTGG

AACCCCTGAGTCTACCACTGIGG

CTCCACAGTGGTAGACTCAGGGG

GCTCCACAGTGGTAGACTCAGGG

GOCTCCACAGTGGTAGACTCAGG

CCTGCTGLAAGGCGTITCTACTGE

CCAGTAGAACGCCTIGCAGLAGS

(58]

COGHTCTACTGGUCTGGATGLAGG

<2

TCTACTGGCUTGGATGCAGGAGG

(SR ROV RS RS ER SRR
O

ol

CCACGOLAGUTGGLLAACATGGOGE

(98]
[

CGTGGACAGGTTCCCCATGTTRG

LA
LAt

GTCCACGGATTCAGCAGCTATGG

LA
o

GACCACTCAACCAGTGLCCALGE

LA
L]

GOAGTGGTCTGTGCCTCCGTGGEG

Jnd ot 3t F it b f ot f bk bt f bk | St f Bk f ek | anh f fond F oS § TS IS § et § FenS et et | e | bed bt ] bt f fnnt § bk § Bk | fek | Bk | fe

[aw il Honl ol S el §wwl Raw il Rowell Ravl Sev R avl S owd oo e an s 3 o

CHICDIED IO OICOIOIOIOIOIOIOIODIOIMmIOIOIOIOIMmIdI M| CIOIOIOIOIOIOID O
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36 [GGCACAGACAACTCGACTGALGG | 1 0 0
37 {GACAACTCGACTGACGGLCALGG | 1 0 0
38 |IAACTCGACTGACGGLCACGGAGG | 1 0 0
39 [CACAGAACCCAGTGCCACAGAGG | 1 0 0
40 [GGTAGTAGGTTCCATGGACAGGG | 1 0 0
41 TGGTAGTAGGTTCCATGGACAGG 1 0 0
42 TCTTTTGGTAGTAGGTTCCATEG 1 0 0
43 |ATGGAACCTACTACCAAAAGAGG | 1 0 0
44 | AACAGACCTCTTTIGGTAGTAGG 1 0 0
45 \GGGTATGAACAGACCTCITITGG 1 0 0
46 TGTGTCCTCTGTTACTCACAAGG 1 0 0
47 \GTGTCCTCTGITACTCACAAGGG 1 0 0
48 |GTAGTTGACGGACAAATTGCTGG 1 0 0
49 TTTGTCCGTCAACTACCCAGTGE 1 0 0
SO{TTGTCCGTCAACTACCCAGTGGG 1 0 0
STTGTCCGTCAACTACCCAGTGGGG 1 0 0
52 |GTCCGTCAACTACCCAGTGOLGGE | 1 0 0
53 {CTCIGTGAAGCAGTGCCTGLIGG 1 0 0
54 [CCTGCTGGCCATCCTAATCITGG 1 0 0
55 [CCAAGATTAGGATGGCCAGCAGG | 1 0 0
56 {GGCCATCCTAATCTTGGLGCTGG 1 0 0
STICACCAGCGUCAAGATTAGGATGG | 1 0 0
58 IAGTGCACACGAAGAAGATAGIGG | 1 0 0
59 (TATCITCTTCGTGTGCACTGTGG 1 0 0
60 [CTTCORIGTGCACTGTGGTGCTOG 1 0 0
61 |[GGCGGTCCGCOTCTCCCGLAAGG | ] 0 0
62 |GCGGTLCOLCTCTCCCGCAAGLG | 1 0 0
63 IAATTACGCACGGGGTACATGIGG | 1 0 0
04 [TGGGGGAGTAARTTACGCACGGGG | 1 0 0
65 |GTGGGGOAGTAATTACGLACGGG | 1 0 0
66 |GGTGGGOGAGTAATTACGCACGG | 1 0 0
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67

TAATTACTCCCCCACCGAGATGG

68

AGATGCAGACCATCTCGGTGGGE

69

GAGATGCAGACCATCTCGGIGGG

70

TGAGATGCAGACCATCTCGGTGG

/1

GGATGAGATGCAGACCATCTCGG

72

ATCTCATCCCTGTTGCCTGATGG

73

TCATCCCIGTTGCCTGATGGGGG

74

CTCACCCCCATCAGGCAACAGGG

75

GAGGGCCCCTCACCCCCATCAGG

76

GGGCCCTCTGCCACAGCCAATGG

77

CCCTCTGCCACAGCCAATGGGGG

78

CCCCCATTGGCTGTGGCAGAGGG

79

GCCCCCATTGGCTGTGGCAGAGG

80

GGACAGGCCCCCATTGGCTGTGG

81

CCGGGCTCTTGGCCITGGACAGG

82

CTGTCCAAGGCCAAGAGCCCGGG

83

TGGCETCAGGCCCGGGLTCTTOE

OO IOV (| DD DD DD |DOD

OIOIO|IO|O|TT|O|O|O ||| || D

84

CGGGCCTGACGCCAGAGCCCAGG

0

0

Gen

ADN secuencia diana

No coincidencia

0 bp

1 bp

2 bp

FAS

CAACAACCATGCTGGGCATCTGG

| —

s

[ws]

GAGGGTCCAGATGCCCAGCATGG

CATCTGGACCCTCCTACCTCTGG

AGGGCTCACCAGAGGTAGGAGGG

GGAGTTGATGTCAGTCACTTGGG

TGGAGTTGATGTCAGTCACTTGG

AGTGACTGACATCAACTCCAAGG

GTGACTGACATCAACTCCAAGGG

Wwii~J|loy|wi| b jwiroi—

ACTCCAAGGGATTGGAATTGAGG

[
[

CITCCTCAATTCCAATCCATTGG

—
—

TACAGTTGAGACTCAGAACTTGG

DD DO IO | D | Q| O D

OO ||| TIO D
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12 [TTGGAAGGCCTGCATCATGATGG 1 0 0
13 |AGAATTGGCCATCATGATGCAGG 1 0 0
14 [GACAGGGCTTATGGCAGAATTGG 1 0 0
15 |TGTAACATACCTGGAGGACAGGG| 1 0 g
16 [GTGTAACATACCTGGAGGACAGG 1 0 0

Gen

ADN secuencia diana

No coincidencia

0 bp

1 bp

2 bp

KDM6A

CGTACCTGTGCAACTCCTGTIGG

E—\

Lan)

<

GATCTACTGGAATTCCTAATGGG

GAGTCAGCTGTITGGCCCATTAGG

CTGCCTACAAACTCAGTCTCTGG

GGGCAGGCAGGACGGACTCCAGG

GGAGTCCGTCCTGCCTGCCCTGG

GAGTCCGTCCTGCCTGCLCTGOG

GAAAAGGGTCCATTGGCCAAAGG

Wi~ | WM

GCCTGCAGAAAAGGGTCCATTGG

3
(-

TTGATGTGCTACAGGGAACATGG

H
—

AGCGTTCTTGATGTGCTACAGGG

e
o

CAGCGTTCTTGATGTGCTACAGG

oy
(W]

CTGTAGCACATCAAGAACGCTGG

)
o

TGTAGCACATCAAGAACGCTGGG

L | e
WA

ATAGGCAATAATCATATAACAGG

[}
(6]

AGTGCGTTTCGCTGCAGGTAAGG

| Sl
~]

GAGTGAGTGCGTTTCGLTGCAGG

-
oo

GTCAGGTTTGTGCGGTTATGAGG

b3
O

CGCTGCTGGTCAGGTTIGTGLGG

N
[}

AAACCTGACCAGCAGCGCAGAGG

M
—

CCAGCAGCGCAGAGGAGCCGTGG

P2
o

CCACGGCTCCTCTGCGCTGLTGG

[~
(8]

CCAACTATCTAACTCCACTCAGG

M3
Y

CCTGAGTGGAGTTAGATAGTIGG

OSIQ|IOCIOCIO|QCIQ|IQICiIOIOC|Q|IOC|IQIQIOQIOIOIO|O|IC ||

lav 3 Rl B 3 S ao 3 Jus  Rao ) Jow § Baol} Koo 3 Jos ) Jeo il Rus | Bao}l Koo oo ) o | Nan i J oo J N o ) Koo ) o [ s ) B

[Tabla 4] La actividad de cada ARNsg en las células Jurkat para la secuencia objetivo
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Transfeccion CasS/ARNsg Transfeccion Cas9/ARNsg
. Relacion| q i Relacién
Gen | # Tig;?:s Ins | Del | el ri‘é'f;:s Ins | Del |Indellh
%) )
1 [580031 46 | 55 0.20% 63455117711 | 9469 [47.80%
2140652 O | 18 |0.00% 46245(12025] 6331 [39.70%
3140652 O | 18 [0.00% 41702 301 | ©2 | 0.90%
41406521 O | 18 |000%, 4 2 2 | 0.00%
540652 0 | 18 [0.00% | 52838| 36339 4989 | 78.20%
6 140652 O | 18 [0.00%|10641| 5864 | 3460 (87.60%
A0 5 Ta0es2| 0 | 18 [0.00% 40168[10298| 4194 |36.10%
8140052 O | 18 |0.00% 43044 9494 |13398]53.20%
9 140652 0 | 18 |0.00% 46853| 6629 | 2620 [ 19.70%
10140652 O | 18 [0.00% 44573117644 [ 5168 [51.20%
11]63969] 37 | 10310.20% 61003(26844)|22740|81.30%
1263969 37 [103]0.20% 63321) 949 | 1464 | 3.80%
Transfeccion Cas9/ARNsg Transfeccion Cas9/ARNsg
, Ralacion| o, Relacién
Gene | # 1 Guise | 1ns | Del [149 | otaied Ins | Del | néei
%) )
11oizdel O | 4 1000% 704381 4171 [ 793 | 7.00%
261246 O | 4 [000%|55262| 7413 | 662 |14.60%
3161246 O | 4 |0.00% 6235419424 1546 |33.60%
4159349 O | 44 |0.10% 5840220072 5137 [43.20%
5159349 O | 44 [0.10% G0718| 14921 2484 |28.70%
61593491 O | 44 [0.10% 6702418760 2365 [31.50%
DGKa "7 149807] 0 | 0 [0.00% 49459|26142] 2877 [58.70%
8 1498071 0 | O |[0.00%|65141|29740( 3324 (50.80%
9 149807 0 | O ]0.00%|50760(30324( 3742 |67.10%
10149807 O | O |000% €1315| 8953 | 4772 |[22.40%
11149807 © | O |0.00% 78876(61415| 8416 |88.50%
121498071 O | O [000%| 64641112255 1780 [21.70%
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Transfeccion Cas9/ARNsg Transfeccion Cas3/ARNsg
. Relacion Relacion
Gen | # ﬁ;;?:s Ins | Del |4l ﬁgﬁ:’s’ Ins | Del |Indel%
%) | )

11371891 0 | 0 1000%153321111060] 4974 130.10%
2137189 0 | 0 10.00% 48475 6809 | 1965 | 18.10%
31371891 0 | 0 10.00%}43800] 8688 | 7796 |37.60%
4137189 0 | O [0.00%|43670] 2921 | 569 | 8.00%
5137189 0 | 0 [0.00%|34730] 3002 | 497 110.10%
6137189 0 | 0 10.00%|46018| 10502 1408 |25.90%
7137189 0 | 0 {0.00%|48537] 5271 | 2475 1 16.00%
8 1371891 0 | 0 [0.00%|36551] 6457 | 686 {19.50%
91371891 0 | O 10.00%{37903] 6210 | 1671 | 20.80%
10137189 0 | 0 10.00% 44855 9524 | 2320 | 2640%
11137189 0 | 0 [0.00%|39615] 9368 | 2622 {30.30%
12137189} 0 | 0 [0.00%[43995] 2542 | 563 | 7.10%
13 462281 289 | 62 | 0.76%
14 502201 1323 | 821 | 427%
15 33478] 5638 | 1156 120.29%
16 204891 1731 | 483 11081%
17 263531 3835 | 495 [16.43%
EGRZ g 23901| 1456 | 896 | 9.84%
19 243521 3956 | 1672 123.11%
20 11 0 0 1000%
21 347641 1522 | 359 | 541%
22 31546 91 0 1029%
23 427341 10 0 10.02%
24 324921 59 0 |018%
25 322431 1917 | 304 | 6.89%
26 39333| 868 | 328 | 3.04%
27 1363731 806 | 556 | 3.74%
28 45819 2 26 1 0.06%
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29 53425 1159 | 584 | 3.26%
30 36877 169 | 47 | 0.59%
31 36317 0 6 | 0.21%
32 37941 829 | 122 | 251%
33 47730) 167 | 2 | 035%
34 38753 347 | 62 | 1.06%
Transfeccion Cas9/ARNsg Transfeccion Cas9/ARNsg
. Relacion| q . Relacion
Gen | # | Suie | tns | Del [l Totaied s | Del [l
%) )

51386441 0 | 31 |0.10%[48997| 2891 | 240 | 640%
6 1506531 2 | 19 10.00% 48327| 7669 | 1403 | 18.80%
71367647 0 | 0 10.00%54465| 670 | 70 | 140%
81367647 0 | 0 {0.00%45004|11382 1569 | 28.80%
91367647 O | 0 {000% 54094117825 3635 {39.70%
10136764] 0 | 0 [0.00%47800{19253| 3432 |47.50%
111367641 0 | 0 {0.00%,50362| 966 | 129 | 2.20%
121367641 0 | O {0.00% 4266712810 2318 {35.50%
13 67258 1380 | 1050 | 361%
14 £9925] 13321 3599 | 24.20%
15 1E+05| 21836 3254 | 24.10%
16 77282119219 7372 {3441%
PP?;)ZR? 17 66732| 3687 | 2227 | 8.86%
18 965931 9524 | 1111 111.01%
19 £3082| 11415 4155 | 24.68%
20 57937| 4360 | 676 | 869%
21 67752 203141 4900 |37.22%
22 72814 2244 1 1198 | 473%
23 79305| 14047 | 1175 |19.19%
24 73629) 2914 | 571 | 473%
25 85222| 5472 | 1905 | B.66%
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A

73094

1937

288

3.04%

e

94017

9895

1709%

93118

8347

0171
2464

1215%

A B N B LW IR A
[oo]

o

77821

5007

1962

8.96%

Gen

Transieccién Cas9/ARNsg

Transfeccion Cas®/ARNsg

Guias
Totales

Ins

Del |

Refacién

| Indedl

L

%)

Guias
Totales

Ins

Del

Relacion
indel{%

)

PD-1

68258

Xl

105

1.00%

17918,

25123

1125

47.30%

68258

581

105

' 1.00%

77866

1270

3816

6.50%

68258

581

105

1,00%

66362

912

94

1.50%

68258

581

105

1.00%

55938

41594

10324

92.80%

BB IR RFCR NS

68258

581

105

1,00%

65077

2554

192

4.20%

68258

581

105

1.00%

71898

50678

10542

85.10%

] | e

68258

581

105

1.00%

83902

17154

3246

24.30%

68258

581

105

1.00%

79724

28304

7542

45.00%
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581 |

108

| 1.00%

65936

10471

549

16.90%

Zlwiooe

68258

581 |

1051

1.00%

66937

298

0.00%
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H8258

581

105

1 1.00%

77994

754

240%

o

68258

581

105

1.00%

57631

8

0.00%

[
LA

68258

581

105

 1.00%

67161

8037

56.80%

Gen

Transfeccion C

as%/ARNsg

Transfeccion Cas9/ARNsg

Guias
Totales

Ins |

Del |

Relacién
indel{

Guias |
Totales

Ins

Del

Relacién
indel{%

)

(TLA-4

68230

PO

51173

3216

714

7.70%

10

53634

P18

40995

11760

1803

33.10%

11

53694

A f L § 5D

P18 |

55767

33107

3935

66.40%

12

53333

0

@‘,

54997

19469

839

50.70%

Transfecoion CasQlARb&sg

Transfeccion Cas9/ARNsg
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, Relacion| _ | Relacion
Sen | ¥ | etals| Ins | Del | |Suite | o | pgp | ndel
%) )
1126039 3 | 2 10.00%:25450110061 | 2453 149.20%
2126039 3 | 2 |0.00%/24907]17380| 2591 {80.20%
3126039 3 | 2 |0.00% 21950|14819| 3291 |82.50%
4126039 3 | 2 |0.00% 20959{17708| 1027 |89.40%
51260391 3 | 2 |0.00%(29570{26290| 2120 {96.10%
61372681 0 | 0 |0.00% ) 32463] 3663 | 1878 |17.10%
71372681 O | 0 |0.00% 34154 6884 | 1706 |25.20%
81372681 0 | 0 |0.00%32920{13190| 4952 {5510%
DGKZ | 9 1225441 7 | 12 |010% 1403741 5391 | 1209 11630%
101225441 7 | 12 |010% 28637 879 | 702 | 550%
111217800 0 | 0 |0.00% 27636} 9279 | 1859 {40.30%
121217801 0 | 0 |0.00% 20548 9474 | 2164 | 56.60%
131217801 0 | 0 |0.00% 19161} 9909 | 3016 {67.50%
141537861 0 | 6 |0.00%|36736] 13 45 1 0.20%
151245281 0 | 10 |0.00% 24319]12791| 1446 |58.50%
161245281 0 | 10 |0.00% 20768 1520 | 140 | 8.00%
17124528 0 | 10 |0.00% 26158} 301 | 56 | 140%
Transfeccion CasS/ARNsg | Transfeccion Cas9/ARNsg
, Relacion| _ Relacion
Gen | # Ti?éa::s Ins | Del | eell T‘i‘t";}; Ins | Del |Mdelh
%) )

1142428375 | 573 |2.23%(48887]35150| 5438 |83.02%
2 1424281375573 12.23% 144082 852 | 1852 | 6.13%
3 {42428 375|573 |2.23% 49662{24418| 7469 {64.21%
4 142428375573 2.23%39571| 20708 | 6428 |68.58%
5 142428 375|573 12.23% (52562111325 2524 | 26.35%
6 {38575 7 | 14 |0.10% 38990 3873 | 6433 {2643%
71385751 7 | 14 |0.10% 36884 8795 | 1143 |26.94%
8 {38575 7 | 14 |0.10% 34674 5096 | 1843 12001%
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9 138575 14 10.10% (386931 16101 | 4895 | 54.26%
10 17614} 4770 | 780 |3151%
11 194111 1855 | 1416 | 16.85%
12 14049 6887 | 1565 | 60.16%
13 162724 2960 | 2087 | 31.02%
14 185531 110 | 79 | 1.02%
15 18062} 1434 | 581 |1121%
16 120531 2969 | 2423 144.74%
17 148021 738 | 444 | 799%
18 169431 395 | 154 | 3.24%
19 18051 2953 | 1070 | 22.29%
20 147291 3041 | 474 | 23.86%
21 185901 1074 | 320 | 7.50%
22 19329} 3304 | 1481 | 24.76%
23 174201 36 | 19 | 032%
24 209941 5582 | 1354 | 33.04%
25 168601 2573 | 370 |1746%
26 151371 1509 | 998 | 16.56%
27 16035) 635 | 185 | 511%
28 146361 2734 1 1750 | 30.64%
29 188931 133 | 45 | 094%
3 15858 € 0 | 0.00%
31 226271 216 | 126 | 151%
32 15361 368 | 361 | 475%
33 145011 1358 | 1939 | 22.74%
34 32251 171 1 21 | 585%
35 20868 725 | 209 | 445%
36 156891 147 | 155 | 192%
37 174057 239 | 18 | 148%
38 201221 166 | 134 | 149%
39 125851 370 | 106 | 378%
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40 15027| 344 | 378 | 4.80%
Transfeccion Cas3/ARNsg Transfeccion Cas9/ARNsg
, ; Relacion| @y Relacidn
Gen | # | Suis | 1ns | Det | ™81 | Totseq Ins | el [l
%) )

51293681 0 | 9 [0.03%|36584| 8978 | 2453 {31.25%

6 129368] 0 | 9 |0.03%|35183] 6859 | 639 [7131%

7 13370711251 13 [041%(24237| 14697 | 2248 169.91%

9 13370711251 13 |041%(23911] 9948 | 2001 |4997%
104337071125 | 13 {041%|30152| 804 | 207 | 3.35%
111337071125 13 |041%{28425] 95 6 |0.36%
PSGL-1|12133707 1125 | 13 [041%|25153| 8931 | 1355 |40.89%
15133707] 125 13 [041%|24798| 299¢ | 414 |13.75%
161337071 1251 13 {041%|23116| 8737 | 1192 {42.95%
171337071125 13 10.41%{19094| 10638 | 2066 |66.53%
271291687 O | 3 1041%]29561] 9316 | 1202 |3558%
29129168 O | 3 |0.01%]36720] 5836 | 396 |1697%
30129168] O | 3 {001%|41685] 3815 | 976 |114%%

Transfeccion Cas9/ARNsg Transfeccion Cas3/ARNsg
. Relation) .y Relacién
Gen | # 'l%:;:s Ins | Del | el T?:t“;:s. Ins | Def |Mdel%
%) )

1 335941148021 6170 16243%

2 24634| 7187 | 2668 {40.01%

3 32994| 21062 |10555|95.83%

4 30374 1328 | 529 | 611%

5 4054933991 4118 [93.98%

6 51209| 7460 | 1737 |17.96%

7 245831 8997 | 9498 | 75.23%

8 28815) 20681 6053 |92.78%

FAS Ty 29188] 17689 4990 | 77.70%
10 25433 101201 9482 | 77.07%
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11 29184115700 7500 |79.50%
12 25410| 182541 1737 | 7867%
13 285641 18560 1575 | 7049%
14 2482 | 12411 325 163.09%
15 29819114067 (10479{82.32%
16 31325| 8422 | 3600 {38.38%
i Transfeccion Cas9/ARNsg Transfeccion CasS/ARNsg
Relacion ; Relacion
Gen | # | Gui Guias .
To‘::]f:s Ins | Del | | Totales| Ins | Del [Indel®
%) )
1 339351 4337 11753 11/7.95%
2 472016| 107131 3625 {34.13%
3 56988| 1195 | 951 | 3.77%
4 25006 3298 | 1295 {18.37%
5 38511] 43 16 | 0.15%
6 20361] 598 | 340 | 461%
7 32084 2785 | 1161 112.30%
8 31373 1616 | 523 | 6.82%
9 5215 199 | 228 | 8.19%
10 32955 4524 | 1097 {17.06%
11 38820| 5726 | 1940 {19.75%%
12 24536 72 12 1034%
KDM6A 3 42251| 2640 | 475 | 7.37%
14 44333| 2018 | 628 | 5.97%
15 33618] 722 | 290 | 3.01%
16 36221 466 | 250 | 1.98%
17 40214) 1357 | 261 | 4.02%
18 31381) 1958 | 714 | 851%
19 40205] 345 | 151 | 123%
20 32494| 9665 | 1761 135.16%
21 37911] 1286 | 381 | 440%
22 30751 677 | 103 | 2.54%
23 386351 8932 | 2445 12945%
4 444751 1263 | 978 | 5.04%

3.2. Deteccién de ARNsg en células T primarias humanas
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Basandose en los resultados de la actividad de ARNsg en las células Jurkat obtenidos en el Ejemplo 3.1
anterior, se seleccionaron ARNsgs con actividad relativamente alta en células Jurkat (véase negrita en la Tabla
3 yla Tabla 4) para ser probados en células T primarias humanas.

Se transfirieron ARNg simples o duales y Cas9 a células T primarias humanas. Las secuencias diana
CRISPR/Cas9 probadas se muestran en la Tabla 5, y las relaciones de indel por parte de los ARNsg se resumen
en la Tabla 6, respectivamente.

[Tabla 5] Secuencias diana y no coincidencias en células T primarias humanas
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Gen

ADN secuencia

SEQ ID NO

No coincidencia

diana Obplibp|2bp
GGGCGTTCAGGACA
120 ‘ 6 CAGACTIGG SEQIDNO 6 1 0 {
| N GGCTTCCACAGACA comnol | 1| 0 | o
CACCCATGE ’
| ATTGGGATGTIGTCT
SEQID NO
T GAGCTGAGS QIDNOIZ ) 14 0 0
| | ATGAAAGAGATTGA
2
3 CTATGATGG SEQIDNO 20 1 {0 0
| ICTCTGTCTCTCAAGC
| 9 TCAGTGEG SEQIDNO 21 1 0 {0
| CTCTCAAGCTGAGT |
|1 CCGTCCC SEQIDNOZ3 | 1 | 0 | 0
DGKa
| |ATGAAAGAGATTGA
SEQ ID NO
o1l {ITATGATG%Jf QID NO2D + oo
CTCTCAAGCTGAGT | SEQ ID NO 23
GGGTCCOGG
CTCTGTCTCTCAAGE
a1t TGAGTGGG+ SEQ ID qum el e
CTCTCAAGCTGAGT | SEQID NO 23
GGGTCOGGE
| TIGACATGACTGGA
‘ 3
EGRZ | 1| oy |SEQIDNO2S | 1| 0 |0
| GTAGCGCCGTGATC| ,
PPP2R2D 10 |~ . |sEQDNOBA | 1| 0 | 0
GTCTGGGCGGTGCT
4 SEQIDNO ST | o0
oD-1 ACAACTGGG Q 871 1
| CACCTACCTAAGAA
‘ 1D NO
| 6 ceatcerag | oM N
GGCTAGGAGTCAGE
| 1 GACATATGG _szqznnomg 1] 61 0
) GCTAGGAGTCAGCG somno1o| 1| o | o

ACATATGGG
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TCTAGGAGTOAGCGA
CATATGGOG

GTACTGTOTAGCCA _ ‘

4 e o N iz 1 & o
GOATEOTGG @ ;

AUGAGCAUTCACCA

 GCATCCTSS

[CT

DGKE SEQ I NO 111 1 {t 4]

L

SEQNO 1L | 1 { E

[Tabla 6] Actividad de cada ARNg en la secuencia diana en células inmunes T primarias humanas

Transfeccion Cas8/ARNSg | Transfeccion Cas9/ARNSsg
Gen # | Guias Relacion| gyias Relacién
Totales| IS | De! lindel(%) [Totates| 15 | Del jgeyy,)
A20 6 | 321581 0 | 26 | 010% | 319761190 3865 | 12.68%
11 132158 ¢ 0 | 261 010% {30008 | 354 3324 | 12.26%
7 35903 ] 15 | 7 | 0.10% | 29446 | 332| 4465 | 16.29%
8 1359031151 7 ¢ 010% {40656 1395113738 34.76%
DGK 9 1359031 15 7 | 010% |48602 353 3263 | 7.44%
11 1359031 151 7 | 0.10% 43261 11222117621} 43.56%
B+11] 359031 151 7 | 010% | 42504 | 184 {21684 5145%
O+111 35903 1 15 | 7 | 010% {42025 41 | 5546 | 13.29%
EGRZ 1 1 [ 550741 26 | 67 | 020% | 422751986 5176 | 14.58%
PPPR2R2D 10 | 359031 15 | 7 1 0.10% | 46205 11505 5532 | 15.23%
PD-1 4 1310631 0 | 13 ] 000% | 62882 |8104| 23113 49.64%
6 [31063] O | 131 000% |93252 24311 8707 | 11.94%
1 120278 0 | 111 010% | 56415 (1384) 3898 | 9.36%
2 1202781 0 | 111 010% | 49114 |2390] 4923 | 14.89%
DGK{ | 3 202781 0 | 11 { 010% | 65225 6738} 3929 | 16.35%
4 1202781 0 1 11§ 0.10% | 36502 {1303; 2477 | 15.10%
5 1202787 0 {11 | 010% | 28580 12945;103921 4667%

De manera similar, con base en los resultados de la actividad de ARNsg en células Jurkat obtenidos en el
Ejemplo 3.1 anterior, se selecciond el ARNsg PSGL-1 # 17 que tiene una actividad relativamente alta en células
Jurkat para probar su actividad en células T primarias humanas.

Ademas, las células T primarias humanas activadas se transfectaron con 4 ug de proteina SpCas9; y 1 ug de
ARNSsg transcrito y tratado con AP /n vitro mediante electroporacién (Neon, Thermo Scientific). Cinco dias
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después, se aisl6 y extrajo el ADNg de cada célula T, y se analizé la eficiencia de indel mediante secuenciacién
profunda direccionada (FIG. 18 A). Ademas, se analizé la expresién de PSGL-1 en la superficie de las células
T mediante citometria de flujo (citometria de flujo Attune, Thermo Scientific) para confirmar una inactivacion de
PSGL-1 (FIG. 18B, C).

Las FIGs. 17a a 17¢c muestran los resultados del anélisis para la deteccién de ARNsg hPSGL-1 en células
Jurkat. Estas figuras son gréaficos que muestran la eficiencia de indel y el grado de células Jurkat que no
expresan PSGL-1 (células negativas a hPSGL-1) después del inactivacién (17a); y el nivel de expresién de
PSGL-1 en la superficie de las células Jurkat después del inactivacién (17b, 17c¢).

La FIG. 18 muestra los resultados de los experimentos de inactivacién de hPSGL-1 (KO) en células T primarias
humanas, que muestran (A) la eficiencia de indel, (B) el grado de células T que no expresan PSGL-1 después
de la inactivacién y (C) el grado de expresién de PSGL-1 en la superficie de las células T después de la
inactivacion. Como resultado, se confirmé que PSGL-1 fue inactivado efectivamente a través de la proteina
Cas9 y la administracion del complejo ARNg, por lo tanto, PSGL-1, que es una proteina de superficie, no pudo
observarse mediante citometria de flujo.

Ejemplo 4: Activacion de células Jurkat y promocién de la secrecién de citoquinas

En las células Jurkat en las que se introducen la proteina Cas9 y el ARNsg, la secuencia de ADN genémico
correspondiente a la regién diana del ARNsg introducido se escinde, y la regidén alrededor de la secuencia de
ADN escindida se muta por delecién, insercién y/o sustitucién a través de NHEJ, lo que da como resultado la
inactivacidén del gen en el que se encuentra la secuencia de ADN escindida.

Las células Jurkat transfectadas con proteina Cas9 y ARNsg mediante electroporacién como se describe en el
Ejemplo 1 se cultivaron durante 7 dias después de la electroporacion y se activaron utilizando dynabeads CD3
(Miltenyi Biotec) o dynabeads CD3/28 (Miltenyi Biotec).

Después de 24 horas, se analizaron la expresién de CD25, que es el receptor de IL-2, y el nivel de liberacién
de IFN-gamma mediante citometria de flujo y ELISA, respectivamente.

En primer lugar, se midié el nivel de expresion de CD25, un receptor de IL-2, mediante citometria de flujo. Las
células Jurkat transfectadas con proteina Cas9 y ARNsg se cultivaron durante 7 dias después de cada
introduccién y se reestimularon utilizando dynabeads CD3 o CD3/28 (Miltenyi Biotec) en una relacién de 3: 1
(perla: células; numero) y luego se midié la expresiéon de CD25.

El analisis fenotipico se realizé 1 dia después de la activacién celular. Las células reestimuladas (activadas)
con perlas se lavaron con PBS (solucién salina tamponada con fosfato) complementada con 1% (v/v) de suero
bovino fetal (FBS) y se tifieron con anticuerpo anti-CD25 conjugado con PE (BD Bioscience) durante 30 minutos
a4-°C.

Las células obtenidas se lavaron y resuspendieron en PBS, seguido de citometria de flujo en BD ACCURI C6
(BD Biosciences) y se midié el nivel de expresion de CD25 mediante la intensidad de fluorescencia media
(MF1).

A modo de comparacion, se realizé citometria de flujo de la misma manera en células de tipo salvaje en las
que no se introdujeron la proteina Cas9 ni el ARNsg, y en células con las que no se trataron las dynabeads
CD3 o CD3/28.

El nivel de expresién de CD25 obtenido (CD25 MFI) se muestra en la FIG. 1 a FIG. 4.

La FIG. 1 muestra el MFI CD25 en células donde se inactivé el gen DGK-alfa utilizando ARNsg (# 11; denotado
DGK-alfa # 11) para DGK-alfa,

La FIG. 2 muestra el MFI CD25 en células donde se inactivé el gen A20 utilizando ARNsg (# 11; denotado
como A20 # 11) para A20,

La FIG. 3 muestra el MFI CD25 en células donde se inactivé el gen EGR2 utilizando ARNsg (# 1; denotado
EGR2 # 1) para EGR2, y

La FIG. 4 muestra el MFI CD25 en células donde se inactivd el gen PPP2R2D utilizando ARNsg (# 10; denotado
PPP2R2D # 10) para PPP2R2D, respectivamente.

Como se muestra en las FIGS. 1 a 4, en el caso de células no tratadas con CD3 o CD3/28 dynabeads, la
presencia o ausencia de inactivacién de los genes no afecté el nivel de expresién de CD25, mientras que en el
caso de células tratadas con CD3 o CD3/28 dynabeads, se confirmd que el nivel de expresién de CD25
aumento6 notablemente cuando los genes fueron inactivados en comparacidn con el tipo salvaje.

Ademas, se probaron mediante ELISA los niveles de secrecién de IFN-gamma, un tipo de citoquina.
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Como se describi6é anteriormente, después de reestimular las células Jurkat con CD3 o CD3 / 28 dynabeads
se activaron durante 36 h, se recolect6 el medio de cultivo y se diluyé a una relacién de 1/100 o 1/200 (p/v)
usando un tampén diluyente (provisto por el kit ELISA, Biolegend), y luego se desarrollé el color usando un kit
ELISA (BioLegend) y se cuantificd usando un espectrofotometro (MULTISCAN GO, Thermo Scientific).

A modo de comparacion, se realizé una prueba ELISA de la misma manera en células de tipo salvaje en las
que no se introdujeron la proteina Cas9 ni el ARNsg.

Los resultados obtenidos se muestran en la FIG. 5.

La Figura 5 muestra: un nivel de IFN-gamma en un medio de cultivo celular en el que se inactivé el gen DGK-
alfa utilizando ARNsg (# 11; denotado como DGK-alfa # 11) para DGK alfa; niveles de IFN-gamma en medio
de cultivo celular en el que se inactivd el gen A20 utilizando ARNsg (# 11; denotado como A20 # 11) para A20;
un nivel de IFN-gamma en medio de cultivo celular en el que se inactivé el gen EGR2 utilizando ARNsg (# 1,
denotado como EGR2 # 1) para EGR2 (unidades de nivel de IFN-gamma: pg / ml).

Como se muestra en la FIG. 5, se confirmé que cuando se inactivaron los genes, la cantidad de secrecién de
IFN-gamma aumenté significativamente en comparacién con el tipo salvaje.

Ejemplo 5: Activacion de células T primarias humanas y mejora de secrecién de citoquinas

En referencia al método descrito en el Ejemplo 4 anterior, las células T primarias humanas transfectadas con
proteina Cas9 y ARNsg se activaron con perlas CD3 (relacién perla:célula de 1:1, 2:1 y 3:1, respectivamente).
Después de 2 dias, se midieron los niveles de secrecién de IFN-gamma e IL-2 mediante ELISA (kit ELISA de
IFN-gamma o IL-2; Biolegend).

Los resultados obtenidos se muestran enla FIG. 6y FIG.7.

La Figura 6 muestra: un nivel de IFN-gamma en el medio de cultivo celular en el que se inactivé el gen DGK-
alfa utilizando ARNsg (# 11; denotado como DGK-alfa # 11) para DGK-alfa; un nivel de IFN-gamma en el medio
de cultivo celular en el que se inactivé el gen DGK-alfa utilizando ARNsg (utilizando la combinacién con #8 y
# 11; denotado como DGK-alfa # 8 + 11); un nivel de IFN-gamma en el medio de cultivo celular en el que se
inactivd el gen DGK-zeta utilizando ARNsg (# 5; denotado como DGK-zeta # 5) para DGK-zeta; y un nivel de
IFN-gamma en el medio de cultivo celular en el que se inactivé el gen A20 utilizando ARNsg (# 11; denotado
como A20 # 11) para A20 (unidades de nivel de IFN-gamma: pg / ml).

La Figura 7 muestra: los niveles de IL-2 en el medio de cultivo celular en el que se inactivé el gen DGK-alfa
utilizando DGKalfa # 11; los niveles de IL-2 en el medio de cultivo celular en el que se inactivé el gen DGK-alfa
utilizando DGK-alfa # 8 + 11; los niveles de IL-2 en el medio de cultivo celular en el que se inactivd el gen DGK-
zeta utilizando DGK-zeta # 5; y (unidad de nivel de IL-2: pg / ml) en el medio de cultivo celular en el que se
inactivé el gen A20 utilizando A20 # 11 (unidad de nivel de IL-2: pg / ml).

En las Figuras 6 y 7, se utilizé "AAVSI" como control negativo para las células en las que se escindié el sitio
AAVS1 con el sistema CRISPR.

Como se muestra en las FIGS. 6 y 7, cuando se inactivaron los genes, la cantidad de secrecién de citoquinas
tales como IFN-gamma e IL-2 aumenté significativamente en comparacién con el tipo salvaje.

Estos resultados, que mostraron un aumento en la expresién de CD25 y la secrecidn de citoquinas en células
Jurkat y células T primarias humanas, indican que la sefial de activacién mediada por TCR aumentd cuando
se inactivaron los genes y la funcién inmune de las células T puede mejorarse mediante el aumento de la
actividad.

Ejemplo 6: Activacion de células CAR-T y mejora de la secrecién de citoquinas

Las células T de sangre periférica humana (células pan-T) se adquirieron de STEMCELL TECHNOLOGIES.
Para el cultivo celular se utilizé el medio X-VIVO 15 complementado con 50 U/mL de hIL-2 y 5 ng/mL de hiIL-7.
Se utilizaron Anti-CD3 / 28 Dynabeads (ThermoFisher Scientific) para activar las células, con una relacién de
perlas a células de 3:1.

Después de 24 horas de activacién, las células T se mezclaron con lentivirus 139-CAR durante 48 horas en
placas recubiertas con retronectina. 139-CAR es un CAR capaz de reconocer especificamente EGFRVIII e
inducir una respuesta inmune. Posteriormente, se introdujeron en las células 40 pg de proteina Cas9
recombinante de S. pyogenes (Toolgen, Corea) y 10 pg de tracr/ARNcr sintetizado quimicamente (Integrated
DNA Technologies) mediante electroporacién con 4D-Nucleofecter (Lonza).

Para los experimentos in vitro, las células cancerosas U87vlll previamente tefiidas con Cell Trace
(ThermoFisher Scientific) se co-cultivaron con 139 CAR-T en relaciones apropiadas. En este momento, el
cultivo se realizé con o sin 10 ng/mL de TGF-B1 0 0.5 ug/mL de PGE2. Después del cocultivo con lineas de
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células cancerosas, las células se tifileron con 7-aminoactinomicina D (7-AAD) para experimentos de prueba
de citotoxicidad. Las muestras tefiidas se recolectaron en un citometro de enfoque acustico Attune NXT y se
analizaron con FlowJo.

La citotoxicidad se calculé mediante la férmula [(% de muestra de lisis - % de lisis minimo) / (% de lisis max
[100%] -% lisis minimo] x 100%. Ademaés, los sobrenadantes de los co-cultivos también fueron analizados
mediante el kit ELISA (Biolegend) para la determinacién del contenido de IL-2 e IFN-y. Para el experimento de
proliferacién celular de células 139 CAR-T, las células 139 CAR-T tefiidas con CellTrace se co-cultivaron con
la linea celular de cancer objetivo U87vlll y luego se midié el grado de dilucién de Cell Trace usando citometria
de flujo en células 139 CAR-T.

De acuerdo con el disefio experimental (FIG. 8a, A), el efecto Indel de DGKa y DGKC fue del 75.9 % y 93.5 %,
respectivamente, en células 139 CAR-T administradas con un Unico complejo Cas9/ribonucleoproteina ARNg
(RNP) direccionado a DGKa o DGKC (FIG. 8a, B).

Se introdujeron en las células dos ARNg direcionados a DGKa y DGK{, respectivamente, mediante
electroporacion para producir células 139 CAR-T doblemente negativas para DGKa y DGKZ. Como resultado,
los efectos Indel de DGKa y DGKC fueron del 49.2% y del 92.4%, respectivamente (FIG. 8a, B).

No se confirmaron efectos significativos fuera del objetivo en el ARNg respectivo de DGKa y DGKC utilizando
la secuenciacién profunda direccionada (FIG. 8b).

Ademas, se observd que las células 139 CAR-T DGKa, DGKZ, y DGKag KO (inactivacién) tienen una
citotoxicidad, una capacidad de produccién de citoquinas y una capacidad proliferativa significativamente
incrementada, en comparacion con las células 139 CAR-T de tipo salvaje (FIGS. 9a A,B y FIG. 9b).

De maner interesante, las células 139 CAR-T DGKal KO mostraron una liberacién de citoquinas
significativamente incrementada en comparaciéon con las células 139 CAR-T KO individuales para DGKa o
DGKC, lo que se cree que es un efecto sinérgico de DGKa y DGKZ. Se considera que el aumento de la funcién
efectora de dichas células 139 CAR-T KO de DGKs se atribuye al aumento de la sefial CD3-terminal, es decir,
al aumento de ERK 1 /2y a la alta expresién de CAR después de la exposicidn al antigeno (FIG. 10A, B).

Ademas, a pesar de las sefiales fuertemente activadas en células 139 CAR-T KO de DGKs, no se observé
ningln aumento de citoquinas basales en ausencia de células cancerosas diana, lo que sugiere una alta
seguridad de los KO de DGKs (FIG. 11A). Ademas, la expresion de PD-11 y TIM-33, que son marcadores de
agotamiento, no aumenté en las células 139 CAR-T KO de DGKs en comparacién con las células 139 CAR-T
(FIG. 11B). Estos resultados sugieren que la KO de DGKs no promueve el agotamiento de las células T incluso
después de una exposicién prolongada al antigeno (FIG. 11B).

El efecto anticancerigeno de las células 139 CAR-T se vio notablemente afectado por el tratamiento con
inhibidores inmunosupresores de la sefializacién 1 tal como TGF-B1 y PGE2, mientras que en el caso de las
células 139 CAR-T KO de DGKag, se confirmé que la citotoxicidad y la liberacién de citoquinas se mantuvieron
incluso en presencia de factores inhibidores de la citélisis (FIG. 12A, B).

Estos resultados indican que la funcién de las células T se puede activar inactivando el gen DGK usando
CRISPR / Cas®.

En otras palabras, se confirmé que la inactivacién del gen DGK puede mejorar la sefial terminal CD3, mejorando
asi la funcién anticancerigena y la proliferacién de células CAR-T.

Ademas, las células CAR-T con inactivacion (KO) de DGKa( (dos tipos de isoformas no mostraron un aumento
significativo en los marcadores de agotamiento y fueron menos sensibles a los factores inmunosupresores de
citélisis tales como TGF-B y prostaglandina E2 (PGE2).

De esta forma, se confirmé que KO de DGK por CRISPR/Cas9 puede mejorar el aumento de la funcién efectora
de las células T.

Ejemplo 7: Activacion de células NK (Asesinas naturales) y mejoramiento de secrecién de citoquinas
7.1 Linea celular NK 92 y cultivo de células NK primarias humanas

Las lineas celulares NK92 se adquirieron de ATCC (CRL-2407), las células NK primarias se adquirieron de
STEMCELL TECHNOLOGY Yy se cultivaron de acuerdo con el protocolo proporcionado.

Las células NK92 se cultivaron en medio RPMI 1640 (WellGene) que contenia 10% de FCS (suero bovino
fetal), complementado con 100 pg/ml de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina, 2 mM UltraGlutamina |, 200-
300 U/mlde IL-2 y 10 U/ml de IL-15.

7.2 Introduccién por electroporacién
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Para inactivar DGKa y DGKC en la linea celular NK92, se realizdé una electroporacién con un electroporador
Neon (Thermo Fisher Scientific) a 1200 V, 10 ms y 3 pulsos. Para las células NK primarias, se utilizaron 1200
V, 20 ms y 3 pulsos.

Se incubaron 4 ug de proteina Cas9 recombinante de S. pyogenes (Toolgen, Corea) y 1 yg de tracr/ARNcr
sintetizado quimicamente (Integrated DNA Technologies) durante 20 minutos para obtener un complejo Cas9
RNP.

Se agregaron (pusieron en contacto) 2x10 * 5 células NK92 resuspendidas en tampén R al complejo Cas9
RNP preincubado para realizar la electroporacién. Posteriormente las células fueron sembradas a una
concentracion de 4 x 10 # 5 células/mL en el medio.

Las secuencias de direcionamiento de ARNcr utilizadas en los experimentos fueron las siguientes:
DGKa: CTCTCAAGCTGAGTGGGTCC

DGKZ: ACGAGCACTCACCAGCATCC.

7.3 Ensayos de inducir muerte in vitro

Para analizar la citotoxicidad de las células NK92 y las células NK primarias, las células se co-cultivaron con
células Raji tefiidas con CellTrace Far Red (Invitrogen) o células 1x1075 K562 en placas de 96 con fondo en
U. Después del co-cultivo durante 18 horas, las células fueron recolectadas y teflidas con 7-AAD y luego
analizadas por citometria de flujo. Todos los experimentos de citotoxicidad se realizaron 3 veces.

Los resultados se muestran en la FIG. 13. Se confirmé que la eficiencia de inactivacion de DGKa (eficiencia de
KO) en células NK92 y células NK primarias fue excelente (Figs. 13 Ay B). Ademas, la actividad de induccién
de muerte de NK-92 se confirmé a través de la medicién de células Raji 7-AAD-positivas, lo que indica que la
citotoxicidad aumenté con la inactivaciéon de DGKa.

En particular, estos resultados confirman que la funcién inmune puede manipularse eficazmente contra las
células NK, que son conocidas por ser dificiles de manipular genéticamente.

Ejemplo 8: Activacion de células NKT (Asesinas Naturales) y mejoramiento de secrecién de citoquinas
8.1 Cultivo de células NKT
Las PBMC humanas se adquirieron de STEMCELL TECHNOLOGY (Canada).

Estas células se sembraron a una concentraciéon de 1x10"6 células/ml en medio RPMI complementado con
10% FBS al que se le afladen 1000 U/ml de interferén-y (Pepro Tech). Se afiadieron al medio de cultivo 50
ng/ml de OKT-3 anti-humano (Biolegend) durante 5 dias y 400 U/ml de IL-2 (Pepro Tech) durante 20 dias.

8.2 Introduccién por electroporacién

Para inactivar DGKa, DGKZ y PD1 en la linea celular NKT, se realiz6 una electroporacién con un electroporador
Neon (Thermo Fisher Scientific) a 1550 V, 10 ms y 3 pulsos.

Se incubaron 4 ug de proteina Cas9 recombinante de S. pyogenes (Toolgen, Corea) y 1 yg de tracr/ARNcr
sintetizado quimicamente (Integrated DNA Technologies) durante 20 minutos para obtener un complejo Cas9
RNP.

Se agregaron (pusieron en contacto) 2x10 * 5 células NKT resuspendidas en tampén R al complejo Cas9 RNP
preincubado para realizar la electroporacion. Posteriormente, las células fueron sembradas a una
concentracion de 4 x 10 # 5 células/mL en el medio.

Las secuencias de direccionamiento de ARNcr utilizadas en los experimentos fueron las siguientes:
DGKa: CTCTCAAGCTGAGTGGGTCC

DGKZ: ACGAGCACTCACCAGCATCC.

PD-11: GTCTGGGCGGTGCTACAACTGGG

8.3 Ensayos de induccién de muerte in vitro

Para analizar la citotoxicidad de las células NKT, estas se co-cultivaron con células 2x 10744 U87vlll tefiidas
con CellTrace Far Red (Invitrogen) en placas de 96 pocillos con fondo en U. Después del co-cultivo durante 18
horas, las células fueron recolectadas y tefiidas con 7-AAD y luego analizadas por citometria de flujo. Todos
los experimentos de citotoxicidad se realizaron 3 veces.
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Como resultado, se confirmd que la inactivacion de DGKa y DGKZ en células NKT humanas se realizé de
manera eficiente mediante el sistema CRISPR/Cas9 como se muestra en la FIG. 14.

La eficiencia de indel se confirmd mediante secuenciacién profunda (FIG. 14A) y las células NKT tratadas con
CRISPR/Cas9 se analizaron mediante tincién con azul tripan para confirmar el crecimiento celular (FIG. 14B)
y la viabilidad celular se mantuvieron bien (Viabilidad = Numero de células viables / Niumero total de células).
Ademas, a través de transferencia Western, se confirmé que la inactivacion de DGKa y DGKC también ocurrié
bien a nivel de proteina (FIG. 14 D)

Ademas, como se muestra en la FIG. 15, se confirmé que la inactivacién de DGKa y DGKZ mejora la funcién
efectora de las células NKT

Las células U87vllIl, H460 y K562 se trataron con Cell Trace (Thermo fisher) y se cultivaron durante 18 horas
en una relacion de E: T (relacidon célula efectora: célula diana) de 20: 1 en una placa de 96 pocillos. El analisis
del nivel de apoptosis de las células cancerosas 7-AAD positivas mediante citometria de flujo revelé que la
inactivacién de DGKa y DGKZ aumenté la actividad de induccién de muerte de NKT de las células NKT
correspondientes. La inactivacién de cada uno de DGKa y DGKZ también tuvo un efecto de aumento de la
actividad de induccién de muerte, pero ademas se confirmd que la actividad de induccién de muerte mejord
alin mas cuando los dos genes se inactivaron simultdneamente (FIG. 15 A).

Por otra parte, la secrecidén de IFN se midié6 mediante ELISA (IFN-kit, Biolegend) y los resultados mostraron
que la inactivacién de DGKa y DGKZ aumentd la capacidad de liberacion de IFN de las células
correspondientes. Aunque la inactivacién respectiva de DGKa y DGKC también tuvo el buen efecto de mejorar
la secreciéon de IFN, se confirmd que la secrecién de IFN se mejord adn mas cuando ambos genes se
inactivaron simultdneamente (FIG. 15B).

Ademas, como se muestra en la FIG. 16, se confirmé que la inactivaciéon de PD-1 mediada por CRISPR / Cas9
en células NKT humanas mejoré la funcién efectora de las células NKT. La inactivacién de PD-1 se indujo
utilizando CRISPR-Cas9 en células NKT, y la eficiencia de la inactivacién de PD-1 se analizé mediante
secuenciacion profunda direccionada. Ademas, se co-cultivaron células U87vlll y células NKT para confirmar
la funcién de las células NKT como efectores anticancerigenos a través de la inactivacién de PD-1. Las células
U87vlll se trataron con Cell Trace (Thermo fisher) durante 18 horas en una relacién de E: T (célula efectora:
célula diana)= 50: 1 durante 18 horas en una placa de 96 pocillos, y las células cancerosas 7-AAD positivas se
analizaron mediante citometria de flujo para determinar su actividad de induccién de muerte.

Como resultado, se confirmé la alta eficiencia de indel en el gen PD-1 mediante CRISPR/Cas9 (FIG. 16A),
mejorando asi la citotoxicidad (FIG. 16B)

En general, los resultados anteriores muestran que la inactivacién de genes inmunomoduladores mediados por
CRISPR/Cas9, tales comoDGK, puede tener un efecto significativo de mejora inmunolégica en diversos tipos
de células inmunes.

Estos efectos biolégicos de la inctivacién del gen DGK muestra que las células inmunes, incluidas las células
T, las células NK 'y las NKT, etc., pueden desarrollarse como agentes inmunoterapéuticos en forma de células
clinicamente aplicables mediante la mejora de las funciones inmunes.

[Aplicabilidad industrial]

Se puede obtener una terapia celular inmune eficaz mediante el sistema inmunitario modificado en el que las
funciones se manipulan artificialmente de acuerdo con los factores inmunorreguladores manipulados
artificialmente y las células que los contienen.

Por ejemplo, cuando los factores inmunorreguladores se controlan artificialmente mediante el método o la
composicion de la presente memoria descriptiva, se pueden mejorar las eficacias inmunes involucradas en la
supervivencia, proliferacién, persistencia, citotoxicidad, liberacién y/o infiltracién de citoquinas, etc. de las
células inmunes.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidén para la produccién de una célula inmune disefiada artificialmente que tiene al menos un
gen inmunorregulador disefiado artificialmente seleccionado entre el gen Dgka y el gen Dgk, que comprende:

uno o mas acidos nucleicos guia o acidos nucleicos que los codifican; y

una proteina editora o un &cido nucleico que los codifica, en donde la proteina editora es proteina Cas9
derivada de Streptococcus pyogenes, en donde el acido nucleico guia y la proteina editora son capaces de
formar un complejo de proteina editora-acido nucleico guia, y el complejo de proteina editora-acido nucleico
guia es capaz de inducir una o més indeles en una secuencia de &cido nucleico de uno o mas del gen Dgkay
el gen DgkC de una célula inmune, y

en donde el &cido nucleico guia tiene una secuencia capaz de direccionarse a una secuencia diana
seleccionada entre las SEQ ID NO: 19, 20, 21 y 23 en una regién de exén del gen Dgka, o la secuencia diana
seleccionada entre las SEQ ID NO: 109, 110, 111, 112, 113, 116, 120, 121 y 123 en una regién de exén del
gen Dgkc.

2. La composicién para la produccién de una célula inmune disefiada artificialmente segln la reivindicacion 1,
en donde el 4cido nucleico guia y la proteina editora estan en forma de ribonucleoproteina.

3. La composicion para la produccién de una célula inmune disefiada artificialmente segun la reivindicacién 1,
en donde la composicién comprende

el acido nucleico guia que tiene la secuencia capaz de direccionarse a la secuencia diana seleccionada entre
las SEQ ID NO: 19, 20, 21y 23; y

el acido nucleico guia que tiene la secuencia capaz de direccionarse a la secuencia diana seleccionada entre
las SEQ ID NO: 109, 110, 111, 112, 113, 116, 120, 121y 123.

4. Un método para producir una célula inmune disefiada artificialmente que tiene al menos un gen
inmunorregulador disefiado artificialmente seleccionado entre el gen Dgka y el gen Dgkg, que comprende:

entrar en contacto con una célula inmune aislada de un cuerpo humano para:
uno o mas 4cidos nucleicos guia, o acidos nucleicos que los codifican, y

una proteina editora que es proteina Cas9 derivada de Streptococcus pyogenes o un acido nucleico que la
codifica;

e inducir uno o mas indeles en una secuencia de acido nucleico de uno o mas de los genes Dgka y Dgkg de la
célula inmune;

en donde uno o0 mas indeles estan ubicados en una secuencia de motivo adyacente al protoespaciador (PAM)
o0 estan ubicados dentro del rango de 1bp a 30 pb continuos adyacentes a un extremo 5' o un extremo 3' de la
secuencia PAM, y

en donde el &cido nucleico guia tiene una secuencia capaz de direccionarse a una secuencia diana
seleccionada entre las SEQ ID NO: 19, 20, 21 y 23 en una regién de exén del gen Dgka, o la secuencia diana
seleccionada entre las SEQ ID NO: 109, 110, 111, 112, 113, 116, 120, 121 y 123 en una regién de exén del
gen Dgkc.

5. El método segun la reivindicacion 4,

en donde el acido nucleico guia tiene la secuencia capaz de direccionarse a la secuencia diana seleccionada
entre las SEQ ID NO: 19, 20, 21, 23, 109, 110, 111, 112, 113, 116, 120, 121y 123.

6. El método segun la reivindicacion 4, en el que el paso de entrar en contacto se lleva a cabo mediante uno o
mas métodos seleccionados entre electroporacion, liposoma, plasmido, vectores virales, nanoparticulas y
método de proteina de fusién de dominio de translocacién de proteinas.

7. El método segun la reivindicacién 6, en el que el vector viral es al menos uno seleccionado del grupo de un
retrovirus, un lentivirus, un adenovirus, un virus adenoasociado, un virus vaccinia, un poxvirus y un virus del
herpes simple.
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{FIG. 8b]
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[FIG. 17c]
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{FIG. 18]
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