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DESCRIPCION
Sistemas y métodos para el tratamiento del sindrome de hiperigma
CAMPO

[0001] La presente divulgacion se refiere a métodos y componentes relacionados con CRISPR/Cas para tratar el
Sindrome de Hiper-lgM, métodos de edicién de una secuencia de &cido nucleico diana de CD40L y modulacién de
la expresidn de una secuencia de acido nucleico diana de CD40L, y aplicaciones de los mismos.

ANTECEDENTES

[0002] Las CRISPR (Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas) evolucionaron en
bacterias y arqueas como sistema inmunitario adaptativo para defenderse de ataques viricos. Tras la exposicién a
un virus, segmentos cortos de ADN viral se integran en el emplazamiento CRISPR. EI ARN se transcribe a partir
de una porcién del emplazamiento CRISPR que incluye la secuencia viral. Este ARN, que contiene una secuencia
complementaria al genoma virico, dirige una proteina Cas9 a una secuencia diana del genoma virico. La proteina
Cas9, a su vez, escinde y silencia la diana virica.

[0003] Recientemente, el sistema CRISPR/Cas se ha adaptado para la edicién del genoma en células eucariotas.
La introduccién de roturas de doble cadena (DSB) en sitios especificos permite alterar la secuencia diana mediante
mecanismos endégenos de reparacién del ADN, por ejemplo la unién de extremos no homdlogos (NHEJ) o la
reparacién dirigida por homologia (HDR).

[0004] El sindrome de hiper-IgM (HIGM) es una deficiencia de inmunoglobulinas caracterizada por niveles séricos
normales o elevados de IgM, y niveles disminuidos o ausencia de otras inmunoglobulinas séricas, lo que provoca
susceptibilidad a las infecciones. La mayoria de los casos de HIGM estan ligados al cromosoma X y causados por
mutaciones en un gen del cromosoma X que codifica una proteina (ligando CD40, "CD40L") de la superficie de los
linfocitos T auxiliares activados. Las mutaciones en el gen CD40L ("CD40LG") en sujetos que tienen el sindrome
de hiper IgM incluyen mutaciones sin sentido, mutaciones sin sentido, mutaciones en el sitio de empalme,
deleciones e inserciones y son bien conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Seyama et al.,
(1998) Blood, 92(7):2421-2434. En presencia de citocinas, el ligando CD40 normal interactta con los linfocitos B
y, de este modo, les indica que pasen de producir IgM a producir IgA, 1gG y/o IgE. En el sindrome de hiper-IgM
ligado al cromosoma X, las células T carecen del ligando CD40 funcional y no pueden indicar a las células B que
cambien. Asi pues, las células B de los sujetos con HIGM sélo producen IgM, y los niveles de IgM pueden ser
normales o elevados.

[0005] El tratamiento del sindrome HIGM suele incluir terapia de sustitucién con inmunoglobulinas, profilaxis a
largo plazo con antibidticos y antifungicos, y tratamiento con G-CSF para la neutropenia. También es preferible el
trasplante de células madre hematopoyéticas si se dispone de un donante hermano HLA-idéntico. Sin embargo,
los tratamientos actuales no son eficaces, ya que cerca del 80 % de los pacientes con HIGM mueren antes de los
treinta afios. Por consiguiente, sigue existiendo una necesidad insatisfecha de desarrollar estrategias y productos
terapéuticos novedosos para tratar la HIGM. N. HUBBARD et al. (BLOOD (22 de febrero de 2016), 127 (21): 2513-
2522) describe enfoques para corregir el gen CD40L utilizando nucleasas efectoras del tipo activador de la
transcripcién (TAL).

RESUMEN

[0006] Un enfoque de inmunoterapia adoptiva basado en células T autbélogas corregidas genéticamente puede ser
suficiente para inducir la generacidén de inmunidad protectora en pacientes receptores de HIGM1 y posiblemente
también la produccién de algunas células B de memoria de larga vida. Sin embargo, pueden ser necesarias
multiples administraciones de células T editadas para reconstituir un repertorio de células T duradero y amplio que
pueda mediar una ayuda eficiente de las células T en respuesta a un amplio intervalo de patégenos. Ademas,
mientras que CD40LG tiene una funcién critica en las células T CD4 (ThO, Th1 y Th2), esta molécula también se
expresa en varios otros tipos de células hematopoyéticas, tales como células B activadas, plaquetas, células NK,
monocitos, basoéfilos y eosinéfilos. Por lo tanto, la presente divulgacion amplia sorprendentemente la estrategia de
edicién genética de la correccién de células T a la correccién de células madre/progenitoras hematopoyéticas
autélogas (HSPC), lo que proporciona un beneficio terapéutico mucho mas amplio y prolongado.

[0007] La presente divulgacion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que las células editadas con
ligando CD40 (CD40L) producen sorprendentemente proteina CD40L funcionalmente activa y pueden utilizarse
para restaurar la funcién del cambio de clase de células B para el tratamiento del sindrome de hiper-IgM. En
particular, cuando uno o mas de los exones 2-5 del gen CD40L, se editan en células, por gjemplo, células T o
células madre hematopoyéticas (HSC), usando un sistema de ediciéon del genoma, las células editadas demuestran
altos niveles de edicién del gen CD40L y altos niveles de expresidn funcional exégena de CD40L. En concreto, las
células T editadas con CD40L restauraron la capacidad de cambio de clase de las células B, aumentando el nivel
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de 1gG producida y disminuyendo el nivel de IgM. Ademas, los ratones que recibieron células madre
hematopoyéticas que contenian al menos un 10 % de células editadas con CD40L produjeron un mayor nivel de
IgG tras la vacunacién, lo que demuestra el beneficio terapéutico de las células madre hematopoyéticas editadas
con CD40L para su uso en el tratamiento del sindrome de hiper-IlgM.

[0008] Los sistemas de edicién genémica divulgados en el presente documento estan disefiados para que no se
edite el ex6n 1 del gen CD40L, lo que evita la posibilidad de que se produzcan eventos de integracién aleatoria o
eventos fuera de diana. En concreto, la edicién del ex6n 1 puede provocar la pérdida del control del promotor del
emplazamiento, afectando a la expresién del gen CD40L y dando lugar a trastornos linfoproliferativos,
especialmente en el contexto de los trasplantes de células madre hematopoyéticas.

[0009] Por consiguiente, en un aspecto, en el presente documento se divulga una plantilla donante de
oligonucleétidos aislada que comprende, de 5' a 3', A1-N-UTR-pA-A2, en el que A1 es un brazo de homologia que
es sustancialmente idéntico a un primer brazo de homologia de un &cido nucleico CD40L diana; N es una carga
que comprende uno o més de los exones 2-5 de un gen CD40L; UTR es una regién no traducida (UTR) 3' de
CD40L; pA es una cola poliA; y A2 es un brazo de homologia que es sustancialmente idéntico a un segundo brazo
de homologia del acido nucleico CD40L diana, y en el que la carga no comprende el exén 1 de CD40L.

[0010] En un aspecto, se divulga en el presente documento una plantilla donante de oligonucleétidos aislada que
comprende, de 5' a 3', A1-S1-N-UTR-pA-S2-A2, en el que A1 es un brazo de homologia que es sustancialmente
idéntico a un primer brazo de homologia de un &cido nucleico CD40L diana; S1 es un primer relleno, N es una
carga que comprende uno o méas de los exones 2-5 de un gen CD40L; UTR es una regién no traducida (UTR) 3'
de CD40L; pA es una cola poliA; S2 es un segundo relleno, y A2 es un brazo de homologia que es sustancialmente
idéntico a un segundo brazo de homologia del acido nucleico CD40L diana, y en el que la carga no comprende el
ex6n 1 de CD40L.

[0011] En un aspecto, se divulga en el presente documento una plantilla donante de oligonucleétidos aislada que
comprende, de 5'a 3', A1-S1-N-UTR-pA-R-52-A2, en el que A1 es un brazo de homologia que es sustancialmente
idéntico a un primer brazo de homologia de un &cido nucleico CD40L diana; S1 es un primer relleno, N es una
carga que comprende uno o méas de los exones 2-5 de un gen CD40L; UTR es una regién no traducida (UTR) 3'
de CD40L; pA es una cola poliA; en el que R es un informador; S2 es un segundo relleno, y A2 es un brazo de
homologia que es sustancialmente idéntico a un segundo brazo de homologia del acido nucleico CD40L diana, y
en el que la carga no comprende el exén 1 de CD40L.

[0012] En un aspecto, se divulga en el presente documento una plantilla donante de oligonucleétidos aislada que
comprende, de 5'a 3', A1-N-UTR-pA-R-A2, en el que A1 es un brazo de homologia que es sustancialmente idéntico
a un primer brazo de homologia de un acido nucleico CD40L diana; N es una carga que comprende uno o mas de
los exones 2-5 de un gen CD40L; UTR es una regidén no traducida (UTR) 3' de CD40L; pA es una cola poliA; R es
un informador; y A2 es un brazo de homologia sustancialmente idéntico a un segundo brazo de homologia del
acido nucleico CD40L diana, y en el que la carga no comprende el ex6n 1 de CD40L.

[0013] En cualquier aspecto descrito en el presente documento, la carga puede comprender el exdn 2 del gen
CDA40L; el exén 3 del gen CD40L; el exdn 4 del gen CD40L; el exén 5 del gen CD40L; los exones 2-5 del gen
CD40L; los exones 2-4 del gen CD40L; los exones 2 y 3 del gen CD40L; los exones 3-5 del gen CD40L; los exones
3y 4 del gen CD40L; o los exones 4 y 5 del gen CD40L. En una realizacién, la carga comprende una secuencia
CD40L de codédn optimizado. Por ejemplo, la carga puede comprender una versién de codén optimizado del exén
2 de CD40L, del ex6n 3 de CD40L, del ex6n 4 de CD40L, del exdén 5 de CD40L, o una combinacién de los mismos,
por ejemplo, una secuencia de exén 2-5 de coddn optimizado, una secuencia de exén 2-4 de codén optimizado;
una secuencia de exén 2 y 3 de codédn optimizado; una secuencia de exdn 3-5 de coddn optimizado; una secuencia
de exdn 3 y 4 de coddn optimizado; o una secuencia de exén 4 y 5 de coddn optimizado. Una versidén ejemplar de
codén optimizado de CD40L, exones 2-5, se proporciona como SEQ ID NO:48.

[0014] En una realizacién, el gen CD40L es una secuencia CD40L de tipo salvaje. En una realizacion, el acido
nucleico CD40L diana comprende una mutacién. En una realizacién, la plantilla donante de oligonucleétidos
comprende ademés una secuencia que codifica un informador. En una realizacién, el reportero es una proteina de
fluorescencia verde (GFP), una proteina de fluorescencia amarilla (YFB), DS-Red o luciferasa. En una realizacién,
el reportero puede ser un marcador que puede ser detectado en células vivas usando técnicas estandar, por
ejemplo, antigenos de superficie detectables por anticuerpos, péptidos que catalizan o facilitan una reaccién
quimica que produce un producto épticamente detectable, por ejemplo, luciferasa. En una realizacién, el informador
es un marcador seleccionable. En una realizacién ejemplar, el marcador seleccionable es el receptor del factor de
crecimiento nervioso de baja afinidad (NGFR). En otras realizaciones, el marcador seleccionable puede ser una
proteina resistente a farmacos (tal como resistencia a neomicina o puromicina, versién mutante del gen MGMT),
una versién truncada de una proteina de la superficie celular (por ejemplo CD19, EGFR), un gen que confiere una
ventaja selectiva de crecimiento y/o injerto tras el trasplante in vivo de las células editadas (por ejemplo, CXCRA4,
CDA47, receptor de IL2) o una proteina fluorescente informadora (por ejemplo, proteina verde fluorescente (GFP),
proteina azul fluorescente (BFP), proteina amarilla fluorescente (YFP), etc., 0 una combinacién de las mismas. En

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2998 052 T3

una realizacion, la plantilla donante de oligonucleétidos aislada es una plantilla donante de oligonucleétidos
monocatenaria. En una realizacion, la plantilla donante de oligonucleétidos aislada es una plantilla donante de
oligonucleétidos bicatenarios.

[0015] En un aspecto, en el presente documento se divulga una composicién que comprende una plantilla donante
de oligonucledtidos aislada de la invencién y, opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable.

[0016] En un aspecto, en el presente documento se divulga un vector que comprende una plantilla donante de
oligonucleétidos aislada de la invencién. En una realizacién, el vector es un vector AAV, un lentivirus, un vector de
ADN desnudo o una nanoparticula lipidica. En una realizacién, el vector AAV es un vector AAVB.

[0017] En un aspecto, en el presente documento se divulga una molécula de ARNg aislada que comprende
cualquiera de los SEQ ID NOs: 18-25. En una realizacidn, la molécula de ARNg aislada comprende SEQ ID NO:
18. En una realizacidn, la molécula de ARNg aislada comprende SEQ ID NO: 19. En una realizacién, la molécula
de ARNg aislada comprende SEQ ID NO:20. En una realizacién, la molécula de ARNg aislada comprende SEQ ID
NO:21. En unarealizacién, la molécula de ARNg aislada comprende SEQ ID NO:22. En una realizacién, la molécula
de ARNg aislada comprende SEQ ID NO:23. En una realizacién, la molécula de ARNg aislada comprende SEQ ID
NO:24. En una realizacién, la molécula de ARNg aislada comprende SEQ ID NO:25.

[0018] En un aspecto, en el presente documento se divulga un sistema de edicién del genoma que comprende
una plantilla donante de oligonucleétidos aislada de la invencién. En una realizacion, el sistema de edicién
gendmica comprende ademéas una nucleasa guiada por ARN y al menos una molécula de ARNg. En una
realizacién, el sistema de edicién genémica comprende ademas una molécula de ARNg aislada divulgada en el
presente documento.

[0019] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro de alteracién de una célula que
comprende el contacto de la célula con un sistema de edicién del genoma de la invencién, alterando asi la célula.

[0020] En un aspecto, en el presente documento se divulga un kit que comprende un sistema de edicién gendmica
de la invencion.

[0021] En un aspecto, se divulga en el presente documento una plantilla donante de oligonucleétidos aislada de la
invencién, una composicién de la invencién, un vector de la invencién, una molécula de ARNg aislada de la
invencién, un sistema de edicion del genoma de la invencién, una célula preparada por el método de la invencién,
o un kit de la invencién, para su uso en medicina.

[0022] En un aspecto, se divulga en el presente documento una plantilla donante de oligonucleétidos para su uso
en un método de tratamiento de un sujeto que tiene sindrome de hiper-lgM mediante la alteracién de un CD40L
diana en una célula, comprendiendo el método las etapas de: formar, en un acido nucleico CD40L diana de la
célula, al menos una rotura de cadena simple o doble en un sitio de escisién, en el que el 4cido nucleico CD40L
diana comprende: un primer brazo homolégico 5' al sitio de escisién y un segundo brazo homolégico 3' al sitio de
escisién, y recombinando la plantilla donante de oligonucleétidos con el acido nucleico CD40L diana mediante
recombinacién homéloga para producir un acido nucleico CD40L alterado, en el que la plantilla donante de
oligonucleétidos comprende un primer brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo
homoldgico, una carga que comprende uno o mas de los exones 2-5 de un gen CD40L, una regién no traducida
(UTR) 3'de CD40L, una cola poliA, y un segundo brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al
segundo brazo homoldgico, y en el que la carga no comprende el exdn 1 de CD40L.

[0023] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro para alterar una célula, que
comprende las etapas de: formar, en un acido nucleico CD40L diana de la célula, al menos una rotura de cadena
simple o doble en un sitio de escisidén, en el que el &cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo
homolégico 5' al sitio de escisién y un segundo brazo homolégico 3' al sitio de escisién, y recombinando una
plantilla exégena de oligonucledtido donante con el &cido nucleico CD40L diana mediante recombinacién homdéloga
para producir un &cido nucleico CD40L alterado, en el que la plantilla ex6gena de oligonucleétido donante
comprende un primer brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo homolégico, una
carga que comprende uno o méas de los exones 2-5 de un gen CD40L, una regién no traducida (UTR) 3' de CD40L,
una cola poliA, y un segundo brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al segundo brazo
homolégico, y en el que la carga no comprende el exén 1 de CD40L, alterando asi la célula.

[0024] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro para alterar una célula, que
comprende las etapas de: formar, en un acido nucleico CD40L diana de la célula, al menos una rotura de cadena
simple o doble en un sitio de escisidén, en el que el &cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo
homolégico 5' al sitio de escisién y un segundo brazo homolégico 3' al sitio de escisién, y recombinando una
plantilla exégena de oligonucleétido donante con el acido nucleico CD40L diana mediante recombinacién homdéloga
para producir un &cido nucleico CD40L alterado, en el que la plantilla ex6gena de oligonucleétido donante
comprende el primer brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo homolégico, un
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primer relleno, la carga que comprende uno o mas de los exones 2-5 del gen CD40L, la regién no traducida (UTR)
3' de CD40L, la cola poliA, un segundo relleno, y el segundo brazo homolégico donante que es sustancialmente
idéntico al segundo brazo homolégico, y en el que la carga no comprende el exdn 1 de CD40L, alterando asi la
célula.

[0025] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro para alterar una célula, que
comprende las etapas de: formar, en un acido nucleico CD40L diana de la célula, al menos una rotura de cadena
simple o doble en un sitio de escisidén, en el que el &cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo
homolégico 5' al sitio de escisién y un segundo brazo homolégico 3' al sitio de escisién, y recombinando una
plantilla exégena de oligonucleétido donante con el acido nucleico CD40L diana mediante recombinacién homdéloga
para producir un &cido nucleico CD40L alterado, en el que la plantilla ex6gena de oligonucleétido donante
comprende el primer brazo homoldgico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo homolégico, el
primer relleno, la carga que comprende uno o0 mas de los exones 2-5 del gen CD40L, la regién no traducida (UTR)
3' de CD40L, la cola poliA, un informador, el segundo relleno, y el segundo brazo homolégico donante que es
sustancialmente idéntico al segundo brazo homoldgico, y en el que la carga no comprende el exdn 1 de CD40L,
alterando asi la célula.

[0026] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro para alterar una célula, que
comprende las etapas de: formar, en un acido nucleico CD40L diana de la célula, al menos una rotura de cadena
simple o doble en un sitio de escisidén, en el que el &cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo
homolégico 5' al sitio de escisién y un segundo brazo homolégico 3' al sitio de escisién, y recombinando una
plantilla exégena de oligonucleétido donante con el acido nucleico CD40L diana mediante recombinacién homdéloga
para producir un &cido nucleico CD40L alterado, en el que la plantilla ex6gena de oligonucleétido donante
comprende el primer brazo homoldgico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo homolégico, la
carga que comprende uno o més de los exones 2-5 del gen CD40L, la regién no traducida (UTR) 3' de CD40L, la
cola poliA, un reportero, y el segundo brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al segundo brazo
homolégico, y en el que la carga no comprende el exén 1 de CD40L, alterando asi la célula.

[0027] En una realizacién, la carga comprende la totalidad o una parte de: el exén 2 del gen CD40L,; el exén 3 del
gen CDA40L; el exén 4 del gen CD40L; el ex6n 5 del gen CD40L; los exones 2-5 del gen CD40L; los exones 2-4 del
gen CD40L; los exones 2 y 3 del gen CD40L,; los exones 3-5 del gen CD40L,; los exones 3 y 4 del gen CD40L; o
los exones 4 y 5 del gen CD40L.

[0028] En una realizacién, el gen CD40L es una secuencia CD40L de tipo salvaje. En una realizacion, el acido
nucleico CD40L diana comprende una mutacion.

[0029] En una realizaciodn, el reportero es una proteina de fluorescencia verde (GFP), una proteina de fluorescencia
amarilla (YFB), DS-Red o luciferasa. En una realizacién, el reportero puede ser un marcador que puede ser
detectado en células vivas usando técnicas estandar, por ejemplo, antigenos de superficie detectables por
anticuerpos, péptidos que catalizan o facilitan una reaccién quimica que produce un producto Spticamente
detectable, por ejemplo, luciferasa. En otra realizacién, el informador es un marcador seleccionable. En una
realizacion ejemplar, el informador es NGFR.

[0030] En una realizacion, la etapa de formacién de al menos una rotura de cadena simple o doble comprende el
contacto de la célula con una nucleasa guiada por ARN. En una realizacién, la nucleasa guiada por ARN es una
nucleasa asociada a repeticiones regulares intercaladas agrupadas de clase 2 (CRISPR). En una realizacién, la
nucleasa guiada por ARN se selecciona del grupo que consiste en Cas9 de tipo salvaje, una nicasa Cas9, una Cpfl
de tipo salvaje y una nicasa Cpfl.

[0031] En una realizacion, el contacto de la nucleasa guiada por ARN con la célula comprende la introduccién en
la célula de un complejo de ribonucleoproteina (RNP) que comprende la nucleasa guiada por ARN y un ARN guia
(ARNg). En una realizacién, la etapa de recombinacidn de la plantilla donante de oligonucleétidos ex6gena en el
acido nucleico CD40L diana mediante recombinacién homéloga comprende la introduccién de la plantilla donante
de oligonucleétidos exdgena en la célula. En unarealizacién, la etapa de introduccién comprende la electroporacion
de la célula en presencia del complejo RNP y/o la plantilla ex6gena donante de oligonucleétidos.

[0032] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro para alterar un acido nucleico CD40L
diana en una célula, en el que el 4cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo de homologia 5' al sitio
de escisién y un segundo brazo de homologia 3' al sitio de escisién, el método comprende: Poner en contacto la
célula con (a) al menos una molécula de ARNg, (b) una molécula de nucleasa guiada por ARN, y (c) una plantilla
ex6gena de oligonucledtido donante, en el que la plantilla exégena de oligonucleétido donante comprende un
primer brazo de homologia donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo de homologia, una carga que
comprende uno o mas de los exones 2-5 de un gen CD40L, una regién no traducida (UTR) 3' CD40L, una cola de
poliA, y un segundo brazo homoldgico donante que es sustancialmente idéntico al segundo brazo homolégico, y
en el que la carga no comprende el exén 1 de CD40L, en el que la molécula de ARNg y la molécula de nucleasa
guiada por ARN interactlian con el 4cido nucleico CD40L diana, dando lugar a un evento de escisién en o cerca
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del sitio de escisidn, y en el que el evento de escisién es reparado por al menos una via de reparacién del ADN
para producir un acido nucleico CD40L alterado, alterando asi el acido nucleico CD40L diana en la célula.

[0033] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro para alterar un acido nucleico CD40L
diana en una célula, en el que el 4cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo de homologia 5' al sitio
de escisién y un segundo brazo de homologia 3' al sitio de escisién, el método comprende: Poner en contacto la
célula con (a) al menos una molécula de ARNg, (b) una molécula de nucleasa guiada por ARN, y (c) una plantilla
exdgena de oligonucledtido donante, en el que la plantilla exégena de oligonucleétido donante comprende el primer
brazo de homologia donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo de homologia, un primer relleno, la
carga que comprende uno o0 més de los exones 2-5 del gen CD40L, la regién no traducida (UTR) 3' CD40L, la cola
poliA, un segundo relleno y el segundo brazo homoldgico donante que es sustancialmente idéntico al segundo
brazo homoldgico, y en el que la carga no comprende el exén 1 de CD40L, en el que la molécula de ARNg v la
molécula de nucleasa guiada por ARN interactian con el acido nucleico CD40L diana, dando lugar a un evento de
escisién en o cerca del sitio de escisién, y en el que el evento de escisién es reparado por al menos una via de
reparacién del ADN para producir un acido nucleico CD40L alterado, alterando asi el 4cido nucleico CD40L diana
en la célula.

[0034] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro para alterar un acido nucleico CD40L
diana en una célula, en el que el 4cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo de homologia 5' al sitio
de escisién y un segundo brazo de homologia 3' al sitio de escisién, el método comprende: Poner en contacto la
célula con (a) al menos una molécula de ARNg, (b) una molécula de nucleasa guiada por ARN, y (c) una plantilla
exdgena de oligonucledtido donante, en el que la plantilla exégena de oligonucleétido donante comprende el primer
brazo de homologia donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo de homologia, el primer relleno, la
carga que comprende uno o0 més de los exones 2-5 del gen CD40L, la regién no traducida (UTR) 3' CD40L, la cola
poliA, un reportero, el segundo relleno, y el segundo brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico
al segundo brazo homolégico, y en el que la carga no comprende el exén 1 de CD40L, en el que la molécula de
ARNg y la molécula de nucleasa guiada por ARN interacttian con el 4cido nucleico CD40L diana, dando lugar a un
evento de escisidén en o cerca del sitio de escisidn, y en el que el evento de escisidén es reparado por al menos una
via de reparacién del ADN para producir un acido nucleico CD40L alterado, alterando asi el 4cido nucleico CD40L
diana en la célula.

[0035] En un aspecto, en el presente documento se divulga un método in vitro para alterar un acido nucleico CD40L
diana en una célula, en el que el 4cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo de homologia 5' al sitio
de escisién y un segundo brazo de homologia 3' al sitio de escisién, el método comprende: Poner en contacto la
célula con (a) al menos una molécula de ARNg, (b) una molécula de nucleasa guiada por ARN, y (c) una plantilla
exdgena de oligonucledtido donante, en el que la plantilla exégena de oligonucleétido donante comprende el primer
brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo homolédgico, la carga que comprende
uno o mas de los exones 2-5 del gen CD40L, la regién no traducida (UTR) 3' CD40L, la cola poliA, un reportero, y
el segundo brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al segundo brazo homolégico, y en el que
la carga no comprende el exdn 1 de CD40L, en el que la molécula de ARNg y la molécula de nucleasa guiada por
ARN interacttan con el acido nucleico CD40L diana, dando lugar a un evento de escisién en o cerca del sitio de
escisién, y en el que el evento de escisidén es reparado por al menos una via de reparaciéon del ADN para producir
un acido nucleico CD40L alterado, alterando asi el 4cido nucleico CD40L diana en la célula.

[0036] En una realizacién, el método comprende ademés poner en contacto la célula con (d) una segunda molécula
de ARNg, en el que la segunda molécula de ARNg y la molécula de nucleasa guiada por ARN interacttan con el
acido nucleico diana, dando lugar a un segundo evento de escisién en o cerca del sitio de escisién, y en el que el
segundo evento de escisién es reparado por la al menos una via de reparacién del ADN.

[0037] En una realizacién, la carga comprende la totalidad o una parte de: el exén 2 del gen CD40L,; el exén 3 del
gen CDA40L; el exén 4 del gen CD40L; el ex6n 5 del gen CD40L; los exones 2-5 del gen CD40L; los exones 2-4 del
gen CD40L; los exones 2 y 3 del gen CD40L,; los exones 3-5 del gen CD40L,; los exones 3 y 4 del gen CD40L; o
los exones 4 y 5 del gen CD40L.

[0038] En una realizacién, el gen CD40L es una secuencia CD40L de tipo salvaje. En una realizacion, el acido
nucleico CD40L diana comprende una mutacion.

[0039] En una realizacidn, el reportero es una proteina de fluorescencia verde (GFP), una proteina de fluorescencia
amarilla (YFB), DS-Red o luciferasa. En una realizacion, el informador puede ser un marcador que puede
detectarse en células vivas utilizando técnicas estandar, por ejemplo, antigenos de superficie detectables mediante
anticuerpos, péptidos que catalizan o facilitan de otro modo una reacciéon quimica que produce un producto
detectable dpticamente, por ejemplo, luciferasa. En otra realizacién, el informador es un marcador seleccionable.
En una realizacién ejemplar, el informador es NGFR.

[0040] En una realizacién, el acido nucleico CD40L alterado comprende, de 5'a 3', el primer brazo de homologia
donante, la carga, el 3' UTR, la cola poliAy el segundo brazo de homologia donante. En una realizacién, el &cido
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nucleico CD40L alterado comprende, de 5'a 3', el primer brazo de homologia donante, el primer relleno, la carga,
el 3' UTR, la cola poliA, el segundo relleno y el segundo brazo de homologia donante. En una realizacién, el 4cido
nucleico CD40L alterado comprende, de 5' a 3', el primer brazo homoldgico donante, el primer relleno, la carga, el
3' UTR, la cola poliA, el informador, el segundo relleno y el segundo brazo homoldgico donante. En una realizacion,
el &cido nucleico CD40L alterado comprende, de $'a 3', el primer brazo de homologia donante, la carga, el 3' UTR,
la cola poliA, el reportero y el segundo brazo de homologia donante.

[0041] En una realizacién, la célula se pone en contacto primero con la al menos una molécula de ARNg y la
molécula de nucleasa guiada por ARN, seguido del contacto de la célula con la plantilla exégena donante de
oligonucleétidos. En una realizacién, la célula se pone en contacto con la al menos una molécula de ARNg, la
molécula de nucleasa guiada por ARN y la plantilla exégena donante de oligonucleétidos al mismo tiempo.

[0042] En una realizacidén, la plantilla donante de oligonucleétidos exdégena es una plantilla donante de
oligonucleétidos monocatenarios. En una realizacién, la plantilla exégena donante de oligonucleétidos es una
plantilla donante de oligonucleétidos bicatenarios.

[0043] En una realizacién, la plantilla ex6gena donante de oligonucledtidos esté presente en un vector. En una
realizacién, el vector es un vector viral. En una realizacién, el vector viral es un vector AAV o un vector lentiviral.

[0044] En una realizacién, la via de reparacién del ADN repara el acido nucleico CD40L diana para dar lugar a la
integracién dirigida de la plantilla donante de oligonucleétidos exégena. En una realizacion, el evento de escision,
o tanto el evento de escisién como el segundo evento de escisién, es/son reparado/s por correccién génica.

[0045] En una realizacion, el acido nucleico CD40L alterado comprende una secuencia que es diferente de una
secuencia del acido nucleico CD40L diana.

[0046] En una realizacién, la molécula de ARNg es un acido nucleico de ARNg, y en el que la molécula de nucleasa
guiada por ARN es una proteina nucleasa guiada por ARN. En una realizacién, la molécula de ARNg es un &cido
nucleico de ARNg, y en el que la molécula de nucleasa guiada por ARN es un &cido nucleico de nucleasa guiada
por ARN. En una realizacidn, la célula se pone en contacto con la molécula de ARNg y la molécula de nucleasa
guiada por ARN como un complejo preformado. En una realizacién, la nucleasa guiada por ARN se selecciona del
grupo que consiste en Cas9 de tipo salvaje, una nicasa Cas9, una Cpfl de tipo salvaje y una nicasa Cpfil.

[0047] En una realizacién, la célula es una célula eucariota. En una realizacién, la célula eucariota es una célula
humana. En una realizacién, la célula es una célula T. En una realizacién, la célula es una célula madre
hematopoyética (HSC).

[0048] En una realizacién, la célula procede de un sujeto que padece el sindrome de hiper IgM. En una realizacion,
la célula procede de un sujeto que tiene al menos una mutacién en el sitio de escisién. En una realizacién, el
método de tratamiento de un sujeto que tiene sindrome de hiper-lgM alterando un CD40L diana en una célula
comprende ademas aislar la célula del sujeto antes de la etapa de formacién o la etapa de contacto. En una
realizacién, el método de tratamiento de un sujeto que tiene sindrome de hiper-IgM alterando un CD40L diana en
una célula comprende ademés introducir la célula en un sujeto después de la etapa de recombinacién o después
de que el evento de escisién sea reparado por la al menos una via de reparacién del ADN.

[0049] En una realizacion, la etapa de formacion y la etapa de recombinacién, o la etapa de contacto, se realiza in
vitro. En una realizacién, la etapa de formacion y la etapa de recombinacién, o la etapa de contacto, se realiza ex
vivo. En una realizacién, la etapa de formacion y la etapa de recombinacién, o la etapa de contacto, se realiza in
vivo.

[0050] En una realizacién, el sujeto receptor es acondicionado antes de la administracién de las células editadas
al sujeto. El condicionamiento puede implicar la linfodeplecién del sujeto. Por ejemplo, en una realizacién, el sujeto
se acondiciona con quimioterapia que causa linfodeplecién, antes de recibir las células editadas. En una
realizacién, las células T del sujeto se agotan mediante acondicionamiento. Los agentes adecuados para
acondicionar al sujeto incluyen agentes que inducen linfodeplecién, por ejemplo, deplecién de células T. En una
realizacién, el agente acondicionador es la ciclofosfamida. En algunas realizaciones, el método de tratamiento de
un sujeto que tiene sindrome de hiper-IgM alterando un CD40L diana en una célula puede comprender
opcionalmente una etapa de administracién de un agente acondicionador al sujeto, por gjemplo, un agente
acondicionador que causa linfodeplecién. En una realizacién, el agente acondicionador es un agente
quimioterapéutico, por gjemplo ciclofosfamida, fludarabina, busulfan, treosulfan, o una combinacién de los mismos.
En una realizacién, el agente acondicionador es un anticuerpo depletor policlonal o monoclonal, por gjemplo
globulina antitimocitica (ATG), anti-CD3, anti-CD4, anti-CD52, anti-CD2, anti-TCRap, anti-IL2Ra, o una
combinacién de los mismos. En otra realizacién, el sujeto no esta condicionado antes de la administracién de las
células editadas al sujeto.
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[0051] Las células pueden estimularse antes de su administraciéon al sujeto. Las células pueden estimularse
utilizando citoquinas, por ejemplo, IL-7, IL-15, IL-2, 0 una combinacién de las mismas.

[0052] En una realizacion, se restablece el cambio de clase en el sujeto. En una realizacién, los niveles de IgM
disminuyen en un sujeto. En una realizacién, los niveles de IgG aumentan en un sujeto.

[0053] En una realizacién, la célula es una poblacién de células, y la via de reparacién del ADN repara el acido
nucleico CD40L diana para dar lugar a la integracién diana de la plantilla donante de oligonucleétidos exégena en
al menos aproximadamente el 10 % de las células de la poblacién de células. En una realizacién, la célula es una
poblacion de células, y la via de reparacion del ADN repara el acido nucleico CD40L diana para dar lugar a la
integracién diana de la plantilla donante de oligonucleétidos exdgena en al menos aproximadamente el 15 %, 20
%, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 % o0 75 % de las células de la poblacioén de células.
En una realizacién, la célula es una poblacién de células, y la via de reparacién del ADN repara el 4cido nucleico
CD40L diana para dar lugar a la integracién diana de la plantilla donante de oligonucleétidos exégena en al menos
aproximadamente el 15 % de las células de la poblacidén de células. En una realizacién, la célula es una poblacién
de células, y la via de reparacién del ADN repara el acido nucleico CD40L diana para dar lugar a la integracion
diana de la plantilla donante de oligonucleétidos exégena en al menos aproximadamente el 20 % de las células de
la poblacién de células. En una realizacién, la célula es una poblacién de células, y la via de reparaciéon del ADN
repara el &cido nucleico CD40L diana para dar lugar a la integracién diana de la plantilla donante de
oligonucledétidos exégena en al menos aproximadamente el 30 % de las células de la poblacién de células. En una
realizacién, la célula es una poblacién de células, y la via de reparacién del ADN repara el acido nucleico CD40L
diana para dar lugar a la integraciéon diana de la plantilla donante de oligonucleétidos exégena en al menos
aproximadamente el 40 % de las células de la poblacidén de células. En una realizacién, la célula es una poblacién
de células, y la via de reparacién del ADN repara el acido nucleico CD40L diana para dar lugar a la integracion
diana de la plantilla donante de oligonucleétidos exégena en al menos aproximadamente el 50 % de las células de
la poblacién de células. En una realizacion, la célula es una poblacién de células, y la via de reparaciéon del ADN
repara el &cido nucleico CD40L diana para dar lugar a la integracién diana de la plantilla donante de
oligonucleétidos exdégena en al menos aproximadamente el 60 % de las células de la poblacién de células. En una
realizacién, la célula es una poblacién de células, y la via de reparacién del ADN repara el acido nucleico CD40L
diana para dar lugar a la integraciéon diana de la plantilla donante de oligonucleétidos exégena en al menos
aproximadamente el 75 % de las células de la poblacién de células.

[0054] En una realizacién, las células son células madre hematopoyéticas (CMH), y en el que al menos
aproximadamente el 10 % de las células de la poblacién de CMH comprenden un acido nucleico CD40L alterado
que es un alelo CD40L funcional. En una realizacién, las células son células T.

[0055] En un aspecto, en el presente documento se divulga una poblacion de células, caracterizada porque al
menos el 10 % de las células de la poblacién comprenden al menos una copia de una secuencia CD40L modificada
por ingenieria. En una realizacién, al menos el 15 % de las células de la poblacién comprenden al menos una copia
de una secuencia CD40L modificada. En una realizacién, al menos el 20 % de las células de la poblacién
comprenden al menos una copia de una secuencia CD40L modificada. En una realizacion, al menos el 30 % de
las células de la poblacion comprenden al menos una copia de una secuencia CD40L modificada. En una
realizacién, al menos el 40 % de las células de la poblacién comprenden al menos una copia de una secuencia
CD40L modificada. En una realizacién, al menos el 50 % de las células de la poblacién comprenden al menos una
copia de una secuencia CD40L modificada. En una realizacién, al menos el 60 % de las células de la poblacién
comprenden al menos una copia de una secuencia CD40L modificada.

[0056] En una realizacién, la al menos una copia se inserta en un intron de un gen CD40L end6geno. En una
realizacién, la poblacién de células, o la progenie de la poblacién de células, son capaces de restaurar el cambio
de clase en un sujeto que padece el sindrome de Hiper IgM.

[0057] En un aspecto, se divulga en el presente documento una poblacidn aislada de células, en la que al menos
entre aproximadamente el 5% y aproximadamente el 100 % de las células de la poblacién de células expresan un
alelo CD40L funcional, en la que la poblacién de células se ha aislado de un sujeto, y en la que al sujeto se le ha
diagnosticado previamente que tiene sindrome de hiper IgM. En una realizacién, al menos alrededor del 6 % de
las células de la poblacién de células expresan un alelo CD40L funcional. En una realizacién, al menos alrededor
del 7 % de las células de la poblacién de células expresan un alelo CD40L funcional. En una realizacién, al menos
aproximadamente el 8 % de las células de la poblacién de células expresan un alelo CD40L funcional. En una
realizacién, al menos alrededor del 9 % de las células de la poblacién de células expresan un alelo CD40L
funcional. En una realizacién, al menos alrededor del 10 % de las células de la poblacidén de células expresan un
alelo CD40L funcional. En una realizacién, al menos alrededor del 15 % de las células de la poblacién de células
expresan un alelo CD40L funcional. En una realizacion, al menos aproximadamente el 20 % de las células de la
poblacién de células expresan un alelo CD40L funcional. En una realizacién, al menos alrededor del 25 % de las
células de la poblacién de células expresan un alelo CD40L funcional.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
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[0058] Los dibujos adjuntos tienen por objeto proporcionar ejemplos ilustrativos y esquematicos, mas que
exhaustivos, de determinados aspectos y realizaciones de la presente divulgacion. Los dibujos no se limitan a
ninguna teoria o0 modelo en particular ni son necesariamente a escala. Sin limitar lo anterior, los 4cidos nucleicos
y los polipéptidos pueden representarse como secuencias lineales, o como estructuras esqueméticas
bidimensionales o tridimensionales; estas representaciones pretenden ser ilustrativas mas que limitativas o unidas
a cualquier modelo o teoria particular con respecto a su estructura.

Las Figuras. 1A-D muestran la configuraciéon de plantillas donantes CD40L ejemplares para la ediciéon de
genes. La Figura. 1A muestra un constructo que comprende brazos de homologia, ADNc de CD40L, GFP
y secuencias Stuffer. La Figura. 1B muestra un constructo que comprende brazos de homologia, ADNc
de CD40L y GFP, sin secuencias Stuffer. La Figura. 1C muestra un constructo que comprende brazos de
homologia, ADNc de CD40L y secuencias Stuffer, sin GFP. La Figura. 1D muestra un constructo que
comprende brazos de homologia y ADNc de CD40L, sin GFP y sin secuencias Stuffer.

Las Figuras. 2A-2J representan que los sistemas de edicién del genoma descritos en el presente
documento dieron lugar a altos niveles de edicién del gen CD40LG. En concreto, la Figura. 2A es un
esquema de constructos ejemplares para la ediciéon del gen CD40L. La Figura. 2B muestra la posicién en
el intrén 1 de CD40LG dirigida por 8 S. Pyogenes y 30 ARNg de S. aureus para comprobar la eficacia de
corte de CD40LG en células T humanas primarias. La Figura. 2C muestra los porcentajes de edicion,
incluidas las tasas de insercién/delecién de ARNg ejemplares de la Figura. 2B administrados con
nucleasas como un complejo RNP a células T humanas primarias. La Figura. 2D muestra el procedimiento
experimental de edicién del gen CD40L en linfocitos T. La Figura. 2E muestra el porcentaje de células
GFP positivas en poblaciones de células T tras la edicién génica. Las células madre T de memoria (TSCM)
se definen como CD62L+CD45RA+, las células T de memoria central (TCM) como CD62L+ CD45RA-,
las células T efectoras de memoria (TEM) como CD62L- CD45RA- y las células efectoras terminales
(TEMRA) como CD62L-CD45RA+. La Figura. 2F muestra graficos representativos de células T 7 dias
(panel izquierdo) y 20 dias (panel derecho) después del tratamiento que expresan CD45RA y CD62
mediante analisis FACS. La Figura. 2G muestra la composicién del cultivo de células T 7 y 19 dias (panel
izquierdo) y 20 dias (panel derecho) después del tratamiento, medida mediante anélisis FACS. La Figura.
2H es un protocolo esquematico para la ediciébn génica en células T utilizando una plantilla donante
proporcionada por AAV6 o IDLV. La Figura. 2| muestra el resultado de la HDR (evaluado como el
porcentaje de células GFP +) en varias subpoblaciones de células T. La Figura. 2J muestra los niveles de
edicién génica en células de EH y de pacientes.

Las figuras 3A-3E muestran la integracién diana y la expresién de CD40L tras la edicién con tres ARNg
ejemplares (ARNg A, D y G). La Figura. 3A muestra la localizacién de ARNg ejemplares dentro del intron
1 de CD40LG. La Figura. 3B muestra los procedimientos experimentales y la cronologia de los
experimentos presentados en las Figuras. 3D-3E. La Figura. 3C muestra la tasa de integracién diana (%
de células GFP+) tras el tratamiento con los complejos RNP indicados y la plantilla donante AAV6. La
Figura. 3D muestra la expresién de CD40L en la poblacién de células GFP-positivas, determinada por
analisis FACS. La Figura. 3E muestra la fraccién de células CD40L+ en distintos momentos tras la
reestimulacion.

Las figuras 4A-4F muestran que el CD40L editado conserva la regulacidn fisiolégica. En concreto, las
Figuras. 4A y 4B muestran los constructos y el procedimiento experimental utilizados para la edicién y
expresion del gen CD40L en linfocitos T. Las Figuras. 4C y 4E representan la cinética de expresién de
CD40L en células T editadas tras la induccién de la expresién de superficie de CD40L mediante una
estimulaciéon policlonal (PMA/lonomycin). La Figura. 4D muestra un grafico representativo de la expresion
de CD40L en células CD4+ y CD8+ activadas. La Figura. 4F muestra un grafico representativo de la
expresion de CD40L en células CD4+ estimuladas.

Las figuras 5A-5E muestran que el CD40L editado conserva la regulacién fisiol6gica. En concreto, las
Figuras. 5A y 5B muestran los constructos y el procedimiento experimental utilizados para la edicién y
expresion del gen CD40L en linfocitos T. La Figura. 5C muestra la expresién de CD40L y CD8 en células
T de tipo salvaje y editadas. La Figura. 5D muestra la cinética de expresiéon de CD40L en células T
editadas. La Fig. 5E muestra el efecto del AAV6 en la eficacia de la edicién génica.

Figuras. 6A y 6B demuestran que la edicién génica produce altos niveles de edicién génica de CD40L
(Figura. 8A) y altos niveles de expresién exdgena de CD40L, utilizando diferentes configuraciones de
transgenes (ADNc de tipo salvaje (no recodificado) o secuencia optimizada de codones (recodificada);
sefial de poliadenilacion endégena o sefial de poliadenilacién viral SV40 (Figura. 6B).

Las Figuras. 7A-7F representan los resultados de experimentos que evallan la especificidad de ARNg

ejemplares que dirigen CD40LG. La Figura. 7A presenta el anélisis Guide-Seq de los ARNg Ay ARNg D.
Las Figuras. 7By 7E validan la edicién on-target y off-target observada con el ARNg A mediante el anélisis
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Amplicon-Seq. Las Figuras. 7C-7D presentan los resultados del anélisis Digenome para identificar
posibles sitios fuera de diana para el ARNg Ay el ARNg D. La Figura. 7F muestra una visién general de
los resultados del analisis Amplicon-Seq para los sitios de corte fuera de diana identificados para el ARNg
AyD.

Figura. 8 representa que las células T editadas con CD40L restauraron la capacidad de cambio de clase
de células B en un ensayo de co-cultivo in vitro . El histograma muestra el porcentaje de linfocitos B que
expresaron IgG en su superficie tras 5 dias de cocultivo con linfocitos T de tipo salvaje (No editados),
linfocitos T con el gen CD40L editado (GFP+), linfocitos T tratados para la ediciéon génica pero negativos
para la integracion del transgén corrector (GFP-) o linfocitos T en los que se anulé el gen CD40L endégeno
mediante la integraciéon de un casete reportero. Los cultivos con sélo células B y con células B mas la
adicién de proteina CD40L soluble se utilizaron como controles negativo y positivo, respectivamente.
Todas las células T se probaron sin ninguna estimulacién (en reposo) o tras la estimulacién con perlas
antiCD3-CD28 (perlas) o PMA/lonomicina.

Figura. 9 representa un nivel disminuido de IgM y un nivel aumentado de IgG en el medio de células B
co-cultivadas con células T que tienen un emplazamiento CD40L editado.

La Fig. 10 representa el nivel de linea de base de la integracion diana en cuatro sitios de corte de ARNg
utilizando una plantilla donante AAV6 que comprende la siguiente carga: secuencias de relleno, ADNc de
CD40LG/3' UTR/polyA, y un casete de expresién de GFP. Cortos brazos homoldgicos flanqueaban los
sitios de corte previstos. Se detectaron diferencias en los niveles de base de integracién diana entre los
ARNg, con base en la expresion de GFP.

Figura. 11 compara el nivel de integracién diana obtenido utilizando plantillas donantes que tienen una
longitud de brazo homolégico variada. Las plantillas donantes AAV6 se prepararon como en la Figura. 10,
alargando los brazos de homologia a 500 pares de bases a cada lado de la secuencia de carga. El
aumento de la longitud de los brazos homolégicos incrementé el nivel de integraciéon diana en los dos
puntos de corte de ARNg probados.

Figuras. 12A y 12B representan el fenotipo de las células T trasplantadas en diferentes momentos tras
la inyeccién. En la Figura. 12A se muestran los porcentajes de células CD8 y CD4 medidos dentro de la
poblacién circulante de células T de tipo salvaje. En la Figura. 12B se muestran los porcentajes de células
T efectoras (CD44+ CD62L-), de memoria central (MTC, CD44+CD62L+), naive (CD44-CD62L+) y
efectoras tempranas (CD44-CD62L-), medidos dentro de las fracciones CD8 y CD4 de células T
circulantes de tipo salvaje.

Figura. 13 representa la terapia de células T adoptivas en ratones CD40L KO utilizando células T de tipo
salvaje, trasplantadas con y sin un régimen de preacondicionamiento con ciclofosfamida. Los graficos de
la izquierda muestran los porcentajes de células T receptoras y donantes a lo largo del tiempo en los
ratones tratados o no con el régimen de preacondicionamiento. El grafico de puntos de la derecha
representa la cantidad de 1gG especifica del antigeno en el suero de los animales trasplantados antes o
después de 14 y 28 dias de una inmunizacién de los ratones trasplantados con el hapteno trinitrofenilo
conjugado con el antigeno hemocianina Keyhole Limpet (TNP-KLH). Los ratones HIGM1 se utilizaron
como control negativo. Como control positivo se utilizaron ratones trasplantados con una dosis completa
de células madre hematopoyéticas de tipo salvaje (HSCT).

Figura. 14A y 14B representan la respuesta a la vacunacién de ratones HIGM1 trasplantados con células
T de tipo salvaje. La Figura. 14A muestra la cantidad de respuesta IgG especifica al antigeno antes o
después de 2 refuerzos de inmunizacién con el antigeno TNP-KLH en el suero de los ratones HIGM1
trasplantados con o sin diferentes dosis de acondicionamiento. La Figura. 14B muestra el grafico de
correlacion entre los niveles séricos de 19G especifica de TNP/KLH y las cantidades de linfocitos T CD4
de tipo salvaje circulantes (porcentajes en la parte superior y nimeros absolutos en la parte inferior).

Figura. 14C-14E representan la terapia de células T adoptivas en ratones CD40L KO utilizando células T
de tipo salvaje, trasplantadas con y sin régimen de preacondicionamiento con antileucocitos (ALS) o
anticuerpos anti-CD4. Las Figura. 14C y 14E representan los porcentajes de células T receptoras y
donantes a lo largo del tiempo en los ratones tratados o no con el régimen de preacondicionamiento. Los
niveles de respuesta IgG especifica a la vacunacién se correlacionan con la dosis de acondicionamiento
administrada (Figura. 14D).

Las Figuras. 156A-15B muestran el andlisis inmunohistoquimico de células B GC en secciones de bazo
de ratones trasplantados adoptivamente de la Figura. 14 tras la inmunizacién con TNP-KLH. La Figura.
15A muestra el anélisis de tincién inmunohistoquimica de células B GC en secciones de bazo con
aglutinina de cacahuete en marrén y contratincién de hematoxilina en azul. La Figura. 15B representa un
histograma, cuantificando el anélisis inmunohistoquimico representado en la Figura. 15A.
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Las Figuras. 16 A-16C representan la terapia con células madre hematopoyéticas en modelos murinos
de sindrome de hiper-lgM. Como se muestra en la Figura. 16A, diferentes dosis de células madre
hematopoyéticas CD40LG de tipo salvaje, recolectadas de ratones C57BL/6 de tipo salvaje, se
trasplantaron en diferentes relaciones junto con HSPC CD40LG negativas, recolectadas de ratones
HIGM1, en ratones HIGM1 receptores antes de la inmunizacién con un antigeno dependiente del timo
(TNP-KLH). El grafico de puntos representa la cantidad de IgG especifica de TNP-KLH en el suero de los
animales trasplantados antes o después de 14 y 28 dias de la inmunizacién de los ratones trasplantados
con el antigeno TNP-KLH. La Figura. 16B representa un segundo experimento en el que ratones CD40L
trasplantados con diferentes porcentajes de HSPC de tipo salvaje y HSPC CD40LG negativas como se
describe para la Figura. 16A. Los ratones fueron inmunizados con TNP-KLH, y posteriormente fueron
inmunizados con ovoalbumina. El grafico de puntos representa la cantidad de I1gG especifica de TNP
(panel izquierdo) y la cantidad de 1gG especifica de OVA (panel derecho) antes y después de la
inmunizacién. La Figura. 16C representa el injerto de células T del donante en sangre periférica, medido
en diferentes momentos tras el trasplante.

Las Figuras. 17A-17D muestran una diana CD40L alta y policlonal tanto en células T derivadas de
donantes sanos (HD) como de pacientes. Se recogieron células T CD4 de diferentes donantes sanos (HD,
n=4) o de un paciente portador de la mutacién causante del HIGM1 indicada en el ex6n 3 (Paciente), se
estimularon in vitro y se trataron con 25 pmol de RNP A (S.p.) y AAV6 a MOI: 5*10%4 vg/célula. La Figura.
17A muestra el porcentaje de células editadas con GFP+ medido en diferentes subpoblaciones de células
T 17 dias después del tratamiento. La Figura. 17B muestra la composicidén del cultivo medida mediante
analisis citofluorimétrico (marcado GFP). La Figura .17C compara la eficiencia de la edicién génica medida
por analisis molecular ddPCR (barras de la izquierda) y por analisis citofluorimétrico (GFP por FACS,
barras de la derecha). La Figura. 17D muestra la diversidad de TCR en células de pacientes no tratadas
(paneles grises/derechos) y en células de pacientes editadas (paneles negros/izquierdos), evaluada
mediante 5 reacciones PCR multiplex diferentes que discriminan 21 familias de TCR-B.

Las Figs. 18A y 18B muestran que la integracién diana del constructo corrector restauré la expresion de
CD40L vy su regulacién fisioldgica. La Figura. 18A muestra graficos de puntos de citometria de flujo
representativos que muestran la expresion de CD40L y GFP 8 horas después de la estimulacién con
PMA/lonomicina (P/1) en células de EH y de pacientes de la Figura. 17. La Figura. 18B muestra el curso
temporal de la expresion de CD40L en superficie, como Intensidad de Fluorescencia Relativa (RFI,
calculada con la relacién en TO) y como porcentaje, medido a las 0, 3, 8, 24 y 48 horas tras la activacion
P/l

Las Figuras. 19A-19C representan la capacidad de las células T editadas con CD40L para restaurar la
proliferacion de células B en un ensayo de co-cultivo. La Figura. 19A muestra una representacién
esquematica del protocolo de ensayos de co-cultivo de células T y B. La Figura. 19B y la Figura. 19C
representan gréaficos e histogramas de citometria de flujo, respectivamente, que muestran el porcentaje
de células B proliferantes en co-cultivo con células T en reposo, activadas con microesferas (relacién 1:1)
o estimuladas con PMA/lonomicina (no tratadas (UT) o editadas (GFP+)). Control negativo: Células B
solas; control positivo: Célula B + CD40L soluble.

Figuras. 20A y 20B representan la capacidad de las células T editadas con CD40L para restaurar el
cambio de clase de las células B en un ensayo de co-cultivo. La Figura. 20A y la Figura. 20B muestran
imagenes Elispot e histogramas, respectivamente, mostrando el porcentaje de células B con IgG swiched
en co-cultivo con células T en reposo, activadas con microesferas (relacién 1:1) o estimuladas con
PMA/lonomicina (no tratadas (UT) o editadas (GFP+)). Control negativo: Células B solas; control positivo:
Célula B + CD40L soluble.

Las Figuras. 21A-21F representan que los sistemas de edicién del genoma descritos en el presente
documento dieron lugar a altos niveles de edicidén del gen CD40LG en células madre/progenitoras
hematopoyéticas humanas (HSPCs). La Figura. 21A es un esquema del constructo donante utilizado para
editar células CD34+. Las Figura. 21B, Figura. 21C y Figura. 21E muestran el porcentaje de integracion
diana en células CD34 tratadas a granel y en las subpoblaciones seleccionadas indicadas,
respectivamente, medido mediante analisis PCR digital de gotitas realizado en la unién 5' del vector con
el genoma. La Figura. 21D representa la composicién del cultivo de las células tratadas y no tratadas
(UT). La Figura. 21F muestra el porcentaje de células hCD45+ (panel izquierdo) y el porcentaje de células
HDR (panel derecho) dentro del injerto, medidos en diferentes momentos tras el trasplante.

Las Figuras. 22A-22F representan una estrategia de seleccién desarrollada para enriquecer células T
editadas con CD40LG. La Figura. 22A representa el constructo de ADN donante que lleva el gen CD40LG
corrector, una secuencia de sitio de entrada de ribosoma interno (IRES) y un gen selector (por ejemplo
delta LNGFR). La Figura. 22B es una representacién esquemética del protocolo de integracién diana que
indica los diferentes puntos temporales en los que se evalu6 la expresién del gen selector mediante
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analisis citofluorimétricos. La Figura. 22C representa la expresién del gen informador en los puntos
temporales indicados (6 dias, 13 dias y 20 dias) en células T CD4 y CD8 tratadas como se describe en la
Figura. 22B. La Figura. 22D representa la cinética de la expresién de CD40L tras la reestimulacién de las
células T tratadas para la ediciéon génica. La Figura. 22E representa el nivel de expresién (intensidad
fluorescente media, MFI) del gen CD40L (izquierda) y el porcentaje de células CD40L+ en la poblacién
de células T no tratadas, NGFR+ y NGFR-. La Figura. 22F muestra la capacidad de las células T editadas
con CD40L para restaurar el cambio de clase de las células B en un ensayo de co-cultivo, mostrando el
porcentaje de células B con intercambio de IgG en co-cultivo con células T en reposo, activadas con
microesferas (relacién 1:1) o estimuladas con PMA/lonomicina (no tratadas (UT) o editadas (NGFR+)).
Control negativo: Células B solas; control positivo: Célula B + CD40L soluble.

Las Figuras. 23A-23C representan la seleccién de células editadas con CD40LG utilizando un gen de
seleccion NGFR. La Figura. 23A representa el porcentaje de células NGFR+ obtenidas tras la edicidén
génica, medido dentro de diferentes subpoblaciones de células T (de izquierda a derecha: efectores
terminales (TEMRA), CD45RA+ CD62L-; memoria de efectores (TEM), CD62L- CD45RA-; memoria
central (TCM), CD45RA-CD62L+; y células T madre de memoria (TSCM), CD45RA+CD62L+). La Figura.
23B representa la fraccién de subpoblaciones de células T medida antes o después de la seleccién NGFR.
La Figura. 23C representa el porcentaje de edicién del gen CD40LG medido por analisis molecular
(ddPCR) o por expresiéon de NGFR, antes o después de |la seleccién de NGFR.

Las Figuras. 24A-24C representan el injerto de células editadas con CD40LG tras el xenotrasplante en
ratones NSG. La Figura. 24A muestra el porcentaje de células humanas (células hCD45+; paneles
superior izquierdo e inferior izquierdo y derecho) y el porcentaje de células NGFR+ (panel superior
derecho) dentro del injerto humano, medidos en diferentes momentos tras el trasplante. La Figura. 24B
representa la fraccion de subpoblaciones de células T (efectores terminales (TEMRA), CD45RA+ CD62L-
; memoria de efectores (TEM), CD62L- CD45RA-; memoria central (TCM), CD45RA-CD62L+; y células T
madre de memoria (TSCM), CD45RA+CD62L+) de las células T injertadas medidas a las 4, 8 y 16
semanas después del trasplante. La Figura. 24C muestra los niveles de expresién de CD40LG y el
porcentaje de células CD40LG+ recuperadas de los ratones NSG.

Las Figuras. 25A-25D representan experimentos que demuestran que la edicién de HSPC es portétil a
la plataforma CRISPR/Cas. La Figura. 25A presenta un protocolo para editar células CD34+ obtenidas de
sangre de corddn umbilical. La Figura. 25B muestra la eficiencia de integracién diana (expresada como
el porcentaje de células GFP+) en varias poblaciones celulares obtenidas mediante edicién génica
utilizando ZFN o RNP. La Figura. 25C muestra la composicién del cultivo tras la edicién génica mediante
ZFN o RNP, en comparacioén con células no tratadas (UT). La Figura. 25D muestra el pliegue de induccién
de los genes sensibles al interferén (IFN) RIG1, IRF7 y OAS1, tras el tratamiento con RNP, ZFN, Cas9
solo o RNP-mod, en comparacién con las células no tratadas (UT).

Las Figuras. 26A-26D representan experimentos adicionales que demuestran que la edicién de HSPC
es portatil a la plataforma CRISPR/Cas. La Figura. 26A presenta un protocolo para editar células CD34+
de sangre de cordén umbilical (CB), médula ésea (BM) o sangre periférica movilizada (MPB). La Figura.
26B muestra la eficiencia de integracidén diana (expresada como el porcentaje de células GFP+) en varias
poblaciones celulares obtenidas utilizando los procedimientos de edicién indicados. La Figura. 25C
muestra la composicion del cultivo después de la edicién. La Figura. 26D muestra la expresién de los
genes RIG1, IRF7 y OAS1 que responden al IFN en las células editadas.

Figuras. 27A y 27B representan datos que indican que las HSPC humanas de diversas fuentes pueden
editarse eficientemente utilizando una variedad de vehiculos donantes y configuraciones de nucleasas.
La Figura. 27A muestra el porcentaje de subpoblaciones celulares editadas (GFP+) utilizando ZFN o RNP
junto con plantillas donantes IDLV o AAV6. La Figura. 27B representa el porcentaje de subpoblaciones
celulares editadas (GFP+) utilizando células CD34+ derivadas de sangre de cordén umbilical, médula
Osea y sangre periférica movilizada (mPB).

DESCRIPCION DETALLADA

Definiciones y abreviaturas

[0059] Salvo que se especifique lo contrario, cada uno de los siguientes términos tiene el significado que se le
atribuye en esta seccién.

[0060] Los articulos indefinidos "un"y "uno(a)" se refieren a al menos uno de los sustantivos asociados, y se utilizan
indistintamente con los términos "al menos uno" y "uno o mas". Por ejemplo, "un médulo" significa al menos un
modulo, o uno 0 mas médulos.

[0061] Las conjunciones "o" y "y/o" se utilizan indistintamente como disyunciones no excluyentes.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2998 052 T3

[0062] "Alt-HDR", "reparacién alternativa dirigida por homologia" o "HDR alternativa" se utilizan indistintamente
para referirse al procedimiento de reparacién de dafios en el ADN utilizando un é&cido nucleico homdélogo (por
ejemplo, una secuencia homéloga endbdgena, por gjemplo, una cromatida hermana, o un acido nucleico exégeno,
por ejemplo, un acido nucleico molde). La Alt-HDR se distingue de la HDR candnica en que el procedimiento utiliza
vias diferentes de la HDR candnica, y puede ser inhibida por los mediadores de la HDR canénica, RAD51 y BRCA2.
La Alt-HDR también se distingue por la implicacién de una plantilla de acido nucleico homéloga monocatenaria o
mellada, mientras que la HDR canénica suele implicar una plantilla homéloga bicatenaria.

[0063] "HDR candnica”, "reparaciéon candnica dirigida por homologia" o "HDRc" se refiere al procedimiento de
reparacién de dafios en el ADN utilizando un acido nucleico hombélogo (por ejemplo, una secuencia homéloga
endbgena, por ejemplo, una crométida hermana, o un acido nucleico exégeno, por ejemplo, un acido nucleico
molde). La HDR canénica suele actuar cuando se ha producido una reseccién significativa en la rotura de la doble
cadena, formando al menos una porcién de ADN de cadena sencilla. En una célula normal, la HDRc suele implicar
una serie de etapas tales como el reconocimiento de la rotura, la estabilizacién de la rotura, la reseccién, la
estabilizaciéon del ADN monocatenario, la formacién de un producto intermedio de entrecruzamiento del ADN, la
resolucién del producto intermedio de entrecruzamiento y la ligadura. El procedimiento requiere RADS1 y BRCA2,
y el 4cido nucleico homdélogo suele ser de doble cadena.

[0064] A menos que se indique lo contrario, el término "HDR" utilizado en el presente documento engloba tanto el
HDR canénico como el alt-HDR.

[0065] En el presente documento, el término "evento de escisién" se refiere a la rotura de una molécula de acido
nucleico. Un evento de escisién puede ser de una sola hebra o de dos hebras. Un evento de escisién de una sola
hebra puede dar lugar a un saliente 5' 0 a un saliente 3'. Un evento de escisiéon de doble cadena puede dar lugar
a extremos romos, dos salientes 5' o0 dos salientes 3.

[0066] El término "sitio de escisidén", tal como se utiliza en el presente documento en referencia a un sitio en una
secuencia de acido nucleico diana, por ejemplo, una secuencia de acido nucleico CD40L diana, se refiere a una
posicién diana entre dos residuos de nucleétidos del acido nucleico diana en la que se produce una rotura de doble
cadena, o alternativamente, a una posicién diana dentro de un intervalo de varios residuos de nucleétidos del &cido
nucleico diana en la que se producen dos roturas de cadena sencilla, segiin lo mediado por un procedimiento
dependiente de nucleasas guiado por ARN. Un sitio de escisién puede ser la posicién diana para, por ejemplo, una
rotura roma de doble cadena. Alternativamente, un sitio de escisién puede ser un sitio diana dentro de un intervalo
de varios residuos nucleotidicos del acido nucleico diana para, por ejemplo, dos roturas de cadena sencilla o
muescas que forman una rotura de cadena doble y que estan separadas por, por ejemplo, unos 10 pares de bases.
La(s) rotura(s) de doble cadena o la méas cercana de las dos mellas de cadena simple en un par estaré idealmente
dentro de 0-500 pb de una posicién diana (por gjemplo, a no mas de 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50, o
25 pb de la posiciéon diana). Cuando se utilizan nicasas duales, los dos nicks de un par se encuentran a una
distancia de 25 a 55 pb uno del otro (por ejemplo., entre 25y 50, 25y 45,25y 40,25y 35,25y 30,50y 55,45y
55,40y 55,35y 55,30y 55, 30y 50, 35y50,40y 50,45y 50,35y 45, 040y 45 pb) y a no mas de 100 pb de
distancia entre si (por gjemplo, no mas de 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, o 10 pb).

[0067] La expresion "que consiste esencialmente en" significa que las especies mencionadas son las
predominantes, pero que otras especies pueden estar presentes en cantidades minimas o en cantidades que no
afecten a la estructura, la funcién o el comportamiento de la composicién en cuestién. Por ejemplo, una
composicién que consiste esencialmente en una especie particular comprendera generalmente 90 %, 95 %, 96 %,
0 Més de esa especie.

[0068] "Dominio" se utiliza para describir un segmento de una proteina o acido nucleico. A menos que se indique
lo contrario, no es necesario que un dominio tenga ninguna propiedad funcional especifica.

[0069] Tal y como se utiliza en el presente documento, el término gen "endégeno", 4cido nucleico "endégeno" o
regién homodloga "endégena" se refiere a un gen, acido nucleico o regién de un gen nativo, que se encuentra en
su ubicacién natural en el genoma, por ejemplo, cromosoma o plasmido, de una célula. Por el contrario, el término
gen "exégeno" o 4cido nucleico "exdgeno" se refiere a un gen, acido nucleico o regién de un gen que no es nativo
dentro de una célula, sino que se introduce en ella durante los métodos de la invencién. Un gen exdgeno o un
acido nucleico exégeno puede ser homélogo o idéntico a un gen enddégeno o a un &cido nucleico endégeno.

[0070] El término "ex6n" se refiere a una regién codificante de un gen que contiene la informacién necesaria para
codificar una proteina. En los eucariotas, los genes estan formados por exones codificantes intercalados con
intrones no codificantes. En el empalme del ARN, los intrones se eliminan y los exones se unen covalentemente
entre si para formar un ARN mensajero (ARNm) maduro que pueda traducirse en una proteina. El término exén se
refiere tanto a la secuencia de ADN dentro de un gen como a la secuencia correspondiente en los transcritos de
ARN.
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[0071] "Conversidn génica" se refiere a la alteracién de una secuencia de ADN mediante la incorporacién de una
secuencia homoéloga enddgena (por ejemplo, una secuencia homdloga dentro de un conjunto de genes).
"Correccidn génica" se refiere a la alteracién de una secuencia de ADN mediante la incorporaciéon de una secuencia
homdéloga exdgena, tal como un ADN molde exégeno donante de cadena sencilla o doble. La conversidn génica y
la correcciéon génica son productos de la reparacién de roturas de doble cadena del ADN por vias de HDR tales
como las que se describen a continuacién.

[0072] Los términos "homologia" o "identidad", utilizados indistintamente en el presente documento, se refieren a
la identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos o dos secuencias de acidos nucleicos, siendo la
identidad una comparacién mas estricta. Las frases "porcentaje de identidad u homologia" y "% de identidad u
homologia" se refieren al porcentaje de identidad de secuencia encontrado en una comparacién de dos o mas
secuencias de aminoacidos o secuencias de acidos nucleicos. Dos 0 més secuencias pueden ser entre 0y 100 %
idénticas, o cualquier valor intermedio. La identidad puede determinarse comparando una posicién de cada
secuencia que puede alinearse con fines de comparacién con una secuencia de referencia. Cuando una posicién
de la secuencia comparada estd ocupada por la misma base nucleotidica o aminoacido, las moléculas son
idénticas en esa posicién. El grado de identidad de las secuencias de aminoacidos es una funcién del nimero de
aminoécidos idénticos en posiciones compartidas por las secuencias de aminoacidos. Un grado de identidad entre
secuencias de acidos nucleicos es una funcién del nUmero de nucleétidos idénticos o coincidentes en posiciones
compartidas por las secuencias de acidos nucleicos. El grado de homologia de las secuencias de aminoécidos es
una funcién del nimero de aminoacidos en posiciones compartidas por las secuencias polipeptidicas.

[0073] Los calculos de homologia o identidad de secuencia entre dos secuencias (los términos se utilizan
indistintamente en el presente documento) se realizan del siguiente modo. Las secuencias se alinean con fines de
comparacién éptima (por ejemplo, pueden introducirse brechas en una 0 ambas de una primera y una segunda
secuencia de aminoéacidos o acidos nucleicos para una alineacién éptima y pueden despreciarse las secuencias
no homologas con fines de comparacién). La alineacién 6ptima se determina como la mejor puntuacién utilizando
el programa GAP en el paquete de software GCG con una matriz de puntuacién Blossum 62 con una penalizacion
de brecha de 12, una penalizacién de extension de brecha de 4 y una penalizacién de brecha de desplazamiento
de marco de 5. A continuacién, se comparan los residuos de aminoacidos o nucleétidos en las posiciones de
aminoécidos o nucleébtidos correspondientes. Cuando una posicién de la primera secuencia esta ocupada por el
mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicién correspondiente de la segunda secuencia, las moléculas
son idénticas en esa posicién. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas por las secuencias.

[0074] El término "brazo homolégico", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una 0 mas regiones
que son homdlogas a regiones de ADN, por ejemplo, un acido nucleico diana, dentro o cerca (por ejemplo,
flanqueando o contiguas) de una secuencia diana a escindir, por ejemplo, un sitio de escisién.

[0075] Un "indel" es una insercién y/o delecién en una secuencia de &cido nucleico. Un indel puede ser el producto
de la reparacién de una rotura de doble cadena de ADN, tal como una rotura de doble cadena formada por un
sistema de edicién gendmica de la presente divulgacién. Un indel se forma con mayor frecuencia cuando una
rotura es reparada por una via de reparacién "propensa a errores" tal como la via NHEJ descrita més adelante.

[0076] Los indels, la conversidn de genes, la correccidn de genes y otros resultados de la edicién del genoma se
evalian normalmente mediante secuenciaciéon (mas comlinmente por métodos "next-gen" o "secuenciacidén por
sintesis", aunque también puede utilizarse la secuenciacién Sanger) y se cuantifican por la frecuencia relativa de
cambios numéricos (por ejemplo, 1, +2 0 mas bases) en un sitio de interés entre todas las lecturas de
secuenciacién. Las muestras de ADN para secuenciacién pueden prepararse mediante diversos métodos
conocidos en la técnica, y pueden implicar la amplificacién de sitios de interés mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), la captura de extremos de ADN generados por roturas de doble cadena, como en el
procedimiento GUIDEseq descrito en Tsai et al. (Nat. Biotechnol. 34(5): 483 (2016)) o por otros medios bien
conocidos en la técnica. Los resultados de la edicién del genoma también pueden evaluarse mediante métodos de
hibridacion in situ , tal como el sistema FiberComb™ comercializado por Genomic Vision (Bagneux, Francia), y
mediante cualquier otro método adecuado conocido en la técnica.

[0077] El término "intrén" se refiere a un largo tramo de ADN no codificante que se encuentra entre los exones (o
regiones codificantes) de un gen. Los intrones suelen comenzar y terminar con una serie especifica de nucleétidos
y se empalman antes de que la molécula de ARN se traduzca en una proteina. Estas secuencias actian como
limite entre intrones y exones y se conocen como sitios de empalme. El reconocimiento de la frontera entre el ADN
codificante y no codificante es crucial para la creacién de genes funcionales.

[0078] El término "gen aislado" o "acido nucleico aislado" es un gen o acido nucleico que, en virtud de su origen o
fuente de derivacién, no esta asociado con componentes naturalmente asociados que lo acompafian en su estado
nativo; esta sustancialmente libre de otras proteinas de la misma especie; es expresado por una célula de una
especie diferente; o no se da en la naturaleza. Asi, un &acido nucleico sintetizado quimicamente o sintetizado en un
sistema celular distinto de la célula de la que procede naturalmente estard "aislado" de sus componentes
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naturalmente asociados. Un &cido nucleico también puede quedar sustancialmente libre de componentes
naturalmente asociados mediante aislamiento, utilizando técnicas de purificaciéon de proteinas bien conocidas en
la técnica.

[0079] En las secuencias de nucledtidos presentadas en el presente documento se utiliza la notacién IUPAC
convencional, como se muestra en la Tabla 1, que figura a continuacién (véase también Cornish-Bowden A, Nucleic
Acids Res. 1985 May 10; 13(9):3021-30). Cabe sefialar, sin embargo, que "T" denota "Timina o Uracilo" en aquellos
casos en los que una secuencia puede estar codificada por ADN o ARN, por ejemplo en dominios dirigidos por
ARNg.

Tabla 1: Notacién IUPAC de acidos nucleicos

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

{Caréacter ‘Base

A \Adenina
T Timina 0 Uracilo
s Guanina
— 0
U .................................................................................... Uracno ...................................................................................................................................
— GoT/U .................................................................................................................................
M .................................................................................... AoC ......................................................................................................................................
R .................................................................................... AoG .....................................................................................................................................
Y .................................................................................... CoT/U ..................................................................................................................................
S ..................................................................................... CorG ......................................................................................................................................
W .................................................................................... AoT/U ..................................................................................................................................
B

[0080] Un "kit" se refiere a cualquier conjunto de dos 0 mas componentes que juntos constituyen una unidad
funcional que puede emplearse para un fin especifico. Atitulo ilustrativo (y no limitativo), un kit segln la presente
divulgacién puede incluir un ARN guia complejado o capaz de complejar con una nucleasa guiada por ARN, y
acompafiado de (por ejemplo, suspendido en, o suspendible en) un portador farmacéuticamente aceptable. El kit
puede utilizarse para introducir el complejo en, por ejemplo, una célula o un sujeto, con el fin de provocar una
alteracién genémica deseada en dicha célula o sujeto. Los componentes de un paquete pueden ir empaquetados
juntos o por separado. Los kits segln la presente divulgacién también incluyen opcionalmente instrucciones de
uso (DFU) que describen el uso del kit por ejemplo, segin un método de la presente divulgacién. El DFU puede
estar fisicamente empaquetado con el kit, 0 puede ponerse a disposicién de un usuario del kit, por ejemplo por
medios electrénicos.

[0081] "Unién de extremos no homblogos" o "NHEJ" se refiere a la reparacidén mediada por ligadura y/o la
reparacion no mediada por placa, incluyendo la NHEJ canénica (cNHEJ) y la NHEJ alternativa (altNHEJ), que a
su vez incluye la unién de extremos mediada por microhomologia (MMEJ), el recocido de una sola hebra (SSA) y
la unién de extremos mediada por microhomologia dependiente de la sintesis (SD-MMEJ).

[0082] Los términos "poli(A)", "cola de poli(A)" y "poliadenilacion” se refieren a la adicién de una cola de poli(A) en
un ARN mensajero. La cola poli-A es una larga cadena de nucleétidos de adenina que se afiade a una molécula
de ARN mensajero (ARNm) durante el procesamiento del ARN para aumentar la estabilidad de la molécula.
Inmediatamente después de transcribirse un gen en una célula eucariota, la nueva molécula de ARN sufre varias
modificaciones conocidas como procesamiento del ARN. Estas modificaciones alteran ambos extremos del
transcrito primario de ARN para producir una molécula madura de ARNm. El procesamiento del extremo 3' afiade
una cola poli-A a la molécula de ARN.

[0083] Los términos "polinucleétido”, "secuencia de nucleétidos", "acido nucleico”, "molécula de &cido nucleico",
"secuencia de é&cido nucleico" y "oligonucleétido" se refieren a una serie de bases nucleotidicas (también
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denominadas "nucleétidos”) en el ADN y el ARN, y significan cualquier cadena de dos o més nucleétidos. Los
polinucleétidos, secuencias de nucleétidos, acidos nucleicos, etc. pueden ser mezclas quiméricas o derivados o
versiones modificadas de los mismos, monocatenarios o bicatenarios. Pueden modificarse en la fraccién de base,
la fraccién de azlcar o la espina dorsal de fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula, sus
parametros de hibridacién, etc. Una secuencia de nucleébtidos suele contener informacién genética, que incluye,
sin limitarse a ella, la informacién utilizada por la maquinaria celular para fabricar proteinas y enzimas. Estos
términos incluyen el ADN gendémico de cadena doble o simple, el ARN, cualquier polinucleétido sintético y
manipulado genéticamente, y los polinucleétidos en sentido y antisentido. Estos términos también incluyen los
acidos nucleicos que contienen bases modificadas. Un &cido nucleico "CD40L", tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a una serie de bases nucleotidicas que codifican una proteina CD40L.

[0084] "Prevenir", "prevenir" y "prevencién” se refieren a la prevencién de una enfermedad en un mamifero, por
ejemplo, en un humano, incluyendo (a) evitar o impedir la enfermedad; (b) afectar a la predisposicién hacia la
enfermedad; o (c) prevenir o retrasar la aparicién de al menos un sintoma de la enfermedad.

[0085] Los términos "proteina”, "péptido" y "polipéptido” se utilizan indistintamente para referirse a una cadena
secuencial de aminoécidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos. Los términos incluyen proteinas
individuales, grupos o complejos de proteinas que se asocian entre si, asi como fragmentos o porciones, variantes,
derivados y analogos de dichas proteinas. Las secuencias peptidicas se presentan en el presente documento
utilizando la notacién convencional, comenzando con el amino o N-terminal a la izquierda, y continuando con el
carboxilo o C-terminal a la derecha. Pueden utilizarse abreviaturas estandar de una o tres letras.

[0086] "Sustitucion" o "reemplazado”, cuando se utiliza con referencia a una modificacién de una molécula (por
ejemplo,, un &cido nucleico o una proteina), no requiere una limitacién del procedimiento, sino que simplemente
indica que la entidad de sustitucion esta presente.

[0087] El término "secuencia de relleno”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una secuencia
de acido nucleico heteréloga o aleatoria que ha sido seleccionada para facilitar la integracién dirigida de una
plantilla donante en un sitio diana y la posterior amplificacién de un amplicén que comprende la secuencia de
relleno. La presencia de la secuencia de relleno también evita la integracién de la plantilla donante en otro sitio.
Las secuencias de relleno se describen con més detalle en el presente documento.

[0088] "Sujeto"” significa un ser humano o un animal no humano. Un sujeto humano puede ser de cualquier edad
(por ejemplo, un bebé, un nifio, un adulto joven o un adulto), y puede padecer una enfermedad o necesitar la
alteracién de un gen. Alternativamente, el sujeto puede ser un animal, término que incluye, pero no se limita a,
mamiferos, aves, peces, reptiles, anfibios y, mas particularmente, primates no humanos, roedores (tales como
ratones, ratas, hamsters, etc.), conejos, cobayas, perros, gatos, etc. En ciertas realizaciones de esta divulgacién,
el sujeto es ganado, por ejemplo, una vaca, un caballo, una oveja o una cabra. En determinadas realizaciones, el
sujeto es un ave de corral.

[0089] En el presente documento, el término "sustancialmente" se refiere a la condicién cualitativa de presentar
una extensién o grado total o casitotal de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto en las técnicas
biolégicas comprendera que los fendmenos biolégicos y quimicos rara vez, si es que alguna vez lo hacen, llegan
a completarse y/o proceden a completarse o alcanzan o evitan un resultado absoluto. Por lo tanto, el término
"sustancialmente" se utiliza en el presente documento para captar la posible falta de exhaustividad inherente a
muchos fenémenos biolégicos y quimicos.

[0090] EI término "sustancialmente idéntico”, tal como se utiliza en el presente documento en referencia a dos
secuencias de acido nucleico, se refiere, en algunas realizaciones, a una identidad de secuencia de al menos el
95 % entre al menos 20 nucleétidos contiguos de cada una de las dos secuencias de acido nucleico. Por ejemplo,
una primera secuencia de acido nucleico es sustancialmente idéntica a una segunda secuencia de acido nucleico
cuando la primera secuencia de acido nucleico tiene al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad en un tramo contiguo de al menos 20 nucleétidos de
la segunda secuencia de &cido nucleico. En algunas realizaciones, una primera secuencia de acido nucleico es
sustancialmente idéntica a una segunda secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de é&cido
nucleico tiene al menos un 95 % de identidad en toda la longitud de la segunda secuencia de acido nucleico. En
algunas realizaciones, el término "sustancialmente idéntico" se utiliza en el contexto de los sitios de cebado, y se
refiere a la capacidad de los sitios de cebado para soportar el cebado con el mismo cebador de PCR durante una
reaccién de amplificacién. En algunas realizaciones, el término "sustancialmente idéntico" se utiliza para describir
la relacidn entre el brazo homoldgico de una plantilla donante y el brazo homolégico de un &cido nucleico diana, y
se refiere a una identidad de acido nucleico entre los brazos homolégicos que permite la recombinacién eficiente
de la plantilla donante en el acido nucleico diana con tolerancia a cierto grado de polimorfismo, por ejemplo, para
eliminar secuencias PAM o protospacer en el emplazamiento recombinado.

[0091] "Acido nucleico CD40L diana", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un &cido nucleico
CD40L presente en, por ejemplo, el cromosoma, que es diana de modificacién mediante un procedimiento
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dependiente de nucleasas guiado por ARN utilizando los sistemas de edicién del genoma divulgados en el presente
documento. Un acido nucleico CD40L diana puede comprender, por ejemplo, una mutacién. En algunas
realizaciones, la mutacién conduce a la pérdida del cambio de clase de células B debido a una sefializacién
defectuosa de CD40.

[0092] "Posicién diana”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un sitio en un acido nucleico
diana (por ejemplo, el cromosoma) que es modificado por un procedimiento dependiente de nucleasas guiado por
ARN. En una realizacién, una posicién diana puede ser un sitio entre dos nucleétidos, por ejemplo, nucleétidos
adyacentes, en el acido nucleico diana. La posicién diana puede comprender uno o mas nucleétidos alterados, por
ejemplo, corregidos, por un é&cido nucleico molde. En una realizaciéon, la posicién diana estd dentro de una
"secuencia diana" (por ejemplo, la secuencia a la que se une el ARNg). En una realizacion, una posicién diana esta
antes o después de una secuencia diana (por ejemplo, la secuencia a la que se une el ARNg).

[0093] "Tratar", "tratamiento” y "tratamiento” significan el tratamiento de una enfermedad en un sujeto (por gjemplo,
un sujeto humano), incluyendo uno o mas de inhibir la enfermedad, es decir, detener o evitar su desarrollo o
progresién; aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresién del estado de la enfermedad; aliviar uno 0 mas
sintomas de la enfermedad; y curar la enfermedad.

[0094] El término "regién no traducida" o "UTR" se refiere a una de las dos secciones no codificantes de proteinas
del ARNm. La regién 5' no traducida (5' UTR), también conocida como secuencia lider o ARN lider, es la regién de
un ARNm que se encuentra directamente antes del codén de iniciacién. La regiéon 3' no traducida (3' UTR) se
refiere a la seccién del ARNm que sigue inmediatamente al codén de terminacién de la traduccién.

[0095] El término "variante" se refiere a una entidad tal como un polipéptido, polinucleétido o molécula pequefia
que muestra una identidad estructural significativa con una entidad de referencia pero que difiere estructuralmente
de la entidad de referencia en la presencia o nivel de una o mas fracciones quimicas en comparacién con la entidad
de referencia. En muchas realizaciones, una variante también difiere funcionalmente de su entidad de referencia.
En general, el hecho de que una entidad concreta se considere adecuadamente una "variante" de una entidad de
referencia se basa en su grado de identidad estructural con la entidad de referencia.

Visién general

[0096] En el presente documento se incluyen sistemas de edicién del genoma, plantillas de donantes, moléculas
de ARNg y métodos relacionados que permiten el tratamiento del sindrome de hiper IgM, un grupo de trastornos
caracterizados por una sefializacién CD40 defectuosa. Las composiciones y métodos descritos en el presente
documento se basan en el uso de plantillas donantes que comprenden uno o mas de los exones 2-5 de CD40L
para restaurar funcionalmente la sefializacién CD40 adecuada y la recombinacién del interruptor de clase.

Sistemas de edicién del genoma

[0097] El término "sistema de edicién del genoma" se refiere a cualquier sistema que tiene actividad de edicién del
ADN guiada por ARN. Los sistemas de edicién del genoma de la presente divulgacién incluyen al menos dos
componentes adaptados de los sistemas CRISPR naturales: un ARN guia (ARNg) y una nucleasa guiada por ARN.
Estos dos componentes forman un complejo que es capaz de asociarse con una secuencia especifica de acido
nucleico y editar el ADN en o alrededor de esa secuencia de acido nucleico, por ejemplo haciendo una o mas de
una rotura de cadena simple (una SSB o nick), una rotura de doble cadena (una DSB) y/o una mutacién puntual.

[0098] Los sistemas CRISPR naturales se organizan evolutivamente en dos clases y cinco tipos (Makarova et al.
Nat Rev Microbiol. 2011 Jun; 9(6): 467-477 (Makarova)), y aunque los sistemas de edicién genémica de la presente
divulgacién pueden adaptar componentes de cualquier tipo o clase de sistema CRISPR de origen natural, las
realizaciones presentadas en el presente documento se adaptan generalmente a partir de sistemas CRISPR de
clase 2, y de tipo Il o V. Los sistemas de clase 2, que abarcan los tipos Il y V, se caracterizan por proteinas
nucleasas guiadas por ARN multidominio relativamente grandes (por ejemplo, Cas9 o Cpfl) y uno o mas ARN guia
(por ejemplo, un ARNcr y, opcionalmente, un ARNtracr) que forman complejos de ribonucleoproteinas (RNP) que
se asocian con (es decir, diana) y escinden loci especificos complementarios a una secuencia diana (o
espaciadora) del ARNcr. Los sistemas de edicién del genoma segln la presente divulgacion dirigen y editan de
forma similar secuencias celulares de ADN, pero difieren significativamente de los sistemas CRISPR que se dan
en la naturaleza. Por ejemplo, los ARN guia unimoleculares descritos en el presente documento no se dan en la
naturaleza, y tanto los ARN guia como las nucleasas guiadas por ARN segln esta divulgacién pueden incorporar
cualquier nimero de modificaciones que no se dan en la naturaleza.

[0099] Los sistemas de edicion del genoma pueden implementarse (por efjemplo, administrarse o suministrarse a
una célula o a un sujeto) de diversas maneras, y las diferentes implementaciones pueden ser adecuadas para
distintas aplicaciones. Por ejemplo, un sistema de edicién del genoma se implementa, en ciertas realizaciones,
como un complejo proteina/ARN (una ribonucleoproteina, o RNP), que puede incluirse en una composicién
farmacéutica que opcionalmente incluye un portador farmacéuticamente aceptable y/o un agente encapsulante, tal
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como una micro o nanoparticula lipidica o polimérica, micela, liposoma, etc. En ciertas realizaciones, un sistema
de edicién de genoma se implementa como uno o mas é&cidos nucleicos que codifican los componentes de
nucleasa guiada por ARN y ARN guia descritos anteriormente (opcionalmente con uno o mas componentes
adicionales); en ciertas realizaciones, el sistema de edicién de genoma se implementa como uno 0 mas vectores
que comprenden tales acidos nucleicos, por ejemplo un vector viral tal como un virus adeno-asociado; y en ciertas
realizaciones, el sistema de edicibn de genoma se implementa como una combinacién de cualquiera de los
anteriores. Las implementaciones adicionales o modificadas que operan de acuerdo con los principios establecidos
en el presente documento seran evidentes para el artesano experto y estan dentro del alcance de esta divulgacion.

[0100] Cabe sefalar que los sistemas de edicién gendmica de la presente divulgacién pueden estar dirigidos a
una Unica secuencia nucleotidica especifica, o pueden estar dirigidos a -y ser capaces de editar en paralelo- dos
0 Mas secuencias nucleotidicas especificas mediante el uso de dos 0 més ARN guia. El uso de multiples ARNg se
refiere a "multiplexaciéon” a lo largo de esta divulgacién, y puede emplearse para dirigir multiples secuencias diana
no relacionadas de interés, o para formar multiples SSBs o DSBs dentro de un Unico dominio diana y, en algunos
casos, para generar ediciones especificas dentro de dicho dominio diana. Por ejemplo, la Publicaciéon de Patente
Internacional N°® WO 2015/138510 de Maeder et al. (Maeder), describe un sistema de edicién del genoma para
corregir una mutacién puntual (C.2991+1655A a G) en el gen CEP290 humano que da lugar a la creacién de un
sitio de empalme criptico, que a su vez reduce o elimina la funcién del gen. El sistema de edicién genémica de
Maeder utiliza dos ARN guia dirigidos a secuencias a ambos lados de (es decir, flanqueando) la mutacién puntual,
y forma DSBs que flanquean la mutacién. Esto, a su vez, promueve la eliminacién de la secuencia intermedia,
incluida la mutacién, eliminando asi el sitio de empalme criptico y restaurando la funcién normal del gen.

[0101] Como otro ejemplo, el documento WO 2016/073990 de Cotta-Ramusino, et al. ("Cotta-Ramusino"), describe
un sistema de edicién del genoma que utiliza dos ARNg en combinacién con una mellasa Cas9 (una Cas9 que
hace una mella de cadena Unica tal como S. pyogenes D10A), una disposicién denominada "sistema de doble
mellasa." El sistema de doble nicasa de Cotta-Ramusino estd configurado para hacer dos muescas en hebras
opuestas de una secuencia de interés que estan desplazadas uno o méas nucleétidos, las cuales se combinan para
crear una rotura de doble hebra que tiene un saliente (5' en el caso de Cotta-Ramusino, aunque también son
posibles salientes de 3'). El voladizo, a su vez, puede facilitar los eventos de reparacién dirigidos por homologia
en algunas circunstancias. Y, como otro ejemplo, el documento WO 2015/070083 de Palestrant et al. ("Palestrant”)
describe un ARNg dirigido a una secuencia de nuclebtidos que codifica Cas9 (al que se refiere como "ARN
gobernante"), que puede incluirse en un sistema de edicién del genoma que comprenda uno o mas ARNg
adicionales para permitir la expresién transitoria de un Cas9 que de otro modo podria expresarse constitutivamente,
por ejemplo en algunas células transducidas viralmente. Estas aplicaciones de multiplexacién pretenden ser
ejemplares, mas que limitantes, y el artesano experto apreciara que otras aplicaciones de multiplexacién son
generalmente compatibles con los sistemas de ediciéon de genoma descritos aqui.

[0102] Los sistemas de ediciéon del genoma pueden, en algunos casos, formar roturas de doble cadena que son
reparadas por mecanismos celulares de rotura de doble cadena del ADN tales como NHEJ o HDR. Estos
mecanismos se describen en toda la literatura, por ejemplo por Davis & Maizels, PNAS, 111(10):E924-932, 11 de
marzo de 2014 (Davis) (describiendo Alt-HDR); Frit et al. ADN Repair 17(2014) 81-97 (Frit) (describiendo Alt-NHEJ);
y lyama y Wilson Ill, ADN Repair (Amst.) 2013-Ago; 12(8): 620-636 (lyama) (describe las vias canénicas HDR y
NHEJ en general).

[0103] Cuando los sistemas de ediciéon genémica operan mediante la formacién de DSB, dichos sistemas incluyen
opcionalmente uno o mas componentes que promueven o facilitan un modo particular de reparacién de roturas de
doble cadena o un resultado de reparacién particular. Por ejemplo, Cotta-Ramusino también describe sistemas de
edicién gendémica en los que se afiade una "plantilla donante" de oligonucleétidos monocatenarios; la plantilla
donante se incorpora a una regién diana del ADN celular que es escindida por el sistema de edicién genémica, y
puede dar lugar a un cambio en la secuencia diana.

[0104] En ciertas realizaciones, los sistemas de edicién genémica modifican una secuencia diana, o modifican la
expresién de un gen en o cerca de la secuencia diana, sin causar roturas de cadena simple o doble. Por ejemplo,
un sistema de edicién genémica puede incluir una nucleasa guiada por ARN fusionada a un dominio funcional que
actla sobre el ADN, modificando asi la secuencia diana o su expresién. Por ejemplo, una nucleasa guiada por
ARN puede estar conectada a (por ejemplo, fusionada a) un dominio funcional de citidina deaminasa, y puede
funcionar generando sustituciones diana de C a A. En Komor et al. Nature 533, 420-424 (19 de mayo de 2016)
("Komor") se describen fusiones nucleasa/deaminasa ejemplares. Alternativamente, un sistema de edicidén
gendmica puede utilizar una nucleasa inactivada por corte (es decir, "muerta"), tal como una Cas9 muerta (dCas9),
y puede funcionar formando complejos estables en una o mas regiones diana del ADN celular, interfiriendo asi con
funciones que implican la regién o regiones diana, incluyendo, sin limitacidén, la transcripcion de ARNm, la
remodelacion de la cromatina, etc.

Moléculas de ARN guia (ARNg)
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[0105] Los términos "ARN guia" y "ARNg" se refieren a cualquier acido nucleico que promueva la asociacién
especifica (o "dirigir") de una nucleasa guiada por ARN, tal como una Cas9 o una Cpfl, a una secuencia diana, tal
como una secuencia CD40L en una célula. Los ARNg pueden ser unimoleculares (comprenden una Unica molécula
de ARN, y se refieren a ellos alternativamente como quiméricos), o modulares (comprenden mas de una, y
tipicamente dos, moléculas de ARN separadas, tales como un ARNcr y un ARNtracr, que normalmente se asocian
entre si, por ejemplo mediante duplexacién). Los ARNg y sus componentes se describen en toda la bibliografia,
por ejemplo en Briner et al. (Molecular Cell 56(2), 333-339, 23 de octubre de 2014 (Briner)), y en Cotta-Ramusino.

[0106] En bacterias y arqueas, los sistemas CRISPR de tipo || comprenden generalmente una proteina nucleasa
guiada por ARN, tal como Cas9, un ARN CRISPR (ARNcr) que incluye una regién 5' complementaria a una
secuencia extrafia, y un ARNcr transactivador (ARNtrat) que incluye una regién 5' complementaria y que forma un
duplex con una regién 3' del ARNcr. Sin pretender cefiirnos a ninguna teoria, se cree que este dlplex facilita la
formacién del complejo Cas9/ARNg y es necesario para su actividad. A medida que los sistemas CRISPR de tipo
Il se adaptaban para su uso en la edicién de genes, se descubrié que el ARNcr y el ARNtracr podian unirse en un
unico ARN guia unimolecular o quimérico, en un ejemplo no limitativo, mediante una secuencia de "tetraloop" o
"enlazador" de cuatro nucleétidos (por ejemplo, GAAA) que unia regiones complementarias del ARNcr (en su
extremo 3') y del ARNtracr (en su extremo 5'). (Mali et al. Science. 2013 Feb 15; 339(6121): 823-826 ("Mali"); Jiang
et al. Nat Biotechnol. 2013 Mar; 31(3): 233-239 ("Jiang"); y Jinek et al., 2012 Science Aug. 17; 337(6096): 816-821
("Jinek™").

[0107] Los ARN guia, ya sean unimoleculares o modulares, incluyen un "dominio diana" que es total o parcialmente
complementario a un dominio diana dentro de una secuencia diana, tal como una secuencia CD40L en el genoma
de una célula en la que se desea realizar la edicién. Los dominios diana se refieren a varios nombres en la literatura,
incluyendo sin limitacién "secuencias guia" (Hsu et al, Nat Biotechnol. 2013 Sep; 31(9): 827-832, ("Hsu")),
"regiones de complementariedad" (Cotta-Ramusino), "espaciadores" (Briner) y genéricamente como "crRNAs"
(Jiang). Independientemente de los nombres que reciban, los dominios diana suelen tener entre 10 y 30 nucleétidos
de longitud y, en ciertas realizaciones, entre 16 y 24 nucleétidos (por ejemplo, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24
nucleétidos de longitud), y se encuentran en o cerca del extremo 5' en el caso de un ARNg Cas9, y en o cerca del
extremo 3' en el caso de un ARNg Cpfl.

[0108] Ademas de los dominios diana, los ARNg suelen incluir (aunque no necesariamente, como se explica mas
adelante) una pluralidad de dominios que pueden influir en la formacién o la actividad de los complejos ARNg/Cas9.
Por ejemplo, como se ha mencionado anteriormente, la estructura ddplex formada por los dominios de
complementariedad primero y secundario de un ARNg (también se refiere a un duplex de repeticién: antirrepeticion)
interactia con el I6bulo de reconocimiento (REC) de Cas9 y puede mediar en la formacién de complejos
Cas9/ARNg. (Nishimasu et al., Cell 156, 935-949, 27 de febrero de 2014 (Nishimasu 2014) y Nishimasu et al., Cell
162, 1113-1126, 27 de agosto de 2015 (Nishimasu 2015)). Cabe sefialar que los dominios de complementariedad
primero y/o segundo pueden contener uno o mas tractos poli-A, que pueden ser reconocidos por las ARN
polimerasas como sefial de terminacién. La secuencia de los dominios de complementariedad primero y segundo
se modifican, por tanto, opcionalmente para eliminar estos tractos y promover la transcripcién completa in vitro de
los ARNg, por ejemplo mediante el uso de intercambios A-G como se describe en Briner, o intercambios A-U. Estas
y otras modificaciones similares de los dominios de complementariedad primero y segundo estan dentro del
alcance de la presente divulgacion.

[0109] Junto con los dominios de complementariedad primero y segundo, los ARNg Cas9 suelen incluir dos o mas
regiones dlplex adicionales que intervienen en la actividad nucleasa in vivo pero no necesariamente in vitro.
(Nishimasu 2015). Un primer bucle de tallo cerca de la porcién 3' del segundo dominio de complementariedad se
refiere a varios como el "dominio proximal', (Cotta-Ramusino) "bucle de tallo 1" (Nishimasu 2014 y 2015) y el
"nexo" (Briner). Por lo general, hay una o méas estructuras de bucle madre adicionales cerca del extremo 3' del
ARNg, y el nUmero varia segun la especie: Los ARNg de s. pyogenes suelen incluir dos bucles madre 3' (para un
total de cuatro estructuras de bucle madre incluyendo el duplex repeticién:antirrepeticién), mientras que s. aureus
y otras especies tienen sé6lo una (para un total de tres estructuras de bucle madre). En Briner se ofrece una
descripcién de las estructuras conservadas del bucle del tallo (y de las estructuras del ARNg en general)
organizadas por especies.

[0110] Aunque la descripcién anterior se ha centrado en los ARNg para su uso con Cas9, debe tenerse en cuenta
que se han descubierto o inventado (o pueden descubrirse en el futuro) otras nucleasas guiadas por ARN que
utilizan ARNg que difieren en algunos aspectos de los descritos hasta ahora. Por ejemplo, Cpfl ("CRISPR de
Prevotella y Franciscella 1") es una nucleasa guiada por ARN descubierta recientemente que no necesita un ARN
tracr para funcionar. (Zetsche et al., 2015, Cell 163, 759-771 22 de octubre de 2015 (Zetsche I)). Un ARNg para
uso en un sistema de edicibn gendémica Cpfl generalmente incluye un dominio diana y un dominio de
complementariedad (alternativamente se refiere a un "asa"). También debe tenerse en cuenta que, en los ARNg
para su uso con Cpfl, el dominio de diana suele estar presente en o cerca del extremo 3', en lugar del extremo &'
como se ha descrito anteriormente en relacién con los ARNg Cas9 (el asa estd en o cerca del extremo 5' de un
ARNg Cpfl).
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[0111] Los expertos en la técnica apreciaran que, aunque pueden existir diferencias estructurales entre los ARNg
de diferentes especies procariotas, o entre los ARNg Cpfl y Cas9, los principios por los que operan los ARNg son
generalmente coherentes. Debido a esta coherencia de funcionamiento, los ARNg pueden definirse, en términos
generales, por sus secuencias de dominio diana, y los expertos apreciardn que una secuencia de dominio diana
dada puede incorporarse en cualquier ARNg adecuado, incluido un ARNg unimolecular o quimérico, o un ARNg
que incluya una o mas modificaciones quimicas y/o modificaciones secuenciales (sustituciones, nucledtidos
adicionales, truncamientos, etc.). Asi, por economia de presentaciéon en esta divulgacidén, los ARNg pueden
describirse Unicamente en términos de sus secuencias de dominio diana.

[0112] En términos mas generales, los expertos apreciaran que algunos aspectos de la presente divulgacion se
refieren a sistemas, métodos y composiciones que pueden implementarse utilizando multiples nucleasas guiadas
por ARN. Por este motivo, a menos que se especifique lo contrario, debe entenderse que el término ARNg engloba
cualquier ARNg adecuado que pueda utilizarse con cualquier nucleasa guiada por ARN, y no sélo aquellos ARNg
compatibles con una especie concreta de Cas9 o Cpfl. A modo de ilustracién, el término ARNg puede, en ciertas
realizaciones, incluir un ARNg para su uso con cualquier nucleasa guiada por ARN que se produzca en un sistema
CRISPR de Clase 2, tal como un sistema CRISPR de tipo Il o de tipo V 0 CRISPR, o una nucleasa guiada por ARN
derivada o adaptada del mismo.

Disefio de ARNg

[0113] Los métodos de seleccién y validaciéon de las secuencias diana, asi como los analisis fuera de diana, se
han descrito anteriormente, por ejemplo, en Mali; Hsu; Fu et al., 2014 Nat Biotechnol. 32(3): 279-84, Heigwer et
al,, 2014 Nat methods 11(2): 122-3; Bae et al. (2014) Bioinformatics 30(10): 1473-5; y Xiao A et al. (2014)
Bioinformatics 30(8): 1180-1182. Como ejemplo no limitativo, el disefio de ARNg puede implicar el uso de una
herramienta de software para optimizar la eleccidén de posibles secuencias diana correspondientes a la secuencia
diana de un usuario, por ejemplo, para minimizar la actividad total fuera de diana en todo el genoma. Aunque la
actividad fuera de diana no se limita a la escisién, la eficiencia de escisién en cada secuencia fuera de diana puede
predecirse, por ejemplo, utilizando un esquema de ponderacién derivado experimentalmente. Estos y otros
métodos de seleccién de guias se describen detalladamente en Maeder y Cotta-Ramusino.

Modificaciones del ARNg

[0114] La actividad, estabilidad u otras caracteristicas de los ARNg pueden alterarse mediante la incorporacion de
determinadas modificaciones. Por ejemplo, los acidos nucleicos expresados o administrados transitoriamente
pueden ser propensos a la degradacién por, por ejemplo, nucleasas celulares. En consecuencia, los ARNg
descritos en el presente documento pueden contener uno o mas nucleésidos o nuclebtidos modificados que
introducen estabilidad frente a las nucleasas. Aunque no se desea estar unido por la teoria, también se cree que
ciertos ARNg modificados descritos en el presente documento pueden mostrar una respuesta inmunitaria innata
reducida cuando se introducen en las células. Los expertos en la técnica conoceran ciertas respuestas celulares
comUnmente observadas en células, por ejemplo, células de mamifero, en respuesta a &cidos nucleicos exégenos,
en particular los de origen virico o bacteriano. Tales respuestas, que pueden incluir la induccién de la expresién y
liberacion de citoquinas y la muerte celular, pueden reducirse o eliminarse por completo mediante las
modificaciones presentadas en el presente documento.

[0115] Ciertas modificaciones ejemplares discutidas en esta seccién pueden incluirse en cualquier posicién dentro
de una secuencia de ARNg incluyendo, sin limitacién en o cerca del extremo 5' (por ejemplo, dentro de 1-10, 1-5,
0 1-2 nucleétidos del extremo 5') y/o en o cerca del extremo 3' (por gjemplo, entre 1-10, 1-5, 0 1-2 nucleébtidos del
extremo 3'). En algunos casos, las modificaciones se sitian dentro de motivos funcionales, tales como el duplex
repeticién-anti-repeticién de un ARNg Cas9, una estructura de bucle madre de un ARNg Cas9 o Cpfl, y/o un dominio
diana de un ARNg.

[0116] Como un ejemplo, el extremo 5' de un ARNg puede incluir una estructura de casquete de ARNm eucariota
0 un analogo de casquete (por ejemplo, un G(5)ppp(5)G analogo de caperuza, un m7G(5)ppp(5)G analogo de
caperuza, o un 3-O-Mem7G(5")ppp(5')G anélogo de caperuza antirreverso (ARCA)), como se muestra a
continuacion:
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La caperuza o el anélogo de la caperuza pueden incluirse durante la sintesis quimica o la transcripcidn in vitro del
ARNg.

[0117] De forma similar, el extremo 5' del ARNg puede carecer de un grupo trifosfato 5'. Por ejemplo, los ARNg
transcritos in vitro pueden tratarse con fosfatasa (por ejemplo, usando fosfatasa alcalina intestinal de ternera) para
eliminar un grupo 5' trifosfato.

[0118] Otra modificacién comuan implica la adicién, en el extremo 3' de un ARNg, de una pluralidad (por ejemplo,
1-10, 10-20, 0 25-200) de residuos de adenina (A) que se refiere a un tracto poliA. El tracto poliA puede afiadirse
a un ARNg durante la sintesis quimica, tras la transcripcidn in vitro utilizando una poliadenosina polimerasa (por
ejemplo, E. coli Poli(A)Polimerasa), o in vivo mediante una secuencia de poliadenilaciéon, como se describe en
Maeder.

[0119] Debe tenerse en cuenta que las modificaciones descritas en el presente documento pueden combinarse de
cualquier manera adecuada, por ejemplo, un ARNg, ya sea transcrito in vivo a partir de un vector de ADN, o ARNg
transcrito in vitro , puede incluir una estructura de caperuza 5' o un analogo de caperuza y un tracto poliA 3".

[0120] Los ARN guia pueden modificarse en una U ribosa terminal 3'. Por ejemplo, los dos grupos hidroxilo

terminales de la ribosa U pueden oxidarse a grupos aldehido y una apertura concomitante del anillo de ribosa para
dar lugar a un nucleésido modificado como se muestra a continuacion:

)
HO
Y
]l
@] O

en el que "U" puede ser una uridina no modificada o modificada.

[0121] La U ribosa terminal 3' puede modificarse con un fosfato ciclico 2'3' como se muestra a continuacién:

HO U
0

H H

EN

o o

.U
/2N
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en el que "U" puede ser una uridina no modificada o modificada.

[0122] Los ARN guia pueden contener nucleétidos 3' que pueden estabilizarse contra la degradacion, por gjemplo,
incorporando uno o mas de los nucledtidos modificados descritos en el presente documento. En ciertas
realizaciones, las uridinas pueden sustituirse con uridinas modificadas, por ejemplo, 5-(2-amino)propil uridina, y 5-
bromo uridina, o con cualquiera de las uridinas modificadas descritas en el presente documento; las adenosinas y
guanosinas pueden sustituirse con adenosinas y guanosinas modificadas, por ejemplo, con modificaciones en la
posicién 8, por ejemplo, 8-bromo guanosina, o con cualquiera de las adenosinas o guanosinas modificadas
descritas en el presente documento.

[0123] En ciertas realizaciones, pueden incorporarse ribonucledtidos modificados con azlcar en el ARNg, por
ejemplo, en el que el grupo 2' OH se sustituye por un grupo seleccionado de H, -OR, -R (en el que R puede ser,
por gjemplo, alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o azlcar), halo, -SH, -SR (en el que R puede ser, por
ejemplo, alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o azlcar), amino (en el que amino puede ser, por gjemplo,
NHa; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino, o
aminodacido); o ciano (-CN). En ciertas realizaciones, la espina dorsal de fosfato puede modificarse como se
describe en el presente documento, por ejemplo, con un grupo fosfotioato (PhTx). En ciertas realizaciones, uno o
méas de los nucleétidos del ARNg pueden ser cada uno independientemente un nucleétido modificado o no
modificado incluyendo, pero no se limitan a 2'-azlcar modificado, tal como, 2'-O-metil, 2'-O-metoxietil, o 2'-Fluoro
modificado incluyendo, por ejemplo, 2'-F o 2'-O-metil, adenosina (A), 2'-F o 2'-O-metil, citidina (C), 2'-F o 2'-O-metil,
uridina (U), 2'-F o 2"-O-metil, timidina (T), 2'-F o 2'-O-metil, guanosina (G), 2'-O-metoxietil-5-metiluridina (Teo), 2'-
O-metoxietiladenosina (Aeo), 2'-O-metoxietil-5-metilcitidina (m5Ceo), y cualquier combinacién de los mismos.
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[0124] Los ARN guia también pueden incluir acidos nucleicos "bloqueados" (LNA) en los que el grupo OH 2' puede
estar conectado, por ejemplo, mediante un puente de alquileno C1-6 o heteroalquileno C1-6, al carbono 4' del
mismo azUlcar ribosa. Puede usarse cualquier fraccion adecuada para proporcionar tales puentes, incluyendo sin
limitaciéon puentes de metileno, propileno, éter o amino; O-amino (en el que amino puede ser, por ejemplo, NHo;
alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino, etilendiamina
o poliamino) y aminoalcoxi u O(CH»),-amino (en el que amino puede ser, por ejemplo, NHz; alquilamino,
dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino, etilendiamina o poliamino).

[0125] En ciertas realizaciones, un ARNg puede incluir un nucleétido modificado que es multiciclico (por ejemplo,,
triciclo; y formas "desbloqueadas”, tales como acido nucleico glicélico (GNA) (por ejemplo, R-GNA o0 S-GNA, donde
la ribosa se sustituye por unidades de glicol acopladas a enlaces fosfodiéster), o acido nucleico de treosa (TNA,
donde la ribosa se sustituye por a-L-treofuranosil-(3'—2')).

[0126] Generalmente, los ARNg incluyen el grupo de azlcares ribosa, que es un anillo de 5 miembros que tiene
un oxigeno. Los ARNg modificados ejemplares pueden incluir, sin limitacién, la sustitucién del oxigeno en la ribosa
(por efjemplo, con azufre (S), selenio (Se), o alquileno, tal como, por ejemplo, metileno o etileno); adicién de un
doble enlace (por ejemplo, para sustituir la ribosa por ciclopentenilo o ciclohexenilo); contraccién del anillo de ribosa
(por ejemplo, para formar un anillo de 4 miembros de ciclobutano u oxetano); expansién del anillo de ribosa (por
ejemplo, para formar un anillo de 6 o 7 miembros que tiene un carbono o heteroatomo adicional, tal como, por
ejemplo, anhidrohexitol, altritol, manitol, ciclohexanilo, ciclohexenilo y morfolino que también tiene una espina
dorsal de fosforamidato). Aunque la mayoria de las alteraciones de los analogos del azucar se localizan en la
posicién 2', otros sitios son susceptibles de modificacién, incluida la posicién 4'. En ciertas realizaciones, un ARNg
comprende una modificacién 4'-S, 4'-Se o 4'-C-aminometil-2'-O-Me.

[0127] En ciertas realizaciones, pueden incorporarse al ARNg nucleétidos deaza, por ejemplo, 7-deaza-adenosina.
En ciertas realizaciones, pueden incorporarse al ARNg nucledtidos O- y N-alquilados, por ejemplo, N6-metil
adenosina. En ciertas realizaciones, uno o més o todos los nucleétidos de un ARNg son desoxinucleétidos.

CD40L Plantillas de donantes

[0128] Las plantillas donantes, por gjemplo, plantillas donantes de oligonucleétidos, segun la presente divulgacién
pueden implementarse de cualquier forma adecuada, incluyendo sin limitacidn ADN monocatenario o bicatenario,
lineal o circular, desnudo o comprendido dentro de un vector, y/o asociado, covalentemente o no covalentemente
(por ejfemplo, mediante hibridacién directa o hibridacién por empalme) con un ARN guia. Algunos disefios
preferentes de plantillas donantes se representan esqueméticamente en la Figura. 1.

[0129] En algunas realizaciones, la plantilla donante es un ssODN. Cuando se utiliza un ssODN lineal, puede
configurarse para (i) recocido a una cadena mellada del 4cido nucleico diana, (ii) recocido a la cadena intacta del
acido nucleico diana, (iii) recocido a la cadena positiva del acido nucleico diana, y/o (iv) recocido a la cadena
negativa del &cido nucleico diana. Un ssODN puede tener cualquier longitud adecuada, por ejemplo,
aproximadamente, o no mas de 150-200 nucleétidos (por ejemplo, 150, 160, 170, 180, 190, o0 200 nucleétidos). En
otras realizaciones, la ssODN tiene una longitud de unos 100-3000 nucleétidos, por ejemplo, unos 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900,
2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900, o 3000 nucleétidos. En otras realizaciones, la ssODN
tiene una longitud de al menos 100-3000 nucleétidos, por ejemplo, al menos 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400,
450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200,
2300, 2400, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900, o 3000 nucledtidos. En otras realizaciones, la ssODN tiene una longitud
de no mas de 100-3000 nucleétidos, por ejemplo, no mas de 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500,
2600, 2700, 2800, 2900, o 3000 nucledtidos.

[0130] En otras realizaciones, la plantilla donante es un dsODN. En una realizacién, la plantilla donante comprende
una primera cadena. En otra realizacién, una plantilla donante comprende una primera hebra y una segunda hebra.
Un dsODN puede tener cualquier longitud adecuada, por ejemplo, aproximadamente, o no mas de 150-200 pares
de bases (por ejemplo, 150, 160, 170, 180, 190 o 200 pares de bases). En otras realizaciones, el dsODN tiene una
longitud de unos 100-3000 pares de bases, por ejemplo, unos 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500,
2600, 2700, 2800, 2900, o 3000 pares de bases. En otras realizaciones, el dsODN tiene una longitud de al menos
100-3000 pares de bases, por ejemplo, al menos 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900,
1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500, 2600, 2700,
2800, 2900, o 3000 pares de bases. En otras realizaciones, el dsODN tiene una longitud de no mas de 100-3000
pares de bases, por ejemplo, no mas de 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 2000, 2100, 2200, 2300, 2400, 2500, 2600, 2700, 2800,
2900, o 3000 pares de bases.
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[0131] En algunas realizaciones, una plantilla donante es un oligonucleétido exégeno, por ejemplo, un
oligonucleétido que no esta presente de forma natural en una célula.

[0132] Cabe sefialar que una plantilla donante también puede estar comprendida dentro de un vector de acido
nucleico, tal como un genoma viral o ADN circular de doble cadena, por gjemplo, un plasmido. En algunas
realizaciones, la plantilla donante puede ser un ADN con forma de hueso de perro (véase, por ejemplo, Patente
estadounidense n°® 9499847). Los vectores de acido nucleico que comprenden plantillas donantes pueden incluir
otros elementos codificantes o no codificantes. Por ejemplo, un acido nucleico molde donante puede entregarse
como parte de un genoma viral (por ejemplo, en un genoma AAV o lentiviral) que incluye ciertos elementos de la
espina dorsal gendmica (por ejemplo, repeticiones terminales invertidas, en el caso de un genoma AAV) y
opcionalmente incluye secuencias adicionales que codifican un ARNg y/o una nucleasa guiada por ARN. En ciertas
realizaciones, la plantilla donante puede ser adyacente a, o estar flanqueada por, sitios diana reconocidos por uno
o mas ARNg, para facilitar la formacién de DSB libres en uno o0 ambos extremos de la plantilla donante que pueden
participar en la reparacién de SSB o DSB correspondientes formados en el ADN celular utilizando los mismos
ARNg. En Cotta-Ramusino se describen ejemplos de vectores de &cidos nucleicos adecuados para su uso como
plantillas donantes. En una realizacion, la plantilla donante esta presente en un vector AAV6. En otra realizacién,
la plantilla donante esta presente en un vector IDLV.

A. Brazos de homologia

[0133] Ya sean monocatenarias o bicatenarias, las plantillas donantes generalmente incluyen una o mas regiones
hombélogas a regiones de ADN, por gjemplo, un acido nucleico diana, secuencia CD40L, dentro o cerca (por
ejemplo, flanqueando o contiguas) de una secuencia diana que se va a escindir, por ejemplo, el sitio de escision.
En el presente documento se hace referencia a estas regiones homélogas como "brazos de homologia", y se
ilustran esqueméticamente en la Figura. 1.

[0134] Los brazos homoldgicos de las plantillas donantes descritas en el presente documento pueden tener
cualquier longitud adecuada, con la condicién de que dicha longitud sea suficiente para permitir la resolucién eficaz
de un sitio de corte en un acido nucleico diana mediante un procedimiento de reparaciéon del ADN que requiera
una plantilla donante. En algunas realizaciones, en las que se desea la amplificacion mediante, por ejemplo, PCR,
del brazo de homologia, el brazo de homologia tiene una longitud tal como para que pueda realizarse la
amplificacién. En algunas realizaciones, cuando se desea secuenciar el brazo homolégico, éste tiene una longitud
tal que permite realizar la secuenciacidén. En algunas realizaciones, en las que se desea una evaluacién cuantitativa
de los amplicones, los brazos de homologia tienen una longitud tal como para conseguir un nimero similar de
amplificaciones de cada amplicén, por ejemplo, teniendo un contenido G/C, temperaturas de amplificacién, etc.
similares. En algunas realizaciones, el brazo de homologia es de doble cadena. En algunas realizaciones, el brazo
homolégico bicatenario es monocatenario.

[0135] En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene una longitud de entre 150 y 250 nucledtidos. En
algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene una longitud de 700 nucleétidos o menos. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene una longitud de 650 nucledtidos 0 menos. En algunas realizaciones, el
brazo homoldgico 5' tiene una longitud de 600 nucleétidos 0 menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico
5' tiene una longitud de 550 nucleétidos o menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene una
longitud de 500 nucleétidos 0 menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene una longitud de 400
nucleétidos o menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene una longitud de 300 nucleétidos o
menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene una longitud de 250 nucleétidos 0 menos. En
algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene una longitud de 200 nucleétidos 0 menos. En algunas
realizaciones, el brazo homoldgico 5' tiene una longitud de 150 nucleétidos 0 menos. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 5' tiene menos de 100 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5'
tiene una longitud de 50 nucleétidos 0 menos. En algunas realizaciones, el brazo de homologia 5' tiene una longitud
de 250, 200, 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42,
41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, o 20 nucledtidos. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene 40 nuclebtidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo
homolégico 3'tiene una longitud de 250 nucleétidos o menos. En otras realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene
al menos 50 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 100
nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 150 nucleétidos de
longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 200 nucleétidos de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 250 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 5' tiene al menos 300 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico &'
tiene al menos 350 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 400
nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 450 nucleétidos de
longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 500 nucleétidos de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 550 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 5' tiene al menos 600 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico &'
tiene al menos 650 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 700
nucleétidos de longitud. En una realizacién, el brazo de homologia 5' tiene una longitud de entre 200 y 700
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nucleétidos. En una realizacién, el brazo de homologia 5' tiene una longitud de entre 200 y 300 nucleétidos. En
una realizacién, el brazo de homologia 5' tiene una longitud de entre 200 y 400 nucleétidos. En una realizacién, el
brazo de homologia 5'tiene una longitud de entre 200 y 500 nucledtidos. En una realizacién, el brazo de homologia
5'tiene una longitud de entre 400 y 700 nucledtidos. En una realizacion, el brazo de homologia 5' tiene una longitud
de entre 500 y 700 nucledtidos. En una realizacién, el brazo de homologia 5' tiene unos 500 nucleétidos de longitud.

[0136] En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de entre 150 y 250 nucledtidos. En
algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 700 nucleétidos 0 menos. En algunas
realizaciones, el brazo homoldgico 3' tiene una longitud de 650 nucleétidos o menos. En algunas realizaciones, el
brazo homoldgico 3'tiene una longitud de 600 nucleétidos 0 menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico
3' tiene una longitud de 550 nucleétidos o menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una
longitud de 500 nucleétidos 0 menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 400
nucleétidos o menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 300 nucleétidos o
menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 200 nucleétidos 0 menos. En
algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 150 nucleétidos 0 menos. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 100 nucleétidos 0 menos. En algunas realizaciones, el
brazo homoldgico 3'tiene una longitud de 50 nucleétidos o menos. En algunas realizaciones, el brazo de homologia
3' tiene una longitud de 250, 200, 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 49, 48, 47,
46, 45, 44, 43, 42, 41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, o0 20 nucledtidos.
En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene 40 nucleétidos de longitud. En otras realizaciones, el brazo
homolégico 3'tiene al menos 50 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al
menos 100 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 150
nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 200 nucleétidos de
longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 250 nucleétidos de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 300 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 3' tiene al menos 350 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3'
tiene al menos 400 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 450
nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 500 nucleétidos de
longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 550 nucleétidos de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 600 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 3' tiene al menos 650 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3'
tiene al menos 700 nucledtidos de longitud. En una realizacién, el brazo de homologia 3' tiene una longitud de
entre 200 y 700 nucleétidos. En una realizacion, el brazo de homologia 3' tiene una longitud de entre 200 y 300
nucleétidos. En una realizacién, el brazo de homologia 3' tiene una longitud de entre 200 y 400 nucleétidos. En
una realizacién, el brazo de homologia 3' tiene una longitud de entre 200 y 500 nucleétidos. En una realizacién, el
brazo de homologia 3'tiene una longitud de entre 400 y 700 nucledtidos. En una realizacién, el brazo de homologia
3' tiene una longitud de entre 500 y 700 nucleétidos. En una realizacién, el brazo de homologia 3' tiene unos 500
nucleétidos de longitud.

[0137] En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene entre 150 pares de bases y 250 pares de bases de
longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene 700 pares de bases 0 menos de longitud. En
algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene 650 pares de bases o menos de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene 600 pares de bases 0 menos de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 5' tiene 550 pares de bases o menos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico
5'tiene 500 pares de bases o0 menos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico &' tiene 400 pares
de bases o menos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homoldgico 5'tiene 300 pares de bases o menos
de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene 250 pares de bases 0 menos de longitud. En
algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene 200 pares de bases o menos de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene 150 pares de bases o0 menos de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homoldgico 5'tiene menos de 100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico
5'tiene una longitud de 50 pares de bases o0 menos. En algunas realizaciones, el brazo homoldgico 5' tiene 250,
200, 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42, 41, 40, 39,
38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, o0 20 pares de bases de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene 40 pares de bases de longitud. En otras realizaciones, el brazo
homolégico 5' tiene al menos 50 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico &'
tiene al menos 100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos
150 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 200 pares de
bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5'tiene al menos 250 pares de bases de longitud.
En algunas realizaciones, el brazo homolégico &' tiene al menos 300 pares de bases de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 350 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 5'tiene al menos 400 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico
5'tiene al menos 450 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos
500 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5' tiene al menos 550 pares de
bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 5'tiene al menos 600 pares de bases de longitud.
En algunas realizaciones, el brazo homolégico &' tiene al menos 650 pares de bases de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homoldgico 5' tiene al menos 700 pares de bases de longitud. En una realizacién, el brazo
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homolégico 5' tiene entre 200-700 pares de bases de longitud. En una realizacion, el brazo homolégico 5' tiene
entre 200-300 pares de bases de longitud. En una realizacién, el brazo homolégico 5' tiene entre 200-400 pares
de bases de longitud. En una realizacién, el brazo homolégico 5' tiene entre 200-500 pares de bases de longitud.
En una realizacién, el brazo homolégico 5' tiene entre 400-700 pares de bases de longitud. En una realizacién, el
brazo homolégico &' tiene entre 500-700 pares de bases de longitud. En una realizacién, el brazo homolégico %'
tiene unos 500 pares de bases de longitud.

[0138] En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene entre 150 pares de bases y 250 pares de bases de
longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene 700 pares de bases o menos de longitud. En
algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene 650 pares de bases o menos de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene 600 pares de bases o0 menos de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 3' tiene 550 pares de bases 0 menos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico
3' tiene 500 pares de bases 0 menos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene 400 pares
de bases o menos de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homoldgico 3'tiene 300 pares de bases o menos
de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 250 pares de bases 0 menos.
En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 200 pares de bases o0 menos. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 150 pares de bases o0 menos. En algunas realizaciones,
el brazo homolégico 3' tiene una longitud de 100 pares de bases o menos. En algunas realizaciones, el brazo
homolégico 3'tiene una longitud de 50 pares de bases o menos. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3'
tiene 250, 200, 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42,
41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 0 20 pares de bases de longitud.
En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene 40 pares de bases de longitud. En otras realizaciones, el
brazo homolégico 3' tiene al menos 50 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico
3'tiene al menos 100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos
150 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 200 pares de
bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3'tiene al menos 250 pares de bases de longitud.
En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 300 pares de bases de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 350 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el
brazo homolégico 3'tiene al menos 400 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico
3'tiene al menos 450 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos
500 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 550 pares de
bases de longitud. En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3'tiene al menos 600 pares de bases de longitud.
En algunas realizaciones, el brazo homolégico 3' tiene al menos 650 pares de bases de longitud. En algunas
realizaciones, el brazo homoldgico 3' tiene al menos 700 pares de bases de longitud. En una realizacién, el brazo
homolégico 3' tiene entre 200-700 pares de bases de longitud. En una realizacion, el brazo homolégico 3' tiene
entre 200-300 pares de bases de longitud. En una realizacién, el brazo homolégico 3' tiene entre 200-400 pares
de bases de longitud. En una realizacién, el brazo homolégico 3' tiene entre 200-500 pares de bases de longitud.
En una realizacién, el brazo homolégico 3' tiene entre 400-700 pares de bases de longitud. En una realizacién, el
brazo homolégico 3' tiene entre 500-700 pares de bases de longitud. En una realizacién, el brazo homolégico 3'
tiene unos 500 pares de bases de longitud.

[0139] Los brazos homolégicos 5' y 3' pueden ser de la misma longitud o pueden diferir en longitud. En algunas
realizaciones, los brazos de homologia 5' y 3' se amplifican para permitir la evaluacién cuantitativa de los eventos
de edicién génica, tal como la integracién dirigida, en un acido nucleico diana, por ejemplo, CD40L. En algunas
realizaciones, la evaluacién cuantitativa de los eventos de edicién génica puede basarse en la amplificacién tanto
de la unién 5' como de la unién 3' en el sitio de integracién diana mediante la amplificaciéon de la totalidad o de una
parte del brazo de homologia utilizando un Unico par de cebadores de PCR en una Unica reaccién de amplificacién.
En consecuencia, aunque la longitud de los brazos homolégicos 5' y 3' puede diferir, la longitud de cada brazo
homolégico debe poder amplificarse (por gjemplo, mediante PCR), segln se desee. Ademas, cuando se desea la
amplificacién tanto del brazo 5' como de la diferencia de longitudes de los brazos homolégicos 5'y 3' en una Unica
reaccién PCR, la diferencia de longitud entre los brazos homolégicos 5' y 3' debe permitir la amplificacién PCR
utilizando un Unico par de cebadores PCR.

[0140] En algunas realizaciones, la longitud de los brazos homoldgicos 5'y 3' no difiere en més de 75 nucleétidos.
Asi, en algunas realizaciones, cuando los brazos homolégicos 5'y 3' difieren en longitud, la diferencia de longitud
entre los brazos homoldgicos es inferior a 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 nucleébtidos o pares de
bases. En algunas realizaciones, los brazos homoldgicos 5'y 3' difieren en longitud en al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,
69, 70, 71, 72, 73, 74, o 75 nucleétidos. En algunas realizaciones, la diferencia de longitud entre los brazos
homolégicos &'y 3' es inferior a 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 pares de bases. En algunas
realizaciones, los brazos homolégicos 5' y 3' difieren en longitud en al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74, o 75 pares de bases.
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[0141] Sea cual sea el formato utilizado, se puede disefiar una plantilla de donante para evitar secuencias
indeseables. En determinadas realizaciones, uno o0 ambos brazos homolégicos pueden acortarse para evitar el
solapamiento con determinados elementos de repeticién de secuencias, por ejemplo, repeticiones Alu, elementos
LINE, etc.

B. Carga - Exones CD40L

[0142] La plantilla donante de los sistemas de edicién génica descritos en el presente documento comprende una
carga (por ejemplo, carga de correccién del gen CD40L). La carga divulgada en el presente documento puede
comprender uno o mas de los exones 2-5 de un &cido nucleico CD40L. La carga puede ser de cualquier longitud
necesaria para lograr el resultado deseado. Por ejemplo, una secuencia de carga puede tener menos de 2500
pares de bases 0 menos de 2500 nucleétidos de longitud. Los expertos en la técnica comprobaran facilmente que
cuando la plantilla donante se administra utilizando un vehiculo de administracién (por ejemplo, un vehiculo de
administracién viral tal como un vehiculo de administracién de virus adenoasociado (AAV) o virus del herpes simple
(HSV)) con limitaciones de tamafio, el tamafio de la plantilla donante, incluida la carga, no debe exceder la
limitacién de tamafio del sistema de administracion.

[0143] En algunas realizaciones, la carga comprende una secuencia de sustitucién. En una realizacién, la
secuencia de sustitucién es una secuencia CD40L de tipo salvaje. En una realizacién, la secuencia de sustitucion
es una secuencia CD40L de codén optimizado, que aumentaria la traduccién de la proteina CD40L. En una
realizacién, la secuencia CD40L de tipo salvaje no comprende una mutacién que haria CD40L no funcional o
afectaria a su expresién y/o empalme.

[0144] En algunas realizaciones, la carga comprende todo o una porcidn de un exén de una secuencia genética,
CD40L, por efemplo, todo o una porcién de uno 0 més de los exones 2, 3, 4 y 5 de CD40L. En algunas realizaciones,
la carga comprende todo o parte del exén 2 de CD40L. En algunas realizaciones, la carga comprende todo o parte
del exén 3 de CD40L. En algunas realizaciones, la carga comprende todo o parte del exén 4 de CD40L. En algunas
realizaciones, la carga comprende todo o parte del exén 5 de CD40L. En algunas realizaciones, la carga
comprende la totalidad o una parte de los exones 2-5 de CD40L. En algunas realizaciones, la carga comprende la
totalidad o una parte de los exones 2y 3 de CD40L. En algunas realizaciones, la carga comprende la totalidad o
una parte de los exones 2-4 de CD40L. En algunas realizaciones, la carga comprende la totalidad o una parte de
los exones 3 y 4 de CD40L. En algunas realizaciones, la carga comprende la totalidad o una parte de los exones
3-5 de CD40L. En algunas realizaciones, la carga comprende la totalidad o una parte de los exones 3 y 5 de
CDA40L. En algunas realizaciones, la carga comprende la totalidad o una parte de los exones 4 y 5 de CD40L. La
carga no comprende el exdn 1 de CD40L. En una realizacidn preferente, la carga comprende una sefial de aceptor
de empalme (SA) antes del CD40L.

[0145] La secuencia del gen CD40L, asi como los limites de los exones e intrones, son bien conocidos por los
expertos en la técnica. En una realizacién, la secuencia de ARNm de CD40L se describe al menos en NM_000074.
En una realizacidn, la secuencia del gen CD40L RefSeq del cromosoma X se describe al menos en NG_007280.1.
Una versién optimizada de codones de uno o0 mas exones de CD40L puede utilizarse en la plantilla donante, en
algunas realizaciones, como se describe en el presente documento. Una versién ejemplar de codén optimizado de
CD40L, exones 2-5, se proporciona como SEQ ID NO:48.
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;TACATTTAATTAETCTAAGACATTGGAAAATAAAATATCTTGTTACTTTGAGGATAAAAG‘TGATT
;TCTTTAAAAATGCAAATGTTTTCTACAAATACTAAAGTTAAAAGGGAGAGAGATGTAATTAGAACT
; CGTTAACTGACACATTGCAAATTAACTTCTTTTTATAAAGCACTGCATCACARACACTAARAT GAA
;GTGGGCAAATTACCTCTGCAGFAAACTATTTTCTAGGCTGATGTTTATAATGACCAATCATTACTG
;AAGCAATGAGAAATGTGACAATTACAGAATATTGCTGCTATAGTATGTTGAAAAAATATGCATTTT
| GTAGTGAACATTTAGTAGAATAGCTCTGATTTCTACCTGGAGTTTCTGATAACATGACATCTTAAT
;TGCTGTCTTTTATRG%TTTTTAAACTGCAAATACAAAATAGCAATCAGCCAATATAATAAC“TA“T
;ATTCTCCATTTATCCCTGAAAGTCCTCCTCTTGTTGATGCCCTGCAAATGAATGTACASCCAGATA
;TCATTAGCTGTATTCTCCTTCCGAATGACATTTATCATATCCTTGTTATTCCA‘KATAGATAGAAG
;ATGAAAGGAATCTTCATGAAGATTTTGTATTCATGAAAACGATACASAGATGCAACACAGGAGAAA
;GATCCTTATCCTTA‘1GAACTGTGAGGAGATTAAA@GCCAGTT”GAAGGCTTTGTGAAG“TAAGCA
;GCTTAATTACTGGTAAAAGTGTCATTGAAATATTTTACTACATTTGCTAGATCGGGAAACTGACAA
;TGCCAATGTTTAAAGATTGGTTATAGACACAGACACACAGACACACAC.CACATATATATGCATGC
{ AGATATACACACATACATGGGTGTGTGTCTGGGEETTAAAARAARAAAACACAAAGACACTCTCTG
; GGGAAAATACACCCTTAGEGGCACAGTCACACATATTTGTCAGCTTACATAT GCAGCTACCACTAG
;GCAAAATGATGAAGTCCACCAACCTTGGTTTTTGCATTGCTGTGTCTCCCCATCCAAACCTTGATG
;CTCTCGCACTGGGGACCCAGAGTCTGATCCCCATTTCCCAGGGAAGCAATAGCCGTCAACAGCTGC
;CGTGGCAGCAGGCCACAAGTCAAGGGACACCTGAAGACTGGTAACASTCTCTGGTGCTTCTCTGAT
§ GATGGAATTTTAGGTGTCC CAGTGAGATCTTTCCCTTTTACTGEGEAGAGAGETGCAGGGAAT
{ ARGTAATACACATTCTCACGTCTCGCTCARACCAGACTCCATATAATATCACTTGCTCATCAAGCCC
;GCCCACTCTATGCCCCGTCATGACCAGACCCACAGAGGGTTCAAAGCCTTTTAGCCCACCAGGCTG
;GTAGCTAGCATGAAGTCACTGCAGTGACTGTGGCTTATAACAGAT CCTAAAMCARGARTTTTTAG
;7ACCTTTACATTAATTCCATCATCACAGACATAGGGTCTAGGGGCTCTTTCTCCTGAGGCAGAACA
;TCAAGACTTCTTTCTGCCTATGTCCCTTTCAGAACACTGAGTCAAATACCCTTGGGCCTCGGCTCA
| CTTAGGGGTCATTTCTAGGAGGCAGCACTCCACATTGAGGACAGTTCTGEGCCAGGT GGGTGGGTA
FTCTGEGTAAACCAACAGGAATTAG T TCTCACATATAGAGATGTGTAATTTART GLAGECETAAAA
;CGGTTAASATCTTATTTCTCATCTTATTTCTCCCCTCCTGTACTCTCATW AGCTGCCATTTAATT
{ CATTAGTGARAGACTCTAACAGCTTATTCCTGAGTCACCTACGGAGAACAGAATGTGGCTCARATCC
;GCTGCTTGCTTTCAGGTTCTTTACACTAATCTAGGCTTTAGATGAAACTC“TAAACCCTTTCTTTG
:‘AAGAT”GGCCACCTAGGAAAATGATTTGAGTTTCTTCGGTTCIECCAGL TTTGGCCCACGTATTA
;CﬁGﬂGTATTGGAAGATGTTACCAGTTTAAATGTGAATAAAGGCuCTTTCAAAACAATGGCTAATAA
;TCCAAATAACAGACTGAATGTGCTTGGCTATGTGACTTTGGGTAAATAACTTCACCTTTCTGGGCC
;TCAGTTTTGTCATCTATAACATGAGAAGACAGATTATCTGTAAGGGCACTATCAGCTCTGACATTC
{ TACAATTATGTGATARGCCTTCAGTTCCCTCCAATGGCAGT GAGAGTGGCTTETCAGTCCCCCTCG
;TTTCTTACC‘ CGACTTTTACCCTTCAATTCTCAATTCCTCACCTCATTATTTCAGCGTTGCGCTATET
;ATGTAAASCTCCCAAAATCAGCTACCGAGGATASGASTAAAGAAAACAGTCAGTTTGGCCTCCCTG
;CTTATGCTTGTATGAAAAAAGTGACAGCTCCAAAGTTTCATATTCTTAAAAGGCAGATCTTCTCAG
;GCATGTCAGCCAGGGCCCCAGGGAT‘TCCTCCTTACATGCAACTAAGGAGGC“CCTTGTCTCTAC”
;GCAGCAGGTGTCCAACCCTACTCAACACCACCTATACCTAGGATTACCTACAATG&CTAJATACAA
;AGTCCTCCAGCTACCCAATCCTCCCCCAATGACGGATCCCCTTTCCAATACGCTTTCCCCCAAATT
;TCTCACCCTAAAACAAAATTCGAGACTTTGAAAAAACTCAATAGGACAATTATAGAATAGCTCCAG
{ATTAGATTCATATTTTCTTAGCTAATGTTAGTAGGCTTTCT TTCCGGECCACAGTCTGGCTECACC
;TAACCAACCTCAAGTTTGAATTTGGAGTCTTTGAATCAGGTCTTGATGGGGTCTTAGAAGTCATCA
;GATCCAATTCTCAATCCACAACTTCAGTCTTCTCTCCACCTCCTGACTAAGTGGTCATCCAATCTC
;TGTTTGAACATCTCTAGTGACAAGGAACTCATTATCTCTGGAGGCASGTAGCACTAATCTGTCATT
;TTGGGGGAAAGATGGlATlCAGGGCTCAAGTGAGGGTAAGCAGAGGTATTATTTTGAATAGTATAA
;TTTCATATTAAAACTTACAACCCACCACACCTCTGCTAGATGTTCAGTTCCATGATTATTTGCCCA
;CCAATCCCTGCGATGCCTTTGACAGACCCAAACCATTTCTATTTCAAGTTAAAGGGCAACCTCTCC
{ ATACCTGCCACATGGAACTCCCACTAAGAGAGABATAACCCATTCTGEAT T CT GAARGT CCACT
;TTAAAAAGTATTTCAGTTGAGGTGGGGAGTGAAGCAAGAAAAAAAAAAGGCTCTGGGGAGTGTGGT
; TGGGCGAAAGTTCACGGAAAGGCTAGGCTGGGCT CATGAAACACGAGCT T TGUTGACTTCATGTTT
;TCATCTTGGCCAGGCCTCAACACCAATGCAACAACTTAGCCTAAAAGTATCTCAACCTTGATCACC
;ACACTCTACTTTTTGAAAACACACTAAATAGTCATTTGTTTACTTGTGATCTCACAAACATTTTCC
{ TETCACCACATCTTCATAGTGCCGUGCTTCAGCTCAAATGGARAGTTGAAGCUTCTGEGECCIATET
;GAGTGTTCTGAGGCTCAGGTTCCCCTGGAGGCTCTATGAACTACG CCTTAAATCTGGCAACTGAG
;CTGGGCCTACAGCCAGCACTCAACAGTGACAGCACAAATTCCTTCTGGAGGAGGAAATAAAAGGAA
;GGGTCCTATAGACAACTGﬁTTCCAGGAGTGGGAAGGAGCACAGGACTTTGATTATCATAAGATGTG
;AAﬂATACTACTGTCTTCTTCCCTTGTGTGCAGAGGATAGACAGATGGAATTAGCTAAGCCCAGCCT
;ATGAATGCCATCTCACAGTTTCCACTCTTGGTTTAAACCTCAGCTTCTTTGGGTGACCTCATAATG
{ ACCAGTTAAGCCCTCCAGGCCTTTTCTTCACTCTCTTTAAAATCCCAGCAACAGCCTTTATCATCT
;TCCAACCTGTGTTGATGGAAGTTCCTGTTAGCTTCTTTAAATACCTCTAGACTTCCTTCAGTTTAT
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AAGTGAAAAGAAACCTTTTAAGAAGTGTCGCACTTGCCTTTGAACATCAACACCATTGGGAGAT GG
CCTGTGTTTCCGAAATGCTGATTATTCTAAGTAAATACAGT GCAACTAT CAATANGAGAATCTCTT
CAGCCCATTGAAAGGGATAGCAAAATTAAAAATETCTGAGGETCTTTTCATAGTCTGGCATTTCTC

ACACCATGCTTTATGTTTAATAATATTCCATATACCAGTTCCCAGGETAGAATCATCTCCCCATTC
GGCATTATTTGTCAATATCTGTCAAAGCCAAGGAGETTGAGETCATAGGAAGGGT CAGGATCACAG
COTCTGGTCTHGAGAGAGCACTGEAATGGAGATAATAAGGCCTGEATTTTACTTCCAGATTOTECC
CTCCCCTTTCTGCOTTGTTCGCTCATCTCGTCACGATCCATGCACTCCCAATTCLGCATCATCCAAT TA,
ATGACAGGATCTCGAGTCTATATGATAATCCTCACCAGARACAGATAACAGAGTAATGACAGATGCA
AAACGAATGATAATTTTAAAACCCCACAGCAGAGCCCCTGT CAAAATGACCTCTTGCAATGCTTCT
TATTTTAGGATATAAT GTTAMCAAACAGCACGACCGAAGAANAGAANACAGCTTTGAAAT GCARANAAG
GTAGGTTTGCTATTTGCTAATTTCTATCAATGCCTAAARACTAAAAGCCGARGCTTTAGGCTCATCAT
ATTGAACAACCCAGTGCTTGTTGCATCAGGCAACTTTTAGCCCTGGARAATAAARCAGGAACACAATT
GTCAAATTGACACCTTCTCTGETCCCTGTCGATTTGEAAAGACTTTGTACATATATATTTAT GAAAA,
AAGGATGTGTTCCTTTARTGCCGATGATACCAAATCT GAAGAAATCCCATTATGTTCAATACCTTA
ATAGAAGCAACCATACAGCCTGATACCACCTACACGT GCAATAACAACACAGGRAAAGTCATCATTTG
GTAACAGTGGCATTCATCACTCATTGATAACAGTTTTTCAT GGGGCACAGTGHCCGGTGGAGCCTC
TGGGATCAAGGAGTGACAATCTCACAGTGTTCTATTATTTGCCCGGTTCTTAAAGTGAGAGCATCC
TGAACATCTCAGGETTGCAACGAGAACTTGAGAGTTCTCAAAT CCAGCACCATCCCCACAACANAAA
TCTCCTTCACAATAACACTCACCCTCCACCCTCTCATCAAACATCTCGAGGCGATCAGCGCACCTTCC
ACCTCATAAGGCAGCCTGATCCCTCTTTCAATGGCTCTAATAATACCAACATTACTATACTACTCC
AGAGAAGTCTTTCCTCCTCAAGTCAAACTTTGTTCCTATAATCTCCACTCATTGGTCCCAGTTCTG
CTCTTTGAGGCCCTAGTRAAACAAAGTATAATTGCTCTCCTACCCAGCAGCTGTCCAGATAT GGAAG
ACAGCAATCATGCTCGCCAAGCCTTCGACTCAGCTTTTTCTTCTCCAGGCTAARGATCCCTCATGTC
TTCCACTGTTTCTCCTATGACCCTTTCCAGGACCTTTCTTCTGCCACTCACCTCCTTTTCTTGGAC
ACACTAACGETILICCLGETICT I ITAGAAT G U GGUATCGCAAACCAATACAATAAT GCG T GAAGT GA
CTTCACCACCAGATTATGGCARAACACCCCCTCTTCTTACGACACAATTTTATATCACAARCTTCCTC
AACATGATGTTATGGCTTCTGCAAATTTAATACACACARAAACATACATACATACAGGGATAGAGA
TACTATTTTCTGAGGCARAGAGAGTACTCAGACCTTGCCTTAACTGTTGTTCTGGATACTARAT GG
TCATCCCACTTCCATCGAACGCTTITTATCTTCACAATCACTCGCAACATATCTTCACTAATAGCTACCAC
GUTGTCTGTTAATTACAGAGAAAT CTGAGCGAAACAGTTTAT GTAGATGCTGCCTAGAAGTCTTCAG
GGAAATGATAATATTRACCARACTGGTCATTTAGGT CATGCAATTTAACTCARCATTTATAGGGCA
CTTACAAAGTGCCCAATATCAGGCTCATAACTGGACAARAAGAAACTTCCACACAGTCTCTGCCCT
TAGAAGATTGACACATCTCATTAGGGAGCAGGGCTTTAACACAAGAAATAATTAMAGACAGATACA
ATACTTCACCCACTTCGCTTCACCAATTCACAAACCATAACAATCTTACTAACTCTGCAGACTTTEG
AGCCCACTAAAATCCCCAGTGTATGGAGTTGTTCCTAARAGCAAGATTCACGGTATGTTTAATGAA
GACCAGTGTTTTTAGCCTGTGTCAATCTATGCAAAATGGAATCCGAGTATTGATCAACTGTTAGGAG
ANTGAGACCGATGGANACAGCCAATTCAATTACTCAGATAT TAGAAACCAACTTTTCCTTCAGT GG
CACACATCTCACACCATTITATCTTTCCTTTTATATAATCTATTTTTCCACACTCTCTATTACACA,
GTTGTAGAACTGGACCAGATAGTTTTCTGCGCAGTTTTTGCATTATTTTAGCCTGACAGTTTTTGG
TTCCATTTCAGGTGATCAGAATCCTCAAATTGCGGCACATGTCATAAGTGAGGCCAGCAGTAAAAC
AACATCTGGTAAGTCACACAGCATCTCGAGCGGTAGCCACCCAAGGGEAAAMGGUTGGGAT GCCGAAG
TCATGTTACCTAATGGTTAAACTCCTCTTTTCCCCTGGGACCCAATTTACAAACCTACCCCTACAC
TTCTCCTATTCCCTTCTTTGTCTTCAAAGTGACTTCAAATGCACAGAT GEGACTTAGAGGGACAAA
AGGAGGTGGAATGUAATCTGGATGTTCTCATTATGTTCTTGCTCAATGGCTGATTCTAAATGAT GA
ATTACTGGGTGCAGGCGACCATTGTTCTGACAACATAGARGAANT GGCATETAGTGACCTCCTGALT
GGGAGCATCCCTCCTCCTAACCCATCTTCACTGTGT GGAAATGGGCCTCATGHGETATTTCCTGCC
ATCTCTCAATCCCTCTATCATTAACCTCACCCTCACTCAGCCCARCCT CAGGCAAACTAARCCTAA
AATCATTCTGTAAAGATCAATAGCTCCCAAGACETTACATTTTCCAATGAAGTARCAACAGACGAC
ATATTGTGATCTTTTCAACTCTGAACGATTTTATTTCCATATACGTTCTGCCACCATTCTAGCCTT
TAGATATTTTTTCCCRAATGTGCATCTTGCGATAACTGGTGCCAAAGAATAT GTCGTATCT GATAA
ATGGATGGAAARCATGCACGCTAACATAAAGTCTCCCATCAACATARAGGUCAAGAGCGTCAGAGGAG
TCTTTCAAAAATTCTACAGACTGCCTCCLUAATCLAGTTCTAAGCCAGTGCATCGTGTGTCTGCATATG
TGTATGTGTGTGACAGGCGAGAGARAAGAGACGAT GGACAGAGAGAGAAAARAGATACTGCTTCATCTC
TGAAGTGGCTTGGGCTTCTCAGTAGGCGTAACACAT GGACAGTTATCATTATCATGGATCATGGTA
CCAAAGTAAGAGCACTGAATAGGGAGTTTTTGAACACTGGGATTCAAGGACCATGACCACTGCTTG
CTGGGTGACCTTGAGCAAGACCCTTTACCTATGCAGCAGTTTTCTACTTCACCTACTTTACAGGET
GGCTTTGAGCATCAARTCAGCTAATGTGGCUGAAAGTGATGCTGTCGAGTGCTGTACAACCGTAAG
GTGACACTACTTAGTTTACTTCACCATGGCTTAGATGTCAAAAGGGTGACATAAAGCCCCTCACTA
ATACCACTTACTTACRACAATATTTAATAATTTTGTCAAGTACCCCTTCTCTCTTCTGCGATCAGATG
ACAACAACAGAGAAATCTCCTAGAAGAATAGCTTCCCACTGGETCTTTTITTTGCCTGTATCTAAACC
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A i
AADATC

STETTITEAATE,

ecuencia optimizada de
odones CD40L (exones | AGATCGAGGACGAGASAAACCTGCACCAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACA

CCGGCGAGAGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGTTCGAGGGCTTCGTGA
AGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAGAAAACTCCTTCGAGATGCAGAAGGGCGALCC
AGAATCCTCAGATCGCCGCTCACGTGATCAGCGAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGCTGCALT
GGGCCGAGAAGGGCTACTACACCATGAGCAACAACCTGGTCACCCTGGAAAACGGCAAGCAGCTGA
CAGTGAAGCGGCAGGSCCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGACCTTCTGCAGCAACAGAGAGGCCA
GCTCTCAGGCCCCTTTTATCGCCAGCCTGTGCCTGAAGTCCCCTGGCAGATTCGAGCGGATTCTEC
TGAGAGCCGCCAACACACACAGCAGCGCCAAACCTTGTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGGCGGAG
TGTTTGAGCTGCAGCCTGGCGCAAGCCTGTTCGTGAATGTGACAGACCCTAGCCAGGTGTCCCACG
GCACCGGCTTTACATCTTTCGGACTGCTGAAGCTGTGA

[0146] En algunas realizaciones, la carga comprende un intrén de una secuencia genética. En algunas
realizaciones, la carga comprende una secuencia de ADNc. En algunas realizaciones, la carga comprende un
elemento regulador transcripcional. En algunas realizaciones, la carga comprende un complemento inverso de una
secuencia de sustitucién, un exén de una secuencia génica, un intrén de una secuencia génica, una secuencia de
ADNCc o un elemento regulador transcripcional. En algunas realizaciones, la carga comprende una porcién de una
secuencia de sustitucién, un exén de una secuencia génica, un intrén de una secuencia génica, una secuencia de
ADNCc o un elemento regulador transcripcional.

[0147] Las secuencias de reemplazo en plantillas donantes se han descrito en otros lugares, incluyendo en Cotta-
Ramusino et al. Una secuencia de reemplazo puede ser de cualquier longitud adecuada (incluyendo cero
nucleétidos, cuando el resultado de reparacion deseado es una delecién), y tipicamente incluye una, dos, tres o
méas modificaciones de secuencia relativas a la secuencia de origen natural dentro de una célula en la que se
desea la edicién. Una modificacién comun de la secuencia implica la alteracién de la secuencia natural para reparar
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una mutacién que se refiere a una enfermedad o condicién cuyo tratamiento se desea. Otra modificacién comun
de la secuencia implica la alteracién de una o més secuencias que son complementarias a, o codifican para, la
secuencia PAM de la nucleasa guiada por ARN o el dominio diana del ARNg(s) que se utiliza para generar un SSB
o DSB, para reducir o eliminar la escisidén repetida del sitio diana después de que la secuencia de sustitucién se
haya incorporado al sitio diana.

[0148] En algunas realizaciones, la plantilla donante de oligonucledtidos puede comprender ademés una secuencia
que codifica un informador. En una realizacién, el reportero es una proteina de fluorescencia verde (GFP), una
proteina de fluorescencia amarilla (YFB), DS-Red o luciferasa. En una realizacién, el informador puede ser un
marcador que puede detectarse en células vivas utilizando técnicas estandar, por ejemplo, antigenos de superficie
detectables mediante anticuerpos, péptidos que catalizan o facilitan de otro modo una reaccién quimica que
produce un producto detectable épticamente, por ejemplo, luciferasa. En una realizacién, el informador es un
marcador seleccionable. En una realizacién ejemplar, el marcador seleccionable es el receptor del factor de
crecimiento nervioso de baja afinidad (NGFR). En otras realizaciones, el marcador seleccionable puede ser una
proteina resistente a farmacos (tal como resistencia a neomicina o puromicina, versién mutante del gen MGMT),
una versidn truncada de una proteina de la superficie celular (por ejemplo, CD 19, EGFR), un gen que confiere
una ventaja selectiva de crecimiento y/o injerto tras el trasplante in vivo de las células editadas (por ejemplo
CXCR4, CDA47, receptor de IL2) o una proteina reportera fluorescente (por ejemplo, proteina verde fluorescente
(GFP), proteina azul fluorescente (BFP), proteina amarilla fluorescente (YFP), etc., o una combinacién de las
mismas.

C. Rellenos

[0149] En algunas realizaciones, la plantilla donante puede comprender opcionalmente una o mas secuencias de
relleno. Generalmente, una secuencia de relleno es una secuencia de &cido nucleico heterbloga o aleatoria que
se ha seleccionado para (a) facilitar (o no inhibir) la integracién dirigida de una plantilla donante de la presente
divulgacidén en un sitio diana y la amplificacién posterior de un amplicdn que comprende la secuencia de relleno
seguln ciertos métodos de esta divulgacién, pero (b) para evitar dirigir la integracién de la plantilla donante en otro
sitio. La secuencia de relleno puede colocarse, por ejemplo, entre un brazo de homologia y una secuencia de exén
CDA40L para ajustar el tamafio del amplicon que se generara cuando la secuencia de plantilla donante se integre
en el sitio diana. Tales ajustes de tamafio pueden emplearse, por ejemplo, para equilibrar el tamafio de los
amplicones producidos por sitios diana integrados y no integrados y, en consecuencia, para equilibrar las
eficiencias con las que se produce cada amplicén en una Unica reacciéon de PCR; esto, a su vez, puede facilitar la
evaluacién cuantitativa de la tasa de integracién diana basada en la abundancia relativa de los dos amplicones en
una mezcla de reaccion.

[0150] Para facilitar la integracién y amplificacién diana, la secuencia de relleno puede seleccionarse para
minimizar la formacion de estructuras secundarias que puedan interferir con la resolucién del sitio de corte por la
magquinaria de reparacién del ADN (por ejemplo, mediante recombinacién homéloga) o que puedan interferir con
la amplificacién.

[0151] En una realizacién, el primer relleno tiene una secuencia que comprende al menos 5, al menos 10, al menos
15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al
menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al menos 85, al menos 90, al menos 95, al menos
100, al menos 105, al menos 110, al menos 115, al menos 120, al menos 125, al menos 130, al menos 135, al
menos 140, al menos 145, al menos 150, al menos 155, al menos 160, al menos 165, al menos 170, al menos 175,
al menos 180, al menos 185, al menos 190, al menos 195, al menos 200, al menos 205, al menos 210, al menos
215, al menos 220, al menos 225, al menos 230, al menos 235, al menos 240, al menos 245, al menos 250, al
menos 275, al menos 300, al menos 325, al menos 350, al menos 375, al menos 400, al menos 425, al menos 450,
al menos 475, o al menos 500 nucleétidos. En otra realizacién, el segundo relleno tiene una secuencia que
comprende al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al menos
40, al menos 45, al menos 50, al menos 55, al menos 60, al menos 65, al menos 70, al menos 75, al menos 80, al
menos 85, al menos 90, al menos 95, al menos 100, al menos 105, al menos 110, al menos 115, al menos 120, al
menos 125, al menos 130, al menos 135, al menos 140, al menos 145, al menos 150, al menos 155, al menos 160,
al menos 165, al menos 170, al menos 175, al menos 180, al menos 185, al menos 190, al menos 195, al menos
200, al menos 205, al menos 210, al menos 215, al menos 220, al menos 225, al menos 230, al menos 235, al
menos 240, al menos 245, al menos 250, al menos 275, al menos 300, al menos 325, al menos 350, al menos 375,
al menos 400, al menos 425, al menos 450, al menos 475, o al menos 500 nucledétidos.

[0152] Es preferible que la secuencia de relleno no interfiera con la resolucidén del sitio de escisién en el acido
nucleico diana. Asi, la secuencia de relleno debe tener una identidad de secuencia minima con la secuencia de
acido nucleico en el sitio de corte del 4cido nucleico diana. En algunas realizaciones, la secuencia de relleno es
menos del 80 %, 70 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, o 10 % idéntica a cualquier
secuencia de acido nucleico dentro de 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50 nucledtidos del sitio de
escisién del 4cido nucleico diana. En algunas realizaciones, la secuencia de relleno es menos del 80 %, 70 %, 60
%, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, o 10 % idéntica a cualquier secuencia de acido nucleico
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dentro de 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 50 pares de bases desde el sitio de escisién del acido
nucleico diana.

[0153] Para evitar eventos de recombinacién molecular fuera del objetivo, es preferible que la secuencia de relleno
tenga una homologia minima con una secuencia de acido nucleico en el genoma de la célula diana. En algunas
realizaciones, la secuencia de relleno tiene una identidad de secuencia minima con un &cido nucleico del genoma
de la célula diana. En algunas realizaciones, la secuencia de relleno es menos del 80 %, 70 %, 60 %, 55 %, 50 %,
45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 % o 10 % idéntica a cualquier secuencia de acido nucleico de la misma longitud
(medida en pares de bases o nucleétidos) en el genoma de la célula diana. En algunas realizaciones, un tramo de
20 pares de bases de la secuencia de relleno es menos del 80 %, 70 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30
%, 25 %, 20 % o 10 % idéntico a cualquier tramo de al menos 20 pares de bases de acido nucleico del genoma de
la célula diana. En algunas realizaciones, un tramo de 20 nucleétidos de la secuencia de relleno es menos del 60
%, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 % o 10 % idéntico a cualquier tramo de al menos 20 nucleétidos
de 4cido nucleico del genoma de la célula diana.

[0154] En algunas realizaciones, la secuencia de relleno tiene una identidad de secuencia minima con una
secuencia de acido nucleico en la plantilla donante (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico de la carga, o la
secuencia de acido nucleico de un sitio de cebado presente en la plantilla donante). En algunas realizaciones, la
secuencia de relleno es menos del 80 %, 70 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 % o0 10 %
idéntica a cualquier secuencia de &cido nucleico de la misma longitud (medida en pares de bases o nucleétidos)
en la plantilla donante. En algunas realizaciones, un tramo de 20 pares de bases de la secuencia de relleno es
menos del 80 %, 70 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25 %, 20 % o 10 % idéntico a cualquier tramo
de 20 pares de bases de acido nucleico de la plantilla donante. En algunas realizaciones, un tramo de 20
nucleétidos de la secuencia de relleno es menos del 80 %, 70 %, 60 %, 55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 %, 30 %, 25
%, 20 % o 10 % idéntico a cualquier tramo de 20 nucleétidos de &cido nucleico de la plantilla donante.

[0155] Las secuencias de relleno se describen con més detalle en, la solicitud provisional estadounidense n.°
62/532509, presentada el 14 de julio de 2017.

Nucleasas quiadas por ARN

[0156] Las nucleasas guiadas por ARN segun la presente divulgacién incluyen, pero no se limitan a, nucleasas
CRISPR de clase 2 de origen natural tales como Cas9 y Cpfl, asi como otras nucleasas derivadas u obtenidas a
partir de las mismas. En términos funcionales, las nucleasas guiadas por ARN se definen como aquellas nucleasas
que: (a) interactuar con (por ejemplo,complejarse con) un ARNg; y (b) junto con el ARNg, asociarse con, y
opcionalmente escindir o modificar, una regién diana de un ADN que incluye (i) una secuencia complementaria al
dominio que dirige el ARNg y, opcionalmente, (ii) una secuencia adicional a la que se refiere como "motivo
adyacente al protoespaciador", o "PAM", que se describe con mas detalle a continuacién. Como se ilustrara en los
siguientes ejemplos, las nucleasas guiadas por ARN pueden definirse, en términos generales, por su especificidad
PAM y su actividad de corte, aunque puedan existir variaciones entre nucleasas guiadas por ARN individuales que
compartan la misma especificidad PAM o actividad de corte. Los expertos apreciaran que algunos aspectos de la
presente divulgacion se refieren a sistemas, métodos y composiciones que pueden implementarse utilizando
cualquier nucleasa guiada por ARN adecuada que tenga una cierta especificidad de PAM y/o actividad de corte.
Por esta razén, a menos que se especifique lo contrario, el término nucleasa guiada por ARN debe entenderse
como un término genérico, y no se limita a ningun tipo particular (por ejemplo, Cas9 frente a Cpfl), especie (por
ejemplo, S. pyogenes frente a S. aureus) o variacién (por ejemplo, de longitud completa frente a truncada o dividida;
especificidad PAM de origen natural frente a especificidad PAM de ingenieria, etc.) de la nucleasa guiada por ARN.

[0157] La secuencia PAM toma su nombre de su relacién secuencial con la secuencia "protospacer" que es
complementaria a los dominios (o "espaciadores") que dirigen los ARNg. Junto con las secuencias de
protoespaciadores, las secuencias PAM definen regiones o secuencias diana para combinaciones especificas de
ARN guiado por nucleasas / ARNg.

[0158] Diversas nucleasas guiadas por ARN pueden requerir diferentes relaciones secuenciales entre las PAM y
los protoespaciadores. En general, las Cas9 reconocen las secuencias PAM que se encuentran a 3' del
protoespaciador como se visualiza en la hebra inferior o no complementaria:

[protospacer] icomplementario

[0159] Cpfl, por otra parte, reconoce generalmente las secuencias PAM que estén a 5' del protospacer como se
visualiza en la hebra inferior o no complementaria:
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5o [protospacer] 3 _complementario

3 [PAM] 5' Eno complementario

[0160] Ademas de reconocer orientaciones secuenciales especificas de PAM y protoespaciadores, las nucleasas
guiadas por ARN también pueden reconocer secuencias especificas de PAM. S. aureus Cas9, por ejemplo,
reconoce una secuencia PAM de NNGRRT o NNGRRYV, en el que los residuos N estan inmediatamente 3' de la
regién reconocida por el dominio de diana del ARNg. S. pyogenes Cas9 reconoce las secuencias NGG PAM. Y F.
novicida Cpfl reconoce una secuencia TTN PAM. Se han identificado secuencias PAM para una variedad de
nucleasas guiadas por ARN, y una estrategia para identificar nuevas secuencias PAM ha sido descrita por Shmakov
et al.,, 2015, Molecular Cell 60, 385-397, 5 de noviembre de 2015. También debe tenerse en cuenta que las
nucleasas guiadas por ARN manipuladas pueden tener especificidades de PAM diferentes de las especificidades
de PAM de las moléculas de referencia (por ejemplo, en el caso de una nucleasa guiada por ARN manipulada, la
molécula de referencia puede ser la variante natural de la que se deriva la nucleasa guiada por ARN, o la variante
natural que tenga la mayor homologia de secuencia de aminoécidos con la nucleasa guiada por ARN manipulada).

[0161] Ademas de por su especificidad PAM, las nucleasas guiadas por ARN pueden caracterizarse por su
actividad de corte del ADN: las nucleasas guiadas por ARN que se encuentran en la naturaleza suelen formar DSB
en los acidos nucleicos diana, pero se han producido variantes de ingenieria que generan solo SSB (ya
comentadas) Ran & Hsu, et al,, Cell 154(6), 1380-1389, 12 de septiembre de 2013 (Ran)), o que no cortan en
absoluto.

Cas9

[0162] Se han determinado estructuras cristalinas para S. pyogenes Cas9 (Jinek 2014), y para S. aureus Cas9 en
complejo con un ARN guia unimolecular y un ADN diana (Nishimasu 2014; Anders 2014; y Nishimasu 2015).

[0163] Una proteina Cas9 natural consta de dos lébulos: un Iébulo de reconocimiento (REC) y un I6bulo de
nucleasa (NUC), cada uno de los cuales comprende determinados dominios estructurales y/o funcionales. El I6bulo
REC comprende un dominio de hélice puente (BH) rico en arginina, y al menos un dominio REC (por ejemplo, un
dominio REC1 y, opcionalmente, un dominio REC2). El I6bulo REC no comparte similitud estructural con otras
proteinas conocidas, lo que indica que se trata de un dominio funcional Unico. Sin querer cefiirnos a ninguna teoria,
los analisis mutacionales sugieren papeles funcionales especificos para los dominios BH y REC: el dominio BH
parece desempefiar un papel en el reconocimiento ARNg:ADN, mientras que se cree que el dominio REC
interactta con el duplex repeticién:antirrepeticion del ARNg y media en la formacién del complejo Cas9/ARNg.

[0164] EI 16bulo NUC comprende un dominio RuvC, un dominio HNH y un dominio de interaccion PAM (PI). El
dominio RuvC comparte similitud estructural con los miembros de la superfamilia de integrasas retrovirales y
escinde la cadena no complementaria (es decir, inferior) del &cido nucleico diana. Puede estar formado por dos o
mas motivos RuvC divididos (tales como RuvC |, RuvCll, y RuvClIl en s. pyogenes y s. aureus). El dominio HNH,
por su parte, es estructuralmente similar a los motivos de endonucleasas HNN, y escinde la cadena
complementaria (es decir, superior) del &cido nucleico diana. El dominio Pl, como su nombre indica, contribuye a
la especificidad de las PAM.

[0165] Si bien ciertas funciones de Cas9 estan vinculadas a los dominios especificos antes mencionados (aunque
no necesariamente determinadas por ellos), éstas y otras funciones pueden estar mediadas o influenciadas por
otros dominios de Cas9, o por multiples dominios en cualquiera de los |6bulos. Por ejemplo, en S. pyogenes Cas9,
como se describe en Nishimasu 2014, el duplex repeticién: antirrepeticion del ARNg cae en un surco entre los
I6bulos REC y NUC, y los nucledtidos del duplex interactian con aminoacidos en los dominios BH, Pl y REC.
Algunos nucledtidos en la estructura del primer bucle del tallo también interactian con aminoacidos en multiples
dominios (PI, BH y REC1), al igual que algunos nucleétidos en el segundo y tercer bucles del tallo (dominios RuvC

y PI).
Cpf1

[0166] La estructura cristalina de Acidaminococcus sp. Cpfl en complejo con ARNcr y una diana de ADN de doble
cadena (ds) que incluye una secuencia TTTN PAM ha sido resuelta por Yamano et al. (Cell. 2016 May 5; 165(4):
949-962 (Yamano)). Cpfl, al igual que Cas9, tiene dos Iébulos: un I6bulo REC (reconocimiento) y un I6bulo NUC
(nucleasa). El 16bulo REC incluye los dominios REC1 y REC2, que carecen de similitud con cualquier estructura
proteica conocida. El I6bulo NUC, por su parte, incluye tres dominios RuvC (RuvC-l, - Il y -lll) y un dominio BH. Sin
embargo, a diferencia de Cas9, el I16bulo REC de Cpfl carece de un dominio HNH, e incluye otros dominios que
también carecen de similitud con estructuras proteicas conocidas: un dominio Pl estructuralmente Unico, tres
dominios Wedge (WED) (WED-I, -l y -}, y un dominio nucleasa (Nuc).
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[0167] Aunque Cas9 y Cpfl comparten similitudes en estructura y funcién, debe apreciarse que ciertas actividades
de Cpfl estan mediadas por dominios estructurales que no son analogos a ninguno de los dominios de Cas9. Por
ejemplo, el corte de la cadena complementaria del ADN diana parece estar mediado por el dominio Nuc, que difiere
secuencial y espacialmente del dominio HNH de Cas9. Ademas, la porcién no dirigida del ARNg Cpfl (el asa) adopta
una estructura psuedoknot, en lugar de una estructura de bucle de tallo formada por el duplex
repeticién:antirrepeticién en los ARNg Cas9.

Modificaciones de las nucleasas quiadas por ARN

[0168] Las nucleasas guiadas por ARN descritas anteriormente tienen actividades y propiedades que pueden ser
Utiles en una variedad de aplicaciones, pero el artesano experto apreciara que las nucleasas guiadas por ARN
también pueden modificarse en ciertos casos, para alterar la actividad de corte, la especificidad PAM u otras
caracteristicas estructurales o funcionales.

[0169] Pasando primero a las modificaciones que alteran la actividad de escisién, se han descrito anteriormente
mutaciones que reducen o eliminan la actividad de dominios dentro del I6bulo NUC. Mutaciones ejemplares que
pueden realizarse en los dominios RuvC, en el dominio HNH de Cas9 o en el dominio Nuc de Cpfl se describen en
Ran y Yamano, asi como en Cotta-Ramusino. En general, las mutaciones que reducen o eliminan la actividad en
uno de los dos dominios nucleasa dan lugar a nucleasas guiadas por ARN con actividad nicasa, pero debe tenerse
en cuenta que el tipo de actividad nicasa varia en funcién de qué dominio se inactiva. Por ejemplo, la inactivacion
de un dominio RuvC de una Cas9 daréa lugar a una mellasa que corta la cadena complementaria o superior. Por
otra parte, la inactivacién de un dominio HNH de Cas9 da lugar a una mellasa que corta la hebra inferior o no
complementaria.

[0170] Kleinstiver et al. han descrito modificaciones de la especificidad PAM en relacién con moléculas de
referencia Cas9 naturales tanto para S. pyogenes (Kleinstiver et al., Nature. 2015 Jul 23;523(7561):481-5
(Kleinstiver ) y S. aureus (Kleinstiver et al., Nat Biotechnol. 2015 Dic; 33(12): 1293-1298 (Klienstiver II)). Kleinstiver
et al. también han descrito modificaciones que mejoran la fidelidad diana de Cas9 (Nature, 2016 January 28; 529,
490-495 (Kleinstiver l11)).

[0171] Las nucleasas guiadas por ARN se han dividido en dos o0 mas partes, como describen Zetsche et al. (Nat
Biotechnol. 2015 Feb; 33(2):139-42 (Zetsche Il)), y por Fine et al. (Sci. Rep. 2015 Jul 1;5:10777 (Fine)).

[0172] Las nucleasas guiadas por ARN pueden, en ciertas realizaciones, optimizarse en tamafio o truncarse, por
ejemplo mediante una o més deleciones que reduzcan el tamafio de la nucleasa al tiempo que conservan la
asociacién con el ARNg, el reconocimiento de dianas y PAM, y las actividades de corte. En ciertas realizaciones,
las nucleasas guiadas por ARN estan unidas, de forma covalente o no covalente, a otro polipéptido, nucleétido u
otra estructura, opcionalmente mediante un enlazador. Algunos ejemplos de nucleasas y enlazadores unidos se
describen en Guilinger et al., Nature Biotechnology 32, 577-582 (2014).

[0173] Las nucleasas guiadas por ARN también incluyen opcionalmente una etiqueta, tal como, pero no se limitan
a, una sefial de localizacién nuclear para facilitar el movimiento de la proteina nucleasa guiada por ARN al nlcleo.
En ciertas realizaciones, la nucleasa guiada por ARN puede incorporar sefiales de localizacién nuclear C- y/o N-
terminal. Las secuencias de localizacién nuclear son conocidas en la técnica y se describen en Maeder y en otros
lugares.

[0174] La anterior lista de modificaciones pretende ser de naturaleza ejemplar, y el artesano experto apreciara, a
la vista de la presente divulgacion, que otras modificaciones pueden ser posibles o deseables en ciertas
aplicaciones. Por lo tanto, en aras de la brevedad, los sistemas, métodos y composiciones ejemplares de la
presente divulgacién se presentan con referencia a nucleasas guiadas por ARN concretas, pero debe entenderse
que las nucleasas guiadas por ARN utilizadas pueden modificarse de formas que no alteren sus principios de
funcionamiento. Tales modificaciones estan dentro del alcance de la presente divulgacién.

Acidos nucleicos que codifican nucleasas guiadas por ARN

[0175] En el presente documento se proporcionan acidos nucleicos que codifican nucleasas guiadas por ARN, por
ejemplo, Cas9, Cpfl o fragmentos funcionales de las mismas. Anteriormente se han descrito acidos nucleicos
ejemplares que codifican nucleasas guiadas por ARN (véase, por gjemplo, Cong 2013; Wang 2013; Mali 2013;
Jinek 2012).

[0176] En algunos casos, un acido nucleico que codifica una nucleasa guiada por ARN puede ser una secuencia
de &cido nucleico sintético. Por ejemplo, la molécula sintética de acido nucleico puede modificarse quimicamente.
En ciertas realizaciones, un ARNm que codifica una nucleasa guiada por ARN tendrd una o mas (por gjemplo,
todas) de las siguientes propiedades: puede estar capado; poliadenilado; y sustituido con 5-metilcitidina y/o
pseudouridina.
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[0177] Las secuencias sintéticas de acidos nucleicos también pueden estar optimizadas en cuanto a codones, por
ejemplo, al menos un coddén no comdn o un coddén menos comun ha sido sustituido por un codén comun. Por
ejemplo, el acido nucleico sintético puede dirigir la sintesis de un ARNm mensajero optimizado, por ejemplo,
optimizado para la expresién en un sistema de expresion de mamiferos, por ejemplo, descrito en el presente
documento. En Cotta-Ramusino se presentan ejemplos de secuencias codificantes de Cas9 optimizadas mediante
codones.

[0178] Ademas, o alternativamente, un acido nucleico que codifica una nucleasa guiada por ARN puede
comprender una secuencia de localizaciéon nuclear (NLS). Las secuencias de localizacién nuclear son conocidas
en la técnica.

Andlisis funcional de las moléculas candidatas

[0179] Las nucleasas candidatas guiadas por ARN, los ARNg y sus complejos pueden evaluarse mediante métodos
estandar conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Cotta-Ramusino. La estabilidad de los complejos RNP puede
evaluarse mediante fluorimetria diferencial de barrido, como se describe a continuacién.

Fluorimetria diferencial de barrido (DSF)

[0180] La termoestabilidad de los complejos de ribonucleoproteinas (RNP) que comprenden ARNg y nucleasas
guiadas por ARN puede medirse mediante DSF. La técnica DSF mide la termoestabilidad de una proteina, que
puede aumentar en condiciones favorables tales como la adicién de una molécula de ARN de unidn, por ejemplo,
un ARNg.

[0181] Un ensayo DSF puede realizarse de acuerdo con cualquier protocolo adecuado, y puede emplearse en
cualquier entorno adecuado, incluyendo sin limitacién (a) la prueba de diferentes condiciones (por ejemplo,
diferentes relaciones estequiométricas de ARNg: proteina nucleasa guiada por ARN, diferentes soluciones tampoén,
etc.) para identificar las condiciones éptimas para la formacién de la RNP; y (b) probar modificaciones (por ejemplo,
modificaciones quimicas, alteraciones de la secuencia, etc.) de una nucleasa guiada por ARN y/o un ARNg para
identificar aquellas modificaciones que mejoran la formacién o estabilidad de la RNP. Una lectura de un ensayo
DSF es un cambio en la temperatura de fusién del complejo RNP; un cambio relativamente alto sugiere que el
complejo RNP es mas estable (y por tanto puede tener una mayor actividad o una cinética de formacién mas
favorable, una cinética de degradaciéon u otra caracteristica funcional) en relacién con un complejo RNP de
referencia caracterizado por un cambio menor. Cuando el ensayo DSF se utiliza como herramienta de cribado,
puede especificarse un umbral de cambio de temperatura de fusién, de modo que la salida sea una o mas RNP
que tengan un cambio de temperatura de fusién igual o superior al umbral. Por ejemplo, el umbral puede ser de 5-
10 °C (por ejemplo, 5°, 6°, 7°, 8°, 9°, 10°) o més, y la salida puede ser una o mas RNP caracterizadas por un
desplazamiento de la temperatura de fusién mayor o igual que el umbral.

[0182] A continuacién se exponen dos ejemplos no limitativos de condiciones de ensayo de DSF:

Para determinar la mejor solucién para formar complejos de RNP, se dispensa en una placa de 384 pocillos una
concentracion fija (por ejemplo, 2 uM) de Cas9 en agua+10x SYPRO Orange® (Life Technologies cat#S-6650). A
continuacién, se aflade una cantidad equimolar de ARNg diluido en soluciones con pH y sal variables. Tras incubar
a temperatura ambiente durante 10 minutos y centrifugar brevemente para eliminar cualquier burbuja, se utiliza un
Bio-Rad CFX384™ Real-Time System C1000 Touch™ Thermal Cycler con el software Bio-Rad CFX Manager para
ejecutar un gradiente de 20 °C a 90 °C con un aumento de temperatura de 1 °C cada 10 segundos.

[0183] El segundo ensayo consiste en mezclar varias concentraciones de ARNg con una concentracién fija (por
ejemplo, 2 UM) de Cas9 en el tampédn éptimo del ensayo 1 anterior e incubar (por ejemplo, a RT durante 10') en
una placa de 384 pocillos. Se afiade un volumen igual de tampdn 6ptimo + 10x SYPRO Orange® (Life Technologies
cat#S-6650) y se sella la placa con adhesivo Microseal® B (MSB-1001). Tras una breve centrifugacién para eliminar
cualquier burbuja, se utiliza un Bio-Rad CFX384™ Real-Time System C1000 Touch™ Thermal Cycler con el software
Bio-Rad CFX Manager para ejecutar un gradiente de 20 °C a 90 °C con un aumento de temperatura de 1 °C cada
10 segundos.

Estrategias de edicién del genoma

[0184] Los sistemas de edicion gendmica descritos anteriormente se utilizan, en diversas realizaciones de la
presente divulgacién, para generar ediciones en (es decir, para alterar) regiones diana de ADN dentro de u
obtenidas de una célula. En el presente documento se describen varias estrategias para generar ediciones
particulares, y estas estrategias se describen generalmente en términos del resultado de reparacién deseado, el
ndmero y la posicién de las ediciones individuales (por ejemplo, SSB o DSB), y los sitios diana de dichas ediciones.

[0185] Las estrategias de edicidon del genoma que implican la formacién de SSB o DSB se caracterizan por

resultados de reparacion que incluyen: (a) supresién total o parcial de una regién diana; (b) insercién o sustitucién
total o parcial de una regién diana; o (c) interrupcidn total o parcial de una regién diana. Esta agrupaciéon no
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pretende ser limitativa ni vinculante para ninguna teoria o modelo en particular, y se ofrece Unicamente por
economia de presentacion. Los artesanos expertos comprenderan que los resultados enumerados no se excluyen
mutuamente y que algunas reparaciones pueden dar lugar a otros resultados. No debe entenderse que la
descripcién de una estrategia o0 método de edicién concreto requiera un resultado de reparacién determinado, a
menos que se especifique lo contrario.

[0186] La sustitucién de una regidén diana suele implicar la sustitucién total o parcial de la secuencia existente
dentro de la regién diana por una secuencia homdloga, por ejemplo mediante la correccién o la conversién génica,
dos resultados de reparacién mediados por las vias de HDR. La HDR se promueve mediante el uso de una plantilla
donante, que puede ser monocatenaria o bicatenaria, como se describe con mas detalle a continuacién. Las
plantillas de cadena simple o doble pueden ser exdgenas, en cuyo caso promoveran la correccién génica, o pueden
ser enddgenas (por gjemplo, una secuencia homéloga dentro del genoma celular), para promover la conversion
génica. Las plantillas ex6genas pueden tener salientes asimétricos (es decir,la porcidon de la plantilla que es
complementaria al sitio del DSB puede estar desplazada en direccidén 3' 0 &', en lugar de estar centrada dentro de
la plantilla donante), por ejemplo, como describen Richardson et al. (Nature Biotechnology 34, 339-344 (2016),
(Richardson)). En los casos en que la plantilla es monocatenaria, puede corresponder a la cadena complementaria
(superior) o no complementaria (inferior) de la regién diana.

[0187] La conversidn y la correccidn génicas se ven facilitadas, en algunos casos, por la formacién de una o mas
muescas en la region diana o alrededor de ella, como se describe en Ran y Cotta-Ramusino. En algunos casos,
se utiliza una estrategia de nicasa dual para formar dos SSB desplazados que, a su vez, forman un Unico DSB que
tiene un saliente (por ejemplo, un saliente 5').

[0188] La interrupcidn y/o delecién de toda o parte de una secuencia diana puede conseguirse mediante diversos
resultados de reparacién. Por ejemplo, una secuencia puede eliminarse generando simultdneamente dos o0 mas
DSB que flanqueen una regidn diana, que se eliminara cuando se reparen los DSB, como se describe en Maeder
para la mutacién LCA10. Como otro ejemplo, una secuencia puede interrumpirse por una delecién generada por
la formacién de una rotura de doble cadena con salientes monocatenarios, seguida de un procesamiento
exonucleolitico de los salientes antes de la reparacién.

[0189] Un subconjunto especifico de interrupciones de la secuencia diana esta mediado por la formacién de una
indel dentro de la secuencia diana, donde el resultado de la reparacién esta mediado tipicamente por vias NHEJ
(incluyendo Alt-NHEJ). La NHEJ se refiere a una via de reparacién "propensa a errores" debido a su asociacion
con las mutaciones indel. En algunos casos, sin embargo, un DSB es reparado por NHEJ sin alteracién de la
secuencia que lo rodea (una reparacién llamada "perfecta” o "sin cicatriz"); esto generalmente requiere que los dos
extremos del DSB estén perfectamente ligados. Por su parte, se cree que los indels surgen del procesamiento
enzimatico de los extremos libres del ADN antes de su ligacién, que afiade y/o elimina nucleétidos de una o ambas
cadenas de uno o ambos extremos libres.

[0190] Dado que el procesamiento enzimético de los extremos libres de DSB puede ser de naturaleza estocastica,
las mutaciones indel tienden a ser variables, se producen a lo largo de una distribuciéon y pueden verse influidas
por diversos factores, como el sitio diana especifico, el tipo de célula utilizada, la estrategia de edicién del genoma
empleada, etc. Aun asi, es posible extraer generalizaciones limitadas sobre la formacién de indels: las deleciones
formadas por la reparacién de un Unico DSB suelen estar en el intervalo de 1-50 pb, pero pueden alcanzar més de
100-200 pb. Las inserciones formadas por la reparacién de un Unico DSB tienden a ser mas cortas y a menudo
incluyen duplicaciones cortas de la secuencia que rodea inmediatamente el lugar de la rotura. Sin embargo, es
posible obtener inserciones de gran tamafio y, en estos casos, la secuencia insertada se ha rastreado a menudo
hasta otras regiones del genoma o hasta ADN plasmidico presente en las células.

[0191] Las mutaciones indel -y los sistemas de edicién genédmica configurados para producir indels- son Utiles para
interrumpir secuencias diana, por ejemplo, cuando no se requiere la generacién de una secuencia final especifica
y/o cuando se toleraria una mutacién frameshift. También pueden ser utiles en entornos en los que se prefieren
determinadas secuencias, en la medida en que las determinadas secuencias deseadas tienden a producirse
preferentemente a partir de la reparacién de un SSB o0 DSB en un sitio determinado. Las mutaciones indel también
son una herramienta Util para evaluar o cribar la actividad de determinados sistemas de edicién genémica y sus
componentes. En estos y otros contextos, los indels pueden caracterizarse por (a) sus frecuencias relativas y
absolutas en los genomas de células contactadas con sistemas de edicién gendmica y (b) la distribucién de las
diferencias numéricas en relacién con la secuencia no editada, por gjemplo, £ 1, £ 2, + 3, etc. Como un ejemplo,
en un entorno de basqueda de pistas, se pueden cribar multiples ARNg para identificar aquellos ARNg que dirigen
mas eficientemente el corte en un sitio diana basédndose en una lectura de indel en condiciones controladas. Las
guias que producen indels con una frecuencia igual o superior a un umbral, o que producen una distribucién
particular de indels, pueden ser seleccionadas para su posterior estudio y desarrollo. La frecuencia y distribucién
de indel también puede ser util como indicador para evaluar diferentes implementaciones o formulaciones de
sistemas de edicién gendmica y métodos de administracién, por ejemplo, manteniendo el ARNg constante y
variando otras condiciones de reaccién o métodos de administracién.
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Estrategias multiplex

[0192] Mientras que las estrategias ejemplares discutidas anteriormente se han centrado en los resultados de
reparacién mediados por DSB Unicos, los sistemas de edicién del genoma de acuerdo con esta divulgacién también
pueden ser empleados para generar dos 0 mas DSB, ya sea en el mismo emplazamiento o en diferentes loci. Las
estrategias de edicién que implican la formacién de multiples DSB, o SSB, se describen, por ejemplo, en Cotta-
Ramusino.

Disefio de plantillas para donantes

[0193] El disefio de la plantilla de donantes se describe detalladamente en la bibliografia, por ejemplo en Cotta-
Ramusino. Las plantillas donantes de oligémeros de ADN (oligodesoxinucledtidos u ODN), que pueden ser
monocatenarios (ssODN) o bicatenarios (dsODN), pueden utilizarse para facilitar la reparaciéon de DSB basada en
HDR, y son particularmente Utiles para introducir alteraciones en una secuencia diana de ADN, insertar una nueva
secuencia en la secuencia diana o sustituir la secuencia diana por completo.

[0194] Ya sean monocatenarias o bicatenarias, las plantillas donantes suelen incluir regiones homdélogas a
regiones de ADN dentro o cerca (por ejemplo, flanqueando o contiguas) de una secuencia diana que se va a
escindir. En el presente documento se hace referencia a estas regiones homéblogas como "brazos de homologia",
y se ilustran esquematicamente a continuacién:

[brazo homolégico 5'] - [secuencia de sustitucion] — [brazo homolégico 3'].

[0195] Los brazos homolégicos pueden tener cualquier longitud adecuada (incluyendo O nucleétidos si sélo se
utiliza un brazo homolégico), y los brazos homolégicos 3' y 5' pueden tener la misma longitud, o pueden diferir en
longitud. La seleccién de las longitudes adecuadas de los brazos homoldgicos puede verse influida por diversos
factores, como el deseo de evitar homologias o microhomologias con determinadas secuencias, tales como las
repeticiones Alu u otros elementos muy comunes. Por ejemplo, un brazo homoldgico 5' puede acortarse para evitar
un elemento de repeticién de secuencia. En ofras realizaciones, un brazo homolégico 3' puede acortarse para
evitar un elemento de repeticién de secuencia. En algunas realizaciones, tanto el brazo homolégico 5' como el 3'
pueden acortarse para evitar incluir ciertos elementos de repeticién de secuencias. Ademas, algunos disefios de
brazos homolégicos pueden mejorar la eficacia de la edicibn o aumentar la frecuencia de un resultado de
reparacién deseado. Por ejemplo, Richardson et al. Nature Biotechnology 34, 339-344 (2016) (Richardson),
descubrieron que la asimetria relativa de los brazos de homologia 3'y 5' de las plantillas donantes monocatenarias
influia en las tasas de reparacion y/o en los resultados.

[0196] Las secuencias de sustitucién en las plantillas donantes se han descrito en otros lugares, como en Cotta-
Ramusino et al. Una secuencia de sustitucién puede tener cualquier longitud adecuada (incluso cero nucleétidos,
cuando el resultado de la reparacién deseada es una delecién), y normalmente incluye una, dos, tres o mas
modificaciones de la secuencia en relacién con la secuencia natural dentro de una célula en la que se desea la
edicién. Una modificacién comun de la secuencia implica la alteraciéon de la secuencia natural para reparar una
mutacidn que se refiere a una enfermedad o condicién cuyo tratamiento se desea. Otra modificacién comun de la
secuencia implica la alteracién de una 0 mas secuencias que son complementarias a, o codifican para, la secuencia
PAM de la nucleasa guiada por ARN o el dominio diana del ARNg(s) que se utiliza para generar un SSB o DSB,
para reducir o eliminar la escisién repetida del sitio diana después de que la secuencia de sustitucién se haya
incorporado al sitio diana.

[0197] Cuando se utiliza un ssODN lineal, puede configurarse para (i) recocido a la cadena mellada del acido
nucleico diana, (ii) recocido a la cadena intacta del acido nucleico diana, (iii) recocido a la cadena positiva del acido
nucleico diana, y/o (iv) recocido a la cadena negativa del acido nucleico diana. Un ssODN puede tener cualquier
longitud adecuada, por efjemplo, aproximadamente, al menos, o no mas de 150-200 nucledtidos (por ejemplo, 150,
160, 170, 180, 190, o0 200 nucleétidos).

[0198] Cabe sefialar que un acido nucleico molde también puede ser un vector de acido nucleico, tal como un
genoma viral o ADN circular de doble cadena, por ejemplo, un plasmido. Los vectores de acido nucleico que
comprenden plantillas donantes pueden incluir otros elementos codificantes o no codificantes. Por ejemplo, un
acido nucleico molde puede entregarse como parte de un genoma viral (por ejemplo, en un genoma AAV o lentiviral)
que incluye ciertos elementos de espina dorsal genémica (por ejemplo, repeticiones terminales invertidas, en el
caso de un genoma AAV) y opcionalmente incluye secuencias adicionales que codifican un ARNg y/o una nucleasa
guiada por ARN. En ciertas realizaciones, la plantilla donante puede ser adyacente a, o estar flanqueada por, sitios
diana reconocidos por uno o mas ARNg, para facilitar la formacién de DSB libres en uno o ambos extremos de la
plantilla donante que pueden participar en la reparacién de SSB o DSB correspondientes formados en el ADN
celular utilizando los mismos ARNg. En Cotta-Ramusino se describen ejemplos de vectores de acidos nucleicos
adecuados para su uso como plantillas donantes.

[0199] Sea cual sea el formato utilizado, un &cido nucleico molde puede disefiarse para evitar secuencias
indeseables. En ciertas realizaciones, uno o ambos brazos homolégicos pueden acortarse para evitar el
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solapamiento con ciertos elementos de repeticion de secuencias, por ejemplo, repeticiones Alu, elementos LINE,
etc.

[0200] Ademés de los brazos de homologia, las plantillas donantes pueden comprender elementos adicionales
tales como secuencias de relleno y/o secuencias informadoras, por gjemplo, un informador GFP (véase la Figura.
1), o una secuencia NGFR (véase la Figura. 22). En algunas realizaciones, una plantilla donante comprende un
primer brazo homoldgico, una primera secuencia de relleno, una secuencia de carga, por ejemplo, uno o mas de
los exones 2-5 de CD40L, una secuencia 3' UTR, una secuencia poliA, una secuencia informadora, por ejemplo,
una secuencia informadora de GFP o una secuencia NGFR, una segunda secuencia de relleno y un segundo brazo
homolégico. En otra realizacién, una plantilla donante comprende un primer brazo de homologia, una secuencia
de carga, por ejemplo, una o mas de los exones 2-5 de CD40L, una secuencia 3' UTR, una secuencia poliA, una
secuencia informadora, por ejemplo, una secuencia informadora GFP o una secuencia NGFR, y un segundo brazo
de homologia. En otra realizacién, una plantilla donante comprende un primer brazo de homologia, una primera
secuencia de relleno, una secuencia de carga, por gjemplo, uno o mas de los exones 2-5 de CD40L, una secuencia
3' UTR, una secuencia poliA, una segunda secuencia de relleno y un segundo brazo de homologia. En otra
realizacién, una plantilla donante comprende un primer brazo de homologia, una secuencia de carga, por ejemplo,
uno o mas de los exones 2-5 de CD40L, una secuencia 3' UTR, una secuencia poliA, y un segundo brazo de
homologia.

Células diana

[0201] Los sistemas de edicién del genoma segun la presente divulgacién pueden utilizarse para manipular o
alterar una célula, por ejemplo, para editar o alterar un acido nucleico diana. La manipulaciéon puede tener lugar,
en diversas realizaciones, /n vivo 0 ex vivo.

[0202] Pueden manipularse o alterarse diversos tipos celulares de acuerdo con las realizaciones de la presente
divulgacién, y en algunos casos, tal como aplicaciones in vivo , se alteran o manipulan una pluralidad de tipos
celulares, por ejemplo mediante la administracién de sistemas de edicion del genoma de acuerdo con la presente
divulgacién a una pluralidad de tipos celulares. En otros casos, sin embargo, puede ser deseable limitar la
manipulacién o alteracién a un tipo o tipos celulares concretos. Por ejemplo, en algunos casos puede ser deseable
editar una célula con un potencial de diferenciacidn limitado o una célula diferenciada terminalmente, tal como una
célula fotorreceptora en el caso de Maeder, en la que se espera que la modificacién de un genotipo dé lugar a un
cambio en el fenotipo celular. En otros casos, sin embargo, puede ser deseable editar una célula madre o
progenitora menos diferenciada, multipotente o pluripotente. A modo de ejemplo, la célula puede ser una célula
madre embrionaria, una célula madre pluripotente inducida (iPSC), una célula madre/progenitora hematopoyética
(HSPC) u otro tipo de célula madre o progenitora que se diferencie en un tipo celular de relevancia para una
aplicacion o indicacién determinada.

[0203] Para el tratamiento del sindrome de hiper IgM, una célula diana puede ser una célula madre hematopoyética
(HSC) o una poblacién de HSC. Alternativamente, una célula diana puede ser una célula T, o una poblacién de
células T.

[0204] Como corolario, la célula que se altera o manipula puede ser una célula en divisién o una célula que no se
divide, dependiendo del tipo de célula que se dirija y/o del resultado de edicion deseado.

[0205] Cuando las células se manipulan o alteran ex vivo, las células pueden utilizarse (por efjemplo, administrarse
a un sujeto) inmediatamente, o pueden mantenerse o almacenarse para su uso posterior. Los expertos en la técnica
apreciaran que las células pueden mantenerse en cultivo o almacenarse (por ejemplo, congeladas en nitrégeno
liquido) utilizando cualquier método adecuado conocido en la técnica.

Método de tratamiento

[0206] Los sistemas de edicion del genoma segun la presente divulgacidén pueden utilizarse para tratar el sindrome
de Hiper-lgM (HIGM) y trastornos asociados. La HIGM es una inmunodeficiencia caracterizada por niveles séricos
normales o elevados de IgM y niveles disminuidos o ausencia de otras inmunoglobulinas séricas, lo que provoca
susceptibilidad a las infecciones bacterianas. Los pacientes con sindrome HIGM tienen una incapacidad para pasar
de la produccién de anticuerpos de tipo IgM a anticuerpos de tipo 19G, IgA y/o IgE. En consecuencia, los sujetos
que padecen esta enfermedad presentan niveles reducidos de IgG e IgA, pero niveles normales o elevados de IgM
en la sangre. Estos distintos tipos de anticuerpos desempefian funciones diferentes y todos son importantes para
combatir las infecciones. Normalmente, los linfocitos B pueden producir anticuerpos IgM por si solos, pero
necesitan la ayuda interactiva de los linfocitos T para pasar de IgM a IgG, IgA o IgE. La HIGM es el resultado de
diversos defectos genéticos que afectan a esta interaccién entre los linfocitos T y los linfocitos B.

[0207] La forma mas comun del sindrome HIGM es el resultado de un defecto o deficiencia de una proteina que

se encuentra en la superficie de los linfocitos T activados. La proteina afectada se denomina ligando CD40 (CD40L)
porque se une, o liga, a una proteina de los linfocitos B llamada CD40. El ligando CD40 es producido por un gen
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del cromosoma X. Por lo tanto, esta enfermedad de inmunodeficiencia primaria se hereda como un rasgo recesivo
ligado al cromosoma X.

[0208] Como consecuencia de la deficiencia del ligando CDA40, los linfocitos T de los pacientes con hiper IgM ligada
al cromosoma X (XHIGM) son incapaces de ordenar a los linfocitos B que cambien su produccién de
inmunoglobulinas de IgM a 1gG, IgA y/o IgE. El ligando CD40 también es importante para otras funciones que
desempefian los linfocitos T, por lo que los pacientes con sindrome de hiper IgM ligado al cromosoma X (XHIM)
tienen una inmunidad celular defectuosa y también son susceptibles a muchos tipos de infecciones, sobre todo
oportunistas, y a algunos tipos de cancer. Los pacientes con esta forma también pueden tener neutropenia grave
y a menudo presentan durante la infancia neumonia por Pneumocystis jirovecii . El tejido linfoide es muy pequefio
porque la sefializacién deficiente del ligando CD40 no activa las células B.

[0209] El diagnéstico del sindrome de hiper-IgM se sospecha con base en criterios clinicos. Se miden los niveles
séricos de Ig; los niveles séricos normales o elevados de IgM y los niveles bajos o la ausencia de otras
inmunoglobulinas apoyan el diagnéstico. Debe realizarse una prueba de citometria de flujo de la expresién del
ligando CD40 en la superficie de las células T. Cuando es posible, el diagnéstico se confirma mediante pruebas
genéticas. Se pueden ofrecer pruebas genéticas prenatales a las mujeres que estén pensando en quedarse
embarazadas sitienen antecedentes familiares de deficiencia de ligando CD40. Las pruebas genéticas de otros
familiares no se realizan de forma rutinaria. Otros hallazgos de laboratorio incluyen un nimero reducido de células
B de memoria (CD27) y la ausencia de células B de memoria de clase conmutada (IgD-CD27).

[0210] Los tratamientos que han demostrado ayudar a evitar las infecciones recurrentes asociadas al sindrome de
Hiper-IgM incluyen la administraciéon profilactica de medicacién antibiética y/o infusiones con anticuerpos
(inmunoglobulinas) obtenidos del plasma. Ademas, aunque la terapia con esteroides suele ser eficaz en el
tratamiento de la neutropenia, los trastornos autoinmunitarios en nifios con sindrome de hiper-lgM pueden
presentar un dificil dilema terapéutico, ya que el uso de medicamentos esteroideos suele suprimir un sistema
inmunitario ya de por si débil. En algunos casos, los farmacos antiinflamatorios no esteroideos pueden ser Utiles
para controlar los sintomas de tipo autoinmunitario evitando el uso de corticosteroides.

[0211] Los datos presentados en el presente documento proporcionan pruebas de que, cuando las células T y las
células madre hematopoyéticas se editan para corregir la expresién y la funcién de CD40L utilizando los sistemas
de edicién del genoma, como se describe en el presente documento, las células T editadas restauraron la
capacidad de cambio de clase de células B. Del mismo modo, los ratones que recibieron células madre
hematopoyéticas con un 10 % de células CD40L editadas presentaron un nivel mucho mayor de 19G, lo que sugiere
que las células madre hematopoyéticas con al menos un 10 % de CD40L editadas demuestran un gran potencial
terapéutico para tratar el sindrome de hiper-IgM. En consecuencia, los sistemas de edicién del genoma, tal como
se describen en el presente documento, proporcionan un nuevo tratamiento importante para los sujetos con
sindrome de hiper-IlgM.

[0212] En una realizacidn, al menos el 5 % de las células editadas en una poblacién de células son suficientes
para restaurar funcionalmente el cambio de células de clase. En otra realizacién, al menos el 6 % de las células
editadas en una poblacién de células son suficientes para restaurar funcionalmente el cambio de células de clase.
En otra realizacién, al menos el 7 % de las células editadas en una poblacién de células son suficientes para
restaurar funcionalmente el cambio de células de clase. En otra realizacidon, al menos el 8 % de las células editadas
en una poblacidén de células son suficientes para restaurar funcionalmente el cambio de células de clase. En otra
realizacién, al menos el 9 % de las células editadas en una poblacién de células son suficientes para restaurar
funcionalmente el cambio de células de clase. En otra realizacion, al menos el 10 % de las células editadas en una
poblacion de células son suficientes para restaurar funcionalmente el cambio de células de clase. En otra
realizacién, al menos el 15 % de las células editadas en una poblacién de células son suficientes para restaurar
funcionalmente el cambio de células de clase. En otra realizacion, al menos el 20 % de las células editadas en una
poblacién de células son suficientes para restaurar funcionalmente el cambio de células de clase.

[0213] En algunas realizaciones, puede ser deseable que los sujetos con sindrome de hiper-IgM estén
linfodeplecionados antes de la administracién de las células editadas. Por consiguiente, en una realizacién, el
sujeto es acondicionado antes de la administracién de las células editadas. El condicionamiento puede implicar la
linfodeplecién del sujeto. Por ejemplo, en una realizacién, el sujeto se acondiciona con quimioterapia que causa
linfodeplecién, antes de recibir las células editadas. En una realizacién, las células T del sujeto se agotan mediante
acondicionamiento. Los agentes adecuados para acondicionar al sujeto incluyen agentes que inducen
linfodeplecién, por ejemplo, deplecion de células T. Los agentes, es decir, acondicionadores, que inducen
linfodeplecion son conocidos en la técnica. En una realizacién, el agente acondicionador es un agente
quimioterapéutico. En una realizacién, el agente acondicionador es la ciclofosfamida. En algunas realizaciones, el
método puede comprender opcionalmente una etapa de administracién de un agente acondicionador al sujeto, por
ejemplo, un agente acondicionador que cause linfodepleciéon. En una realizacidn, el agente acondicionador es un
agente quimioterapéutico. En una realizacién, el agente acondicionador es la ciclofosfamida.
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[0214] En otra realizacién, las células editadas se administran al sujeto sin linfodeplecién. En esta realizacién, el
sujeto no esté condicionado antes de la administracién de las células editadas.

[0215] En una realizacion, las células se estimulan antes de la administracién al sujeto. En una realizacién, las
células se estimulan utilizando citoquinas, por gjemplo, citoquinas estimuladoras. Por ejemplo, las células pueden
estimularse con IL-7, IL-15, IL-2 o0 una combinacién de las mismas.

Aplicacién de sistemas de edicién gendmica: suministro, formulaciones y vias de administracién

[0216] Como se ha comentado anteriormente, los sistemas de edicién del genoma de la presente divulgacién
pueden implementarse de cualquier forma adecuada, lo que significa que los componentes de dichos sistemas,
incluyendo sin limitacién la nucleasa guiada por ARN, el ARNg y el acido nucleico de plantilla donante opcional,
pueden entregarse, formularse o administrarse en cualquier forma adecuada o combinacién de formas que dé
lugar a la transduccién, expresién o introduccién de un sistema de ediciéon del genoma y/o provoque un resultado
de reparacién deseado en una célula, tejido o sujeto. Las Tablas 5 y 6 exponen varios ejemplos, no limitantes, de
implementaciones de sistemas de edicién del genoma. Sin embargo, los expertos en la técnica comprenderan que
estos listados no son exhaustivos y que son posibles otras implementaciones. Con referencia a la Tabla 5 en
particular, la Tabla enumera varias implementaciones ejemplares de un sistema de edicién gendémica que
comprende un Unico ARNg y una plantilla donante opcional. Sin embargo, los sistemas de edicién gendmica segun
esta divulgacién pueden incorporar multiples ARNg, multiples nucleasas guiadas por ARN, y otros componentes
tales como proteinas, y una variedad de implementaciones seran evidentes para el artesano experto con base en
los principios ilustrados en la Tabla. En la Tabla, [N/A] indica que el sistema de edicién gendmica no incluye el
componente indicado.

Tabla 5

‘Nucleasa Plantilla Comentarios
iguiada por {ARNg :de :
ARN idonantes

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" \Una proteina nucleasa guiada por ARN en complejo con una molécula de
{ARNg (un complejo RNP).

{Un complejo RNP como el descrito anteriormente mas una plantilla donante
{monocatenaria o bicatenaria.

§Prote|’na §ADN (IN/A] §Una proteina nucleasa guiada por ARN mas ARNg transcrito a partir del

| : : {ADN.

:Proteina EADN §Una proteina nucleasa guiada por ARN més ADN que codifica el ARNg y un
Plantilla donante de ADN.

Proteina §Una proteina nucleasa guiada por ARN y un ADN Unico que codifica tanto un
§ARNg como una plantilla donante.

§ADN Un vector de ADN o ADN que codifica una nucleasa guiada por ARN, un

{ARNg y una plantilla donante.

iADN §ADN E[N/A] éDos ADN separados, o dos vectores de ADN separados, que codifican la

; : : inucleasa guiada por ARN y el ARNg, respectivamente.

§ADN §ADN {ADN éTres ADN separados, o tres vectores de ADN separados, que codifican la

; : : inucleasa guiada por ARN, el ARNg y la plantilla donante, respectivamente.

iADN E[N/A] Un ADN o vector de ADN que codifica una nucleasa guiada por ARN y un

| | ARN

iADN EADN Un primer vector de ADN o ADN que codifica una nucleasa guiada por ARN

: : iy un ARNg, y un segundo vector de ADN o ADN que codifica una plantilla

: : idonante.

iADN §ADN Un primer vector de ADN o ADN que codifica una nucleasa guiada por ARN

; y un segundo vector de ADN o ADN que codifica un ARNg y una plantilla

idonante.

n primer vector de ADN o ADN que codifica una nucleasa guiada por ARN
:y una plantilla donante, y un segundo vector de ADN o ADN que codifica un
:ARNg.
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§Componentes del sistema de edicién del genoma

Nucleasa :Plantilla Comentarlos
iguiada por! ARNg ide
‘ARN 5 idonantes

§Un ADN o vector de ADN que codifica una nucleasa guiada por ARN y una
gplantilla donante, y un ARNg

§Un ARN o ARN vector que codifica una nucleasa guiada por ARN y que
icomprende un ARNg

:Un vector de ARN o ARN que codifica una nucleasa guiada por ARN y que
icomprende un ARNg, y un vector de ADN o ADN que codifica una plantilla
‘donante.

[0217] La Tabla 6 resume diversos métodos de administracién para los componentes de los sistemas de edicién
del genoma, tal como se describen en el presente documento. Una vez mas, la enumeracidn pretende ser ejemplar
y no limitativa.

Tabla 6
%Vectorlmodo de entrega 'Liberacion en {Duracién {Integracién éTipo de
; icélulas que no se de la {del imolécula
idividen expresion genoma ‘suministrada
\Fisicas (por ejemplo, S Transitorios {NO {Acidos
‘electroporacién, pistola de: inucleicos y
iparticulas, transfeccién con§ iproteinas
fosfato calcico, compresién o :
§estru1am|ento celular).
Viral Retrovirus INO Estable S
Lentivirus si Estable 'SINO  con ARN
: :modificaciones
{Adenovirus ransitorios fNO
Virus Estable NO
iadenoasociado
(AAV)
Virus Vaccinia s Muy :NO ADN
transitorio
éVirus del herpes |Si Estable NO ADN
simple :
§No viral §Liposomas si Transitorios §Depende de lo {Acidos
: icatiénicos ‘que se inucleicos
: ientregue y
! proteinas
éNanoparticuIas si Transitorios §Depende de lo {Acidos
:poliméricas §que se inucleicos
: ‘entregue y
: proteinas
Vehlculos biolégicos no virales Bacterias si Transitorios NO Acidos
:atenuadas nucleicos
.Bacteriéfagos de S Transitorios iNO Acidos
lingenieria nucleicos
{Particulas si Transitorios iNO Acidos
:similares a virus nucleicos
‘de mamiferos ‘
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‘Vector/modo de entrega {Liberacién en Duracién Integracién :Tipo de

; icélulas que no se ide la idel imolécula
§dividen expresiéon genoma §suministrada
‘Liposomas si Transitorios :NO Acidos
i biologicos: nucleicos
{Fantasmas y ‘
iexosomas

{eritrocitarios

[0218] Los &cidos nucleicos que codifican los diversos elementos de un sistema de edicién del genoma segun la
presente divulgacién pueden administrarse a sujetos o introducirse en células mediante métodos conocidos en la
técnica o como se describe en el presente documento. Por ejemplo, el ADN codificante de nucleasas guiadas por
ARN y/o el ADN codificante de ARNg, asi como los acidos nucleicos molde donantes pueden administrarse
mediante, por gjemplo, vectores (por ejemplo, vectores virales o no virales), métodos no basados en vectores (por
ejemplo, utilizando ADN desnudo o complejos de ADN), o una combinacién de los mismos.

[0219] Los acidos nucleicos que codifican los sistemas de edicién del genoma o sus componentes pueden
administrarse directamente a las células como ADN o ARN desnudos, por ejemplo mediante transfeccién o
electroporacién, o pueden conjugarse con moléculas (por ejemplo, N-acetilgalactosamina) que favorecen la
captacién por las células diana (por ejemplo, eritrocitos, HSC). También pueden usarse vectores de acido nucleico,
tales como los vectores resumidos en la Tabla 6.

[0220] Los vectores de acido nucleico pueden comprender una o mas secuencias que codifican componentes del
sistema de edicién del genoma, tales como una nucleasa guiada por ARN, un ARNg y/o una plantilla donante. Un
vector también puede comprender una secuencia que codifica un péptido sefial (por ejemplo, para localizacién
nuclear, localizacién nucleolar o localizacién mitocondrial), asociado con (por gjemplo, insertado en o fusionado
con) una secuencia que codifica una proteina. Como ejemplo, un vector de acido nucleico puede incluir una
secuencia codificante de Cas9 que incluya una o mas secuencias de localizacién nuclear (por ejemplo, una
secuencia de localizacién nuclear de SV40).

[0221] El vector de #&cido nucleico también puede incluir cualquier nimero adecuado de elementos
reguladores/controladores, por ejemplo, promotores, potenciadores, intrones, sefiales de poliadenilacién,
secuencias consenso de Kozak o sitios internos de entrada de ribosomas (IRES). Estos elementos son bien
conocidos en la técnica y se describen en Cotta-Ramusino.

[0222] Los vectores de é&cido nucleico segun la presente divulgacién incluyen vectores virales recombinantes.
Vectores virales ejemplares se exponen en la Tabla 6, y vectores virales adecuados adicionales y su uso y
produccién se describen en Cotta-Ramusino. También pueden utilizarse otros vectores virales conocidos en la
técnica. Ademés, las particulas virales pueden utilizarse para suministrar componentes del sistema de edicién del
genoma en forma de acido nucleico y/o péptido. Por ejemplo, las particulas virales "vacias" pueden ensamblarse
para contener cualquier carga adecuada. Los vectores virales y las particulas virales también pueden modificarse
para incorporar ligandos que dirijan la diana y alteren la especificidad del tejido.

[0223] Ademés de los vectores virales, pueden utilizarse vectores no virales para suministrar 4cidos nucleicos que
codifiquen sistemas de edicién del genoma segun la presente divulgacion. Una categoria importante de vectores
de é&cidos nucleicos no virales son las nanoparticulas, que pueden ser organicas o inorganicas. Las nanoparticulas
son bien conocidas en la técnica, y se resumen en Cotta-Ramusino. Se puede utilizar cualquier disefio de
nanoparticula adecuado para suministrar componentes del sistema de edicién genémica o acidos nucleicos que
codifiquen dichos componentes. Por ejemplo, las nanoparticulas orgénicas (por ejemplo, lipidicas y/o poliméricas)
pueden ser adecuadas para su uso como vehiculos de administracién en ciertas realizaciones de la presente
divulgacién. En la Tabla 7, se muestran lipidos ejemplares para su uso en formulaciones de nanoparticulas, y/o
transferencia de genes y en la Tabla 8 se enumeran polimeros ejemplares para su uso en formulaciones de
transferencia de genes y/o nanoparticulas.

Tabla 7: Lipidos utilizados para la transferencia de genes
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%Lipidos éAbreviatura §Caracteristica
ﬁCIoruro de N{1-(2,3-Dioleiloxi)propil]N,N, N-trimetilamonio EDOTMA §Catic’)nico
1,2-Dioleoiloxi-3-trimetilamonio-propano DOTAP §Catic’)nico
Dioctadecilamidoglicilspermina .DOGS ‘Cationico
%Bromuro de N-(3-Aminopropil)-N,N-dimetil-2,3-bis(dodeciloxi)-1-propanaminio EGAP—DLRIE §Catic’)nico
ﬁBromuro de cetiltrimetilamonio ECTAB §Catic’)nico
36—Lauroxihexil omitinato §LHON §Catic’)nico

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

§1—(2,3—Dio|eionipropil)—2,4,6—trimeti|piridinio

i20¢

{Catidnico

§Trifluoroacetato de 2,3—DioIeioni—N—[2(esperminecarboxamido—etiI]—N,N—dimetil—1—é

{propanaminio

DOSPA

{Cationico

1,2-Dioleil-3-trimetilamonio-propano DOPA §Catic’>nico
§N—(2—hidroxieti|)—N,N—bromuro de dimetil-2,3-bis(tetradeciloxi)-1-propanamonio EMDRIE §Catic’)nico
%Bromuro de dimeristooxipropil dimetil hidroxietil amonio EDMRI §Catic’)nico
§3[5—[N—(N',N'—Dimetilaminoetano)—carbamoil]colesterol EDC—ChoI §Catic’)nico
§Bis—guanidio—tren—colesterol EBGTC §Catic’>nico
1,3-Diodeoxi-2-(6-carboxi-espermil)-propilamida 'DOSPER  Cati6nico

{Bromuro de dimetiloctadecilamonio

DAB

atiénico

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

‘ Dioctadecilamidoglicilspermidina

atiénico

icloruro de rac{(2,3-Dioctadeciloxipropil)(2-hidroxietil)]-dimetilamonio

atiénico

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

§bromuro de rac{2(2,3-Dihexadeciloxipropil-oximetiloxi)etilltrimetilamonio

atiénico

§EtildimiristoilfosfatidiIcoIina

atiénico

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

1,2-Disteariloxi-N, N-dimetil-3-aminopropano

atiénico

§1,2—Dimiristoil—trimetilamonio propano

atiénico

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

§0,0'—DimiristiI—N—IisiI aspartato

atiénico

1,2-Distearoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina

atiénico

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

{ N-Palmitoil D-eritro-sfingosil carbamoil-spermina

atiénico

§N—t—ButiI—NO—tetradecil—3—tetradeciIaminopropionamidina

\Cationico

%CIoruro de octadecenolioxi[etil-2-heptadecenil-3-hidroxietil] imidazolinio atiénico
§N1 -colesteriloxicarbonil-3,7-diazanonano-1,9-diamina \ atiénico
§2—(3—[Bis(3—amino—propil)—amino]propiIamino)—N—ditetradecilcarbamoilme—etil— Catidnico
iacetamida

1,2-dilinoiloxi-3- dimetilaminopropano DLinDMA Catidnico
§2,2—diIinoIeiI—4—dimetilaminoetil—[1 ,3]-dioxolano DLin-KC2-  {Catidnico
\DMA
§diIinoIeiI—metiI—4—dimeti|aminobutirato éDLin—MC3— Catidnico
! DMA

Tabla 8: Polimeros utilizados para la transferencia de genes

Polimero Abreviatura

Poli(etileno)glicol

{PEG

{Polietilenimina

{PEI

§Ditiobis(succinimidilpropionato)
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Polimero §Abreviatu ra
§Dimetil—3,3'—ditiobispropionimidato §DTBP
%Polietileno imina) biscarbamato EPEIC
Poli(L-lisina) \PLL

§PLL modificado con histidina
§PoIi(N—vininirroIidona) §PVP
Poli(propilenimina) PP

{Poli(amidoamina)

Poli(amidoetilenimina)

{Trietilentetramina

Poli(B-aminoéster)

§Po|i(éster 4-hidroxi-L-prolina) {PHP

Poli(alilamina)

§PoIi(a—[4—aminobutil]—écido L-glicélico) {PAGA

iPoIi(écido D,L-lactico-co-glicélico) {PLGA

Poli(fosfazeno)s ‘PPZ

{Poli(fosfoésteres) {EPI

%Poli(fosforamidato)s {CCE

§PoIi(N—2—hidroxipropilmetacrilamida) {pHPMA

%Poli (2-(dimetilamino)metacrilato de etilo) :pDMAEMA

ﬁPoIi(2—aminoetiI propileno fosfato) ‘PPE-EA

Chitosan

ﬁQuitosano galactosilado

.N-Citosan dodacilado

{Histona

iCoIégeno

§Dextrano—espermina ‘D-SPM

[0224] Los vectores no virales incluyen opcionalmente modificaciones diana para mejorar la captacién y/o dirigirse
selectivamente a determinados tipos celulares. Estas modificaciones diana pueden incluir por gjemplo, antigenos
especificos de células, anticuerpos monoclonales, anticuerpos de cadena Unica, aptameros, polimeros, azlicares
(por ejemplo, N-acetilgalactosamina (GalNAc)) y péptidos penetrantes de células. Tales vectores también utilizan
opcionalmente péptidos/polimeros fusogénicos y desestabilizadores del endosoma, sufren cambios
conformacionales desencadenados por &cidos (por ejemplo, para acelerar el escape endosomal de la carga), y/o
incorporan un polimero escindible por estimulos, por ejemplo, para su liberacién en un compartimento celular. Por
ejemplo, pueden utilizarse polimeros catidnicos basados en disulfuro que se escinden en el entorno celular
reductor.

[0225] En ciertas realizaciones, se suministran una o mas moléculas de &cido nucleico (por gjemplo, moléculas de
ADN) distintas de los componentes de un sistema de edicién del genoma, por gjemplo, el componente nucleasa
guiado por ARN y/o el componente ARNg descritos en el presente documento. En ciertas realizaciones, la molécula
de &cido nucleico se suministra al mismo tiempo que uno o mas de los componentes del sistema de edicién del
genoma. En ciertas realizaciones, la molécula de acido nucleico se suministra antes o después (por ejemplo,
menos de unos 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 6 horas, 9 horas, 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 1 semana,
2 semanas 0 4 semanas) de que se suministren uno o mas de los componentes del sistema de edicién del genoma.
En ciertas realizaciones, la molécula de &cido nucleico se administra por un medio diferente al que se administran
uno o mas de los componentes del sistema de edicién del genoma, por ejemplo, el componente nucleasa guiado
por ARN y/o el componente ARNg. La molécula de 4cido nucleico puede administrarse mediante cualquiera de los
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métodos de administracién descritos en el presente documento. Por ejemplo, la molécula de acido nucleico puede
entregarse mediante un vector viral, por ejemplo, un lentivirus de integracién deficiente, y el componente de
molécula nucleasa guiada por ARN y/o el componente de ARNg puede entregarse mediante electroporacion, por
ejemplo, tal que pueda reducirse la toxicidad causada por acidos nucleicos (por ejemplo, ADN). En ciertas
realizaciones, la molécula de acido nucleico codifica una proteina terapéutica, por ejemplo, una proteina descrita
en el presente documento. En ciertas realizaciones, la molécula de acido nucleico codifica una molécula de ARN,
por gjemplo, una molécula de ARN descrita en el presente documento.

Entrega de RNPs ylo ARN que codifican componentes del sistema de edicién del genoma.

[0226] Las RNP (complejos de ARNg y nucleasas guiadas por ARN) y/o los ARN que codifican nucleasas guiadas
por ARN y/o ARNg, pueden administrarse a las células o a los sujetos mediante métodos conocidos en la técnica,
algunos de los cuales se describen en Cotta-Ramusino. /n vitro, el ARN guiado por nucleasas y/o el ARN codificante
de ARNg puede administrarse, por ejemplo, mediante microinyeccion, electroporaciéon, compresién celular
transitoria o estrujamiento (véase, por ejemplo, Lee 2012). Para la administracién in vitro e in vivotambién pueden
utilizarse la transfeccién mediada por lipidos, la administracion mediada por péptidos, la administracién mediada
por GalNAc u otros conjugados, y combinaciones de los mismos.

[0227] /n vitro, la administracién mediante electroporacién comprende mezclar las células con el ARN que codifica
nucleasas guiadas por ARN y/o ARNg, con o sin moléculas de acido nucleico molde donante, en un cartucho,
camara o cubeta y aplicar uno o méas impulsos eléctricos de duracién y amplitud definidas. Los sistemas y
protocolos de electroporacién son conocidos en la técnica, y puede utilizarse cualquier herramienta y/o protocolo
de electroporacién adecuado en relacién con las diversas realizaciones de la presente divulgacién.

Via de administracion

[0228] Los sistemas de edicion del genoma, o las células alteradas o manipuladas mediante dichos sistemas,
pueden administrarse a los sujetos por cualquier modo o via adecuados, ya sea local o sistémica. Los modos de
administracién sistémica incluyen las vias oral y parenteral. Las vias parenterales incluyen, a modo de ejemplo,
las vias intravenosa, intramédular, intrarterial, intramuscular, intradérmica, subcutanea, intranasal e intraperitoneal.
Los componentes administrados sistémicamente pueden modificarse o formularse para dirigir, por efemplo, HSC,
células madre/progenitoras hematopoyéticas, o progenitores o células precursoras eritroides.

[0229] Los modos de administracion local incluyen, a modo de ejemplo, la inyeccién intramuscular en el hueso
trabecular o la inyeccién intrafemoral en el espacio medular, y la infusién en la vena porta. En ciertas realizaciones,
cantidades significativamente menores de los componentes (en comparacidén con los enfoques sistémicos) pueden
ejercer un efecto cuando se administran localmente (por ejemplo, directamente en la médula 6sea) en comparacioén
con cuando se administran sistémicamente (por ejemplo, por via intravenosa). Los modos de administracién local
pueden reducir o eliminar la incidencia de efectos secundarios potencialmente téxicos que pueden producirse
cuando se administran sistémicamente cantidades terapéuticamente eficaces de un componente.

[0230] La administracién puede proporcionarse como un bolo periédico (por ejemplo, por via intravenosa) o como
infusién continua desde un depésito interno o desde un depdésito externo (por ejemplo, desde una bolsa intravenosa
0 una bomba implantable). Los componentes pueden administrarse localmente, por ejemplo, mediante liberacion
continua a partir de un dispositivo de liberacién sostenida de farmacos.

[0231] Ademas, los componentes pueden formularse para permitir su liberacién durante un periodo de tiempo
prolongado. Un sistema de liberacién puede incluir una matriz de un material biodegradable o un material que
libere los componentes incorporados por difusién. Los componentes pueden estar distribuidos homogénea o
heterogéneamente en el sistema de liberacién. Sin embargo, la eleccién del sistema apropiado dependera de la
tasa de liberacibn que requiera una aplicacién concreta. Pueden utilizarse tanto sistemas de liberacién no
degradables como degradables. Los sistemas de liberacién adecuados incluyen polimeros y matrices poliméricas,
matrices no poliméricas o excipientes y diluyentes inorganicos y organicos tales como, pero no se limitan a,
carbonato calcico y azlcar (por ejemplo, trehalosa). Los sistemas de liberacién pueden ser naturales o sintéticos.
Sin embargo, se prefieren los sistemas de liberacién sintética porque generalmente son mas fiables, mas
reproducibles y producen perfiles de liberacion mas definidos. El material del sistema de liberacién puede
seleccionarse de modo que los componentes que tienen diferentes pesos moleculares se liberen por difusién a
través del material o por degradacién del mismo.

[0232] Los polimeros sintéticos biodegradables representativos incluyen, por ejemplo: poliamidas tales como
poli(aminoacidos) y poli(péptidos); poliésteres tales como poli(acido lactico), poli(acido glicélico), poli(acido lactico-
co-glicélico), y poli(caprolactona); poli(anhidridos); poliortoésteres; policarbonatos; y derivados quimicos de los
mismos (sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo, alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones,
y otras modificaciones realizadas rutinariamente por los expertos en la técnica), copolimeros y mezclas de los
mismos. Los polimeros sintéticos no degradables representativos incluyen, por ejemplo: poliéteres tales como
poli(éxido de etileno), poli(glicol de etileno) y poli(éxido de tetrametileno); polimeros de vinilo-poliacrilatos y
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polimetacrilatos tales como metil, etil, otros alquilos, metacrilato de hidroxietilo, acidos acrilico y metacrilico, y otros
tales como poli(alcohol vinilico), poli(pirolidona vinilica) y poli(acetato de vinilo); poli(uretanos); celulosa y sus
derivados, tales como alquilos, hidroxialquilos, éteres, ésteres, nitrocelulosa y diversos acetatos de celulosa;
polisiloxanos; y cualesquiera derivados quimicos de los mismos (sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por
ejemplo, alquilos, alquilenos, hidroxilaciones, oxidaciones y otras modificaciones efectuadas habitualmente por los
expertos en la técnica), copolimeros y mezclas de los mismos.

[0233] También pueden utilizarse microesferas de poli(lactida-co-glicolida). Normalmente, las microesferas estén
compuestas por un polimero de 4cido lactico y acido glicélico, que se estructuran para formar esferas huecas. Las
esferas pueden tener un diametro aproximado de 15-30 micras y pueden cargarse con los componentes descritos
en el presente documento.

Entrega multimodal o diferencial de componentes

[0234] Los artesanos expertos apreciaran, en vista de la presente documento, que los diferentes componentes de
los sistemas de ediciébn gendémica divulgados en el presente documento pueden suministrarse juntos o por
separado y simultaneamente o no simultdneamente. La entrega separada y/o asincrona de los componentes del
sistema de edicién del genoma puede ser particularmente deseable para proporcionar un control temporal o
espacial sobre la funcién de los sistemas de edicién del genoma y limitar ciertos efectos causados por su actividad.

[0235] Los modos diferentes o diferenciales, tal como se utilizan en el presente documento, se refieren a modos
de administracién que confieren propiedades farmacodinamicas o farmacocinéticas diferentes a la molécula
componente en cuestion, por ejemplo, una molécula nucleasa guiada por ARN, ARNg, acido nucleico molde o
carga util. Por ejemplo, los modos de administracién pueden dar lugar a una distribucién tisular diferente, una
semivida diferente o una distribuciéon temporal diferente, por gjemplo, en un compartimento, tejido u érgano
seleccionado de.

[0236] Algunos modos de administracién, por ejemplo, la administracién mediante un vector de acido nucleico que
persiste en una célula, o en la progenie de una célula, por ejemplo, por replicaciéon auténoma o insercién en acido
nucleico celular, dan lugar a una expresion mas persistente de y presencia de un componente. Algunos ejemplos
son la administracion viral, por ejemplo, AAV o lentivirus.

[0237] A modo de ejemplo, los componentes de un sistema de ediciéon del genoma, por ejemplo, una nucleasa
guiada por ARN y un ARNg, pueden administrarse por modos que difieren en términos de semivida resultante o
persistencia del componente administrado el cuerpo, o en un compartimento, tejido u érgano particular. En ciertas
realizaciones, un ARNg puede administrarse por tales modos. El componente de la molécula nucleasa guiada por
ARN puede administrarse de un modo que resulte en una menor persistencia 0 menor exposicién al cuerpo 0 a un
compartimento o tejido u érgano en particular.

[0238] Més generalmente, en ciertas realizaciones, se utiliza un primer modo de suministro para suministrar un
primer componente y un segundo modo de suministro para suministrar un segundo componente. El primer modo
de administracién confiere una primera propiedad farmacodinamica o farmacocinética. La primera propiedad
farmacodinamica puede ser, por ejemplo, la distribucidn, persistencia o exposicién del componente, o de un acido
nucleico que codifica el componente, en el cuerpo, un compartimento, tejido u érgano. El segundo modo de
administracién confiere una segunda propiedad farmacodinamica o farmacocinética. La segunda propiedad
farmacodinamica puede ser, por ejemplo, la distribucién, persistencia o exposicién, del componente, o de un acido
nucleico que codifica el componente, en el cuerpo, un compartimento, tejido u 6rgano.

[0239] En ciertas realizaciones, la primera propiedad farmacodinamica o farmacocinética, por gjemplo, distribucién,
persistencia o exposicion, esta mas limitada que la segunda propiedad farmacodinamica o farmacocinética.

[0240] En ciertas realizaciones, el primer modo de administracién se selecciona para optimizar, por ejemplo,
minimizar, una propiedad farmacodinamica o farmacocinética, por ejemplo, la distribucidn, la persistencia o la
exposicion.

[0241] En ciertas realizaciones, el segundo modo de administracién se selecciona para optimizar, por ejemplo,
maximizar, una propiedad farmacodindmica o farmacocinética, por ejemplo, la distribucién, la persistencia o la
exposicion.

[0242] En ciertas realizaciones, el primer modo de administracién comprende el uso de un elemento relativamente
persistente, por ejemplo, un acido nucleico, por ejemplo, un plasmido o vector viral, por ejemplo, un AAV o lentivirus.
Como tales vectores son relativamente persistentes, el producto transcrito a partir de ellos seria relativamente
persistente.

[0243] En ciertas realizaciones, el segundo modo de administracién comprende un elemento relativamente
transitorio, por ejemplo, un ARN o una proteina.
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[0244] En ciertas realizaciones, el primer componente comprende ARNg, y el modo de administracién es
relativamente persistente, por ejemplo, el ARNg se transcribe a partir de un plasmido o vector viral, por gjemplo,
un AAV o lentivirus. La transcripcion de estos genes tendria pocas consecuencias fisiol6gicas porque los genes no
codifican para un producto proteico, y los ARNg son incapaces de actuar de forma aislada. El segundo componente,
una molécula nucleasa guiada por ARN, se suministra de forma transitoria, por ejemplo como ARNm o como
proteina, lo que garantiza que el complejo completo molécula nucleasa/ARN guiada por ARN sélo esté presente y
activo durante un breve periodo de tiempo.

[0245] Ademas, los componentes pueden administrarse en diferentes formas moleculares o con diferentes
vectores de administracién que se complementan entre si para mejorar la seguridad y la especificidad tisular.

[0246] El uso de modos de administracion diferenciales puede mejorar el rendimiento, la seguridad y/o la eficacia,
por gjemplo, puede reducirse la probabilidad de una eventual modificacién fuera de la diana. La administracién de
componentes inmunogénicos, por ejemplo, moléculas Cas9, por modos menos persistentes puede reducir la
inmunogenicidad, ya que los péptidos de la enzima Cas de origen bacteriano son visualizados en la superficie de
la célula por moléculas MHC. Un sistema de suministro en dos partes puede paliar estos inconvenientes.

[0247] Se pueden utilizar modos de administracién diferenciales para administrar componentes a regiones diana
diferentes pero solapadas. El complejo activo de formacién se minimiza fuera de la superposicién de las regiones
diana. Asi, en ciertas realizaciones, un primer componente, por ejemplo, un ARNg se administra mediante un primer
modo de administracién que da lugar a una primera distribucién espacial, por ejemplo, tisular. Un segundo
componente, por ejemplo, una molécula nucleasa guiada por ARN se administra mediante un segundo modo de
administracién que da lugar a una segunda distribucién espacial, por ejemplo, tisular. En ciertas realizaciones, la
primera modalidad comprende un primer elemento seleccionado de entre un liposoma, nanoparticula, por ejemplo,
nanoparticula polimérica, y un &cido nucleico, por ejemplo, vector viral. El segundo modo comprende un segundo
elemento seleccionado de entre el grupo. En ciertas realizaciones, el primer modo de administracién comprende
un primer elemento diana, por gjemplo, un receptor especifico celular o un anticuerpo, y el segundo modo de
administracién no incluye dicho elemento. En ciertas realizaciones, el segundo modo de administracién comprende
un segundo elemento diana, por gjemplo, un segundo receptor celular especifico o un segundo anticuerpo.

[0248] Cuando la molécula nucleasa guiada por ARN se administra en un vector de administraciéon de virus, un
liposoma o una nanoparticula polimérica, existe la posibilidad de administracién y actividad terapéutica en mdltiples
tejidos, cuando puede ser deseable dirigirla a un solo tejido. Un sistema de administracién en dos partes puede
resolver este problema y mejorar la especificidad tisular. Si el ARNg y la molécula de nucleasa guiada por ARN se
empaquetan en vehiculos de administraciéon separados con un tropismo tisular distinto pero superpuesto, el
complejo plenamente funcional sélo se formaré en el tejido diana de ambos vectores.

[0249] La presente invencidn se ilustra ademéas mediante los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitativos
en modo alguno.

Ejemplos

[0250] Los siguientes Ejemplos son meramente ilustrativos y no pretenden limitar en modo alguno el alcance o
contenido de la invencién.

Ejemplo 1: Edicién genética de CD40L en linfocitos T

[0251] Se realizaron experimentos de integracién diana en células T con S. pyogenes de tipo salvaje Cas9
ribonucleoproteina (RNP) dirigida al locus CD40L. Las secuencias de ARNg se muestran en la Tabla 9. Las
secuencias de los donantes de CD40L se muestran en la Tabla 10. La Figura. 2A muestra una representacion
esquematica del locus CD40L tras la integracién diana. 8 S. Pyogenes y 30 S. Aureus Los ARNg dirigidos al exén
1 de CD40LG se examinaron en células T humanas primarias para comprobar la eficacia de la edicién junto con
S. Pyogenes o S. Aureus Cas9 de tipo salvaje. La posiciéon de los ARNg en el exén 1 de CD40LG se representa
en la Figura. 2B. Aproximadamente el 90 % - 95 % de las mutaciones CD40LG se corrigieron para restaurar tanto
la expresién como la funcién del gen, en S. Pyogenes y S. Aureus. La Figura. 2C muestra las tasas de
insercién/delecidén para cada ARNg medidas en células T. Para determinar el nivel de edicién y los tipos de edicién
en multiples sitios de ARNg identificados en el intrén 1 de CD40LG , se introdujo ribonucleoproteina (RNP) en
células T CD4" masculinas humanas primarias. Las células T se descongelaron y se activaron durante 2 dias con
microesferas magnéticas anti-CD3/CD28, tras lo cual se retiraron las microesferas y se dejé que las células se
expandieran durante 2 dias en medio X-Vivo 15 antes de realizar las nucleofecciones. Los medios durante todas
las etapas contenian citocinas humanas (IL-2, IL-7 e IL-15). Las células T se nucleofectaron con 2.27 uM de RNP
en una relacién 2:1 de ARNg:Cas9 utilizando el sistema de nucleofeccién de Lonza. A continuacién, se dej6é que
las células se expandieran durante 4 dias en medio de células T antes de aislar el ADN gendmico. A continuacién,
el ADN gendmico (ADNg) se amplificd por PCR utilizando cebadores que rodean el sitio de corte de interés, se
secuencié y se analizé en busca de inserciones y deleciones en el sitio de corte. Se logré una edicién global
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superior al 70 % para cada ARNg presentado en la Figura. 2C, aunque la relacién entre inserciones y deleciones
varié. Los resultados representados en la Figura. 2C representan al menos 2 muestras independientes. El
porcentaje de edicién conseguido con cada RNP se presenta también en la Tabla 9.

[0252] En los experimentos de integracion dirigida se utilizaron ARNg con una alta eficacia de edicién junto con un
vector AAVE que contenia la plantilla donante CD40LG representada en la Figura. 2A. AAVE se afiadi6 después de
la electroporacion de RNP en el dia 3 y la fluorescencia de GFP se midié por FACS 20 dias después del
experimento, como se muestra en la Figura. 2D. El porcentaje de células GFP positivas en poblaciones de células
T tras la edicién génica se muestra en la Figura. 2E. Las células T madre de memoria (TSCM) se definen como
CDB2L+CD45RA+, las T de memoria central (TCM) como CD62L+ CD45RA-, las T efectoras de memoria (TEM)
como CD62L- CD45RA- y las efectoras terminales (TEMRA) como CD62L-CD45RA+. La combinacion
CRISPR/Cas9 y AAVE permitié altos niveles de edicién del gen CD40L en mdltiples poblaciones de células T. En
la Figura. 2F se presentan graficos representativos de las células T que expresan CD45RAy CD62L 7 dias (panel
izquierdo) y 20 dias (panel derecho) después del tratamiento. La composicién del cultivo de células T 7 y 19 dias
(panel izquierdo) y 20 dias (panel derecho) después del tratamiento se muestra en la Figura. 2G. Estos datos
indican que no hay desviacién de las subpoblaciones de células T tras la edicién génica en el emplazamiento
CDA40L, en relacién con el control sin editar ("sélo células"). También se realizaron experimentos de integracion
diana junto con un vector IDLV que contenia la plantilla donante CD40LG, como se muestra en la Figura. 2H. El
nivel de HDR (evaluado mediante la determinacién del porcentaje de células GFP +) dentro de varios linajes de
células T se muestra en la Figura. 2I. La Figura. 2J muestra que se observan niveles similares y elevados de
edicién génica tanto en las células de la HD como en las del paciente.

Tabla 9. ARN guia, protoespaciador y secuencias PAM

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

%Nombre del ARNg ecuencia Protospacer (5' a 3')

AT TGGATGATTGCACTTTATCA (SEQ ID NO: (GGG (SEQ D NG
f 2) 10) :
‘B ' TTTTCTAACAGGATAAGGTG (SEQ ID NO: AGG (SEQ ID NO: |
f 3) 11) :
iC {CGGTAAATATCAGTCCACTG (SEQ ID NO: AGG (SEQ ID NO: |
:4) 12)
D ' AGTGAGGGCTGAAGTCATCCA (SEQ ID CTGGGT (SEQ D
:NO: 5) NO: 13) 5
E : ACCTAATATTTGGATAACCCA (SEQ ID NO: \GTGGAT (SEQ
CAGAAT (SEQ
s ARG TR TAGE (SEaTB G TGGAGT(SEQD ...............................................
: :8) NO: 16) ;
H 'GAGGACTTTCAGGCATAAATG (SEQ ID GAGAAT (SEQ D
i :NO: 9) NO: 17) =
§Ii\'i8ir}'i'6}é ...... 'd"é'f'é'é;é'"'"'""'"s'é'c"ﬁé'r'{'c"i;&'éi"b;ﬁi\'ié ........................................ TR % ........................ s
ARNg (secuenciacion)
A S. UGGAUGAUUGCACUUUAUCA (SEQ |GGG (SEQ ID NO: :90%
pyogenes 1D NO: 18) 26)
‘B S. UUUUCUAACAGGAUAAGGUG (SEQ |AGG (SEQ ID NO: {70%
pyogenes {ID NO: 19) 27)
c S. CGGUAAAUAUCAGUCCACUG (SEQ |AGG (SEQ ID NO: i85%
3 pyogenes {ID NO: 20) 28) :
D S. aureus |AGUGAGGGCUGAAGUCAUCCA CTGGGT (SEQ ID i{90%
: (SEQ ID NO: 21) NO: 29) :
E S. aureus | ACCUAAUAUUUGGAUAACCCA (SEQ |GTGGAT (SEQ ID {90%
1 ID NO: 22) NO: 30) :
F S. aureus  CAAUGAGAAAUGUGACAAUUA (SEQ [ CAGAAT (SEQ ID i80%
f ID NO: 23) NO: 31)
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§Nombre del {Cas9 Secuencia del ARNg PAM % Edicion
‘ARNg {(secuenciacién)

G AGAAUAGCUCUGAUUUCUACC TGGAGT ( 180%

: {(SEQ ID NO: 24) NO: 32) :

H S. aureus {GAGGACTTTCAGGCATAAATG (SEQ GAGAAT (SEQ ID §15—20%

3 ID NO: 25) NO: 33) :

‘Nombre del §Descripci6n del {Secuencia de donantes

‘donante donante
1 {gARN-A_HA {(SEQ ID NO: 34)
: '+ ADNc
e TGTTTTGCATTCTTAGGAAAAGAAAACCATCAGGACTTATTTTGTTTTCATGTA

TTITTTTCACTTCCACTGAGGAGTATAATTGGCTGGTGTTGACAAAATACCAATC
+ Relleno ATAGATGTAAAGGAGAAAGTTGATTAGTTTTCTGGCTGTTCCTAAAATTCTGG
ATGCAGGAACTGTGGCTAGAAAGCATCTGGATGATTGCACTTTATACTCTTAA
TTCATTACATATTGTGCGGTCGAATTCAGGGAGCCGATAATGCGGTTACAATA
ATTCCTATACTTAAATATACAAAGATTTAAAATTTCAAAAAATGGTTACCAGCA
TCGTTAGTGCGTATACATCAAGAGGCACGTGCCCCGGAGACAGCAAGTAAGC
TCTTTAAACACCTGATGTGCTCTGTCAATCAAATGTAAAGCTTCCTTAGGTTTA
CATGTGCTCTTAATTACAGCAGAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAG
ATCGAGGACGAGAGAAACCTGCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCC
AGCGGTGCAACACCGGCGAGAGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAA
TCAAGAGCCAGTTCGAGGGCTTCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGA
AACGAAGAAAGAAAACTCCTTCGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAG
ATCGCCGCTCACGTGATCAGCGAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGCTGC
AGTGGGCCOAGAAGGGCTACTACACCATGAGCAACAACCTGGTCACCCTGGA
AAACGGCAAGCAGCTGACAGTGAAGCGGCAGGGCCTGTACTACATCTACGCC
CAAGTGACCTTCTGCAGCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGE
CAGCCTGTGCCTGAAGTCCCCTGGCAGATTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCC
GCCAACACACACAGCAGCGCCAAACCTTGTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGG
CGGAGTGTTTGAGCTGCAGCCTGGCGCAAGCOTGTTCGTGAATGTGACAGAC
CCTAGCCAGGTGTCCCACGGCACCGGCTTTACATCTTTCGGACTGCTGAAGCT
GTGAACAGTGTCACCTTGCAGGCTGTGGTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCA
TAATACAGCACAGCGGTTAAGCCCACCCCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCT
AGGATCCTCCTTATGGAGAACTATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACT
GTAATAAGTGAATTACAGGTCACATGAAACCAAAACGGGCCCTGCTCCATAA
GAGCTTATATATCTGAAGCAGCAACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCC
TATGAAAAGACAAGGCCATTATGCACAGGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGA
TAACTTGCCAAGTTCAGTTTTGTTTCTTTGCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAA
TGCATTTGATTTATCAGTGAAGATGCAGAAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTC
ACATTCAGTTATGGTTGACTCTGGGTTCCTATGGCCTTGTTGGAGGGGGCCAG
GCTCTAGAACGTCTAACACAGTGGAGAACCGAAACCCCCCCCCCCCGLCACCC
TCTCGGACAGTTATTCATTCTCTTTCAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTTCAG
TCTCTCTCTCTCAACCTCTTTCTTCCAATCTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTTTCCCT
TTGTCAGTCTCTTCCCTCCCCCAGTCTCTCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAGAGTCAG
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§Nombre del | Descripcién
‘donante donante

del

Secuencia de donantes

GCCGTTGCTAGTCAGTTCTCTTCTTTCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAG
ATGAGGGTGAGGAGTAGGGAGTGCAGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTAC
GAAATGACTGTATTTAAAGGAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTT
TCCAGAGTGAACTTGTAATTATCTTGTTATTTATTITTITGAATAATAAAGACCTC
TTAACATTACGCGCTTAACATTATCGTTGTTGTTTGAGTACCTAAAGCTCCCAG
CCAGGTTGGGGAAAGAGGAAGCATTTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGA
TGTTTTCATAAACTTTGTTCTCAAGCTACTTACATTACGCGTACTAGTTGGCTCC
GGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGG
GGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTA
AACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGG
GAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGG
TITGCCGCCAGAACACAGGTGTCGTGACGCGGATCGTACCCGGGTTAAGGGC
GAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCACCGGTCGCCACCATG
GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAG
CTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAG
GGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCA
AGCTGCCCGTGCCLTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAG
TGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGC
CATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGC
AACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACC
GCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGC
ACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAA
GCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGAC
GGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGLCGACG
GCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGC
AAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCG
CCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCLGLCGT
CGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTA
GTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAG
GTGCCACTCCCACTGCCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTC
TGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGG
GGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTA
TGGTACCAGCTTAAAGAGCAGAGTAACTTAGTAGGCTGCTTTGACATACGATT
TTTAATAAAACATGAGCATTTGAATAAAAACGACTTCCTCATACTGTAAACATC
ACGCATGCACATTAGACAATAATCCAGTAACGAAACGGCTTCAGTCGTAATCG
CCCATATAGTTGGCTACAGAATGTTGGATAGAGAACTTAAGTACGCTAAGGC
GGCGTATTTTCTTAATATTTAGGGGTATTTCAGGGATACTTGAGTGTCCTCTCT
TAGGATCTGGACCTAGAATTAATGTCATGAGATTTTTCTAACAGGATAAGGTG
AGGTAGTGAGGGCTGAAGTCATCCACTGGGTTATCCAAATATTAGGTTTCACT
GCTGACAAAAGAGGGGGCTTCTGGTCTGGTTGGTTATTTGTGTITGG

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

2 {GARN-A_HA

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

- Relleno

(SEQID NO: 35)

TGTTTTGCATTCTTAGGAAAAGAAAACCATCAGGACTTATTTTGTTTTCATGTA
TTTTTTCACTTCCACTGAGGAGTATAATTGGCTGGTGTTGACAAAATACCAATC
ATAGATGTAAAGGAGAAAGTTGATTAGTTTTCTGGCTGTTCCTAAAATTCTGG
ATGCAGGAACTGTGGCTAGAAAGCATCTGGATGATTGCACTTTACCTGATGTG
CTCTGTCAATCAAATGTAAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAATTACAG
CAGAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGACGAGAGAAAC
CTGCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACACCGGCaG
AGAGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGTTCGAGG
GCTTCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAGAAAACT
CCTTCGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGCTCACGTGAT
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§Nombre del | Descripcién del {Secuencia de donantes
‘donante donante

CAGCGAGGCCAGTAGCAAGACAACAAGLETGITGLAGTGGGLLGAGAAGEG

CTACTACACCATGAGCAACAACCTRGTCACCCTGGAAAACGGCAAGCAGLTG
ACAGTGAAGCGREAGEGCCTGTACTACATCTACGLCCAAGTGACCTICTGCA
SCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGCCAGCCTRTGCCTGAAG
ICCCCTGGCABATTCGAGCGRATTCTGCTOAGAGCLGLCAACACACACAGEA
GLELCAMACCTIOTGOLCAGCAGTCTATTCACCTCGGLEEAGTGITIGAGLTG
CAGCCTGRCGCAAGLGTGTTCGTGAATGTGACAGACCCTAGCCAGETGTCLC
ACGGECACCGGCITTACATCTTTICOOACTGLTGAAGLTGTGAACAGTGTCACLY
TGCAGGCTGTGGTOLAGCTRACGLTGGGALTCTTCATAATACAGLACAGLGG
TTAAGCCCACCCCCTGTTAALTGUCTATTTATAACCLTAGRATCCTCCITATGR
AGAACTATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTGAATTAC
AGGTCACATGAAACCAAAACGRGLLCTGCTCCATAAGAGCTTATATATITGAA
GCAGCAACCICACTGATGCAGRCATCLCAGAGAGTCCTATGAARAGACAAGEC
CATTATGCACAGGTTGAATTICTGAGTAAACAGCAGATAACTTGCCAAGTICAG
TTTIGTTICTITGCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGCATTTGATTTATCAGT
GAAGATGLAGAAGGGAAATGOGGAGCITCAGCTCACATTCAGTTATGGTTGA
CTCTREGTTCCTATGGCCTTGTTGGAGRGGGCCAGGCTCTAGAACGTCTAACA
CAGTGRAGAACCGAAALCCCCCCOCCCCCQCCACTCTCTCGRACAGTTATTCAT
TCTCTTICAATCTCTCICTCTCCATCTCTCTCTTTCAGTCTCTCTCTCTCAACCTCT
TTCITCCAATCTCTCTITCTCAATCTCTCTGTITCCCITTIGTCAGTCTCTTCCOTCC
CCCAGTCTCYICTICTCAATCCCCOTTTCTAACACACACATACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACAGAGTCAGGLCGTTGCTAGTCAGTTC
TCTTCTITCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGRLTQAGGAGTAG
GGAGTGCAGCCCTGAGLCTGLCCACTCCTCATTACGAAATGACTGTATTTAAL
GGAAATCTATTGTATCTACCTGLAGTCTLCATTGTTTCLAGAGTGAACTTGTAA
TTATCTIGTTATTTATTTTITGAATAATAAAGACCTCTTAACATTACGCGCTTAA
CATTATCGTTGTTGTITGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGRTTGGGRAAAGAG
GAAGCATTTOGAGGGAATTTTCCCAACCTITGTGATGTTTTCATAAACTTIGTT
CTCAAGCTACTTACATTACGCOTACTAGTTOOLTCCOGOTGLCLGTCALTOOGL
AGAGLGCACATCGLCLALAGTCCLCOAGAAGTTGREEEGAGHOETLGGCAA
TTGAALCEGTGLCTAGAGAAGLTGGLGLEGGGTAAALTGRGAAAGTGATGEY
COTGTACTGGCYCCGLOITITICCCGAGEG TOEEGGAGAACLGTATATAAGT
GLAGTAGTCGCOGTGAACGTTCITTTTCGCAACGGGTTTGCLGCCAGAACALCA
GOIGTCOTCACGLGGATCUTACCCOGOGTTAAGGOLGAAT TCCAGCATACTGG
CGOGCCATTALTAGTGGATCCACCGGTCGLCACCATGGTGAGCAAGGGLGAGH
AGCTGTTCACCEEEGETEGTGCLCATLCTOETCRAGLTGEACGGLGACGTAAA
CGGECACAAGTTCAGCGTGTCOGGLGAGGGLGAGGGLGATGCCACLTALGG
CAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTHICTGTGLCCIGRC
CCACCCTCRTRACCACCCTGALLTACGGCATGCAGTGCTTCAGCCGLTACCCC
GACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGLCCGAAGGCTACGT
CCAGRAGCRCACCATCTTCTTCAAGRACGACGGRCAACTACAAGACCCRCAIC
GAGGTGAAGTTCGAGGGIGACACCCIGGTGAACCGLATLGAGCTGAAGESC
ATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATLCTGGGGCACARGCTGGAGTACAACT
ACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGULGACAAGCAGAAGAACGGCATCAA
GGTGAACTTCAAGATCCGLCACAACATCGAGGACGGTAGCGTGCAGLTCGCL
GACCACTACCAGCAGAATACCCCCATCGGUGACGGLCCCETRCTGETGRLCE
ACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCTCTGAGCAAAGALCCCAACTAGAS
GCGCOATCACATGGTCCTGLTGRAGTTICOTGACCGLCGCCGGGATLACTCTC
GGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCHGCCGUGTCGAGTCTAGAGGGLCC
GTTTAAALCCGLTGATCAGCLTCHACTGTGCCITCTAGTTGLCAGCCATCTGTY
STTTGLCCCTCCCCCATGLOTTCCTTGACCCTGRAAGGTGCCACTCCCALTECC

52




ES 2998 052 T3

§Nombre del | Descripcién del {Secuencia de donantes
‘donante donante

CTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCT
ATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGA
CAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGTACCAGCTTAAAGA
GCAGAGTAACTTAGTAGGCTCAGGGATACTTGAGTGTCCTCTCTTAGGATCTG
GACCTAGAATTAATGTCATGAGATTTTTCTAACAGGATAAGGTGAGGTAGTG
AGGGCTGAAGTCATCCACTGGGTTATCCAAATATTAGGTTTCACTGCTGACAA
AAGAGGGGGCTTCTGGTCTGGTTGGTTATTTIGTGTTTGG

{(SEQ ID NO: 36)

““““““““““““““““““““““““ TGTTTTGCATTCTTAGGAAAAGAAAACCATCAGGACTTATTTTGTTTTCATGTA
TTITTTTCACTTCCACTGAGGAGTATAATTGGCTGGTGTTGACAAAATACCAATC
+ relleno ATAGATGTAAAGGAGAAAGTTGATTAGTTTTCTGGCTGTTCCTAAAATTCTGG
ATGCAGGAACTGTGGCTAGAAAGCATCTGGATGATTGCACTTTATACTCTTAA
TTCATTACATATTGTGCGGTCGAATTCAGGGAGCCGATAATGCGGTTACAATA
ATTCCTATACTTAAATATACAAAGATTTAAAATTTCAAAAAATGGTTACCAGCA
TCGTTAGTGCGTATACATCAAGAGGCACGTGCCCCGGAGACAGCAAGTAAGC
TCTTTAAACACCTGATGTGCTCTGTCAATCAAATGTAAAGCTTCCTTAGGTTTA
CATGTGCTCTTAATTACAGCAGAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAG
ATCGAGGACGAGAGAAACCTGCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCC
AGCGGTGCAACACCGGCGAGAGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAA
TCAAGAGCCAGTTCGAGGGCTTCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGA
AACGAAGAAAGAAAACTCCTTCGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAG
ATCGCCGCTCACGTGATCAGCGAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGCTGC
AGTGGGCCOAGAAGGGCTACTACACCATGAGCAACAACCTGGTCACCCTGGA
AAACGGCAAGCAGCTGACAGTGAAGCGGCAGGGCCTGTACTACATCTACGCC
CAAGTGACCTTCTGCAGCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGE
CAGCCTGTGCCTGAAGTCCCCTGGCAGATTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCC
GCCAACACACACAGCAGCGCCAAACCTTGTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGG
CGGAGTGTTTGAGCTGCAGCCTGGCGCAAGCOTGTTCGTGAATGTGACAGAC
CCTAGCCAGGTGTCCCACGGCACCGGCTTTACATCTTITCGGACTGCTGAAGCT
GTGAACAGTGTCACCTTGCAGGCTGTGGTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCA
TAATACAGCACAGCGGTTAAGCCCACCCCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCT
AGGATCCTCCTTATGGAGAACTATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACT
GTAATAAGTGAATTACAGGTCACATGAAACCAAAACGGGCCCTGCTCCATAA
GAGCTTATATATCTGAAGCAGCAACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCC
TATGAAAAGACAAGGCCATTATGCACAGGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGA
TAACTTGCCAAGTTCAGTTTTGTTTCTTTGCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAA
TGCATTTGATTTATCAGTGAAGATGCAGAAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTC
ACATTCAGTTATGGTTGACTCTGGGTTCCTATGGCCTTGTTGGAGGGGGCCAG
GCTCTAGAACGTCTAACACAGTGGAGAACCGAAACCCCCCCCCCCCGLCACCC
TCTCGGACAGTTATTCATTCTCTTTCAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTTCAG
TCTCTCTCTCTCAACCTCTTTCTTCCAATCTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTTTCCCT
TTGTCAGTCTCTTCCCTCCCCCAGTCTCTCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAGAGTCAG
GCCGTTGCTAGTCAGTTCTCTTCTTTCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAG
ATGAGGGTGAGGAGTAGGGAGTGCAGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTAC
GAAATGACTGTATTITAAAGGAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTT
TCCAGAGTGAACTTGTAATTATCTTGTTATTTATTTTTTGAATAATAAAGACCTC
TTAACATTACGCGCTTAACATTATCGTTGTTGTTITGAGTACCTAAAGCTCCCAG
CCAGGTTGGGGAAAGAGGAAGCATTTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGA
TGTTTTCATAAACTTTGTTCTCAAGCTACTTACATTACGCGTACTAGTTACCAGC
TTAAAGAGCAGAGTAACTTAGTAGGCTGCTTTGACATACGATTTTTAATAAAA
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CATGAGCATTTGAATAAAAACGACTTCCTCATACTGTAAACATCACGCATGCA
CATTAGACAATAATCCAGTAACGAAACGGCTTCAGTCGTAATCGCCCATATAG
TTGGCTACAGAATGTTGGATAGAGAACTTAAGTACGCTAAGGCGGCGTATITT
CTTAATATTTAGGGGTATTTCAGGGATACTTGAGTGTCCTCTCTTAGGATCTGG
ACCTAGAATTAATGTCATGAGATTTTTCTAACAGGATAAGGTGAGGTAGTGA
GGGCTGAAGTCATCCACTGGGTTATCCAAATATTAGGTTTCACTGCTGACAAA
AGAGGGGGCTTCTGGTCTGGTTGGTTATTITGTGTTTGG

{(SEQ ID NO: 37)

TGTTTTGCATTCTTAGGAAAAGAAAACCATCAGGACTTATTTTGTTTTCATGTA
TITTTTCACTTCCACTGAGGAGTATAATTGGCTGGTGTTGACAAAATACCAATC

- relleno

ATAGATGTAAAGGAGAAAGTTGATTAGTTTTCTGGCTGTTCCTAAAATTCTGG
ATGCAGGAACTGTGGCTAGAAAGCATCTGGATGATTGCACTTTACCTGATGTG
CTCTGTCAATCAAATGTAAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAATTACAG
CAGAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGACGAGAGAAAC
CTGCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACACCGGLG
AGAGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGTTCGAGG
GCTTCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAGAAAACT
CCTTCGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGCTCACGTGAT
CAGCGAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGCTGCAGTGGGCCGAGAAGGG
CTACTACACCATGAGCAACAACCTGGTCACCCTGGAAAACGGCAAGCAGCTG
ACAGTGAAGCGGCAGGGCCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGACCTTCTGCA
GCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGCCAGCCTGTGCCTGAAG
TCCCCTGGCAGATTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCCGCCAACACACACAGCA
GCGCCAAACCTTGTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGGCGGAGTGTTTGAGCTG
CAGCCTGGCGCAAGCGTGTTCGTGAATGTGACAGACCCTAGCCAGGTGTCECC
ACGGCACCGGCTTTACATCTTITCGGACTGCTGAAGCTGTGAACAGTGTCACCT
TGCAGGCTGTGGTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATAATACAGCACAGCGG
TTAAGCCCACCCCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCTAGGATCCTCCTTATGG
AGAACTATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTGAATTAC
AGGTCACATGAAACCAAAACGGGCCCTGCTCCATAAGAGCTTATATATCTGAA
GCAGCAACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGAAAAGACAAGGC
CATTATGCACAGGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGATAACTTGCCAAGTTCAG
TITTGTTTCTTTGCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGCATTTGATTTATCAGT
GAAGATGCAGAAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTCACATTCAGTTATGGTTGA
CTCTGGGTTCCTATGGCCTTGTTGGAGGGGGCCAGGCTCTAGAACGTCTAACA
CAGTGGAGAACCGAAACCCCCCCCCCCCGCCACCCTCTCGGACAGTTATTCAT
TCTCTTTCAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTTCAGTCTCTCTCTCTCAACCTCT
TTCTTCCAATCTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTITCCCTTTGTCAGTCTCTTCCCTCC
CCCAGTCTCTCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACAGAGTCAGGCCGTTGCTAGTCAGTTC
TCTTCTTTCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGGGTGAGGAGTAG
GGAGTGCAGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTACGAAATGACTGTATITAAA
GGAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTTTCCAGAGTGAACTTGTAA
TTATCTTGTTATTTATTTTTTGAATAATAAAGACCTCTTAACATTACGCGCTTAA
CATTATCGTTGTTGTTTGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGGTTGGGGAAAGAG
GAAGCATTTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATGTTTTCATAAACTITGTT
CTCAAGCTACTTACATTACGCGTACTAGTTACCAGCTTAAAGAGCAGAGTAAC
TTAGTAGGCTCAGGGATACTTGAGTGTCCTCTCTTAGGATCTGGACCTAGAAT
TAATGTCATGAGATTTTTCTAACAGGATAAGGTGAGGTAGTGAGGGCTGAAG
TCATCCACTGGGTTATCCAAATATTAGGTTTCACTGCTGACAAAAGAGGGGGC
TTCTGGTCTGGTTGGTTATITGTGTITGG
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TTCTTTITATAAAGCACTGCATCACAAACACTAAAATGAAGTGGGLAAATTAG
CTCTGCAGAAAACTATTTTCTAGGCTOATGTT TATAATCGACCAATCATTACTGA
AGCAATGAGAAATGTOACAATTACAGAATATTGLTGUTATAGTATGTTGAAAA
AATATGCATTTIGTAGTGAACATTTAGTAGAATAGCTCTGATITCTTACTCITA
ATTCATTACATATTGTGCGGTCGAATTCAGGGAGLCGATAATGLGGTTACAAT
AATTCCTATACTTAAATATACAAAGATTITAAAATTTCAARAAATGGTTACCAGC
ATCOTTAGTGCGTATACATCAAGAGGCACGTGLCCCGGAGATAGCAAGTAAG
CICIITAAACATGCTTTGACATACGATTTTTAATAARACATGAGCATTTGAATA
AAAACGACTTCCTCATACTGTAAACATCACGCATGCACATTAGACAATAGATA
CAGAGATGLAACACAGGAGAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAATIAC
AGCAGAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGALGAGAGAA
ACCTGCACGAGOACTTCGTOTTCATGAAGACCATCCAGCOGTGCAALACCGE
COAGAGAAGTCIGAGLCTGUTGAACTGLGAGGAAATCAAGAGECAGTTEGA
GOOLTICGTOAAGGACAT CATGCTGAACAAAGAGGAAACCAAGAAAGAAAA
CTCCTTCGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGLTCACGTG
ATCAGLGAGGLCAGCAGCAAGACAACAAGEGTGLTGLAGTGGLLCCAGAAG
GGCTACTACACCATCAGTAACAACCTGETCACCCTGGAAAALGGCAAGLCAGL
TGACAGTGAAGCGCCAGOOCCTOTACTACATCTACGCCCAAGTGACCTTCTOR
AGCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGCCAGCCIGTGLCTGAA
GICCCOTGGCAGATI CGAGLGUATICTIGCTCAGAGLCGCCAACACACALAGE
AGCGCCASACCTTGTGGCCAGCAGTCTATICACCTCGGCGGAGTGTITGAGET
GLAGCCTGGLGCAAGCETGTICOTGAATOTGACAGACCITAGCCAGLTGTCTE
CACOGCACCGGCTITACATCTTICGGACTGCTGAAGCTGTGAACAGTGTCACC
TTOCAGGLTGTGOTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATAATACAGCACAGCG
GTTAAGCCCACCCCOTGTTAACT GLCTATTTATAACCCTAGGATCCTCCTTATG
GAGAACTATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTGAATTA
CAGGTCACATGAAALCAAAACGGGCLCTGCTCCATAAGAGCTTATATATCTGA
AGCAGCAACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGAAAAGACAAGG
CCATTATGLACAGGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGATAACTTGCCAAGTTCA
GTTITGTTTCTTTGCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGCATTIGATTTATCA
GTGAAGATGCAGAAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTCACATTCAGTTATGGTT
GACTCTOGGTTCCTATGGCCITGTIGGAGGGGGLCAGGCTCTAGAACGTLTA
ACACAGTGGAGAACCGAAATCCCCLCCCCCCBLCALTCTCTCGGACAGTTATT
CATTCTCTTICAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTITCAGTCRCTCTCTCTCAALC
TCTTTCTTCCAATCTCTETITCTCAATCTCTCYGTTTCECTTTGTCAGTCTCITCLC
TCCCCCAGTCTCTCTTCTCAATCCCCCTITCTAACACACACACACACACACACAL
ACACACACACACACACACACACACACACACAGAGTLAGGLCGTTGCTAGTCA
GTTCTCTTCTITCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGGGTGAGGA
GTAGGGAGTGCAGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTACGAAATGACTGTATT
TAAAGGAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTTTCCAGAGTGAACTT
GTAATTATCTTGTTATITATTTTITGAATAATAAAGACCTCTTAACATTACGLGC
TTAACATTATCGTTGTTGT TTGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGGTTGGGGEAA
AGAGGAAGCATTTGRAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATGTTITCATAAACT
TTGTTCTCAAGCTACTTACATTACGCGTACTAGTTGGCTCLGGTGCLCGTCAGT
GGGCAGAGCGCACATCOLCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGLGGGAGGGETCG
GCAATTGAACCGGTOCCTAGAGAAGGTGGLGCGGOGTAAACTGERAAAGTG
ATGTCETGTACTRGCTCCGCCTITITCCLGAGGGTGGGGRAGAACCGTATATA
AGTGCAGTAGTCGLCGTGAACGTTCTTITICGCAACGGGTTTGCCGLCAGAAL
ACAGGTGTCGTGACCLGGATCGTACCCGGGTTAAGGGUGAATTCCAGCACAL
TEGCEGLCGTTACTAGTEGATCCACCGGTCGLCACCATGGTGAGCAAGGGLG
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AGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGALCGT
AAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTA
CGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCT
GGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTAC
CCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTA
CGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGC
GCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG
GGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTAC
AACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCA
TCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCT
CGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGLLCLGTGCTGLTG
CCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGA
GAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACT
CTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGTCGAGTCTAGAGGG
CCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCT
GTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACT
GCCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCA
TTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGG
AAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGTACCAGCTTA
ACTCGTTAACTGACACATTGCAAATTAACATCCAGTAACGAAACGGCTTCAGT
CGTAATCGCCCATATAGTTGGCTACAGAATGTTGGATAGAGAACTTAAGTACG
CTAAGGCGGCGTATTTTCTTAATATITAGGGGTATTGCCGCAGTCATTACAGA
TAACCGCCTATGCGGCCATGCCAGGATTATAGATAACTTTTTAACATTAGCCG
CAGAGGTGGGACTAGCACGTAATACCTGGAGTTTCTGATAACATGACATCTTA
ATTGCTGTCTTTTATAGATTTTTAAACTGCAAATACAAAATAGCAATCAGCCAA
TATAATAACTTATTATTCTCCATTTATGCCTGAAAGTCCTCCTCTTGTTGATGCC
GTGGAAATGAATGTAGAGGCAGATATCATTAGCTGTATTCTCCTTCCGAATGA
CATTTATCATATCCTTGTTATTCCAAAATAGATAGAAGATGAAAGGAATCTTCA
TGAAGATTTTGTATTCATGAAAAC

6 {gARN-G_HA {(SEQ ID NO: 39)

-+ ADNc

TTCTTTTTATAAAGCACTGCATCACAAACACTAAAATGAAGTGGGCAAATTAG

|+ GFP CTCTGCAGAAAACTATTTTCTAGGCTGATGTTTATAATGACCAATCATTACTGA
- Relleno AGCAATGAGAAATGTGACAATTACAGAATATTGCTGCTATAGTATGTTGAAAA
AATATGCATTTTGTAGTGAACATTTAGTAGAATAGCTCTGATTTCTGATACAGA
GATGCAACACAGGAGAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAATTACAGCA

GAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGACGAGAGAAACCT
GCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACACCGGCGAG
AGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGTTCGAGGGCT
TCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAGAAAACTCCTT
CGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGCTCACGTGATCAGC
GAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGCTGCAGTGGGCCGAGAAGGGCTAC
TACACCATGAGCAACAACCTGGTCACCCTGGAAAACGGCAAGCAGCTGACAG
TGAAGCGGCAGGGCCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGACCTTCTGCAGCAAC
AGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGCCAGCCTGTGCCTGAAGTCCCC
TGGCAGATTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCCGCCAACACACACAGCAGCGCC
AAACCTTGTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGGCGGAGTGTTTGAGCTGCAGCC
TGGCGCAAGCGTGTTCGTGAATGTGACAGACCCTAGCCAGGTGTCCCACGGE

ACCGGCTTTACATCTTTCGGACTGCTGAAGCTGTGAACAGTGTCACCTTGCAG

GCTGTGGTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATAATACAGCACAGCGGTTAAG
CCCACCCCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCTAGGATCCTCCTTATGGAGAAC

TATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTGAATTACAGGTC
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ACATGAAACCAAAACGGGLCCTGOTCCATAAGAGCTTATATATCTGAAGCAGL
AACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGAAAAGACAAGGLCATTA
TGCACAGGTTGAATTITGAGTAAACAGCAGATAACTIGCCAAGTTCAGTITTG
HTCTIGCGTGUAGTGTCTITUCATGRATAATGQUATTTGAT TTATCAGTGAAG
ATGLAGAAGGEOAAATGGHGAGLCTCAGCTCACATTCAGTTATGRTTGACTCT
GGETTCCTATGECCTTGTTQRAGLLGLLCAGECTCTAGAALGTCTAACACAG
TGGAGAACCEAAACCCLCLCCCCCCELLACCOTCTCOOACAGTTATTCATTAYC
TITCAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCVCTITCAGTCTCTCTCTCTCAACCTCTITCT
TCCAATCTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTITCCCTTIGTCAGTOTCTTCLCTECCCC
AGTCTCTCTICTCAATCCCCCTTTCTAACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACALACACAGAGTCAGGLCGTIGCTAGTCAGTTCTC
TTCTTTCCACCCTGTCLCTATCTCTACCACTATAGATGAGG GTGAGGAGTAGG
GAGTGCAGCCITGAGCCTGLCCACTCCTCATTACGAAATOACTGTATITARAG
GAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTI TCCAGAGTGAALTTGTAAT
TATCTTGTTATITATTTTTTGAATAATAAAGACCTCTTAACATTACGLGCTTAAL
ATTATCETTGTTGITTGAGTACCTAAAGCTCCCAGLCAGGTIGGGGAAAGAG
GARAGCATITGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATGTTTTCATAAALTTIGTT
CTCAAGCTACTTACATTACGUGTACTAGTTGGCYCLGGTGCCCGTCAGTERGEL
AGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGOOGGOAGGGOGTLGGCAA
TTGAACCGGTGLCTAGAGAAGGTGGLGLGGCGTARACTGGGAAAGTGATET
COTGTACTGGCTCCGLLTITTTCCCGAGOGTOGGGRAGAACCGTATATAAGT
GCAGTAGTCRLCGTGAACGTTCTTTITCGCAALGGGTTTGCLGCLAGAATALCA
GOTGTCGTGACGLGGATCRTACCCOGGTTAAGRGRLGAATTCCAGLACALTGGR
CERCCETTACTAGTGOATCCATCGGTCAICACCATGRTGAGTAAGGLCGAGH
AGCTGTTCACCGHGETAGTGCLCATCCTGRTLGAGCTGRALGGLLACGTAAA
CGGUCACAAGTTCAGLGTGTCCGGLGAGEELEAGGGLGATGLCACCTALGE
CAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCAGLAAQUIGLCCATRICCTRRL
CCALCCTCGTGACCACCLTBACCTACGGLETGLAGTQUTTCAGCLGCTACCCC
GACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGLCCGAAGRCTACGT
CCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGQALGACGELAACTACAAGACLCGLGCC
GAGGTGAARTTCOARGGUGACACCCTGGTGAACLGCATCGAGCTGAAGEGL
ATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTOGGGLACAAGCTGRAGTACAALT
ACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGLCGACAAGCAGAARAACGGCATCAA
GGETGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGALGGCAGCGTGCAGCTCGLC
QACCACTACCAGCAGAACACCCOCCATC GG CGACGGLCCCETRITRITRICCG
ACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCLGCCOTGAGCAAAGALCCCAACGAGAA
GLGCGATCACATGOTCCTGLTGGAGTICGTGACCGLOGLOGGGATCALTCTC
GGCATGGALCCAGLTGTACAAGTAAAGCGGCCGUGTCCAGTCTARAGGRCCC
GTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCRACTGTOCCTTCTAGTIGCCAGCCATCTIGTT
QTTTGLCCCTCCCCCGTOLCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGLC
CTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCQCATTOTCTGAGTAGGTGTCATICT
ATTCTGGGGGETGLGHTGGGGCAGGACAGCAAGGGEGAGGATTGGGAAGA
CAATAGCAGGCATGUTGGEGERATGCGOTGGGITCTATGGTACCAGCTTAALTC
GTTAACTGACACATTGCAAATTAACACCTGGAGTTTCTOATARCATGACATETT
AATTGCTGTCTTTTATAGATTITITAAACTGCAAATACAAAATAGCAATCAGCCA
ATATAATAACTTATTATTCTCCATTTATGCCTGAAAGTCLTCCTCTTGTTGATGE
CGTGOAAATGAATGTAGAGGCAGATATCATTAGCTGTATTCTCCTICCGAATG
ACATTTATCATATCCTTOTTATTCCAAAATAGATAGAARGATGAAAGGAATCTTC
ATGAAGATTTTGTATTCATGAAAAL

EQ ID NO: 40)
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+ Relleno TTCTTTITATAAAGCACTGCATCACAALCACTAAAATGAAGTGGGCAAATTAG
CTCTGCAGAARACTATTTTCTAGGCTGATGTTTATAATCGACCAATCATTACTGA
AGCAATGAGAAATGTIGACAATTACAGAATATTGCTGCTATAGTATGTTGAARA
AATATGCATTTTGTAGTGAACATITAGTAGAATAGCTCTGATTITCTTACTCITA
ATTCATTACATATTGTGCGGTCCAATTCAGGGAGLCGATAATGCGGTTACAAT
AATTCCTATACTTAAATATACAAAGATTITAAAATTTCAAAARATOGTTALCAGC
ATCGTTAGTGCGTATACATCAAGAGGCALGTGCCCCGGAGATAGCAAGTAAG
CICHITAAACATOCTTTGACATACGATTITTAATARAACATGAGCATTTIGAATA
AAAACGACTTCCTCATACTGTARACATCACGCATGCACATTAGACAATAGATA
CAGAGATGCAACACAGGAGAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCICTTAATTAC
AGCAGAACCGGTCTCACCTCITCICTTCETCCCACAGATCGAGGALGAGAGAA
ACCTGCACGAGTRACTTICGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACACCGG
COAGAGAAGTCTGAGCCTGOTGAACTGUGAGGAAATCAAGAGCCAGTTEGA
GOGLTTCCTOAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACCAAGAAAGAAAA
CTCCTTCGAGATOCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGLTCACGTG
ATCAGCGAGGICAGCAGCAAGACAACAAGLGTGLTGLAGTGOOLCCAGAAL
GOCTACTACACCATGAGCAACAACCTOOTCACCCTOGAAAACGGCAAGLAGT
TGACAGTGAAGLGECAGGGCCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGACCTTCTGE
AGCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTIATCGCCAGLLTGTGLCTGAA
GICCCCTGGCAGATTCOAGLGGATICTGCTCAGAGLCGCCAACACACACAGE
AGLGCCAAACCTTOTGGCCAGCAGTCTATTICACCTCGGCGBAGTGTITGAGET
GCAGCCTGLCGCAAGCGTGTICOTCAATGTOACAGACCCTAGCCAGGTATCE
CACGGCACCGGCTI TACATETTICGGACTGLTGAAGCTGTGAATAGTGTCALC
TTGCAGGLTGTGOTOGOAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATAATACAGCACAGCG
GTTAAGCCCACCLCCTGTTAACTGLCTATTTATAACCCTAGGATCCTCCTTATG
GAGAALTATITATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTGAATTA
CAGGTCACATGAAACCAALAACGGGCCCTOLTCCATAAGAGCTTATATATCTGA
AGCAGCAACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGAAAAGATAAGE
CCATTATGCACAGRTTGAATICTGAGTAAACAGCAGATAACTTGCCAAGTTCA
GTITTGTITCTTTGCATGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGCATTIGATTTATCA
GTGAAGATGCAGAAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTCACATTCAGTTATGRTT
GACTCTGOGTTCCTATGGCCITGTTGGAGGLGRCCAGGLTCTAGAALGTCTA
ACACAGTGGAGAACCGAAALCCCCCCCCCCCGLCALCOTCTCGGACAGTTATT
CATTCTCTTTCAATCTCYCTCTCTCCATCTCTCTCTITCAGTCYCTCTETCTCAACC
TCTTTCTTCCAATCTCTCTITCTCAATCTCTCTGTTTCCCTTTGTCAGTITCITCLC
TCCCCCAGTCICTCITCTCAATCCCCCTITCTAACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACAGAGTCAGGLCGTTIGCTAGTCA
GTTCTCTTCTITCCACCOTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGGG TGAGGA
GTAGGGAGTGCAGCCCTGAGLCTGCCCACTCCTCATTACGAAATGACTGTATT
TAAAGGAAATCTATT GTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTTTCCAGAGTGAACTT
GTAATTATCTTGTITATITATTITITGAATAATAAAGACCTCITAACATTACHLGC
TTAACATTATCGTTGTTGTTIGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGGTTGEGGAA
AGAGGAAGCATTTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATGTTTTCATAAACT
TIGTTCTCAAGCTACTTACATTACGCGTACTAGT TACCAGCTTAACTCGTTAAL
TGACACATIGCAAATTAACATCCAGTAACGAAATGGLTTCAGTCGTAATCGCC
CATATAGTTGGCTACAGAATGTT GGATAGAGAALTTAAGTACGCTAAGGLGG
COTATTTTCITAATATITAGGGGTATTGCCGCAGTCATTACAGATAACCGCCTA
TGCGGLCATGCCAGGATTATAGATAACTTTTTAACATTAGCCGCAGAGGTGG
GACTAGCACGTAATACCTGGAGTTTCTGATAACATGACATCTTAATTGCTGTCT
TTITATAGATTTTTAAACTGCAAATACAAAATAGCAATCAGLCAATATAATAACT

TATTATTCTCCATTTATGCCTGAAAGTCCTCCTCTTGTTGATGCCGTGGAAATG

AATGTAGAGGCAGATATCATTAGCTGTATTCTCCTTCCGAATGACATTTATCAT
ATCCTTGTTATTCCAAAATAGATAGAAGATGAAAGGAATCTTCATGAAGATTT

TGTATTCATGAAAAC

|(SEQ ID NO: 41)
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TTCTTTTTATAAAGCACTGCATCACAAACACTAAAATGAAGTGGGCAAATTAG
CTCTGCAGAAAACTATTTTCTAGGCTGATGTTTATAATGACCAATCATTACTGA
- Relleno AGCAATGAGAAATGTGACAATTACAGAATATTGCTGCTATAGTATGTTGAAAA
AATATGCATTTTGTAGTGAACATTTAGTAGAATAGCTCTGATTTCTGATACAGA
GATGCAACACAGGAGAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAATTACAGCA
GAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGACGAGAGAAACCT
GCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACACCGGCGAG
AGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGTTCGAGGGLET
TCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAGAAAACTCCTT
CGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGCTCACGTGATCAGC
GAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGCTGCAGTGGGCCGAGAAGGGCTAC
TACACCATGAGCAACAACCTGGTCACCCTGGAAAACGGCAAGCAGCTGACAG
TGAAGCGGCAGGGCCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGACCTTCTGCAGCAAC
AGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGCCAGCCTGTGCCTGAAGTCCCC
TGGCAGATTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCCGCCAACACACACAGCAGCGCC
AAACCTTGTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGGCGGAGTGTTTGAGCTGCAGCC
TGGCGCAAGCGTGTTCGTGAATGTGACAGACCCTAGCCAGGTGTCCCACGGC
ACCGGCTTTACATCTTTCGGACTGCTGAAGCTGTGAACAGTGTCACCTTGCAG
GCTGTGGTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATAATACAGCACAGCGGTTAAG
CCCACCCCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCTAGGATCCTCCTTATGGAGAAC
TATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTGAATTACAGGTC
ACATGAAACCAAAACGGGCCCTGCTCCATAAGAGCTTATATATCTGAAGCAGC
AACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGAAAAGACAAGGCCATTA
TGCACAGGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGATAACTTGCCAAGTTCAGTTTTG
TITCTTTGCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGCATTTGATTTATCAGTGAAG
ATGCAGAAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTCACATTCAGTTATGGTTGACTCT
GGGTTCCTATGGCCTTGTTGGAGGGGGCCAGGCTCTAGAACGTCTAACACAG
TGGAGAACCGAAACCCCCCCCCCCCGCCACCCTCTCGGACAGTTATTCATICTC
TTTCAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTTCAGTCTCTCTCTCTCAACCTCTTTCT
TCCAATCTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTTTCCCTTTGTCAGTCTCTTCCCTCCCCC
AGTCTCTCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACAGAGTCAGGCCGTTGCTAGTCAGTTCTC
TTCTTTCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGGGTGAGGAGTAGG
GAGTGCAGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTACGAAATGACTGTATTTAAAG
GAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTTTCCAGAGTGAACTTGTAAT
TATCTTGTTATTTATTTTTTGAATAATAAAGACCTCTTAACATTACGCGCTTAAC
ATTATCGTTGTTGTTITGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGGTTGGGGAAAGAG
GAAGCATTTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATGTTTTCATAAACTTTGTT
CTCAAGCTACTTACATTACGCGTACTAGTTACCAGCTTAACTCGTTAACTGACA
CATTGCAAATTAACACCTGGAGTTTCTGATAACATGACATCTTAATTGCTGTCT
TITATAGATTTTTAAACTGCAAATACAAAATAGCAATCAGCCAATATAATAACT

TATTATTCTCCATTTATGCCTGAAAGTCCTCCTCTTGTTGATGCCGTGGAAATG
AATGTAGAGGCAGATATCATTAGCTGTATTCTCCTTCCGAATGACATTTATCAT
ATCCTTGTTATTCCAAAATAGATAGAAGATGAAAGGAATCTTCATGAAGATTT

TGTATTCATGAAAAC
9 gARN-CHA (SEQIDNO:42)
: '+ ADNc

-+ GFP
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+ Relleno GATACTTGAGTGTCCTCTCTTAGGATCTGGACCTAGAATTAATGTCATGAGAT
TTTTCTAACAGGATAAGGTGAGGTAGTGAGGGCTGAAGTCATCCACTGGGTT
ATCCAAATATTAGGTTTCACTGCTGACAAAAGAGGGGGCTTCTGGTCTGGTTG
GITATTTGTGTTITGGCCTGATGTGCTCTGTCAATCAAATGTATGGACATAGGC
CTAGCTTCTAAAGGGGCAATAGTGACCTCAGTACTCTTAATTCATTACATATTG
TGCGGTCGAATTCAGGGAGCCGATAATGCGGTTACAATAATTCCTATACTTAA
ATATACAAAGATTTAAAATTTCAAAAAATGGTTACCAGCATCGTTAGTGCGTA
TAGCAAGTGAATTCTGTACATTTAATTATTCTAAAAGCTTCCTTAGGTTTACAT
GTGCTCTTAATTACAGCAGAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATC
GAGGACGAGAGAAACCTGCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGC
GGTGCAACACCGGCGAGAGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCA
AGAGCCAGTTCGAGGGCTTCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAA
CGAAGAAAGAAAACTCCTTCGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGAT
CGCCGCTCACGTGATCAGCGAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGCTGCAG
TGGGCCGAGAAGGGCTACTACACCATGAGCAACAACCTGGTCACCCTGGAAA
ACGGCAAGCAGCTGACAGTGAAGCGGCAGGGCCTGTACTACATCTACGCCCA
AGTGACCTTCTGCAGCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTITATCGCCA
GCCTGTGCCTGAAGTCCCCTGGCAGATTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCCGC
CAACACACACAGCAGCGCCAAACCTTGTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGGLG
GAGTGTTTGAGCTGCAGCCTGGCGCAAGCGTGTTCGTGAATGTGACAGACCC
TAGCCAGGTGTCCCACGGCACCGGCTTTACATCTTTCGGACTGCTGAAGCTGT
GAACAGTGTCACCTTGCAGGCTGTGGTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATA
ATACAGCACAGCGGTTAAGCCCACCCCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCTAG
GATCCTCCTTATGGAGAACTATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTA
ATAAGTGAATTACAGGTCACATGAAACCAAAACGGGCCCTGCTCCATAAGAG
CTTATATATCTGAAGCAGCAACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTAT
GAAAAGACAAGGCCATTATGCACAGGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGATAA
CTTGCCAAGTTCAGTTTTGTTTCTTTGCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGC
ATTTGATTTATCAGTGAAGATGCAGAAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTCACA
TTCAGTTATGGTTGACTCTGGGTTCCTATGGCCTTGTTGGAGGGGGCCAGGLT
CTAGAACGTCTAACACAGTGGAGAACCGAAACCCCCCCCCCCCGCCACCCTCT
CGGACAGTTATTCATTCTCTTTCAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTTCAGTCT
CTCTCTCTCAACCTCTTTCTTCCAATCTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTTTCCCTTTG
TCAGTCTCTTCCCTCCCCCAGTCTCTCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAGAGTCAGGC
CGTTGCTAGTCAGTTCTCTTCTTTCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGAT
GAGGGTGAGGAGTAGGGAGTGCAGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTACGA
AATGACTGTATTTAAAGGAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTTTC
CAGAGTGAACTTGTAATTATCTTGTTATTTATTTTTITGAATAATAAAGACCTCTT
AACATTACGCGCTTAACATTATCGTTGTTGTTTGAGTACCTAAAGCTCCCAGCC
AGGTTGGGGAAAGAGGAAGCATTTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATG

60



ES 2998 052 T3

§Nombre del | Descripcién del

ido

|(SEQ ID NO: 43)

110

nante donante

+ Relleno

Secuencia de donantes

TTTTCATAAACTTTGTTCTCAAGCTACTTACATTACGCGTACTAGTTGGCTCCG
GTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGG
GGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAA
ACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGG
AGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGT
TTGCCGCCAGAACACAGGTGTCGTGACGCGGATCGTACCCGGGTTAAGGGLG
AATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCACCGGTCGCCACCATGG
TGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCT
GGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGG
CGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGC
TGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGC
TTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCAT
GCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAAC
TACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAALCCGC
ATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCAC
AAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGC
AGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGG
CAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGC
CCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAA
AGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCC
GCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGTCG
AGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGT
TGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGT
GCCACTCCCACTGCCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTG
AGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGG
GAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATG
GTACCAGCTTCATCTGGATGATTGCACTTTATCAGGCATCAAGAGGCACGTGC
CCCGGAGACAGCAAGTAAGCTCTTTAAACATGCTTTGACATACGATTTITAAT
AAAACATGAGCATTTGAATAAAAACGACTTCCTCATACTGTAAACATCACGCA
TGCACATTAGACAATAATCCAGTAACGAAACGGCTTCAGTCGTAATCGCCCAT
ATAGTTGGCTACAGAATGTTGGATAGAGAACTTAAGTACGCTAAGGCGGCGT
ATTTTCTTAATATTTGGACTGATATTTACCGTACTATTTACATGTGCTCTTAATT
ACAGCAGAAGCTGCCAGCTAACTGAATCTTGTTTTGAATCTAAAAAATCTACT
CTTAAAGCAAGAAAATGGTATAAAATTAGTTGATAAT

AGATCTTTGATTAGTTTTCTGGCTGTTCCTAAAATTCTGGATGCAGGAACTGTG
GCTAGAAAGCATCTGGATGATTGCACTTTATCAGGGATACTTGAGTGTCCTCT
CTTAGGATCTGGACCTAGAATTAATGTCATGAGATTTTTCTAACAGGATAAGG
TGAGGTAGTGAGGGCTGAAGTCATTACTCTTAATTCATTACATATTGTGCGGT
CGAATTCAGGGAGCCGATAATGCGGTTACAATAATTCCTATACTTAAATATAC
AAAGATTTAAAATTTCAAAAAATGGTTACCAGCATCGTTAGTGCGTATACATC
AAGAGGCACGTGCCCCGGAGACAGCAAGTAAGCTCTTTAAACATGCTTTGAC
ATACGATTTTTAATAAAACATGAGCATTTGAATAAAAACGACTTCCTCATACTG
TAAACATCACGCATGCACATTAGACAATAATCCAGTAACGAAAGAATTCTGTA
CATTTAATTATTCTAAGACATTGGAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAA
TTACAGCAGAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGACGAG
AGAAACCTGCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACA
CCGGCGAGAGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGT
TCGAGGGCTTCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAG
AAAACTCCTTCGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGCTCA
CGTGATCAGCGAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGLCTGCAGTGGGCCGA
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GAAGGGLTACTACACCATGAGLAACAALCTGGTCACCCTGGAAMACGGCAAG

CAGCTGACAGTGAAGLGGCAGGOLCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGALCT
TEIGCAGCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGCCAGCCTRTGE
CTGAAGTCCCCTOECAGATTCGAGLGGATICTOCTGAGAGCCGLCAACALCAC
ACAGCAGLGCCAANCCTTGTEOCCAGCAGTETATTCACCTCGGCGRAGTGTTT
GAGCTOLAGLETOGLOELAAGCEIGTTCOTGAATGTGACAGACCCTAGLCARS
TGTCCCACGRLACCORCTTTACATCTT TCOGACTGLTGAAGCIGTIGAACAGTG
TCACCTTGCAGGLTETGETGGAGLTGALGLT GGGAGTCTTCATAATACAGLA
CAGCGGTTAAGCLCACCCCCTGTTAACTOUCTATTTATAACCCTAGRATCCTCC
TTATGGAGAAUTATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTG
AATTACAGGTCACATGAAACCAAAACGGOCCCTGUTCCATAAGAGCTTATATA
TCTGAAGCAGCAACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGARAAGA
CAAGGCCATTATGCACAGGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGATAACTIGECAA
GTTCAGTTITGTITCTTTGCGTGCAGTGTCITTCCATGGATAATGCATTIGATTT
ATCAGTGAAGATGCAGAAGGGAAATGHGEAGCCTCAGCTCACATICAGTTAT
GGTTGACTCTGGGTTCLTATGGCCTTGTTGRAGGGGGCLAGGITCTAGAALG
TCTAACACAGTGGAGAACCOAAALCLCCCCCCLCCOLCACCCTCTCGBACAGT
TATTCATTCTCITTCAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTTCAGTCICTCTCICTC
AACCTCTITCTTCCAATCTCTCY TTCTCAATCTCTCTGTTICCCTTIGTCAGTCTC
TTCCCTCCCCCAGTCTCTCITCTCAATC CLCCTTTCTAACACACACACACACALCA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACAGAGTCAGGLCOTTGLTA
GTCAGTTICTCTTCITTCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGGGTG
AGGAGTAGGGAGTGCAGCCCTGAGCLTGLCCACTCCTCATTACGAAATGALT
STATTTAAAGGAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATIGTTTCCAGAGTS
AACTTOTAARTTATCTTIGTIATT TATTTTTTGAATAATAAAGACCTCTTAACATTA
CGCRCTTAACATTATCGTTGTTGTTTGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGETTG
GGEAAAGAGRAAGLATITGGAGGLAATTTTCCCAACCTTIGTGATGTTTTCAT
AAACTTTGTTCTCAAGLTACTTACATTACGLGTACTAGTIGGLTCLGGTGLCCG
TCAGTERGLAGAGLGLACATCGCLCACAGTCCCCGAGAAGTTGGEGG0AGE
GGICGOGLAATTGAACLGOTGCLTAGAGAALGGTGGLGLGGEGTAAACTGEGEA
AAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGLCTTTTTCLCGAGGGTGEHEEEAGAACLG
TATATAAGTGCAGTAGTCGCLGTGAALGTICTITITCGLAACGGGTTTGCLGT
CAGAACACAGGTGTUGTGALGCGGATLGTACCLGGGTTAAGGGLGAATILCA
GCACACTROLOBLCOTTACTAGTGUATCCALCQOQTCOTCACCATQGTGAGCA
AGGGCGAGGAGCTGTTCACCOGGRTOGTGUCCATCCTGOTCGAGCTGGALG
GLGACGTAAACGGUCACAAGTICAGLGTGTCLGGLGAGGGLGAGLGCGATG
CCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATLTGCACCACCGGEAAGCTGCCE
GTGCCCTEGUCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGLAGTGUTICAG
CCGCTACCOCGALCACATGAAGCAGCACGACTTCTITCAAGTCCGLCATRLCCG
AAGGCTACGTCCAGGAGLGCACCATCTTCTT CAAGGALGATGLUAALTACAA
GACCCGLRCCGAGRTRAAGTTCRAGGGLRACACCITGGTGAALCGLATCGA
GLTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGRCAACATCCTGRGGCACAAGLT
GGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGLCGACAAGCAGAAG
AACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGLCACAACATCGAGGACGGCAGLS
TGCAGCTCGCLGALCACTACCAGCAGAACACCCLCATCRALGALGGLLCCGT
GCTGCTGCCCGACAACCACTACCTRAGCACCCAGTCLGLCCTRAGCAAAGACC
CCAACGAQAAGCGCOATCACATGOTCCTGCTRRAGTTCGTGACCGLCGLLGG
GATCACTCTCOBCATOGACCAGCTGTACAAGTAAAGLGGCCGLGTCGAGTT
AGAGGGCCCGTITARACCCOLTGATCAGCCTCGACTGTGCLTICTAGTTGCCA
GCCATCIGTTETTTGCLCCTCCCCOETEECTTCLTIGACCCTGGAAGGTGCCAC
TCCCACTGCCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTA
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GGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAG
GATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGTA
CCAGCTTTAAATACCAATCATAGATGTAAAGGAGAAAGCGGCTTCAGTCGTAA
TCGCCCATATAGTTGGCTACAGAATGTTGGATAGAGAACTTAAGTACGCTAAG
GCGGCGTATTTTCTTAATATITAGGGGTATTGCCGCAGTCATTACAGATAACC
GCCTATGCGGCCATGCCAGGATTATAGATAACTTTTTAACATTAGCCGCAGAG
GTGGCCACTGGGTTATCCAAATATTAGGTTTCACTGCTGACAAAAGAGGGGG
CTTCTGGTCTGGTTGGTTATTITGTGTTTGGCCTGATGTGCTCTGTCAATCAAAT
GTATGGACATAGGCCTAGCTTCTAAAGGGGCAATAGTGACCTCAGTGGACTG
ATATTTACCGTACTATTTACATGTGCTCTTAATTACAGCAGAAGCTGCCAGCTA
ACTGAATCTTGTTTTGAATCTAAAAAATCTACTCTTAAAGCAAGAAAATGGTAT
AAAATTAGTTGATAATGCAAGTAGATCT

§11

- Relleno

{(SEQ ID NO: 44)

AGATCTTTGATTAGTTTTCTGGCTGTTCCTAAAATTCTGGATGCAGGAACTGTG
GCTAGAAAGCATCTGGATGATTGCACTTTATCAGGGATACTTGAGTGTCCTCT
CTTAGGATCTGGACCTAGAATTAATGTCATGAGATTTTTCTAACAGGATAAGG
TGAGGTAGTGAGGGCTGAAGTCATGAATTCTGTACATTTAATTATTCTAAGAC
ATTGGAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAATTACAGCAGAACCGGTCT
GACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGACGAGAGAAACCTGCACGAGGAC
TTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACACCGGCGAGAGAAGTCTGA
GCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGTTCGAGGGCTTCGTGAAGG
ACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAGAAAACTCCTTCGAGATGCA
GAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGCTCACGTGATCAGCGAGGCCAGCE
AGCAAGACAACAAGCGTGCTGCAGTGGGCCGAGAAGGGCTACTACACCATG
AGCAACAACCTGGTCACCCTGGAAAACGGCAAGCAGCTGACAGTGAAGCGG
CAGGGCCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGACCTTCTGCAGCAACAGAGAGG
CCAGCTCTCAGGCCCCTTITATCGCCAGCCTGTGCCTGAAGTCCCCTGGCAGA
TTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCCGCCAACACACACAGCAGCGCCAAACCTT
GTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGGCGGAGTGTTTGAGCTGCAGCCTGGCGC
AAGCGTGTTCGTGAATGTGACAGACCCTAGCCAGGTGTCCCACGGCACCGGL
TTTACATCTTTCGGACTGCTGAAGCTGTGAACAGTGTCACCTTGCAGGCTGTG
GTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATAATACAGCACAGCGGTTAAGCCCACC
CCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCTAGGATCCTCCTTATGGAGAACTATTTA
TTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTGAATTACAGGTCACATGA
AACCAAAACGGGCCCTGCTCCATAAGAGCTTATATATCTGAAGCAGCAACCCC
ACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGAAAAGACAAGGCCATTATGCACA
GGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGATAACTTGCCAAGTTCAGTTTTGTTTCTTT
GCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGCATTTGATTTATCAGTGAAGATGCAG
AAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTCACATTCAGTTATGGTTGACTCTGGGTTC
CTATGGCCTTGTTGGAGGGGGCCAGGCTCTAGAACGTCTAACACAGTGGAGA
ACCGAAACCCCCCCCCCCCGCCACCCTCTCGGACAGTTATTCATTCTCTTTCAA
TCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTTCAGTCTCTCTCTCTCAACCTCTTTCTTCCAAT
CTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTTTCCCTTTGTCAGTCTCTTCCCTCCCCCAGTCTC
TCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACAGAGTCAGGCCGTTGCTAGTCAGTTCTCTTCTITC
CACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGGGTGAGGAGTAGGGAGTGC
AGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTACGAAATGACTGTATTTAAAGGAAATC
TATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTTTCCAGAGTGAACTTGTAATTATCTTG
TTATTTATTTTTTGAATAATAAAGACCTCTTAACATTACGCGCTTAACATTATCG
TTGTTGTTTGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGGTTGGGGAAAGAGGAAGCAT
TTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATGTTTTCATAAACTTTGTTCTCAAGC
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TACTTACATTACGCGTACTAGTTGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGC
ACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAALCC
GGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTAC
TGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAG
TCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGTGTCG
TGACGCGGATCGTACCCGGGTTAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGLCGT
TACTAGTGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTT
CACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCAC
AAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTG
ACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCLCTGGCCCACCCT
CGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACA
TGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGA
GCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTG
AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGALT
TCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACA
GCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAA
CTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCAC
TACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAALC
ACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGA
TCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGG
ACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCGTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAAC
CCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCC
CTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGCCCTTITCCTA
ATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGG
GGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGC
AGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGTACCAGCTTTAAATACCAATC
ATAGATGTAAAGGAGAAAGCCACTGGGTTATCCAAATATTAGGTTTCACTGCT
GACAAAAGAGGGGGCTTCTGGTCTGGTTGGTTATTTGTGTTTGGCCTGATGT
GCTCTGTCAATCAAATGTATGGACATAGGCCTAGCTTCTAAAGGGGCAATAGT
GACCTCAGTGGACTGATATTTACCGTACTATTTACATGTGCTCTTAATTACAGC
AGAAGCTGCCAGCTAACTGAATCTTGTTTTGAATCTAAAAAATCTACTCTTAAA
GCAAGAAAATGGTATAAAATTAGTTGATAATGCAAGTAGATCT

12 |gARN-D_HA {(SEQ ID NO: 45)

i+ ADNc

AGATCTTTGATTAGTTTTCTGGCTGTTCCTAAAATTCTGGATGCAGGAACTGTG
= GFP GCTAGAAAGCATCTGGATGATTGCACTTTATCAGGGATACTTGAGTGTCCTCT
+ Relleno CTTAGGATCTGGACCTAGAATTAATGTCATGAGATTTTTCTAACAGGATAAGG
TGAGGTAGTGAGGGCTGAAGTCATTACTCTTAATTCATTACATATTGTGCGGT
CGAATTCAGGGAGCCGATAATGCGGTTACAATAATTCCTATACTTAAATATAC
AAAGATTTAAAATTTCAAAAAATGGTTACCAGCATCGTTAGTGCGTATACATC
AAGAGGCACGTGCCCCGGAGACAGCAAGTAAGCTCTTTAAACATGCTTTGAC
ATACGATTTTTAATAAAACATGAGCATTTGAATAAAAACGACTTCCTCATACTG
TAAACATCACGCATGCACATTAGACAATAATCCAGTAACGAAAGAATTCTGTA
CATTTAATTATTCTAAGACATTGGAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAA
TTACAGCAGAACCGGTCTGACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGACGAG
AGAAACCTGCACGAGGACTTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACA
CCGGCGAGAGAAGTCTGAGCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGT
TCGAGGGCTTCGTGAAGGACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAG
AAAACTCCTTCGAGATGCAGAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGCTCA
CGTGATCAGCGAGGCCAGCAGCAAGACAACAAGCGTGLTGCAGTGGGCCGA
GAAGGGCTACTACACCATGAGCAACAACCTGGTCACCCTGGAAAACGGCAAG
CAGCTGACAGTGAAGCGGCAGGGCCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGACCT
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TCTGCAGCAACAGAGAGGCCAGCTCTCAGGCCCCTTTTATCGCCAGCCTGTGE

CTGAAGTCCCCTGGCAGATTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCCGCCAACACAL
ACAGCAGCGCCAAACCTTGTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGGCGGAGTGTTT
GAGCTGCAGCCTGGCGCAAGCGTGTTCGTGAATGTGACAGACCCTAGCCAGG
TGTCCCACGGCACCGGCTTTACATCTTTCGGACTGCTGAAGCTGTGAACAGTG
TCACCTTGCAGGCTGTGGTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATAATACAGCA
CAGCGGTTAAGCCCACCCCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCTAGGATCCTCC
TTATGGAGAACTATTTATTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTG
AATTACAGGTCACATGAAACCAAAACGGGCCCTGCTCCATAAGAGCTTATATA
TCTGAAGCAGCAACCCCACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGAAAAGA
CAAGGCCATTATGCACAGGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGATAACTTGCCAA
GTTCAGTTTTGTTTCTTTGCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGCATTTGATTT
ATCAGTGAAGATGCAGAAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTCACATTCAGTTAT
GGTTGACTCTGGGTTCCTATGGCCTTGTTGGAGGGGGCCAGGCTCTAGAACG
TCTAACACAGTGGAGAACCGAAACCCCCCCCCCCCGCCACCCTCTCGGACAGT
TATTCATTCTCTTTCAATCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTITCAGTCTCTCTCTCTC
AACCTCTTTCTTCCAATCTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTTTCCCTTTGTCAGTCTC
TTCCCTCCCCCAGTCTCTCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACAGAGTCAGGCCGTTGCTA
GTCAGTTCTCTTCTTTCCACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGGGTG
AGGAGTAGGGAGTGCAGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTACGAAATGACT
GTATTTAAAGGAAATCTATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTTTCCAGAGTG
AACTTGTAATTATCTTGTTATTTATTTITTITGAATAATAAAGACCTCTTAACATTA
CGCGCTTAACATTATCGTTGTTGTTTGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGGTTG
GGGAAAGAGGAAGCATTTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATGTTTTCAT
AAACTTTGTTCTCAAGCTACTTACATTACGCGTACTAGTAAATACCAATCATAG
ATGTAAAGGAGAAAGCGGCTTCAGTCGTAATCGCCCATATAGTTGGCTACAG
AATGTTGGATAGAGAACTTAAGTACGCTAAGGCGGCGTATTTTCTTAATATIT
AGGGGTATTGCCGCAGTCATTACAGATAACCGCCTATGCGGCCATGCCAGGA
TTATAGATAACTTTTTAACATTAGCCGCAGAGGTGGCCACTGGGTTATCCAAA
TATTAGGTTTCACTGCTGACAAAAGAGGGGGCTTCTGGTCTGGTTGGTTATIT
GTGTTTGGCCTGATGTGCTCTGTCAATCAAATGTATGGACATAGGCCTAGCTT
CTAAAGGGGCAATAGTGACCTCAGTGGACTGATATTITACCGTACTATTTACAT
GTGCTCTTAATTACAGCAGAAGCTGCCAGCTAACTGAATCTTGTTTTGAATCTA
AAAAATCTACTCTTAAAGCAAGAAAATGGTATAAAATTAGTTGATAATGCAAG
TAGATCT

{(SEQ ID NO: 46)
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§Nombre del | Descripcién del {Secuencia de donantes
‘donante donante

- Relleno AGATCTTTGATTAGTTTTCTGGCTGTTCCTAAAATTCTGGATGCAGGAACTGTG
GCTAGAAAGCATCTGGATGATTGCACTTTATCAGGGATACTTGAGTGTCCTCT
CTTAGGATCTGGACCTAGAATTAATGTCATGAGATTTTTCTAACAGGATAAGG
TGAGGTAGTGAGGGCTGAAGTCATGAATTCTGTACATTTAATTATTCTAAGAC
ATTGGAAGCTTCCTTAGGTTTACATGTGCTCTTAATTACAGCAGAACCGGTCT
GACCTCTTCTCTTCCTCCCACAGATCGAGGACGAGAGAAACCTGCACGAGGAC
TTCGTGTTCATGAAGACCATCCAGCGGTGCAACACCGGCGAGAGAAGTCTGA
GCCTGCTGAACTGCGAGGAAATCAAGAGCCAGTTCGAGGGCTTCGTGAAGG
ACATCATGCTGAACAAAGAGGAAACGAAGAAAGAAAACTCCTTCGAGATGCA
GAAGGGCGACCAGAATCCTCAGATCGCCGCTCACGTGATCAGCGAGGCCAGC
AGCAAGACAACAAGCGTGCTGCAGTGGGCCGAGAAGGGCTACTACACCATG
AGCAACAACCTGGTCACCCTGGAAAACGGCAAGCAGCTGACAGTGAAGCGG
CAGGGCCTGTACTACATCTACGCCCAAGTGACCTTCTGCAGCAACAGAGAGG
CCAGCTCTCAGGCCCCTTITATCGCCAGCCTGTGCCTGAAGTCCCCTGGCAGA

TTCGAGCGGATTCTGCTGAGAGCCGCCAACACACACAGCAGCGCCAAACCTT
GTGGCCAGCAGTCTATTCACCTCGGCGGAGTGTTTGAGCTGCAGCCTGGCGL
AAGCGTGTTCGTGAATGTGACAGACCCTAGCCAGGTGTCCCACGGCACCGGL
TTTACATCTTTCGGACTGCTGAAGCTGTGAACAGTGTCACCTTGCAGGCTGTG
GTGGAGCTGACGCTGGGAGTCTTCATAATACAGCACAGCGGTTAAGCCCACC
CCCTGTTAACTGCCTATTTATAACCCTAGGATCCTCCTTATGGAGAACTATTTA
TTATACACTCCAAGGCATGTAGAACTGTAATAAGTGAATTACAGGTCACATGA
AACCAAAACGGGCCCTGCTCCATAAGAGCTTATATATCTGAAGCAGCAACCCC
ACTGATGCAGACATCCAGAGAGTCCTATGAAAAGACAAGGCCATTATGCACA
GGTTGAATTCTGAGTAAACAGCAGATAACTTGCCAAGTTCAGTTTIGTTTCTTT
GCGTGCAGTGTCTTTCCATGGATAATGCATTTGATTTATCAGTGAAGATGCAG
AAGGGAAATGGGGAGCCTCAGCTCACATTCAGTTATGGTTGACTCTGGGTTC
CTATGGCCTTGTTGGAGGGGGCCAGGCTCTAGAACGTCTAACACAGTGGAGA
ACCGAAACCCCCCCCCCCCGCCACCCTCTCGGACAGTTATTCATTCTCTTTCAA
TCTCTCTCTCTCCATCTCTCTCTTTCAGTCTCTCTCTCTCAACCTCTTTCTTCCAAT
CTCTCTTTCTCAATCTCTCTGTTTCCCTTTGTCAGTCTCTTCCCTCCCCCAGTCTC
TCTTCTCAATCCCCCTTTCTAACACACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACAGAGTCAGGCCGTTGCTAGTCAGTTCTCTTCTTTC
CACCCTGTCCCTATCTCTACCACTATAGATGAGGGTGAGGAGTAGGGAGTGC
AGCCCTGAGCCTGCCCACTCCTCATTACGAAATGACTGTATTTAAAGGAAATC
TATTGTATCTACCTGCAGTCTCCATTGTTTCCAGAGTGAACTTGTAATTATCTTG
TTATTTATTTTTTGAATAATAAAGACCTCTTAACATTACGCGCTTAACATTATCG
TTGTTGTTTGAGTACCTAAAGCTCCCAGCCAGGTTGGGGAAAGAGGAAGCAT
TTGGAGGGAATTTTCCCAACCTTTGTGATGTTTTCATAAACTTTGTTCTCAAGC
TACTTACATTACGCGTACTAGTAAATACCAATCATAGATGTAAAGGAGAAAGC
CACTGGGTTATCCAAATATTAGGTTTCACTGCTGACAAAAGAGGGGGCTTCTG
GTCTGGTTGGTTATTTGTGTTTGGCCTGATGTGCTCTGTCAATCAAATGTATGG
ACATAGGCCTAGCTTCTAAAGGGGCAATAGTGACCTCAGTGGACTGATATITA
CCGTACTATTTACATGTGCTCTTAATTACAGCAGAAGCTGCCAGCTAACTGAAT
CTTGTTTTGAATCTAAAAAATCTACTCTTAAAGCAAGAAAATGGTATAAAATTA
GTTGATAATGCAAGTAGATCT

[0253] Se determiné la integracion diana y la expresién de CD40L tras la edicién con tres complejos de RNP que
contenian ARNg ejemplares (ARNg A, D y G). La localizacién de CD40LG, intrén 1, a la que dirigen estos ARNg
se muestra en la Figura. 3A. El procedimiento experimental se describe en la Figura. 3B. La tasa de integracion
diana (presentada como el porcentaje de células GFP+)tras el tratamiento con complejos RNP y la plantilla donante
AAVE se proporciona en la Figura. 3C. El nivel de integracidn diana obtenido con el ARNg A fue comparable al nivel
de integracién diana obtenido con el ARNg D, y fue superior al obtenido con el ARNg G. La Figura. 3D muestra la
expresion de CD40L en la poblacién de células positivas para GFP, determinada mediante anélisis FACS. La
Figura. 3E muestra la fraccién de células CD40L+ en distintos momentos tras la reestimulacién. La integracion de
la plantilla de reparacién correctiva en el extremo 3' del intrén 1 utilizando el ARNg G no cambié la expresién de
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CD40L, en relacién con la integracién de la plantilla de reparacion correctiva en el centro del intrén 1 utilizando el
ARNg A o el ARNg D.

[0254] Para probar si la edicion génica de CD40L preserva la regulacién fisiolégica, se determiné la cinética de
expresion de CD40L. Como se muestra en la Figura. 4B, tras la electroporacién de RNP y la adicién de ADN
donante, se monitorizé la cinética de la expresion de CD40L durante un periodo de 48 horas a partir del dia 15,
tras la induccién de la expresién de CD40L con PMA/lonomicina. Las Figuras. 4C y 4E muestran la cinética de
expresion de CD40L en células T CD4* editadas tras el tratamiento con PMA/lonomicina. La expresién de CD40L
en células CD4* y CD8+ activadas se muestra en las Figuras. 4D y 4F. Estos datos indican que la expresién normal
de CD40L se restablecié tras la edicién génica.

[0255] Para confirmar estos resultados, se realizé otro experimento. Se electroporaron células T humanas con
RNP vy, 15 minutos después, se transdujeron con un vector AAV6 portador del donante corrector. El anélisis FACS
se realizé 6 dias después de la electroporacién RNP, y la cinética de expresién de CD40L se determiné el dia 15
(Figuras. 5B). La edicién de CD40LG permite la expresion normal de la proteina CD40L y preserva la regulacion
fisiolégica de CD40L, como se muestra en las Figuras. 5C y 5D. Las Figuras. 5C y 5D muestran la cinética de
expresion de CD40L en las células T CD4* , editadas con un donante CD40LG de tipo salvaje o de coddén
optimizado ("co") tras el tratamiento con PMA/lonomicina. La expresiéon de CD40L en células CD4" y CD8+
activadas se muestra en la Figura. 5C. Los datos muestran que el ADNc CD40LG con codén optimizado permite
una mejor restauracién de la expresién de CD40L. Ademas, la eficacia de la edicién génica mejord cuando se
afladieron mayores concentraciones del donante AAV6 a las células (Figura. 5SE). Mientras que la expresién de
CDA40L corrector alcanza niveles més bajos que la de CD40L end6geno, ambas muestran un fuerte descenso de
la expresidén después de aproximadamente 6 horas (datos no mostrados). Del mismo modo, se mejord la eficacia
de la edicién génica optimizando las dosis de RNP y AAVB6. Las Figuras. 6A y 6B demuestran que los métodos
descritos en el presente documento producen altos niveles de edicion génica de CD40L (Figura. 6A) y altos niveles
de expresién exégena de CD40L (Figura. 6B). Se observd que el AAV inhibia la expansién de células T tras la
electroporacion en funcién de su MOI (datos no mostrados).

[0256] La especificidad de los gRNA Ay gRNA D se evalu6 mediante analisis Guide-Seq y Amplicon-Seq (Amp-
Seq). Se realizé un analisis de Guide-Seq para evaluar el nimero de eventos de edicién dentro y fuera de la diana
que se produjeron tras la edicion con RNPs que contenian ARNg A 0 ARNg D, y los resultados se muestran en la
Figura. 7A. Guide-Seq se realiz en células T masculinas tras la activacién y expansion de las células. Las células
se nucleofectaron con RNPs que contenian gRNAA o D y un oligo corto de doble cadena (Nat. Biotech. 2015, 33:
187-197). Se aislé el ADNg, se esquilé y se afiadieron adaptadores para la amplificacion PCR antes de la
amplificacién PCR. Las secuencias adyacentes al oligo Guide-Seq se alinearon con el genoma para encontrar la
ubicacién de la insercién del oligo de doble cadena. Los resultados del analisis Guide-Seq se resumen en la Tabla
11.

Tabla 11: Analisis Guide-Seq

%ARNg Cas9 §Edici6n §Promedio de ' # Dianas §Edici6n media §Promedio de lecturas de
§media por §Iecturas guia-seq idetectadas §fuera de diana Guide-Seq no dirigidas
idiana : :
9173 1 10,3% 116

10287 0 ‘No detectado  {N/A

[0257] Se realiz6 un analisis Amp-Seq para validar el evento de edicién fuera de diana observado con el ARNg A,
como se muestra en la Figura. 7B. Amp-Seq se llev6 a cabo mediante amplificaciéon por PCR alrededor del sitio de
corte fuera de diana hallado a partir del analisis Guide-Seq y, a continuacién, utilizando secuenciacién de alto
rendimiento y alineacién computacional para determinar si habia eventos de edicién en el sitio de corte. Guide-Seq
identificé un sitio de corte no diana para el ARNg A. Este sitio de corte estaba en el cromosoma 8, y a ~300 kb de
otro gen. El corte fuera de diana se redujo a niveles de antecedente utilizando una Cas9 de mayor fidelidad (eCas9),
como se muestra en la Figura. 7B. Los eventos de edicién en diana para el ARNg A se muestran en las Figuras.
7By 7E. El anélisis del digenoma revelé un nimero significativamente mayor de posibles sitios de corte in vitro
para el ARNg A (205), en comparacidén con el ARNg D (10) (Figuras. 7C-7D). EIARNg A y el ARNg D mostraron
tasas muy eficientes de edicién e integracién diana, como se muestra arriba, en combinacidén con un alto nivel de
especificidad. La expresiéon de CD40L a partir de la carga integrada fue comparable a los niveles endégenos de
CD40L. La Figura. 7F muestra una visién general de los resultados del analisis Amplicon-Seq para los sitios de
corte fuera de diana identificados para los ARNg Ay D.

Ejemplo 2: Las células CD40L editadas son funcionalmente activas y restauran la recombinacién del
interruptor de clase de células B
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[0258] Para determinar si se restaura la funcién en las células editadas con CD40L, se co-cultivaron células B y
células T editadas, y se determiné la expresién superficial de IgG en las células B. La edicién génica de CD40L en
células T se realiz6 como se ha descrito anteriormente. Las células B se cultivaron conjuntamente con células T
de tipo salvaje (no editadas), células T editadas y seleccionadas para la integracidén diana del gen CD40L corrector
(GFP+), células T tratadas para la edicién génica pero negativas para la integraciéon del gen CD40L corrector (GFP-
), y células T en las que se elimindé el gen CD40L endb6geno mediante la integracién de un casete informador
(CD40L KO). Los cultivos que contenian (i) células B solas, y (i) células B y proteina CD40L soluble (sCD40L), se
utilizaron como controles negativos y positivos, respectivamente. Las células T se probaron sin estimulacién (en
reposo), tras estimulacién con microesferas anti-CD3/CD28 (microesferas) o tras estimulacién con PMA/lonomicina
(PMA/lono). Tras 5 dias de co-cultivo, se realizaron anélisis FACS. Como se muestra en la Figura. 8, las células T
editadas fueron capaces de inducir el cambio de clase de las células B en el ensayo de cocultivo. Ademds, los
niveles de IgM se redujeron significativamente y los de IgG aumentaron significativamente en el medio de las
células B co-cultivadas con células T tras la edicién génica (Figura.9). En conjunto, los datos comunicados en la
Figura. 8 y la Figura. 9 demuestran que las células T editadas expresaron un CD40L funcional, que es capaz de
proporcionar sefiales dependientes del contacto a las células B que indujeron el cambio de clase in vitro.

Ejemplo 3: Integracion dirigida en el emplazamiento de CD40L

[0259] Se determind el nivel de linea de base de la integracién diana en cuatro sitios de corte de ARNg del ejemplo
1: ARNg A (S. pyogenes), ARNg C (S. pyogenes), gRNA D (S. aureus) y gRNA G (S. aureus). Las plantillas de
donantes AAV6E se disefiaron siguiendo la representacién de la Figura. 1A, de modo que todos los donantes
contuvieran la misma carga (secuencias de relleno, CD40LG cDNA/3' UTR/polyA y casete de expresiéon de GFP)
dentro de brazos cortos de homologia disefiados para flanquear los sitios de corte previstos. En la Tabla 12 se
indica la longitud de los brazos homolégicos de cada constructo.

Tabla 12: Homologia Longitud del brazo

gRNAA  205pb  178pb

[0260] Se cultivaron células T CD4* masculinas humanas primarias y se nucleofectaron con el ARNg indicado
como se ha descrito anteriormente. Las células se trasladaron a un nuevo medio de cultivo y, 15 minutos después,
se afiadieron particulas AAV6 al cultivo con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 5e4 o 1e5. Las células se
expandieron durante 7 dias y, a continuacién, se evalué la integracién diana en funcién de la expresién de GFP
mediante citometria de flujo. En este punto temporal tras la nucleofeccion, se detecta muy poca expresién de GFP
en el donante AAV no integrado (datos no mostrados), lo que indica que las células con altos niveles de expresion
de GFP se sometieron a integracion diana. Se encontraron diferencias en los niveles de base de la integracion
dirigida entre los ARNg, con base en la expresion de GFP, como se muestra en la Figura 10. (gRNA A ~35 %,
gRNA C -15 %, gRNA D ~28 %, y gRNA G ~17 %). No se observd una reducciéon dependiente de la dosis en la
integracién diana al reducir la cantidad de donante AAV6 administrada a las células. Los resultados representan al
menos 2 muestras independientes.

[0261] Para aumentar el nivel de base de la integraciéon diana, se examiné el efecto de alargar los brazos de
homologia. Se disefiaron plantillas de donantes AAVE con brazos homoldgicos largos (500 pb a cada lado de la
carga) para los principales sitios de ARNg basados en la integracién diana determinada en la Figura. 10 (ARNg A
y ARNg D). Los experimentos de integracién diana se llevaron a cabo en linfocitos T CD4* masculinos primarios,
tal y como se ha descrito anteriormente. Las células recibieron una plantilla donante AAV6 con HA corta (los mismos
donantes AAV®E utilizados para la Figura. 10), o HAlarga. La expresién de GFP se determiné 7 dias después de la
nucleofeccién mediante citometria de flujo y se representa en la Figura. 11. Los HA largos mejoraron los niveles
de integracidn diana para ambos sitios de corte del ARNg. La integracién dirigida en el sitio A del ARNg aumentd
de ~35 % a -44 %, y la integracién diana en el sitio D del ARNg aumenté del ~28 % al ~42 %.

Ejemplo 4: Terapia con células T adoptivas en modelos murinos

[0262] Los ratones fueron pretratados o acondicionados con ciclofosfamida el dia 0 para agotar las células
receptoras y crear espacio en el nicho linfocitario, permitiendo un mejor injerto de las células trasplantadas. Se
inyectaron células T de tipo salvaje el dia 2 y se midi6 longitudinalmente su injerto a lo largo del tiempo. La relacién
CD8/CD4 permaneci6 estable en el grupo no condicionado, mientras que aumentd significativamente en los
ratones condicionados (véase la Figura. 12A). Durante ese tiempo, la gran mayoria de las células T CD8 y CD4
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circulantes del donante mostraron un fenotipo de memoria central T y de memoria efector, respectivamente (Figura.
12B). La vacunacién con TNP/KLH se introdujo el dia 21, seguida de ensayos serolégicos los dias 35 y 50. Como
se muestra en la Figura. 13, el acondicionamiento con ciclofosfamida dio lugar a un mayor nivel de 1gG especifica
de TNP/KLH en ratones. Los niveles de respuesta IgG especifica a la vacunacién se correlacionan con la dosis de
acondicionamiento administrada (Figura. 14A) y con la cantidad de linfocitos T CD4 de tipo salvaje circulantes
(porcentajes y numeros absolutos, Figura. 14B). Sin embargo, la etapa de acondicionamiento no es absolutamente
necesaria, ya que los ratones sin acondicionamiento también mostraron un aumento de los niveles de 1gG tras la
vacunacion (Figura.13 y Figura.14A). En un segundo experimento, los ratones fueron pretratados o acondicionados
con anticuerpos antileucocitos (ALS) o anti-CD4 el Dia 0. Las Figuras. 14C y 14E representan los porcentajes de
células T receptoras y donantes a lo largo del tiempo en los ratones tratados o no con el régimen de
preacondicionamiento. Los niveles de respuesta |gG especifica a la vacunacién se correlacionan con la dosis de
acondicionamiento administrada (Figura. 14D). Estos datos demuestran que el acondicionamiento linfodepletor
también podria realizarse mediante estrategias inmunobiol6gicas. El trasplante de células T adoptivas restaur6
también la presencia de centros germinales en el bazo de los ratones trasplantados (Figura. 15Ay Figura. 15B).

Ejemplo 5: Terapia con células madre hematopoyéticas en modelos murinos

[0263] Los ratones CD40L negativos fueron tratados con HSPC CDA40L de tipo salvaje, recolectadas de ratones
C57B/6 de tipo salvaje de 6-8 semanas de edad, mezcladas en diferentes porcentajes (100 %, 10 %, 1 % y 0 %)
con células CD40LG negativas, recolectadas de ratones HIGM1. A continuacién, se inmunizé a los ratones
receptores con TNP-KLH y se midieron los niveles de 19G especifica de TNP-KLH. Como se muestra en la Figura.
16A, los ratones que recibieron células madre hematopoyéticas con un 10 % y un 100 % de células CD40L de tipo
salvaje tenian un nivel mucho mayor de IgG, lo que sugiere que las células madre hematopoyéticas con al menos
un 10 % de células CD40L editadas demuestran un efecto terapéutico para tratar enfermedades, tales como el
sindrome de hiper-IlgM.

[0264] En un segundo experimento, los ratones fueron desafiados con dos antigenos, TNP-KLH y ovoalbumina
(OVA), como se muestra en la Figura. 16B. Los ratones CD40LG-negativos fueron trasplantados con diferentes
porcentajes de HSPC de tipo salvaje en el dia 0. Los ratones fueron inmunizados con TNP-KLH a las 12 y 15
semanas tras el trasplante, y posteriormente fueron inmunizados con OVA a las 20 y 23 semanas tras el trasplante.
Se evalué la respuesta IgG especifica de TNP (i) antes de la inmunizacién con TNP-KLH (pre-desafio), (ii) 14 dias
después de la inmunizacién inicial con TNP-KLH (dia 14), y (iii) 28 dias después de la inmunizacién inicial con
TNP-KLH (post-desafio; dia 28). Se evalu6 la respuesta IgG especifica a OVA (i) antes de la inmunizacién con OVA
(pre-desafio), (ii) 14 dias después de la inmunizacién inicial con OVA (dia 14), y (iii) 28 dias después de la
inmunizacién inicial con OVA (post-desafio; dia 28). Los resultados indican que la restauracién de al menos un 10
% de HSPC CD40LG positivas permite la restauraciéon parcial de la respuesta inmunitaria a diferentes vacunas
dependientes de células T. La Figura. 16C muestra el injerto de células T del donante en sangre periférica.

Ejemplo 6: Prueba de concepto de la correccion de CD40LG en células T derivadas de un paciente con
HIGM1

[0265] Para confirmar la correccidén de las mutaciones causantes de HIGM1 mediante la integracién diana de la
plantilla donante correctora, se realizé la edicion génica en células T obtenidas de un sujeto varén con una mutacién
inactivadora genotipada en el exén 3 del gen CD40L (c.334 G>T). Las células T CD4" derivadas del paciente y de
donantes sanos (HD) como control (n=4) se cultivaron y nucleofectaron con RNP (ARNg A) y, 15 minutos después,
se transdujeron con un vector AAV6 portador de la plantilla donante correctora representada en la Figura. 2A, a
una MOI de 5e4. La integracién diana se midié mediante un analisis citofluorimétrico que puntuaba el porcentaje
de células GFP+ dentro de las siguientes subpoblaciones de células T CD4: la memoria de células madre T (TSCM,
CD45RA+ CD62L+), la memoria central (CM, CD45RA-CD62L+), la memoria efectora (EM, CD45RA-CD62L-) y la
memoria efectora RA (TEMRA, CD45RA+CD62L-, Figura. 17A, 17B). La insercién diana se verific6 mediante
analisis de PCR digital de gotitas cuantificando la unién &' del vector con el genoma, lo que confirmé cantidades
similares de reparacién dirigida por homologia a las medidas por la expresién de GFP (Figura. 17C). La diana de
células T policlonales se confirmé mediante la cuantificacién de la diversidad de receptores de células T a través
de la espectrotipificacién TCR-beta (Figura. 17D). La integracién del constructo corrector restauré la expresion y la
regulacién fisiolégica de CD40L en las células T editadas del paciente tras la estimulacién con PMA/lonomicina
(Figura. 18). Para evaluar la funcionalidad de las células editadas, se probaron células GFP+ seleccionadas en un
ensayo de co-cultivo de células T-B (Figura. 19A), que confirmé la restauracién de una sefial dependiente de
células T a células B, induciendo su proliferacién (Figuras. 19B,C) y la produccién de IgG emparejadas por clase
(Figura. 20).

Ejemplo 7: Seleccién de las células editadas CD40LG antes del trasplante
[0266] Ademas de los métodos descritos anteriormente, el constructo corrector utilizado para fijar las mutaciones
CD40LG puede equiparse con un gen de seleccidn con el fin de enriquecer las células editadas antes del

trasplante. Mediante el acoplamiento del ADNc CD40LG corrector con un gen de seleccidn (por ejemplo, receptor
del factor de crecimiento nervioso (NGFR)) precedido por una secuencia de sitio de entrada del ribosoma interno
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(IRES) (Figura. 22A), es posible expresar el gen de seleccién sélo en células en las que se ha producido la
integracién diana que expresan concomitantemente el gen CD40LG. Mientras que CD40LG necesita una fuerte
estimulacion para exponerse en la superficie de los linfocitos T, los niveles basales de expresién del promotor de
CD40LG son suficientes para permitir la expresion en superficie del gen de seleccion NGFR en las células editadas
a partir de 6 dias después de la edicidén génica, seguida de la seleccién de anticuerpos en el dia 13 (Figura. 22B y
Figura. 22C). Tras la estimulacién con PMA/ionomicina de las células tratadas, el promotor CD40LG potencid la
expresion de las proteinas CD40L y NGFR (Figura. 22D). Sin embargo, la cinética de la expresion superficial de
CD40L es comparable a la medida en las células T simuladas (no editadas, UT) (Figura. 22E). El casete de
expresion NGFR se utilizé para obtener la expresién fisiologica del gen CD40LG en las células editadas, tanto en
términos del nivel de expresidn, como del porcentaje de células CD40L+ (Figura. 22E). La Figura. 22F muestra la
capacidad de las células T editadas con CD40L para restaurar el cambio de clase de las células B en un ensayo
de co-cultivo, mostrando el porcentaje de células B con intercambio de IgG en co-cultivo con células T en reposo,
activadas con microesferas (relacién 1:1) o estimuladas con PMA/lonomicina (no tratadas (UT) o editadas
(NGFR+)). La eficacia de integracion dirigida del donante corrector con el casete de seleccién (Figura. 23A) fue
similar a la medida con la plantilla original del donante corrector (Figura. 6A). Las células diana que expresan
CD40LG pueden enriquecerse mediante la seleccion de NGFR sin ninguna desviacion en la composicién del cultivo
de células T (Figura. 23B), y el analisis molecular confirmé la presencia de integracién diana en las células NGFR+
(Figura. 23C). Los ratones NSG fueron trasplantados con células T CD4" editadas, que fueron o no clasificadas
para la expresién de NGFR. Los niveles de injerto fueron comparables a los observados en ratones trasplantados
con células T no editadas, y la fraccién de células editadas se mantuvo estable a lo largo del tiempo (Figura. 24A).
Estos datos demuestran que el procedimiento de edicion de CD40LG y la seleccién NGFR no perjudican la
capacidad de repoblacién de las células T tratadas, que normalmente son capaces de injertarse a largo plazo y de
diferenciarse fisiol6gicamente en células efectoras tras el trasplante (Figura. 24B). La Figura. 24C muestra que el
CD40LG editado es expresado por las células T editadas recuperadas de los ratones NSG.

[0267] La estrategia de seleccién descrita en el presente documento puede aprovecharse para aumentar la fraccién
y el niUmero absoluto de células T corregidas terapéuticamente relevantes que pueden trasplantarse adoptivamente
en un paciente con HIGM, al tiempo que se minimiza el nimero de células T no corregidas, cultivadas in vitro, que
no proporcionan ningun efecto terapéutico.

Ejemplo 8: Edicion genética de CD40L en células progenitoras hematopoyéticas humanas

[0268] Un enfoque de inmunoterapia adoptiva basado en células T autbélogas corregidas genéticamente puede ser
suficiente para inducir la generacidén de inmunidad protectora en pacientes receptores de HIGM1 y posiblemente
también la produccién de algunas células B de memoria de larga vida. Sin embargo, pueden ser necesarias
multiples administraciones de células T editadas para reconstituir un repertorio de células T duradero y amplio que
pueda mediar una ayuda eficiente de las células T en respuesta a un amplio intervalo de patégenos. Ademas,
mientras que CD40LG tiene una funcién critica en las células T CD4 (ThO, Th1 y Th2), esta molécula también se
expresa en varios otros tipos de células hematopoyéticas, tales como células B activadas, plaquetas, células NK,
monocitos, baséfilos y eosinéfilos. Por lo tanto, seréd Gtil ampliar la estrategia de edicién genética de la correccién
de las células T a la correccién de las células madre/progenitoras hematopoyéticas autélogas (HSPC), lo que
puede proporcionar un beneficio terapéutico mucho méas amplio y prolongado.

[0269] Para demostrar la portabilidad de la estrategia de correccién génica descrita en HSPC humanas, primero
adaptamos el protocolo de edicién génica basado en ZFN previamente descrito al sistema CRISPR/Cas9.
Brevemente, las células CD34+ fueron aisladas de la sangre del cordén umbilical y preestimuladas durante dos
dias utilizando SR1+dmPGE2, como se muestra en la Figura. 25A. Las células se infectaron con el donante IDLV
en el dia 2, y se electroporaron en el dia 3 con un complejo de ribonucleoproteina (RNP) compuesto por la proteina
Cas9 ensamblada con un ARNg transcrito in vitro o con una versién modificada ARNg transcrito in vitro (ARNgmod:
Purificacién HPLC, tapado ARCA, 5' Fosfatasa). A continuacién, las células se analizaron mediante FACS para
determinar la expresiéon de GFP y de marcadores de superficie celular el dia 7. En la Figura. 25B se muestra la
eficacia de integracién diana conseguida con las dos RNP diferentes y un ZFN de referencia en poblaciones
celulares especificas. La composicién del cultivo tras la edicién con ZFN y las RNP, en comparacién con las células
no tratadas, se muestra en la Figura. 25C. En la Figura. 25D se muestra el pliegue de induccién de los genes RIG1,
IRF7 y OAS1 que responden al interferén (IFN) en las células editadas. Estos resultados demuestran que la
administracién de una RNP modificada permite niveles de edicién mediada por homologia en las HSPC humanas
comparables a nuestro protocolo histérico de ZFN estandar de oro, sin inducir una respuesta IFN perjudicial y sin
afectar al fenotipo de las células tratadas.

[0270] Se realizaron experimentos adicionales con células CD34+ obtenidas de sangre de cordén umbilical (CB),
médula 6sea (BM) y sangre periférica movilizada (MPB). Brevemente, las células fueron preestimuladas con SR1,
dmPGE2 y UM171 durante tres dias, momento en el cual las células fueron electroporadas con un complejo RNP
compuesto por la proteina Cas9 ensamblada con un ARNg sintético de una o dos partes e infectadas con el
donante AAVE, como se muestra en la Figura. 26A. A continuacién, las células se clasificaron FACS para la
expresién de GFP y marcadores de superficie celular el dia 6. La eficacia de integracién diana (expresada como
porcentaje de células GFP+) se muestra en la Figura. 26B. La composicién del cultivo celular después de la edicién
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se muestra en la Figura. 26C. La expresién de los genes que responden al IFN se muestra en la Figura. 26D. Estos
resultados confirmaron que la edicién mediada por homologia en HSPC humanas puede lograrse, sin inducir una
respuesta IFN perjudicial y sin afectar al fenotipo de las células tratadas, también con el uso de AAVE como
vehiculos de entrega para el ADN donante o con RNP ensambladas con ARNg sintéticos.

[0271] Las HSPC humanas de diversas fuentes pueden editarse eficientemente utilizando una variedad de
vehiculos donantes y configuraciones de nucleasas, como se muestra en la Figura. 27. Los tipos celulares
indicados se editaron utilizando ZFN o RNP, con una plantilla donante IDLV o AAV6. El porcentaje de células
editadas (GFP+) en cada subpoblacién se muestra en la Figura. 27A. El porcentaje de poblaciones celulares
editadas (GFP+) derivadas de sangre de cordén umbilical, médula ésea y sangre periférica movilizada (mPB) se
muestra en la Figura. 27B.

[0272] Para confirmar que la estrategia de correccién del gen CD40L es factible en HSPC humanas, se realizé la
integracién diana del donante corrector en células CD34+ de sangre de cordén umbilical obtenidas de donantes
varones sanos. Las HSPC se cultivaron y nucleofectaron con diferentes dosis de RNP (ARNg A) y, 15 minutos
después, se transdujeron con diferentes dosis de un vector AAVE (MOI: 1e4, Sed y 1e5 vg/célula) portadoras del
donante corrector (Figura. 21A). La integracién diana se midié mediante analisis de PCR digital en gotitas
cuantificando la unién 5' del vector con el genoma. Para confirmar la edicién en todas las diferentes subpoblaciones
de células HSPC, las células tratadas se clasificaron aprovechando los marcadores de superficie que identifican
prospectivamente los progenitores més primitivos (CD34+CD133+CD90+), tempranos (CD34+CD133+CD90-) y
comprometidos (CD34+CD133-), y las células diferenciadas (CD34-). Se midieron altos niveles de integracion
diana tanto en el grueso como en las diferentes poblaciones clasificadas (Figuras. 21B, C y E), sin alterar la
composicién general del cultivo (Figura. 21D). Los niveles de injerto fueron comparables a los observados en
ratones trasplantados con células T no editadas, y la fraccién de células editadas se mantuvo estable a lo largo del
tiempo (Figura. 21F).
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REIVINDICACIONES

1. Una plantilla donante de oligonucleétidos aislada que comprende, de 5'a 3', A1-N-UTR-pA-A2, en el que
A1 es un brazo homolégico sustancialmente idéntico a un primer brazo homolégico de un acido nucleico
CD40L diana;
N es una carga que comprende uno o mas de los exones 2-5 de un gen CD40L;
UTR es una regién 3' no traducida (UTR) de CD40L,;
pA es una cola de poliA; y
A2 es un brazo homolégico sustancialmente idéntico a un segundo brazo homolégico del 4cido nucleico
CD40L diana,
y en el que la carga no comprende el exén 1 de CD40L.

2. La plantilla donante de oligonucledtidos aislada de la reivindicacién 1, en el que la plantilla donante de
oligonucleétidos aislada comprende
(a) de 5'a 3', A1-S1-N-UTR-pA-S2-A2,
en el que S1 es un primer relleno, en el que S2 es un segundo relleno;
(b) de 5'a 3', A1-S1-N-UTR-pA-R-S2-A2, en el que S1 es un primer relleno, en el que S2 es un segundo
relleno, en el que R es un informador,
(c)de 5'a 3', A1-N-UTR-pA-R-A2, en el que R es un informador; o bien
(d) de 5' a 3', A1-N-IRES-Sel-UTR-pA-A2, en el que IRES es un sitio interno de entrada al ribosoma, y en
el que Sel es un gen selector.

3. La plantilla donante de oligonucledétidos aislada de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la carga
comprende: el exén 2 del gen CD40L,; el exén 3 del gen CD40L; el exén 4 del gen CD40L; el exdn 5 del gen CD40L;
los exones 2-5 del gen CD40L; los exones 2-4 del gen CD40L; los exones 2 y 3 del gen CD40L,; los exones 3-5 del
gen CD40L; los exones 3 y 4 del gen CD40L,; o los exones 4 y 5 del gen CD40L; opcionalmente en el que la carga
comprende una secuencia CD40L optimizada en codones.

4. La plantilla donante de oligonucleétidos aislada de cualquiera de las reivindicaciones 2-3, en el que el reportero
es una proteina de fluorescencia verde (GFP), una proteina de fluorescencia amarilla (YFB), DS-Red, o luciferasa;
un receptor del factor de crecimiento nervioso de baja afinidad (NGFR), CD 19 truncado; EGFR truncado; proteina
de resistencia a la neomicina; proteina de resistencia a la puromicina.

5. Una composicién que comprende la plantilla donante de oligonucleétidos aislada de cualquiera de las
reivindicaciones 1-4 y, opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable.

6. Un vector que comprende la plantilla donante de oligonucleétidos aislada de cualquiera de las reivindicaciones
1-4, opcionalmente en el que el vector es un vector AAV, un lentivirus, un vector de ADN deshudo o una
nanoparticula lipidica.

7. Una molécula de ARNg aislada que comprende cualquiera de los SEQ ID NOs: 18-25.

8. Un sistema de edicién genémica que comprende la plantilla donante de oligonucleétidos aislada de cualquiera
de las reivindicaciones 1-4, que opcionalmente comprende ademas:

(a) una nucleasa guiada por ARN y al menos una molécula de ARNg; o bien

(b) la molécula de ARNg aislada de la reivindicacion 7.

9. Un método in vitro de alteracién de una célula que comprende el contacto de la célula con el sistema de edicidén
del genoma de la reivindicacién 8, alterando asi la célula.

10. Un kit que comprende el sistema de edicién genémica de la reivindicacién 8.

11. La plantilla donante de oligonucleétidos aislada segln cualquiera de las reivindicaciones 1-4, la composicién
segun la reivindicacién 5, el vector segun la reivindicacion 6, la molécula de ARNg aislada segun la reivindicacion
7, el sistema de edicién génica segun la reivindicacién 8, una célula preparada por el método segln la
reivindicacién 9, o el kit segun la reivindicacién 10, para su uso en medicina.

12. Una plantilla donante de oligonucleétidos para su uso en un método de tratamiento de un sujeto que tiene
sindrome de hiper-IgM mediante la alteracién de una diana CD40L en una célula, el método comprende las etapas
de:
formar, en un acido nucleico CD40L diana de la célula, al menos una rotura de cadena simple o doble en
un sitio de escisién, en el que el 4cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo de homologia
5'al sitio de escision y un segundo brazo de homologia 3' al sitio de escisidn, y
recombinacién de la plantilla donante de oligonucleétidos con el acido nucleico CD40L diana mediante
recombinacién homdéloga para producir un 4cido nucleico CD40L alterado, en el que la plantilla donante
de oligonucleétidos comprende un primer brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al
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primer brazo homolégico, una carga que comprende uno 0 mas de los exones 2-5 de un gen CD40L, una
regién no traducida (UTR) 3' de CD40L, una cola poliA, y un segundo brazo homolégico donante que es
sustancialmente idéntico al segundo brazo homoldgico, y en el que la carga no comprende el exén 1 de
CD40L.

13. Un método in vitro de alteracién de una célula, que comprende las etapas de:
formar, en un acido nucleico CD40L diana de la célula, al menos una rotura de cadena simple o doble en
un sitio de escisién, en el que el 4cido nucleico CD40L diana comprende: un primer brazo de homologia
5'al sitio de escision y un segundo brazo de homologia 3' al sitio de escisidn, y
recombinacién de una plantilla donante de oligonucleétidos exdgena con el acido nucleico CD40L diana
mediante recombinacién homoéloga para producir un acido nucleico CD40L alterado, en el que la plantilla
donante de oligonucleétidos exdégena comprende un primer brazo de homologia donante que es
sustancialmente idéntico al primer brazo de homologia, una carga que comprende uno o mas de los
exones 2-5 de un gen CD40L, una regién no traducida (UTR) 3' de CD40L, una cola poliA, y un segundo
brazo homoldgico donante que es sustancialmente idéntico al segundo brazo homolégico, y en el que la
carga no comprende el exé6n 1 de CD40L,
alterando asi la célula.

14. El método de la reivindicacién 13, en el que la plantilla exégena donante de oligonucleétidos comprende:
(a) el primer brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo homolégico, un
primer relleno, la carga que comprende uno o0 més de los exones 2-5 del gen CD40L, la regidén no traducida
(UTR) 3' CD40L, la cola poliA, un segundo relleno, y el segundo brazo homolégico donante que es
sustancialmente idéntico al segundo brazo homolégico;
(b) el primer brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo homolégico, un
primer relleno, la carga que comprende uno o0 més de los exones 2-5 del gen CD40L, la regidén no traducida
(UTR) 3' CDA40L, la cola poliA, un informador, un segundo relleno, y el segundo brazo homolégico donante
que es sustancialmente idéntico al segundo brazo homoldgico; o bien
(c) el primer brazo homolégico donante que es sustancialmente idéntico al primer brazo homolégico, la
carga que comprende uno o méas de los exones 2-5 del gen CD40L, la regién no traducida (UTR) 3'
CD40L, la cola poliA, un reportero, y el segundo brazo homolégico donante que es sustancialmente
idéntico al segundo brazo homolégico.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13-14, en el que la carga comprende el exén 2 del gen CD40L;
el exén 3 del gen CD40L; el exén 4 del gen CD40L,; el exdn 5 del gen CD40L; los exones 2-5 del gen CD40L; los
exones 2-4 del gen CD40L; los exones 2 y 3 del gen CD40L; los exones 3-5 del gen CD40L; los exones 3 y 4 del
gen CD40L; o los exones 4 y 5 del gen CD40L.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13-15, en el que la etapa de formacidén de la al menos una
rotura de cadena simple o doble comprende el contacto de la célula con una nucleasa guiada por ARN.
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