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COMPOSICIONES Y MÉTODOS PARA LA EDICIÓN DEL GEN TTR Y EL 

TRATAMIENTO DE LA AMILOIDOSIS ATTR 

 

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad para la solicitud provisional de los Estados 

Unidos núm. 62/556,236, que se presentó el 29 de septiembre de 2017, y la solicitud provisional de 5 

los Estados Unidos núm. 62/671,902, que se presentó el 15 de mayo de 2018, y que se incorporan 

por referencia en su totalidad. 

La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se presentó por vía electrónica en 

formato ASCII y se incorpora por la presente descripción como referencia en su totalidad. Dicha 

copia ASCII, creada el 27 de septiembre de 2018, se llama 2018-09-27_01155-0013-10 

PCT_ST25.txt y tiene un tamaño de 417,471 bytes. 

La transtiretina (TTR) es una proteína producida por el gen TTR que normalmente funciona para 

transportar el retinol y la tiroxina por todo el cuerpo. La TTR se sintetiza predominantemente en el 

hígado, produciéndose pequeñas fracciones en los plexos coroideos y la retina. La TTR 

normalmente circula como una proteína tetramérica soluble en la sangre. 15 

Las variantes patogénicas de la TTR, que pueden alterar la estabilidad del tetrámero, pueden 

codificarse por alelos mutantes del gen TTR. La TTR mutante puede dar como resultado una TTR 

mal plegada, que puede generar los amiloides (es decir, agregados de la proteína TTR mal 

plegada). En algunos casos, las variantes patogénicas de la TTR pueden conducir a la amiloidosis, 

o la enfermedad resultante de la acumulación de los amiloides. Por ejemplo, los monómeros de la 20 

TTR mal plegada pueden polimerizarse en las fibrillas amiloides dentro de los tejidos, tales como 

los nervios periféricos, el corazón y el tracto gastrointestinal. Las placas amiloides también pueden 

comprender la TTR de tipo salvaje que se ha depositado sobre la TTR mal plegada.  

El plegamiento erróneo y el depósito de la TTR de tipo salvaje también se ha observado en 

hombres de 60 años o más y se asocia con problemas de ritmo cardíaco, insuficiencia cardíaca y 25 

túnel carpiano.  

La amiloidosis caracterizada por el depósito de la TTR puede denominarse “ATTR”, “amiloidosis 

relacionada con TTR”, “amiloidosis TTR” o “amiloidosis ATTR”, “amiloidosis familiar ATTR” 

(cuando se asocia con una mutación genética en una familia), o “ATTRwt” o “ATTR de tipo 

salvaje” (cuando surge de un plegamiento incorrecto y el depósito de la TTR de tipo salvaje).  30 

La ATTR puede presentarse con un amplio espectro de síntomas, y los pacientes con diferentes 

clases de ATTR pueden tener diferentes características y pronósticos. Algunas clases de ATTR 
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incluyen la polineuropatía amiloide familiar (FAP), la miocardiopatía amiloide familiar (FAC) y la 

amiloidosis TTR de tipo salvaje (amiloidosis wt-TTR). La FAP comúnmente se presenta con 

neuropatía sensitivomotora, mientras que las amiloidosis wt-TTR y FAC comúnmente se presentan 

con insuficiencia cardíaca congestiva. La FAP y la FAC generalmente se asocian con una mutación 

genética en el gen TTR, y más de 100 mutaciones diferentes en el gen TTR se han asociado con la 5 

ATTR. En contraste, la amiloidosis wt-TTR se asocia con el envejecimiento y no con una 

mutación genética en TTR. Se estima que aproximadamente 50,000 pacientes en todo el mundo 

pueden verse afectados por la FAP y la FAC.  

Mientras que más de 100 mutaciones en TTR se asocian con la ATTR, ciertas mutaciones se han 

asociado más estrechamente con la neuropatía y/o la miocardiopatía. Por ejemplo, las mutaciones 10 

en T60 de TTR se asocian con la miocardiopatía y la neuropatía; las mutaciones en V30 se asocian 

más con la neuropatía; y las mutaciones en V122 se asocian más con la miocardiopatía.  

Se ha estudiado una variedad de enfoques de tratamiento para el tratamiento de la ATTR, pero no 

hay fármacos aprobados que detengan la progresión de la enfermedad y mejoren la calidad de vida. 

Si bien el trasplante de hígado se ha estudiado para el tratamiento de la ATTR, su uso está 15 

disminuyendo ya que implica un riesgo significativo y la progresión de la enfermedad a veces 

continúa después del trasplante. Las moléculas pequeñas estabilizadoras, tales como el diflunisal y 

el tafamidis, parecen ralentizar la progresión de la ATTR, pero estos agentes no detienen la 

progresión de la enfermedad.  

En la actualidad, también se están investigando los enfoques que usan la disminución del ARN 20 

pequeño de interferencia (ARNip), la disminución antisentido o un anticuerpo monoclonal dirigido 

a las fibrillas amiloides para la destrucción, pero aunque los resultados sobre la supresión a corto 

plazo de la expresión de la TTR muestran datos preliminares alentadores, existe la necesidad de 

tratamientos que puedan producir una supresión duradera de la TTR.  

Por consiguiente, se proporcionan las siguientes modalidades. En algunas modalidades, la presente 25 

invención proporciona las composiciones y los métodos que usan un ARN de guía con un agente 

de unión al ADN guiado por ARN, tal como el sistema CRISPR/Cas, para reducir sustancialmente 

o inactivar la expresión del gen TTR, reduciendo o eliminando sustancialmente la producción de la 

proteína TTR asociada con la ATTR. La reducción o la eliminación sustancial de la producción de 

la proteína TTR asociada con la ATTR a través de la alteración del gen TTR puede ser una 30 

reducción o eliminación a largo plazo. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

La modalidad 1 es un método para inducir una ruptura bicatenaria (DSB) dentro del gen TTR, que 

comprende administrar una composición a una célula, en donde la composición comprende 

a. un ARN de guía que comprende una secuencia de guía que se selecciona de las SEQ ID NO: 

5-82; 5 

b. un ARN de guía que comprende al menos 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una 

secuencia que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82; o 

c. un ARN de guía que comprende una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 

96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 % o 90 % idéntica a una secuencia que se selecciona de las 

SEQ ID NO: 5-82.  10 

La modalidad 2 es un método para modificar el gen TTR que comprende administrar una 

composición a una célula, en donde la composición comprende (i) un agente de unión al ADN 

guiado por ARN o un ácido nucleico que codifica un agente de unión al ADN guiado por ARN y 

(ii) un ARN de guía que comprende:  

a. una secuencia de guía que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82; 15 

b. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia que se selecciona de las 

SEQ ID NO: 5-82; o 

c. una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 

91 % o 90 % idéntica a una secuencia que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82.  

La modalidad 3 es un método para tratar la amiloidosis asociada con TTR (ATTR), que comprende 20 

administrar una composición a un sujeto que lo necesite, en donde la composición comprende (i) 

un agente de unión al ADN guiado por ARN o un ácido nucleico que codifica un agente de unión 

al ADN guiado por ARN y (ii) un ARN de guía que comprende:  

a. una secuencia de guía que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82; 

b. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia que se selecciona de las 25 

SEQ ID NO: 5-82; o 

c. una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 

91 % o 90 % idéntica a una secuencia que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82, 

para tratar de ese modo la ATTR.  

La modalidad 4 es un método para reducir la concentración sérica de la TTR, que comprende 30 

administrar una composición a un sujeto que lo necesite, en donde la composición comprende (i) 
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un agente de unión al ADN guiado por ARN o un ácido nucleico que codifica un agente de unión 

al ADN guiado por ARN y (ii) un ARN de guía que comprende: 

a. una secuencia de guía que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82; 

b. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia que se selecciona de las 

SEQ ID NO: 5-82; o 5 

c. una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 

91 % o 90 % idéntica a una secuencia que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82,  

para reducir de ese modo la concentración sérica de la TTR.  

La modalidad 5 es un método para reducir o prevenir la acumulación de los amiloides o las fibrillas 

amiloides que comprenden la TTR en un sujeto, que comprende administrar una composición a un 10 

sujeto que lo necesite, en donde la composición comprende (i) un agente de unión al ADN guiado 

por ARN o un nucleico ácido que codifica un agente de unión al ADN guiado por ARN y (ii) un 

ARN de guía que comprende: 

a. una secuencia de guía que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82; 

b. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia que se selecciona de las 15 

SEQ ID NO: 5-82; o 

c. una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 

% o 90 % idéntica a una secuencia que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82,  

para reducir de ese modo la acumulación de los amiloides o las fibrillas amiloides.  

La modalidad 6 es una composición que comprende un ARN de guía que comprende:  20 

a. una secuencia de guía que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82; 

b. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia que se selecciona de las 

SEQ ID NO: 5-82; o 

c. una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 

% o 90 % idéntica a una secuencia que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82.  25 

La modalidad 7 es una composición que comprende un vector que codifica un ARN de guía, en 

donde el ARN de guía comprende: 

a. una secuencia de guía que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82; 

b. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia que se selecciona de las 

SEQ ID NO: 5-82; o 30 

c. una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 

% o 90 % idéntica a una secuencia que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82.  
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La modalidad 8 es la composición de la modalidad 6 o 7, para el uso en la inducción de una ruptura 

bicatenaria (DSB) dentro del gen TTR en una célula o sujeto. 

La modalidad 9 es la composición de la modalidad 6 o 7, para el uso en la modificación del gen 

TTR en una célula o sujeto. 

La modalidad 10 es la composición de la modalidad 6 o 7, para el uso en el tratamiento de la 5 

amiloidosis asociada con TTR (ATTR) en un sujeto. 

La modalidad 11 es la composición de la modalidad 6 o 7, para el uso en la reducción de la 

concentración sérica de la TTR en un sujeto. 

La modalidad 12 es la composición de la modalidad 6 o 7, para el uso en la reducción o prevención 

de la acumulación de los amiloides o las fibrillas amiloides en un sujeto. 10 

La modalidad 13 es el método de cualquiera de las modalidades 1-5 o la composición para el uso 

de cualquiera de las modalidades 8-12, en donde la composición reduce los niveles de la TTR en 

suero. 

La modalidad 14 es el método o la composición para el uso de la modalidad 13, en donde los 

niveles de la TTR en suero se reducen en al menos un 50 % en comparación con los niveles de la 15 

TTR en suero antes de la administración de la composición. 

La modalidad 15 es el método o la composición para el uso de la modalidad 13, en donde los 

niveles de la TTR en suero se reducen en un 50-60 %, 60-70 %, 70-80 %, 80-90 %, 90-95 %, 95-

98 %, 98-99 %, o 99-100 % en comparación con los niveles de la TTR en suero antes de la 

administración de la composición. 20 

La modalidad 16 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 u 

8-15, en donde la composición da como resultado la edición del gen TTR. 

La modalidad 17 es el método o la composición para el uso de la modalidad 16, en donde la 

edición se calcula como un porcentaje de la población que se edita (porcentaje de edición). 

La modalidad 18 es el método o la composición para el uso de la modalidad 17, en donde el 25 

porcentaje de edición está entre 30 y 99 % de la población. 

La modalidad 19 es el método o la composición para el uso de la modalidad 17, en donde el 

porcentaje de edición está entre 30 y 35 %, 35 y 40 %, 40 y 45 %, 45 y 50 %, 50 y 55 %, 55 y 60 

%, 60 y 65 %, 65 y 70 %, 70 y 75 %, 75 y 80 %, 80 y 85 %, 85 y 90 %, 90 y 95 %, o 95 y 99 % de 

la población. 30 
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La modalidad 20 es el método de cualquiera de las modalidades 1-5 o la composición para el uso 

de cualquiera de las modalidades 8-19, en donde la composición reduce el depósito de amiloide en 

al menos un tejido. 

La modalidad 21 es el método o la composición para el uso de la modalidad 20, en donde al menos 

un tejido comprende uno o más de estómago, colon, nervio ciático o ganglio de la raíz dorsal. 5 

La modalidad 22 es el método o la composición para el uso de la modalidad 20 o 21, en donde el 

depósito de amiloide se mide 8 semanas después de la administración de la composición. 

La modalidad 23 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 20-

22, en donde el depósito de amiloide se compara con un control negativo o un nivel medido antes 

de la administración de la composición. 10 

La modalidad 24 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 20-

23, en donde el depósito de amiloide se mide en una muestra de biopsia y/o por inmunotinción. 

La modalidad 25 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 20-

24, en donde el depósito de amiloide se reduce entre 30 y 35 %, 35 y 40 %, 40 y 45 %, 45 y 50 %, 

50 y 55 %, 55 y 60 %, 60 y 65 %, 65 y 70 %, 70 y 75 %, 75 y 80 %, 80 y 85 %, 85 y 90 %, 90 y 95 15 

%, o 95 y 99 % del depósito de amiloide observado en un control negativo. 

La modalidad 26 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 20-

25, en donde el depósito de amiloide se reduce entre 30 y 35 %, 35 y 40 %, 40 y 45 %, 45 y 50 %, 

50 y 55 %, 55 y 60 %, 60 y 65 %, 65 y 70 %, 70 y 75 %, 75 y 80 %, 80 y 85 %, 85 y  

90 %, 90 y 95 %, o 95 y 99 % del depósito de amiloide visto antes de la administración de la 20 

composición. 

La modalidad 27 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 u 

8-26, en donde la composición se administra o suministra al menos dos veces. 

La modalidad 28 es el método o la composición para el uso de la modalidad 27, en donde la 

composición se administra o suministra al menos tres veces. 25 

La modalidad 29 es el método o la composición para el uso de la modalidad 27, en donde la 

composición se administra o suministra al menos cuatro veces. 

La modalidad 30 es el método o la composición para el uso de la modalidad 27, en donde la 

composición se administra o suministra hasta cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez veces. 

La modalidad 31 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 27-30 

30, en donde la administración o el suministro se produce en un intervalo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13, 14 o 15 días. 
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La modalidad 32 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 27-

30, en donde la administración o el suministro se produce en un intervalo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11 12, 13, 14 o 15 semanas. 

La modalidad 33 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 27-

30, en donde la administración o el suministro se produce en un intervalo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 5 

10, 11, 12, 13, 14 o 15 meses. 

La modalidad 34 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades anteriores, en 

donde la secuencia de guía se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82.  

La modalidad 35 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades anteriores, en 

donde el ARN de guía es al menos parcialmente complementario a una secuencia diana presente en 10 

el gen TTR humano. 

La modalidad 36 es el método o la composición de la modalidad 35, en donde la secuencia diana 

está en el exón 1, 2, 3 o 4 del gen TTR humano.  

La modalidad 37 es el método o la composición de la modalidad 35, en donde la secuencia diana 

está en el exón 1 del gen TTR humano.  15 

La modalidad 38 es el método o la composición de la modalidad 35, en donde la secuencia diana 

está en el exón 2 del gen TTR humano.  

La modalidad 39 es el método o la composición de la modalidad 35, en donde la secuencia diana 

está en el exón 3 del gen TTR humano.  

La modalidad 40 es el método o la composición de la modalidad 35, en donde la secuencia diana 20 

está en el exón 4 del gen TTR humano.  

La modalidad 41 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-40, en donde 

la secuencia de guía es complementaria a una secuencia diana en la cadena positiva de TTR.  

La modalidad 42 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-40, en donde 

la secuencia de guía es complementaria a una secuencia diana en la cadena negativa de TTR.  25 

La modalidad 43 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-40, en donde 

la primera secuencia de guía es complementaria a una primera secuencia diana en la cadena 

positiva del gen TTR, y en donde la composición comprende además una segunda secuencia de 

guía que es complementaria a una segunda secuencia diana en la cadena negativa del gen TTR. 

La modalidad 44 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades anteriores, en 30 

donde el ARN de guía comprende un ARNcr que comprende la secuencia de guía y comprende 



8 

además una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 126, en donde los nucleótidos de la SEQ 

ID NO: 126 sigue la secuencia de guía en su extremo 3’. 

La modalidad 45 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades anteriores, en 

donde el ARN de guía es uno de guía doble (ARNdg). 

La modalidad 46 es el método o la composición de la modalidad 45, en donde el ARN de guía 5 

doble comprende un ARNcr que comprende una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 126, 

en donde los nucleótidos de la SEQ ID NO: 126 sigue la secuencia de guía en su extremo 3’ y un 

ARNtr. 

La modalidad 47 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-43, en donde 

el ARN de guía es uno de guía única (ARNsg). 10 

La modalidad 48 es el método o la composición de la modalidad 47, en donde el ARNsg 

comprende una secuencia de guía que tiene el patrón de la SEQ ID NO: 3. 

La modalidad 49 es el método o la composición de la modalidad 47, en donde el ARNsg 

comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 3. 

La modalidad 50 es el método o la composición de la modalidad 48 o 49, en donde cada N en la 15 

SEQ ID NO: 3 es cualquier nucleótido natural o no natural, en donde los N forman la secuencia de 

guía, y la secuencia de guía dirige a Cas9 al gen TTR.  

La modalidad 51 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 47-50, en donde 

el ARNsg comprende cualquiera de las secuencias de guía de las SEQ ID NO: 5-82 y los 

nucleótidos de la SEQ ID NO: 126.  20 

La modalidad 52 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 47-51, en donde 

el ARNsg comprende una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 

93 %, 92 %, 91 % o 90 % idéntica a una secuencia que se selecciona de las SEQ ID Nos: 87-124. 

La modalidad 53 es el método o la composición de la modalidad 47, en donde el ARNsg 

comprende una secuencia que se selecciona de las SEQ ID Nos: 87-124. 25 

La modalidad 54 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades anteriores, en 

donde el ARN de guía comprende al menos una modificación.  

La modalidad 55 es el método o la composición de la modalidad 54, en donde al menos una 

modificación incluye un nucleótido modificado con 2’-O-metil (2’-O-Me).  

La modalidad 56 es el método o la composición de la modalidad 54 o 55, en donde al menos una 30 

modificación incluye un enlace de fosforotioato (PS) entre los nucleótidos. 
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La modalidad 57 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 54-56, en donde 

al menos una modificación incluye un nucleótido modificado con 2’-fluoro (2’-F). 

La modalidad 58 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 54-57, en donde 

al menos una modificación incluye una modificación en uno o más de los primeros cinco 

nucleótidos en el extremo 5’. 5 

La modalidad 59 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 54-58, en donde 

al menos una modificación incluye una modificación en uno o más de los últimos cinco 

nucleótidos en el extremo 3’. 

La modalidad 60 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 54-59, en donde 

al menos una modificación incluye enlaces PS entre los primeros cuatro nucleótidos. 10 

La modalidad 61 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 54-60, en donde 

al menos una modificación incluye enlaces PS entre los últimos cuatro nucleótidos. 

La modalidad 62 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 54-61, en donde 

al menos una modificación incluye nucleótidos modificados con 2’-O-Me en los primeros tres 

nucleótidos en el extremo 5’. 15 

La modalidad 63 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 54-62, en donde 

al menos una modificación incluye nucleótidos modificados con 2’-O-Me en los últimos tres 

nucleótidos en el extremo 3’. 

La modalidad 64 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 54-63, en donde 

el ARN de guía comprende los nucleótidos modificados de la SEQ ID NO: 3. 20 

La modalidad 65 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-64, en donde 

la composición comprende además un excipiente farmacéuticamente aceptable. 

La modalidad 66 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-65, en donde 

el ARN de guía se asocia con una nanopartícula lipídica (LNP). 

La modalidad 67 es el método o la composición de la modalidad 66, en donde la LNP comprende 25 

un lípido CCD. 

La modalidad 68 es el método o la composición de la modalidad 67, en donde el lípido CCD es el 

lípido A o el lípido B. 

La modalidad 69 es el método o la composición de la modalidad 66-68, en donde la LNP 

comprende un lípido neutro.  30 

La modalidad 70 es el método o la composición de la modalidad 69, en donde el lípido neutro es 

DSPC. 
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La modalidad 71 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 66-70, en donde 

la LNP comprende un lípido auxiliar. 

La modalidad 72 es el método o la composición de la modalidad 71, en donde el lípido auxiliar es 

el colesterol. 

La modalidad 73 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 66-72, en donde 5 

la LNP comprende un lípido furtivo.  

La modalidad 74 es el método o la composición de la modalidad 73, en donde el lípido furtivo es 

PEG2k-DMG.  

La modalidad 75 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades anteriores, en 

donde la composición comprende además un agente de unión al ADN guiado por ARN. 10 

La modalidad 76 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades anteriores, en 

donde la composición comprende además un ARNm que codifica un agente de unión al ADN 

guiado por ARN. 

La modalidad 77 es el método o la composición de la modalidad 75 o 76, en donde el agente de 

unión al ADN guiado por ARN es una cleavasa Cas. 15 

La modalidad 78 es el método o la composición de la modalidad 77, en donde el agente de unión al 

ADN guiado por ARN es Cas9. 

La modalidad 79 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 75-78, en donde 

se modifica el agente de unión al ADN guiado por ARN. 

La modalidad 80 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 75-79, en donde 20 

el agente de unión al ADN guiado por ARN es una nickasa. 

La modalidad 81 es el método o la composición de la modalidad 79 u 80, en donde el agente de 

unión al ADN guiado por ARN modificado comprende una señal de localización nuclear (NLS). 

La modalidad 82 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 75-81, en donde 

el agente de unión al ADN guiado por ARN es un Cas de un sistema CRISPR/Cas de tipo II. 25 

La modalidad 83 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades anteriores, en 

donde la composición es una formulación farmacéutica y comprende además un portador 

farmacéuticamente aceptable.  

La modalidad 84 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 u 

8-83, en donde la composición reduce o previene los amiloides o las fibrillas amiloides que 30 

comprenden la TTR. 
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La modalidad 85 es el método o la composición para el uso de la modalidad 84, en donde los 

amiloides o las fibrillas amiloides están en los nervios, el corazón o la vía gastrointestinal. 

La modalidad 86 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 u 

8-83, en donde la unión de extremos no homólogos (NHEJ) conduce a una mutación durante la 

reparación de una DSB en el gen TTR. 5 

La modalidad 87 es el método o la composición para el uso de la modalidad 86, en donde la NHEJ 

conduce a una deleción o inserción de uno o más nucleótidos durante la reparación de una DSB en 

el gen TTR. 

La modalidad 88 es el método o la composición para el uso de la modalidad 87, en donde la 

deleción o la inserción de uno o más nucleótidos induce un cambio de marco o una mutación sin 10 

sentido en el gen TTR.  

La modalidad 89 es el método o la composición para el uso de la modalidad 87, en donde se induce 

un cambio de marco o una mutación sin sentido en el gen TTR de al menos el 50 % de las células 

hepáticas. 

La modalidad 90 es el método o la composición para el uso de la modalidad 89, en donde se induce 15 

un cambio de marco o una mutación sin sentido en el gen TTR de 50 %-60 %, 60 %-70 %, 70 % u 

80 %, 80 %-90 %, 90-95 %, 95 %-99 %, o 99 %-100 % de las células hepáticas. 

La modalidad 91 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 87-

90, en donde se produce una deleción o inserción de uno o más nucleótidos en el gen TTR al 

menos 50 veces o más que en los sitios fuera de la diana.  20 

La modalidad 92 es el método o la composición para el uso de la modalidad 91, en donde la 

deleción o la inserción de uno o más nucleótidos se produce en el gen TTR de 50 veces a 150 

veces, de 150 veces a 500 veces, de 500 veces a 1,500 veces, de 1,500 veces a 5,000 veces, de 

5,000 veces a 15,000 veces, de 15,000 veces a 30,000 veces, o de 30,000 veces a 60,000 veces más 

que en los sitios fuera de la diana. 25 

La modalidad 93 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 87-

92, en donde la deleción o la inserción de uno o más nucleótidos ocurre en menos de, o igual a, 3, 

2, 1 o 0 sitio o sitios fuera de la diana en los hepatocitos primarios humanos, opcionalmente en 

donde el sitio o los sitios fuera de la diana no se producen en una región de codificación de 

proteínas en el genoma de los hepatocitos humanos primarios. 30 

La modalidad 94 es el método o la composición para el uso de la modalidad 93, en donde la 

deleción o la inserción de uno o más nucleótidos se produce en varios sitios fuera de la diana en los 
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hepatocitos primarios humanos, que es menor que el número de sitios fuera de la diana en los que 

se produce una deleción o inserción de uno o más nucleótidos en las células que sobreexpresan 

Cas9, opcionalmente en donde el sitio o los sitios fuera de la diana no se producen en una región 

de codificación de proteínas en el genoma de los hepatocitos primarios humanos. 

La modalidad 95 es el método o la composición para el uso de la modalidad 94, en donde las 5 

células que sobreexpresan Cas9 son células HEK293 que expresan de manera estable Cas9. 

La modalidad 96 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 93-

95, en donde el número de sitios fuera de la diana en los hepatocitos primarios humanos se 

determina por análisis del ADN genómico de los hepatocitos primarios humanos transfectados in 

vitro con el ARNm de Cas9 y el ARN de guía, opcionalmente en donde el sitio o los sitios fuera de 10 

la diana no se producen en una región de codificación de proteínas en el genoma de los hepatocitos 

primarios humanos. 

La modalidad 97 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 93-

95, en donde el número de sitios fuera de la diana en los hepatocitos primarios humanos se 

determina mediante un ensayo de inserción de oligonucleótidos que comprende analizar el ADN 15 

genómico de los hepatocitos primarios humanos transfectados in vitro con el ARNm de Cas9, el 

ARN de guía y un oligonucleótido donante, opcionalmente en donde el sitio o los sitios fuera de la 

diana no se producen en una región de codificación de proteínas en el genoma de los hepatocitos 

primarios humanos. 

La modalidad 98 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-43 o 47-97, en 20 

donde la secuencia del ARN de guía es: 

a) SEQ ID NO: 92 o 104; 

b) SEQ ID NO: 87, 89, 96, o 113; 

c) SEQ ID NO: 100, 102, 106, 111, o 112; o 

d) SEQ ID NO: 88, 90, 91, 93, 94, 95, 97, 101, 103, 108, o 109, 25 

opcionalmente en donde el ARN de guía no produce indeles en el sitio o los sitios fuera de la diana 

que se producen en una región de codificación de proteínas en el genoma de los hepatocitos 

primarios humanos. 

La modalidad 99 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 u 

8-98, en donde la administración de la composición reduce los niveles de la TTR en el sujeto. 30 

La modalidad 100 es el método o la composición para el uso de la modalidad 99, en donde los 

niveles de la TTR se reducen en al menos un 50 %. 
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La modalidad 101 es el método o la composición para el uso de la modalidad 100, en donde los 

niveles de la TTR se reducen en un 50 %-60 %, 60 %-70 %, 70 % u 80 %, 80 %-90 %, 90-95 %, 

95 %-99 % o 99 %-100 %. 

La modalidad 102 es el método o la composición para el uso de la modalidad 100 o 101, en donde 

los niveles de la TTR se miden en suero, plasma, sangre, líquido cefalorraquídeo o esputo. 5 

La modalidad 103 es el método o la composición para el uso de la modalidad 100 o 101, en donde 

los niveles de la TTR se miden en hígado, plexos coroideos y/o retina. 

La modalidad 104 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 99-

103, en donde los niveles de la TTR se miden mediante un ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas (ELISA). 10 

La modalidad 105 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-104, en donde el sujeto tiene la ATTR. 

La modalidad 106 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-105, en donde el sujeto es un ser humano. 

La modalidad 107 es el método o la composición para el uso de la modalidad 105 o 106, en donde 15 

el sujeto tiene la ATTRwt. 

La modalidad 108 es el método o la composición para el uso de la modalidad 105 o 106, en donde 

el sujeto tiene la ATTR hereditaria.  

La modalidad 109 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5, 

8-106 o 108, en donde el sujeto tiene antecedentes familiares de la ATTR. 20 

La modalidad 110 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5, 

8-106 o 108-109, en donde el sujeto tiene la polineuropatía amiloide familiar. 

La modalidad 111 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-110, en donde el sujeto tiene solo o predominantemente síntomas nerviosos de la ATTR. 

La modalidad 112 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 25 

u 8-110, en donde el sujeto tiene la miocardiopatía amiloide familiar. 

La modalidad 113 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5, 

8-109 o 112, en donde el sujeto tiene síntomas cardíacos únicos o predominantemente de la ATTR. 

La modalidad 114 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-113, en donde el sujeto expresa la TTR que tiene una mutación V30. 30 

La modalidad 115 es el método o la composición para el uso de la modalidad 114, en donde la 

mutación V30 es V30A, V30G, V30L o V30M. 
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La modalidad 116 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-113, en donde el sujeto expresa la TTR que tiene una mutación T60. 

La modalidad 117 es el método o la composición para el uso de la modalidad 116, en donde la 

mutación T60 es T60A. 

La modalidad 118 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 5 

u 8-113, en donde el sujeto expresa la TTR que tiene una mutación V122.  

La modalidad 119 es el método o la composición para el uso de la modalidad 118, en donde la 

mutación V122 es V122A, V122I o V122(-). 

La modalidad 120 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-119, en donde el sujeto expresa la TTR de tipo salvaje. 10 

La modalidad 121 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5, 

8-107 o 120, en donde el sujeto no expresa la TTR que tiene una mutación V30, T60 o V122. 

La modalidad 122 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5, 

8-107 o 120-121, en donde el sujeto no expresa la TTR que tiene una mutación patológica. 

La modalidad 123 es el método o la composición para el uso de la modalidad 121, en donde el 15 

sujeto es homocigótico para la TTR de tipo salvaje. 

La modalidad 124 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-123, en donde después de la administración el sujeto tiene una mejora, estabilización o 

ralentización de la evolución en los síntomas de la neuropatía sensitivomotora. 

La modalidad 125 es el método o la composición para el uso de la modalidad 124, en donde la 20 

mejora, la estabilización o la ralentización de la evolución en la neuropatía sensorial se miden 

mediante el uso de un electromiograma, pruebas de conducción nerviosa o resultados informados 

por el paciente. 

La modalidad 126 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-125, en donde el sujeto tiene una mejora, estabilización o ralentización de la evolución en los 25 

síntomas de la insuficiencia cardíaca congestiva. 

La modalidad 127 es el método o la composición para el uso de la modalidad 126, en donde la 

mejora, la estabilización o la ralentización de la evolución en la insuficiencia cardíaca congestiva 

se miden mediante el uso de pruebas de biomarcadores cardíacos, pruebas de función pulmonar, 

radiografías de tórax o electrocardiografía. 30 
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La modalidad 128 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-127, en donde la composición o la formulación farmacéutica se administran a través de un 

vector viral.  

La modalidad 129 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-127, en donde la composición o la formulación farmacéutica se administran a través de 5 

nanopartículas lipídicas.  

La modalidad 130 es el método o la composición para el uso de cualquiera de las modalidades 1-5 

u 8-129, en donde el sujeto se analiza para detectar mutaciones específicas en el gen TTR antes de 

administrar la composición o la formulación. 

La modalidad 131 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 10 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 5. 

La modalidad 132 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 6. 

La modalidad 133 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 7. 15 

La modalidad 134 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 8. 

La modalidad 135 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 9. 

La modalidad 136 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 20 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 10. 

La modalidad 137 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 11. 

La modalidad 138 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 12. 25 

La modalidad 139 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 13. 

La modalidad 140 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 14. 

La modalidad 141 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 30 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 15. 



16 

La modalidad 142 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 16. 

La modalidad 143 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 17. 

La modalidad 144 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 5 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 18. 

La modalidad 145 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 19. 

La modalidad 146 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 20. 10 

La modalidad 147 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 21. 

La modalidad 148 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 22. 

La modalidad 149 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 15 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 23. 

La modalidad 150 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 24. 

La modalidad 151 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 25. 20 

La modalidad 152 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 26. 

La modalidad 153 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 27. 

La modalidad 154 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 25 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 28. 

La modalidad 155 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 29. 

La modalidad 156 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 30. 30 

La modalidad 157 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 31. 
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La modalidad 158 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 32. 

La modalidad 159 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 33. 

La modalidad 160 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 5 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 34. 

La modalidad 161 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 35. 

La modalidad 162 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 36. 10 

La modalidad 163 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 37. 

La modalidad 164 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 38. 

La modalidad 165 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 15 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 39. 

La modalidad 166 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 40. 

La modalidad 167 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 41. 20 

La modalidad 168 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 42. 

La modalidad 169 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 43. 

La modalidad 170 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 25 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 44. 

La modalidad 171 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 45. 

La modalidad 172 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 46. 30 

La modalidad 173 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 47. 
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La modalidad 174 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 48. 

La modalidad 175 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 49. 

La modalidad 176 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 5 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 50. 

La modalidad 177 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 51. 

La modalidad 178 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 52. 10 

La modalidad 179 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 53. 

La modalidad 180 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 54. 

La modalidad 181 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 15 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 55. 

La modalidad 182 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 56. 

La modalidad 183 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 57. 20 

La modalidad 184 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 58. 

La modalidad 185 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 59. 

La modalidad 186 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 25 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 60. 

La modalidad 187 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 61. 

La modalidad 188 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 62. 30 

La modalidad 189 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 63. 
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La modalidad 190 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 64. 

La modalidad 191 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 65. 

La modalidad 192 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 5 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 66. 

La modalidad 193 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 67. 

La modalidad 194 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 68. 10 

La modalidad 195 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 69. 

La modalidad 196 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 70. 

La modalidad 197 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 15 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 71. 

La modalidad 198 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 72. 

La modalidad 199 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 73. 20 

La modalidad 200 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 74. 

La modalidad 201 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 75. 

La modalidad 202 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 25 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 76. 

La modalidad 203 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 77. 

La modalidad 204 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 78. 30 

La modalidad 205 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 79. 
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La modalidad 206 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 80. 

La modalidad 207 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 81. 

La modalidad 208 es el método o la composición de cualquiera de las modalidades 1-130, en 5 

donde la secuencia se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82 es la SEQ ID NO: 82. 

La modalidad 209 es un uso de una composición o formulación de cualquiera de las modalidades 

6-208 para la preparación de un medicamento para tratar un sujeto humano que tiene la ATTR. 

También se describe el uso de una composición o formulación de cualquiera de las modalidades 

anteriores para la preparación de un medicamento para tratar un sujeto humano que tiene la ATTR. 10 

También se describe cualquiera de las composiciones o las formulaciones anteriores para el uso en 

el tratamiento de la ATTR o para modificar (por ejemplo, formar un indel en, o formar un cambio 

de marco o una mutación sin sentido en) un gen TTR.  

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 15 

La Figura 1 muestra un esquema del cromosoma 18 con las regiones del gen TTR que se dirigen 

por las secuencias de guía proporcionadas en la Tabla 1. 

La Figura 2 muestra el análisis fuera de la diana en las células HEK293_Cas9 de ciertos ARN de 

guía doble dirigidos a TTR. El sitio en la diana se designa mediante un cuadrado relleno para cada 

ARN de guía doble probado, mientras que los círculos cerrados representan un sitio fuera de la 20 

diana potencial. 

La Figura 3 muestra el análisis fuera de la diana en las células HEK_Cas9 de ciertos ARN de guía 

única dirigidos a TTR. El sitio en la diana se designa por un cuadrado relleno para cada ARN de 

guía única probado, mientras que los círculos abiertos representan un sitio fuera de la diana 

potencial. 25 

La Figura 4 muestra las curvas de respuesta a la dosis de nanopartículas lipídicas formuladas con 

ARNsg específicos a TTR humano en los hepatocitos primarios humanos. 

La Figura 5 muestra las curvas de respuesta a la dosis de nanopartículas lipídicas formuladas con 

ARNsg específicos a TTR humano en los hepatocitos primarios de cyno. 

La Figura 6 muestra las curvas de respuesta a la dosis de nanopartículas lipídicas formuladas con 30 

ARNsg específicos a TTR de cyno en los hepatocitos primarios de cyno. 



21 

La Figura 7 muestra el porcentaje de edición (% de edición) de TTR y la reducción de la TTR 

secretada después de la administración del guía en secuencias de las células HUH7 proporcionadas 

en el eje x. Los valores se normalizan a la cantidad de proteína alfa-1-antitripsina (AAT). 

La Figura 8 muestra el análisis de electrotransferencia de la TTR intracelular después de la 

administración de los guías dirigidos (enumerados en la Tabla 1) en las células HUH7. 5 

La Figura 9 muestra el porcentaje de edición en el hígado de TTR observado después de la 

administración de las formulaciones de LNP a ratones con TTR humanizado (G481-G499) o 

murino (G282). Nota: los primeros tres ‘0’ en cada ID de guía se omiten de la figura, por ejemplo, 

“G481” es “G000481” en las Tablas 2 y 3. 

Las Figuras 10A-B muestran los niveles de la TTR en suero observados después de los regímenes 10 

de dosificación indicados en el eje horizontal como µg/ml (Figura 10A) o porcentaje de TSS 

control (Figura 10B). MPK = mg/kg en todo. 

Las Figuras 11A-B muestran los niveles de la TTR en suero observados después de los regímenes 

de dosificación indicados en el eje horizontal para dosis de 1 mg/kg (Figura 11A) o 0.5 mg/kg 

(Figura 11B). Los datos para una dosis única de 2 mg/kg se incluyen en la columna derecha en 15 

ambos paneles. 

Las Figuras 12A-B muestran el porcentaje de edición en el hígado observado después de los 

regímenes de dosificación indicados en el eje horizontal para dosis de 1 mg/kg (Figura 12A) o 0.5 

mg/kg (Figura 12B). La Figura 12C muestra el porcentaje de edición en el hígado observado 

después de una dosis única a 0.5, 1 o 2 mg/kg. 20 

La Figura 13 muestra el porcentaje de edición en el hígado observado después de la administración 

de las formulaciones de LNP a ratones humanizados con respecto al gen TTR. Nota: los primeros 

tres ‘0’ en cada ID de guía se omiten de la figura, por ejemplo, “G481” es “G000481” en las 

Tablas 2 y 3. 

Las Figuras 14A-B muestran que existe una correlación entre la edición en el hígado (Figura 14A) 25 

y los niveles de la TTR humana en suero (Figura 14B) después de la administración de las 

formulaciones de LNP a ratones humanizados con respecto al gen TTR. Nota: los primeros tres ‘0’ 

en cada ID de guía se omiten de la figura, por ejemplo, “G481” es “G000481” en las Tablas 2 y 3. 

Las Figuras 15A-B muestran que existe una respuesta a la dosis con respecto al porcentaje de 

edición (Figura 15A) y los niveles de la TTR en suero (Figura 15B) en ratones de tipo salvaje 30 

después de la administración de las formulaciones de LNP que comprenden el guía G502, que es 

homólogo cruzado entre ratón y cyno.  
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La Figura 16 muestra las curvas de respuesta a la dosis de nanopartículas lipídicas formuladas con 

ARNsg específicos a TTR humano en los hepatocitos primarios de cyno. 

La Figura 17 muestra las curvas de respuesta a la dosis de nanopartículas lipídicas formuladas con 

ARNsg específicos a TTR de cyno en los hepatocitos primarios humanos. 

La Figura 18 muestra las curvas de respuesta a la dosis de nanopartículas lipídicas formuladas con 5 

ARNsg específicos a TTR de cyno en los hepatocitos primarios de cyno. 

Las Figuras 19A-D muestran la TTR en suero (% TSS; Figuras 19A y 19C) y los resultados de 

edición después de la dosificación de las formulaciones de LNP en las relaciones y las cantidades 

indicadas (Figuras 19B y 19D). 

La Figura 20 muestra el análisis fuera de la diana de ciertos ARN de guía única en los hepatocitos 10 

primarios humanos (PHH) dirigidos a TTR. En el gráfico, los cuadrados rellenos representan la 

identificación del sitio de corte en la diana, mientras que los círculos abiertos representan la 

identificación de sitios fuera de la diana potenciales. 

Las Figuras 21A-B muestran el porcentaje de edición en la diana (ONT, Figura 21A) y en dos 

sitios fuera de la diana (OT2 y OT4) en los hepatocitos primarios humanos después de la 15 

administración de las nanopartículas lipídicas formuladas con G000480. La Figura 21B es una 

versión reescalada de los datos de OT2, OT4 y control negativo (Neg Cont) en la Figura 21A. 

Las Figuras 22A-B muestran el porcentaje de edición en la diana (ONT, Figura 22A) y en un sitio 

fuera de la diana (OT4) en los hepatocitos primarios humanos después de la administración de las 

nanopartículas lipídicas formuladas con G000486. La Figura 22B es una versión reescalada de los 20 

datos de OT4 y control negativo (Neg Cont) en la Figura 22A. 

Las Figuras 23A-B muestran el porcentaje de edición (Figura 23A) y el número de eventos de 

inserción y deleción en el locus TTR (Figura 23B). La Figura 23A muestra el porcentaje de edición 

en el locus TTR en los grupos de control y tratamiento (dosificado con nanopartículas lipídicas 

formuladas con ARNsg específico a TTR). La Figura 23B muestra el número de eventos de 25 

inserción y deleción en el locus TTR cuando se observó la edición en el grupo de tratamiento de la 

Figura 23A.  

Las Figuras 24A-B muestran los niveles de TTR en suero circulante (Figura 24A) y líquido 

cefalorraquídeo (CSF) (Figura 24B), respectivamente, en µg/ml para los grupos de control y 

tratamiento (dosificado con nanopartículas lipídicas formuladas con ARNsg específico a TTR). El 30 

tratamiento dio como resultado >99 % de disminución de los niveles de la TTR en suero. 
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Las Figuras 25A-D muestran las imágenes de inmunohistoquímica con tinción para la TTR en el 

estómago (Figura 25A), colon (Figura 25B), nervio ciático (Figura 25C) y ganglio de la raíz dorsal 

(DRG) (Figura 25D) de los ratones de control y tratamiento (dosificados con nanopartículas 

lipídicas formuladas con ARNsg específico a TTR). A la derecha, los gráficos de barras muestran 

una reducción en la tinción de la TTR 8 semanas después del tratamiento en los ratones tratados, 5 

medido por el porcentaje de área ocupada para cada tipo de tejido.  

Las Figuras 26A-C muestran la edición de TTR en el hígado (Figura 26A) y los resultados de la 

TTR en suero (en µg/ml (Figura 26B) y como el porcentaje del control tratado con TSS (Figura 

26C)), respectivamente, de los ratones TTR humanizados a los que se les administraron las 

formulaciones de LNP en un intervalo de dosis con los guías G000480, G000488, G000489 y 10 

G000502 y que contienen el ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 1) en una relación 1:1 en peso con 

respecto al guía. 

Las Figuras 27A-C muestran la edición de TTR en el hígado (Figura 27A) y los resultados de la 

TTR en suero (en µg/ml (Figura 27B) y como el porcentaje del control tratado con TSS (Figura 

27C)), respectivamente, de los ratones TTR humanizados a los que se les administraron las 15 

formulaciones de LNP en un intervalo de dosis con los guías G000481, G000482, G000486 y 

G000499 y que contienen el ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 1) en una relación 1:1 en peso con 

respecto al guía. 

Las Figuras 28A-C muestran la edición de TTR en el hígado (Figura 28A) y los resultados de la 

TTR en suero (en µg/ml (Figura 28B) y como el porcentaje del control tratado con TSS (Figura 20 

28C)), respectivamente, de los ratones TTR humanizados a los que se les administraron las 

formulaciones de LNP en un intervalo de dosis con los guías G000480, G000481, G000486, 

G000499 y G000502 y que contienen el ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 1) en una relación de 1:2 en 

peso con respecto al guía. 

La Figura 29 muestra la expresión relativa del ARNm de TTR en los hepatocitos primarios 25 

humanos (PHH) después del tratamiento con las LNPs que comprenden el ARNm de Cas9 y un 

ARNg según se indica, en comparación con los controles negativos (no tratados). 

La Figura 30 muestra la expresión relativa del ARNm de TTR en los hepatocitos primarios 

humanos (PHH) después del tratamiento con las LNPs que comprenden el ARNm de Cas9 y un 

ARNg según se indica, en comparación con los controles negativos (no tratados). 30 
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DESCRIPCIÓN DETALLADA 

A continuación se hará referencia en detalle a ciertas modalidades de la invención, cuyos ejemplos 

se ilustran en los dibujos adjuntos. Aunque la invención se describirá en conjunto con las 

modalidades ilustradas, se entenderá que no se destinan a limitar la invención a esas modalidades. 

Por el contrario, se desea que la invención cubra todas las alternativas, las modificaciones y los 5 

equivalentes que puedan incluirse dentro de la invención tal como se define en las reivindicaciones 

adjuntas. 

Antes de continuar describiendo las presentes enseñanzas en detalle, debe entenderse que la 

descripción no se limita a las etapas del proceso o las composiciones específicas, ya que pueden 

variar. Debe aclararse que, como se usan en esta especificación y en las reivindicaciones adjuntas, 10 

las formas singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen los referentes plurales, a menos que el 

contexto claramente lo indique de cualquier otra manera. Así, por ejemplo, la referencia a “un 

conjugado” incluye una pluralidad de conjugados y la referencia a “una célula” incluye una 

pluralidad de células y similares.  

Los intervalos numéricos incluyen los números que definen el intervalo. Se entiende que los 15 

valores medidos y medibles son aproximados, teniendo en cuenta los dígitos significativos y el 

error asociado con la medición. Además, el uso de “comprenden”, “comprende”, “que 

comprende”, “contienen”, “contiene”, “que contiene”, “incluyen”, “incluye” y “que incluye” no 

pretende ser limitantes. Debe entenderse que tanto la descripción general anterior como la 

descripción detallada son solo ejemplares y explicativas y no son restrictivas de las enseñanzas.  20 

A menos que se indique específicamente en la especificación anterior, las modalidades en la 

especificación que citan “que comprenden” varios componentes también se contemplan como “que 

consisten en” o “que consisten esencialmente de” los componentes citados; las modalidades en la 

especificación que citan “que consisten en” diversos componentes también se contemplan como 

“que comprenden” o “que consisten esencialmente de” los componentes citados; y las modalidades 25 

en la especificación que citan “que consisten esencialmente de” varios componentes también se 

contemplan como “que consisten en” o “que comprenden” los componentes citados (esta 

intercambiabilidad no se aplica al uso de estos términos en las reivindicaciones). El término “o” se 

usa en un sentido inclusivo, es decir, equivalente a “y/o”, a menos que el contexto indique 

claramente lo contrario. 30 

Los encabezados de sección usados en la presente descripción son solo para propósitos de 

organización y no deben interpretarse como limitantes del tema deseado de ninguna manera. En el 
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caso de que cualquier material incorporado por referencia contradiga cualquier término definido en 

esta especificación o cualquier otro contenido expreso de esta especificación, esta especificación 

controla. Si bien las presentes enseñanzas se describen junto con diversas modalidades, no se 

pretende que las presentes enseñanzas se limiten a tales modalidades. Por el contrario, las presentes 

enseñanzas abarcan diversas alternativas, modificaciones y equivalentes, como apreciarán los 5 

expertos en la técnica. 

I. Definiciones 

A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos y frases, como se usan en la presente 

descripción, pretenden tener los siguientes significados: 

“Polinucleótido” y “ácido nucleico” se usan en la presente descripción para referirse a un 10 

compuesto multimérico que comprende nucleósidos o análogos de nucleósidos que tienen bases 

heterocíclicas nitrogenadas o análogos de bases unidos entre sí a lo largo de una cadena principal, 

que incluye ARN convencional, ADN, ARN-ADN mixto y los polímeros que son análogos de 

estos. Una “cadena principal” de ácido nucleico puede estar compuesta por una variedad de 

enlaces, que incluyen uno o más enlaces de azúcar-fosfodiéster, enlaces péptido-ácido nucleico 15 

(“ácidos nucleicos peptídicos” o PNA; PCT núm. WO 95/32305), enlaces de fosforotioato, enlaces 

de metilfosfonato, o las combinaciones de estos. Los grupos de azúcar de un ácido nucleico pueden 

ser ribosa, desoxirribosa o los compuestos similares con sustituciones, por ejemplo, sustituciones 

de metoxi 2’ o haluro 2’. Las bases nitrogenadas pueden ser bases convencionales (A, G, C, T, U), 

análogos de estas (por ejemplo, uridinas modificadas tales como 5-metoxiuridina, pseudouridina, o 20 

N1-metilpseudouridina, u otras); inosina; derivados de purinas o pirimidinas (por ejemplo, N4-

metildesoxiguanosina, deaza- o aza-purinas, deaza- o aza-pirimidinas, bases de pirimidina con 

grupos sustituyentes en la posición 5 o 6 (por ejemplo, 5-metilcitosina), bases de purina con un 

sustituyente en las posiciones 2, 6 u 8, 2-amino-6-metilaminopurina, O6-metilguanina, 4-tio-

pirimidinas, 4-amino-pirimidinas, 4-dimetilhidrazina-pirimidinas y O4-alquil-pirimidinas; patente 25 

de los Estados Unidos núm. 5,378,825 y PCT núm. WO 93/13121). Para una discusión general 

véaseThe Biochemistry of the Nucleic Acids 5-36, Adams y otros, ed., 11th ed., 1992). Los ácidos 

nucleicos pueden incluir uno o más residuos “abásicos” en los que la cadena principal no incluye 

una base nitrogenada para la posición o posiciones del polímero (Patente de los Estados Unidos 

núm. 5,585,481). Un ácido nucleico puede comprender solo azúcares, bases y enlaces de ARN o 30 

ADN convencionales, o puede incluir componentes y sustituciones convencionales (por ejemplo, 

bases convencionales con enlaces metoxi 2’, o polímeros que contienen bases convencionales y 
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uno o más análogos de bases). El ácido nucleico incluye “ácido nucleico bloqueado” (LNA), un 

análogo que contiene uno o más monómeros de nucleótidos de LNA con una unidad de furanosa 

bicíclica bloqueada en una conformación de azúcar que simula el ARN, lo que mejora la afinidad 

de hibridación hacia las secuencias complementarias de ARN y ADN (Vester y Wengel, 2004, 

Biochemistry 43(42):13233-41). El ARN y el ADN tienen grupos de azúcar diferentes y pueden 5 

diferir por la presencia de uracilo o análogos de este en el ARN y timina o análogos de esta en el 

ADN.  

El “ARN de guía”, el “ARNg” y el “guía” se usan en la presente descripción de manera 

intercambiable para referirse a un ARNcr (también conocido como ARN CRISPR), o la 

combinación de un ARNcr y un ARNtr (también conocido como ARNtracr). El ARNcr y el ARNtr 10 

pueden asociarse como una molécula única de ARN (ARN de guía única, ARNsg) o en dos 

moléculas separadas de ARN (ARN de guía doble, ARNdg). El “ARN de guía” o “ARNg” se 

refiere a cada tipo. El ARNtr puede ser una secuencia natural, o una secuencia de ARNtr con 

modificaciones o variaciones en comparación con las secuencias naturales. 

Como se usa en la presente descripción, una “secuencia de guía” se refiere a una secuencia dentro 15 

de un ARN de guía que es complementaria a una secuencia diana y funciona para dirigir un ARN 

de guía a una secuencia diana para su unión o modificación (por ejemplo, escisión) por un agente 

de unión al ADN guiado por ARN. Una “secuencia de guía” también puede denominarse una 

“secuencia de orientación” o una “secuencia espaciadora”. Una secuencia de guía puede tener 20 

pares de bases de longitud, por ejemplo, en el caso de Streptococcus pyogenes (es decir, Cas9 Spy) 20 

y homólogos/ortólogos de Cas9 relacionados. Las secuencias más cortas o más largas también 

pueden usarse como guías, por ejemplo, de 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24 o 25 nucleótidos de 

longitud. Por ejemplo, en algunas modalidades, la secuencia de guía comprende al menos 17, 18, 

19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia que se selecciona de las SEQ ID NO: 5-82. En 

algunas modalidades, la secuencia diana está en un gen o en un cromosoma, por ejemplo, y es 25 

complementaria a la secuencia de guía. En algunas modalidades, el grado de complementariedad o 

identidad entre una secuencia de guía y su secuencia diana correspondiente puede ser de 

aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %. Por 

ejemplo, en algunas modalidades, la secuencia de guía comprende una secuencia con 

aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %, 88 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de 30 

identidad para al menos 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia que se selecciona 

de las SEQ ID NO: 5-82. En algunas modalidades, la secuencia de guía y la región diana pueden 
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ser 100 % complementarias o idénticas. En otras modalidades, la secuencia de guía y la región 

diana pueden contener al menos una incompatibilidad. Por ejemplo, la secuencia de guía y la 

secuencia diana pueden contener 1, 2, 3 o 4 incompatibilidades, donde la longitud total de la 

secuencia diana es al menos 17, 18, 19, 20 o más pares de bases. En algunas modalidades, la 

secuencia de guía y la región diana pueden contener 1-4 incompatibilidades donde la secuencia de 5 

guía comprende al menos 17, 18, 19, 20 o más nucleótidos. En algunas modalidades, la secuencia 

de guía y la región diana pueden contener 1, 2, 3 o 4 incompatibilidades donde la secuencia de guía 

comprende 20 nucleótidos. 

Las secuencias diana para las proteínas Cas incluyen tanto las cadenas positivas como las negativas 

del ADN genómico (es decir, la secuencia dada y el complemento inverso de la secuencia), ya que 10 

un sustrato de ácido nucleico para una proteína Cas es un ácido nucleico bicatenario. En 

consecuencia, cuando se dice que una secuencia de guía es “complementaria a una secuencia 

diana”, debe entenderse que la secuencia de guía puede dirigir un ARN de guía para que se una al 

complemento inverso de una secuencia diana. Por lo tanto, en algunas modalidades, donde la 

secuencia de guía se une al complemento inverso de una secuencia diana, la secuencia de guía es 15 

idéntica a ciertos nucleótidos de la secuencia diana (por ejemplo, la secuencia diana que no incluye 

el PAM) excepto por la sustitución de U por T en la secuencia de guía.  

Como se usa en la presente descripción, un “agente de unión al ADN guiado por ARN” significa 

un polipéptido o complejo de polipéptidos que tienen actividad de unión a ARN y ADN, o una 

subunidad de unión al ADN de dicho complejo, en donde la actividad de unión al ADN es 20 

específica a la secuencia y depende de la secuencia del ARN. Los ejemplos de los agentes de unión 

al ADN guiados por ARN incluyen las cleavasas/nickasas Cas y sus formas inactivadas (“agentes 

de unión al ADN dCas”). La “nucleasa Cas”, también llamada “proteína Cas”, como se usa en la 

presente descripción, abarca cleavasas Cas, nickasas Cas y agentes de unión al ADN dCas. Las 

cleavasas/nickasas Cas y los agentes de unión al ADN dCas incluyen un complejo Csm o Cmr de 25 

un sistema CRISPR tipo III, Cas10, Csm1 o la subunidad Cmr2 de este, un complejo Cascade de 

un sistema CRISPR tipo I, la subunidad Cas3 de este y nucleasas Cas de Clase 2. Como se usa en 

la presente descripción, una “nucleasa Cas de clase 2” es un polipéptido de cadena sencilla con 

actividad de unión al ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas9 o una nucleasa Cpf1. Las 

nucleasas Cas de Clase 2 incluyen las cleavasas Cas de Clase 2 y las nickasas Cas de Clase 2 (por 30 

ejemplo, variantes H840A, D10A o N863A), que además tienen actividad de nickasa o cleavasas 

de ADN guiadas por ARN y agentes de unión al ADN dCas de clase 2, en los cuales la actividad 
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de cleavasa/nickasa está inactivada. Las nucleasas Cas de clase 2 incluyen, por ejemplo, Cas9, 

Cpf1, C2c1, C2c2, C2c3, HF Cas9 (por ejemplo, variantes N497A, R661A, Q695A, Q926A), 

HypaCas9 (por ejemplo, variantes N692A, M694A, Q695A, H698A), proteínas eSPCas9(1.0) (por 

ejemplo, variantes K810A, K1003A, R1060A), y eSPCas9(1.1) (por ejemplo, variantes K848A, 

K1003A, R1060A) y las modificaciones de estas. La proteína Cpf1, Zetsche y otros, Cell, 163: 1-5 

13 (2015), es homóloga a Cas9 y contiene un dominio de nucleasa de tipo RuvC. Las secuencias 

deCpf1 de Zetsche se incorporan por referencia en su totalidad. Véase, por ejemplo, Zetsche, 

Tablas S1 y S3. “Cas9” abarca Cas9 Spy, las variantes de Cas9 enumeradas en la presente 

descripción y los equivalentes de estas. Véase, por ejemploMakarova y otros, Nat Rev Microbiol, 

13 (11): 722-36 (2015); Shmakov y otros, Molecular Cell, 60:385-397 (2015).  10 

La “uridina modificada” se usa en la presente descripción para referirse a un nucleósido distinto de 

timidina con los mismos aceptores de enlaces de hidrógeno que la uridina y una o más diferencias 

estructurales de la uridina. En algunas modalidades, una uridina modificada es una uridina 

sustituida, es decir, una uridina en la que uno o más sustituyentes no protónicos (por ejemplo, 

alcoxi, tal como metoxi) ocupan el lugar de un protón. En algunas modalidades, una uridina 15 

modificada es pseudouridina. En algunas modalidades, una uridina modificada es una 

pseudouridina sustituida, es decir, una pseudouridina en la que uno o más sustituyentes no 

protónicos (por ejemplo, alquilo, tal como metilo) toman el lugar de un protón. En algunas 

modalidades, una uridina modificada es cualquiera de una uridina sustituida, pseudouridina o una 

pseudouridina sustituida. 20 

La “posición de uridina”, como se usa en la presente descripción, se refiere a una posición en un 

polinucleótido ocupado por una uridina o una uridina modificada. Así, por ejemplo, un 

polinucleótido en el que “el 100 % de las posiciones de uridina son uridinas modificadas” contiene 

una uridina modificada en cada posición que sería una uridina en un ARN convencional (donde 

todas las bases son bases estándar A, U, C o G) de la misma secuencia. A menos que se indique lo 25 

contrario, una U en una secuencia de polinucleótidos de una tabla de secuencias o listado de 

secuencias en, o acompañando, esta descripción puede ser una uridina o una uridina modificada. 

Como se usa en la presente descripción, se considera que una primera secuencia “comprende una 

secuencia con al menos X % de identidad con” una segunda secuencia si una alineación de la 

primera secuencia con la segunda secuencia muestra que X % o más de las posiciones de la 30 

segunda secuencia en su totalidad coinciden con la primera secuencia. Por ejemplo, la secuencia 

AAGA comprende una secuencia con un 100 % de identidad con la secuencia AAG porque una 
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alineación daría un 100 % de identidad en el sentido de que hay coincidencias con las tres 

posiciones de la segunda secuencia. Las diferencias entre el ARN y el ADN (generalmente el 

intercambio de uridina por timidina o viceversa) y la presencia de análogos de nucleósidos, como 

las uridinas modificadas, no contribuyen a las diferencias de identidad o complementariedad entre 

los polinucleótidos siempre que los nucleótidos relevantes (tales como la timidina, uridina o 5 

uridina modificada) tienen el mismo complemento (por ejemplo, adenosina para toda la timidina, 

uridina o uridina modificada; otro ejemplo es la citosina y la 5-metilcitosina, ambas con guanosina 

o guanosina modificada como complemento). Así, por ejemplo, la secuencia 5’-AXG donde X es 

cualquier uridina modificada, como pseudouridina, N1-metil pseudouridina o 5-metoxiuridina, se 

considera 100 % idéntica a AUG en que ambas son perfectamente complementarias a la misma 10 

secuencia (5’-CAU). Ejemplos de algoritmos de alineación son los algoritmos de Smith-Waterman 

y Needleman-Wunsch, que son bien conocidos en la técnica. Un experto en la técnica entenderá 

que las opciones de algoritmo y las configuraciones de parámetros son apropiadas para un par de 

secuencias dadas a alinear; para secuencias de longitud generalmente similar e identidad esperada 

>50 % para aminoácidos o >75 % para nucleótidos, el algoritmo de Needleman-Wunsch con la 15 

configuración predeterminada de la interfaz del algoritmo de Needleman-Wunsch proporcionada 

por el EBI en el servidor web www.ebi.ac.uk es generalmente apropiado. 

El “ARNm” se usa en la presente descripción para referirse a un polinucleótido que no es ADN y 

comprende un marco de lectura abierto que puede traducirse en un polipéptido (es decir, puede 

servir como un sustrato para la traducción por un ribosoma y ARNt amino-acilado). El ARNm 20 

puede comprender una cadena principal de fosfato-azúcar que incluye residuos de ribosa o 

análogos de estos, por ejemplo, residuos de 2’-metoxi ribosa. En algunas modalidades, los azúcares 

de una cadena principal de fosfato-azúcar del ARNm consisten esencialmente en residuos de 

ribosa, residuos de 2’-metoxi ribosa, o una combinación de estos. En general, los ARNm no 

contienen una cantidad sustancial de residuos de timidina (por ejemplo, 0 residuos o menos de 30, 25 

20, 10, 5, 4, 3 o 2 residuos de timidina; o menos del 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 4 %, 3 

%, 2 %, 1 %, 0.5 %, 0.2 % o 0.1 % de contenido de timidina). Un ARNm puede contener uridinas 

modificadas en algunas o todas sus posiciones de uridina. 

Como se usa en la presente descripción, el “contenido de mínima uridina” de un marco de lectura 

abierto (ORF) dado es el contenido de uridina de un ORF que (a) usa un codón de mínima uridina 30 

en cada posición y (b) codifica la misma secuencia de aminoácidos que el ORF dado. El codón o 

los codones de mínima uridina para un aminoácido dado es el codón o son los codones con la 
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menor cantidad de uridinas (generalmente 0 o 1, excepto un codón para fenilalanina, donde el 

codón de mínima uridina tiene 2 uridinas). Los residuos de uridina modificada se consideran 

equivalentes a las uridinas con el fin de evaluar el contenido de mínima uridina. 

Como se usa en la presente descripción, el “contenido de dinucleótidos de mínima uridina” de un 

marco de lectura abierto (ORF) dado es el contenido de dinucleótidos de uridina (UU) más bajo 5 

posible de un ORF que (a) usa un codón de mínima uridina (como se discutió anteriormente) en 

cada posición y (b) codifica la misma secuencia de aminoácidos que el ORF dado. El contenido de 

dinucleótidos de uridina (UU) puede expresarse en términos absolutos como la enumeración de 

dinucleótidos de UU en un ORF o en base a la tasa como el porcentaje de posiciones ocupadas por 

las uridinas de dinucleótidos de uridina (por ejemplo, AUUAU tendría un contenido de 10 

dinucleótidos de uridina del 40 % porque 2 de las 5 posiciones están ocupadas por las uridinas de 

un dinucleótido de uridina). Los residuos de uridina modificada se consideran equivalentes a las 

uridinas con el fin de evaluar el contenido de dinucleótidos de mínima uridina. 

Como se usa en la presente descripción, “TTR” se refiere a la transtiretina, que es el producto 

génico de un gen TTR. 15 

Como se usa en la presente descripción, “amiloide” se refiere a los agregados anormales de 

proteínas o péptidos que normalmente son solubles. Los amiloides son insolubles, y los amiloides 

pueden generar depósitos proteicos en órganos y tejidos. Las proteínas o los péptidos en los 

amiloides pueden plegarse mal en una forma que permite que muchas copias de la proteína se unan 

para formar las fibrillas. Mientras que algunas formas de amiloide pueden tener funciones 20 

normales en el cuerpo humano, los “amiloides”, como se usa en la presente descripción, se refiere 

a los agregados anormales o patológicos de la proteína. Los amiloides pueden comprender una sola 

proteína o péptido, como la TTR, o pueden comprender múltiples proteínas o péptidos, como la 

TTR y proteínas adicionales.  

Como se usa en la presente descripción, las "fibrillas amiloides" se refieren a las fibras insolubles 25 

de amiloide que son resistentes a la degradación. Las fibrillas amiloides pueden producir síntomas 

basados en la proteína o el péptido específico y el tipo de tejido y célula en el que se ha agregado. 

Como se usa en la presente descripción, "amiloidosis" se refiere a una enfermedad caracterizada 

por síntomas causados por el depósito de amiloides o fibrillas amiloides. La amiloidosis puede 

afectar numerosos órganos, incluidos el corazón, los riñones, el hígado, el bazo, el sistema 30 

nervioso y la vía digestiva.  
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Como se usa en la presente descripción, “ATTR”, “amiloidosis relacionada con TTR”, 

“amiloidosis TTR”, “amiloidosis ATTR” o “amiloidosis asociada con TTR” se refiere a la 

amiloidosis asociada con el depósito de la TTR.  

Como se usa en la presente descripción, “miocardiopatía amiloide familiar” o “FAC” se refiere a 

una amiloidosis transtiretina hereditaria (ATTR) caracterizada principalmente por miocardiopatía 5 

restrictiva. La insuficiencia cardíaca congestiva es común en la FAC. La edad promedio de inicio 

es de aproximadamente 60-70 años, con una esperanza de vida estimada de 4-5 años después del 

diagnóstico. 

Como se usa en la presente descripción, “polineuropatía amiloide familiar” o “FAP” se refiere a 

una amiloidosis transtiretina hereditaria (ATTR) caracterizada principalmente por neuropatía 10 

sensitivomotora. La neuropatía autonómica es común en la FAP. Si bien la neuropatía es una 

característica principal, los síntomas de la FAP también pueden incluir caquexia, insuficiencia 

renal y enfermedad cardíaca. La edad promedio de inicio de la FAP es de aproximadamente 30-50 

años, con una esperanza de vida estimada de 5-15 años después del diagnóstico. 

Como se usa en la presente descripción, “ATTR de tipo salvaje” y “ATTRwt” se refieren a la 15 

ATTR no asociada con una mutación TTR patológica como T60A, V30M, V30A, V30G, V30L, 

V122I, V122A, o V122(-). La ATTRwt también se ha denominado amiloidosis sistémica senil. El 

inicio generalmente ocurre en hombres de 60 años o más, con los síntomas más comunes como 

insuficiencia cardíaca congestiva y ritmo cardíaco anormal, como la fibrilación auricular. Los 

síntomas adicionales incluyen las consecuencias de la función cardíaca deficiente, como dificultad 20 

para respirar, fatiga, mareos, hinchazón (especialmente en las piernas), náuseas, angina, sueño 

interrumpido y pérdida de peso. Un antecedente de síndrome del túnel carpiano indica un mayor 

riesgo de la ATTRwt y en algunos casos puede ser indicativo de enfermedad en etapa temprana. La 

ATTRwt generalmente conduce a una disminución de la función cardíaca con el tiempo, pero 

puede tener un mejor pronóstico que la ATTR hereditaria porque los depósitos de la TTR de tipo 25 

salvaje se acumulan más lentamente. Los tratamientos existentes son similares a las otras formas 

de ATTR (aparte del trasplante de hígado) y generalmente se dirigen a apoyar o mejorar la función 

cardíaca, que van desde diuréticos y la ingesta limitada de líquidos y sal hasta anticoagulantes y, en 

casos graves, trasplantes de corazón. Sin embargo, como la FAC, la ATTRwt puede provocar la 

muerte por insuficiencia cardíaca, a veces dentro de los 3-5 años posteriores al diagnóstico. 30 

Las secuencias de guía útiles en las composiciones de ARN de guía y los métodos descritos en la 

presente descripción se muestran en la Tabla 1 y a lo largo de la solicitud.  
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Como se usa en la presente descripción, “ATTR hereditaria” se refiere a la ATTR que está 

asociada con una mutación en la secuencia del gen TTR. Las mutaciones conocidas en el gen TTR 

asociadas con la ATTR incluyen aquellas que resultan en la TTR con sustituciones de T60A, 

V30M, V30A, V30G, V30L, V122I, V122A, o V122(-).  

Como se usa en la presente descripción, “indeles” se refiere a mutaciones de inserción/deleción 5 

que consisten en una serie de nucleótidos que se insertan o eliminan en el sitio de las rupturas 

bicatenarias (DSB) en un ácido nucleico diana. 

Como se usa en la presente descripción, “disminución” se refiere a una disminución en la 

expresión de un producto génico particular (por ejemplo, proteína, ARNm o ambos). La 

disminución de una proteína puede medirse por detección de la proteína secretada por el tejido o la 10 

población de células (por ejemplo, en suero o medios celulares) o por la detección de la cantidad 

celular total de la proteína de un tejido o población celular de interés. Se conocen métodos para 

medir la disminución del ARNm, e incluyen la secuenciación del ARNm aislado de un tejido o 

población celular de interés. En algunas modalidades, la “disminución” puede referirse a alguna 

pérdida de expresión de un producto génico particular, por ejemplo, una disminución en la 15 

cantidad del ARNm transcrito o una disminución en la cantidad de proteína expresada o secretada 

por una población de células (que incluye poblaciones in vivo como las que se encuentran en los 

tejidos).  

Como se usa en la presente descripción, “inactivación” se refiere a una pérdida de expresión de una 

proteína particular en una célula. La inactivación puede medirse por la detección de la cantidad de 20 

secreción de proteína de un tejido o población de células (por ejemplo, en suero o medios 

celulares) o por la detección de la cantidad celular total de una proteína en un tejido o una 

población de células. En algunas modalidades, los métodos de la descripción “inactivan” la TTR 

en una o más células (por ejemplo, en una población de células que incluye poblaciones in vivo 

como las que se encuentran en los tejidos). En algunas modalidades, una inactivación no es la 25 

formación de proteína TTR mutante, por ejemplo, generada por indeles, sino la pérdida completa 

de la expresión de la proteína TTR en una célula. 

Como se usa en la presente descripción, “TTR mutante” se refiere a un producto génico de TTR (es 

decir, la proteína TTR) que tiene un cambio en la secuencia de aminoácidos de la TTR en 

comparación con la secuencia de aminoácidos de tipo salvaje de la TTR. La secuencia TTR de tipo 30 

salvaje humana está disponible en NCBI Gene ID: 7276; Ensembl: Ensembl: ENSG00000118271. 
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Las formas mutantes de la TTR asociadas con la ATTR, por ejemplo, en humanos, incluyen T60A, 

V30M, V30A, V30G, V30L, V122I, V122A, o V122(-).  

Como se usa en la presente descripción, “TTR mutante” o “alelo TTR mutante” se refiere a una 

secuencia TTR que tiene un cambio en la secuencia de nucleótidos de la TTR en comparación con 

la secuencia de tipo salvaje (NCBI Gene ID: 7276; Ensembl: ENSG00000118271).  5 

Como se usa en la presente descripción, “ribonucleoproteína” (RNP) o “complejo RNP” se refiere 

a un ARN de guía junto con un agente de unión al ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa 

Cas, por ejemplo, una cleavasa Cas, nickasa Cas, o un agente de unión al ADN dCas (por ejemplo, 

Cas9). En algunas modalidades, el ARN de guía orienta el agente de unión al ADN guiado por 

ARN, tal como Cas9, a una secuencia diana, y el ARN de guía se hibrida con el agente y se une a 10 

la secuencia diana; en los casos en que el agente es un cleavasa o nickasa, la unión puede seguirse 

por la escisión o muesca.  

Como se usa en la presente descripción, una “secuencia diana” se refiere a una secuencia de ácido 

nucleico en un gen diana que tiene complementariedad con la secuencia de guía del ARNg. La 

interacción de la secuencia diana y la secuencia de guía dirige a un agente de unión al ADN guiado 15 

por ARN para que se una, y potencialmente corte o escinda (dependiendo de la actividad del 

agente), dentro de la secuencia diana.  

Como se usa en la presente descripción, “tratamiento” se refiere a cualquier administración o 

aplicación de un agente terapéutico para la enfermedad o el trastorno en un sujeto, e incluye inhibir 

la enfermedad, detener su desarrollo, aliviar uno o más síntomas de la enfermedad, curar la 20 

enfermedad o prevenir la recurrencia de uno o más síntomas de la enfermedad. Por ejemplo, el 

tratamiento de la ATTR puede comprender aliviar los síntomas de la ATTR. 

La “uridina modificada” se usa en la presente descripción para referirse a un nucleósido distinto de 

timidina con los mismos aceptores de enlaces de hidrógeno que la uridina y una o más diferencias 

estructurales de la uridina. En algunas modalidades, una uridina modificada es una uridina 25 

sustituida, es decir, una uridina en la que uno o más sustituyentes no protónicos (por ejemplo, 

alcoxi, tal como metoxi) ocupan el lugar de un protón. En algunas modalidades, una uridina 

modificada es pseudouridina. En algunas modalidades, una uridina modificada es una 

pseudouridina sustituida, es decir, una pseudouridina en la que uno o más sustituyentes no 

protónicos (por ejemplo, alquilo, tal como metilo) toman el lugar de un protón, por ejemplo, N1-30 

metil pseudouridina. En algunas modalidades, una uridina modificada es cualquiera de una uridina 

sustituida, pseudouridina o una pseudouridina sustituida. 
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Como se usa en la presente descripción, se considera que una primera secuencia “comprende una 

secuencia con al menos X % de identidad con” una segunda secuencia si una alineación de la 

primera secuencia con la segunda secuencia muestra que X % o más de las posiciones de la 

segunda secuencia en su totalidad coinciden con la primera secuencia. Por ejemplo, la secuencia 

AAGA comprende una secuencia con un 100 % de identidad con la secuencia AAG porque una 5 

alineación daría un 100 % de identidad en el sentido de que hay coincidencias con las tres 

posiciones de la segunda secuencia. Las diferencias entre el ARN y el ADN (generalmente el 

intercambio de uridina por timidina o viceversa) y la presencia de análogos de nucleósidos, como 

las uridinas modificadas, no contribuyen a las diferencias de identidad o complementariedad entre 

los polinucleótidos, siempre que los nucleótidos relevantes (tales como timidina, uridina o uridina 10 

modificada) tengan el mismo complemento (por ejemplo, adenosina para toda la timidina, uridina 

o uridina modificada; otro ejemplo es la citosina y la 5-metilcitosina, ambas con guanosina como 

complemento). Así, por ejemplo, la secuencia 5’-AXG donde X es cualquier uridina modificada, 

como pseudouridina, N1-metil pseudouridina o 5-metoxiuridina, se considera 100 % idéntica a 

AUG en que ambas son perfectamente complementarias a la misma secuencia (5’-CAU). Ejemplos 15 

de algoritmos de alineación son los algoritmos de Smith-Waterman y Needleman-Wunsch, que son 

bien conocidos en la técnica. Un experto en la técnica entenderá que las opciones de algoritmo y 

las configuraciones de parámetros son apropiadas para un par de secuencias dadas a alinear; para 

secuencias de longitud generalmente similar e identidad esperada >50 % para aminoácidos o >75 

% para nucleótidos, el algoritmo de Needleman-Wunsch con la configuración predeterminada de la 20 

interfaz del algoritmo de Needleman-Wunsch proporcionada por el EBI en el servidor web 

www.ebi.ac.uk es generalmente apropiado. 

El término “alrededor” o “aproximadamente” significa un error aceptable para un valor particular 

determinado por un experto en la técnica, que depende en parte de cómo se mide o determina el 

valor. 25 

II. Composiciones 

A. Composiciones que comprenden ARN de guía (ARNg) 

En la presente descripción se proporcionan composiciones útiles para la edición del gen TTR, por 

ejemplo, mediante el uso de un ARN de guía con un agente de unión al ADN guiado por ARN (por 

ejemplo, un sistema CRISPR/Cas). Las composiciones pueden administrarse a sujetos que tienen 30 

secuencias del gen TTR de tipo salvaje o no salvaje, tales como, por ejemplo, sujetos con ATTR, 
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que pueden ser ATTR wt o una forma hereditaria o familiar de ATTR. Las secuencias de guía 

dirigidos al gen TTR se muestran en la Tabla 1 en las SEQ ID Nos: 5-82.  

 

 

 5 

Tabla 1: Secuencias de guía dirigidas a TTR, nomenclatura, coordenadas cromosómicas y 

secuencia. 

SEQ 

ID 

No. 

ID de guía Descrip-

ción 

Especies Localización 

cromosómica 

Secuencias de guía* 

5 CR003335 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159191

7-31591937 

CUGCUCCUCCUCUGCCUUGC 

6 CR003336 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159192

2-31591942 

CCUCCUCUGCCUUGCUGGAC 

7 CR003337 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159192

5-31591945 

CCAGUCCAGCAAGGCAGAGG 

8 CR003338 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159192

8-31591948 

AUACCAGUCCAGCAAGGCAG 

9 CR003339 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159193

4-31591954 

ACACAAAUACCAGUCCAGCA 

10 CR003340 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159193

7-31591957 

UGGACUGGUAUUUGUGUCUG 

11 CR003341 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159194

1-31591961 

CUGGUAUUUGUGUCUGAGGC 

12 CR003342 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159288

0-31592900 

CUUCUCUACACCCAGGGCAC 

13 CR003343 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159290

2-31592922 

CAGAGGACACUUGGAUUCAC 

14 CR003344 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159291

1-31592931 

UUUGACCAUCAGAGGACACU 

15 CR003345 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159291

9-31592939 

UCUAGAACUUUGACCAUCAG 
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16 CR003346 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159292

8-31592948 

AAAGUUCUAGAUGCUGUCCG 

17 CR003347 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159294

8-31592968 

CAUUGAUGGCAGGACUGCCU 

18 CR003348 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159294

8-31592968 

AGGCAGUCCUGCCAUCAAUG 

19 CR003349 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159295

8-31592978 

UGCACGGCCACAUUGAUGGC 

20 CR003350 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159296

2-31592982 

CACAUGCACGGCCACAUUGA 

21 CR003351 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159297

4-31592994 

AGCCUUUCUGAACACAUGCA 

22 CR003352 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159298

6-31593006 

GAAAGGCUGCUGAUGACACC 

23 CR003353 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159298

7-31593007 

AAAGGCUGCUGAUGACACCU 

24 CR003354 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159300

3-31593023 

ACCUGGGAGCCAUUUGCCUC 

25 CR003355 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159300

7-31593027 

CCCAGAGGCAAAUGGCUCCC 

26 CR003356 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159301

5-31593035 

GCAACUUACCCAGAGGCAAA 

27 CR003357 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159302

2-31593042 

UUCUUUGGCAACUUACCCAG 

28 CR003358 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159512

7-31595147 

AUGCAGCUCUCCAGACUCAC 

29 CR003359 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159512

6-31595146 

AGUGAGUCUGGAGAGCUGCA 

30 CR003360 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159512

7-31595147 

GUGAGUCUGGAGAGCUGCAU 

31 CR003361 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159514

0-31595160 

GCUGCAUGGGCUCACAACUG 
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32 CR003362 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159514

3-31595163 

GCAUGGGCUCACAACUGAGG 

33 CR003363 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159515

6-31595176 

ACUGAGGAGGAAUUUGUAGA 

34 CR003364 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159515

7-31595177 

CUGAGGAGGAAUUUGUAGAA 

35 CR003365 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159517

0-31595190 

UGUAGAAGGGAUAUACAAAG 

36 CR003366 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159519

3-31595213 

AAAUAGACACCAAAUCUUAC 

37 CR003367 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159519

7-31595217 

AGACACCAAAUCUUACUGGA 

38 CR003368 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159520

5-31595225 

AAGUGCCUUCCAGUAAGAUU 

39 CR003369 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159523

5-31595255 

CUCUGCAUGCUCAUGGAAUG 

40 CR003370 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159523

6-31595256 

CCUCUGCAUGCUCAUGGAAU 

41 CR003371 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159523

7-31595257 

ACCUCUGCAUGCUCAUGGAA 

42 CR003372 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159524

2-31595262 

UACUCACCUCUGCAUGCUCA 

43 CR003373 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159857

0-31598590 

GUAUUCACAGCCAACGACUC 

44 CR003374 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159858

3-31598603 

GCGGCGGGGGCCGGAGUCGU 

45 CR003375 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159859

2-31598612 

AAUGGUGUAGCGGCGGGGGC 

46 CR003376 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159859

6-31598616 

CGGCAAUGGUGUAGCGGCGG 

47 CR003377 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159859

7-31598617 

GCGGCAAUGGUGUAGCGGCG 
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48 CR003378 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159859

8-31598618 

GGCGGCAAUGGUGUAGCGGC 

49 CR003379 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159859

9-31598619 

GGGCGGCAAUGGUGUAGCGG 

50 CR003380 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159860

2-31598622 

GCAGGGCGGCAAUGGUGUAG 

51 CR003381 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159861

0-31598630 

GGGGCUCAGCAGGGCGGCAA 

52 CR003382 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159861

6-31598636 

GGAGUAGGGGCUCAGCAGGG 

53 CR003383 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159861

9-31598639 

AUAGGAGUAGGGGCUCAGCA 

54 CR003384 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159862

0-31598640 

AAUAGGAGUAGGGGCUCAGC 

55 CR003385 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159862

6-31598646 

CCCCUACUCCUAUUCCACCA 

56 CR003386 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159862

9-31598649 

CCGUGGUGGAAUAGGAGUAG 

57 CR003387 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159863

0-31598650 

GCCGUGGUGGAAUAGGAGUA 

58 CR003388 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159863

7-31598657 

GACGACAGCCGUGGUGGAAU 

59 CR003389 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159864

3-31598663 

AUUGGUGACGACAGCCGUGG 

60 CR003390 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159864

6-31598666 

GGGAUUGGUGACGACAGCCG 

61 CR003391 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159864

7-31598667 

GGCUGUCGUCACCAAUCCCA 

62 CR003392 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159866

1-31598681 

AGUCCCUCAUUCCUUGGGAU 

63 CR005298 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159188

3-31591903 

UCCACUCAUUCUUGGCAGGA 
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64 CR005299 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159863

1-31598651 

AGCCGUGGUGGAAUAGGAGU 

65 CR005300 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159196

7-31591987 

UCACAGAAACACUCACCGUA 

66 CR005301 TTR  

(Exón 1) 

Humano chr18:3159196

8-31591988 

GUCACAGAAACACUCACCGU 

67 CR005302 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159287

4-31592894 

ACGUGUCUUCUCUACACCCA 

68 CR005303 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159290

3-31592923 

UGAAUCCAAGUGUCCUCUGA 

69 CR005304 TTR  

(Exón 2) 

Humano chr18:3159296

9-31592989 

GGCCGUGCAUGUGUUCAGAA 

70 CR005305 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159511

4-31595134 

UAUAGGAAAACCAGUGAGUC 

71 CR005306 TTR  

(Exón 3) 

Humano chr18:3159520

4-31595224 

AAAUCUUACUGGAAGGCACU 

72 CR005307 TTR  

(Exón 4) 

Humano chr18:3159854

8-31598568 

UGUCUGUCUUCUCUCAUAGG 

73 CR000689 TTR Cyno chr18:5068153

3-50681553 

ACACAAAUACCAGUCCAGCG 

74 CR005364 TTR Cyno chr18:5068048

1-50680501 

AAAGGCUGCUGAUGAGACCU 

75 CR005365 TTR Cyno chr18:5068052

0-50680540 

CAUUGACAGCAGGACUGCCU 

76 CR005366 TTR Cyno chr18:5068153

9-50681559 

AUACCAGUCCAGCGAGGCAG 

77 CR005367 TTR Cyno chr18:5068154

2-50681562 

CCAGUCCAGCGAGGCAGAGG 

78 CR005368 TTR Cyno chr18:5068154

5-50681565 

CCUCCUCUGCCUCGCUGGAC 

79 CR005369 TTR Cyno chr18:5068054

0-50680560 

AAAGUUCUAGAUGCCGUCCG 
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80 CR005370 TTR Cyno chr18:5068059

4-50680614 

ACUUGUCUUCUCUAUACCCA 

81 CR005371 TTR Cyno chr18:5067821

6-50678236 

AAGUGACUUCCAGUAAGAUU 

82 CR005372 TTR Cyno chr18:5068048

2-50680502 

AAAAGGCUGCUGAUGAGACC 

Cada una de las secuencias de guía anteriores puede comprender además nucleótidos adicionales 

para formar un ARNcr, por ejemplo, con la siguiente secuencia de nucleótidos ejemplar después de 

la secuencia de guía en su extremo 3’: GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 126). 

En el caso de un ARNsg, las secuencias de guía anteriores pueden comprender además nucleótidos 

adicionales para formar un ARNsg, por ejemplo, con la siguiente secuencia de nucleótidos 5 

ejemplar después del extremo 3’ de la secuencia de guía: 

GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAA

AAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU (SEQ ID NO: 125) en orientación de 5’ a 3’. 

En algunas modalidades, el ARNsg está modificado. En algunas modalidades, el ARNsg 

comprende el patrón de modificación que se muestra a continuación en la SEQ ID NO: 3, donde N 10 

es cualquier nucleótido natural o no natural, y en donde la totalidad de los N comprenden una 

secuencia de guía tal como se describe en la presente descripción y el ARNsg modificado 

comprende la siguiente secuencia: 

mN*mN*mN*NNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmAm

GmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGm15 

UmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*mU (SEQ ID NO: 3)), 

donde “N” puede ser cualquier nucleótido natural o no natural. Por ejemplo, se incluye en la 

presente descripción la SEQ ID NO: 3, donde los N se reemplazan con cualquiera de las secuencias 

de guía descritas en la presente descripción. Las modificaciones permanecen como se muestra en la 

SEQ ID NO: 3 a pesar de la sustitución de los N por los nucleótidos de un guía. Es decir, aunque 20 

los nucleótidos del guía reemplazan los “N”, los primeros tres nucleótidos se modifican con 

2’OMe y hay enlaces de fosforotioato entre el primer y segundo nucleótidos, el segundo y tercer 

nucleótidos y el tercer y cuarto nucleótidos. 

En algunas modalidades, se incluye cualquiera de las secuencias mencionadas en la Tabla 2.  

Tabla 2: Secuencias de ARNsg dirigidas a TTR 25 
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SEQ 
ID 
No. 

ID de 
guía 

Objetivo y 
descripción 

Especies Secuencia 

87 G000480 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mA*mA*mA*GGCUGCUGAUGACACCUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

88 G000481 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mU*mC*mU*AGAACUUUGACCAUCAGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

89 G000482 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mU*mG*mU*AGAAGGGAUAUACAAAGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

90 G000483 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mU*mC*mC*ACUCAUUCUUGGCAGGAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

91 G000484 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mA*mG*mA*CACCAAAUCUUACUGGAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
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92 G000485 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mC*mC*mU*CCUCUGCCUUGCUGGACGUU

UUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmAm

GmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

93 G000486 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mA*mC*mA*CAAAUACCAGUCCAGCAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

94 G000487 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mU*mU*mC*UUUGGCAACUUACCCAGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

95 G000488 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mA*mA*mA*GUUCUAGAUGCUGUCCGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

96 G000489 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mU*mU*mU*GACCAUCAGAGGACACUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

97 G000490 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

Humano mA*mA*mA*UAGACACCAAAUCUUACGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU
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TTR UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

98 G000491 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mA*mU*mA*CCAGUCCAGCAAGGCAGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

99 G000492 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mC*mU*mU*CUCUACACCCAGGGCACGUU

UUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmAm

GmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

100 G000493 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mA*mA*mG*UGCCUUCCAGUAAGAUUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

101 G000494 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mG*mU*mG*AGUCUGGAGAGCUGCAUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

102 G000495 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mC*mA*mG*AGGACACUUGGAUUCACGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
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103 G000496 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mG*mG*mC*CGUGCAUGUGUUCAGAAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

104 G000497 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mC*mU*mG*CUCCUCCUCUGCCUUGCGUU

UUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmAm

GmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

105 G000498 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mA*mG*mU*GAGUCUGGAGAGCUGCAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

106 G000499 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mU*mG*mA*AUCCAAGUGUCCUCUGAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

107 G000500 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mC*mC*mA*GUCCAGCAAGGCAGAGGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

108 G000501 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

Humano mU*mC*mA*CAGAAACACUCACCGUAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU
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TTR UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

109 G000567 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mG*mA*mA*AGGCUGCUGAUGACACCGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

110 G000568 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mG*mG*mC*UGUCGUCACCAAUCCCAGUU

UUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmAm

GmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

111 G000570 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mC*mA*mU*UGAUGGCAGGACUGCCUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

112 G000571 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mG*mU*mC*ACAGAAACACUCACCGUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

113 G000572 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

TTR 

Humano mC*mC*mC*CUACUCCUAUUCCACCAGUU

UUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmAm

GmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
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114 G000502 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mA*mC*mA*CAAAUACCAGUCCAGCGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

115 G000503 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mA*mA*mA*AGGCUGCUGAUGAGACCGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

116 G000504 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mA*mA*mA*GGCUGCUGAUGAGACCUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

117 G000505 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mC*mA*mU*UGACAGCAGGACUGCCUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

118 G000506 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mA*mU*mA*CCAGUCCAGCGAGGCAGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

119 G000507 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

Cyno mC*mC*mA*GUCCAGCGAGGCAGAGGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU
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específico a 

TTR de 

Cyno 

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

120 G000508 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mC*mC*mU*CCUCUGCCUCGCUGGACGUU

UUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmAm

GmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU

AUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

121 G000509 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mA*mA*mA*GUUCUAGAUGCCGUCCGGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

122 G000510 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mA*mC*mU*UGUCUUCUCUAUACCCAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

123 G000511 Secuencia 

modificada 

de ARNsg 

específico a 

TTR de 

Cyno 

Cyno mA*mA*mG*UGACUUCCAGUAAGAUUGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 

124 G000282 TTR Ratón mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGU

UUUAGAmGmCmUmAmGmAmAmAmUmA

mGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGU

UAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmG

mUmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmG

mGmUmGmCmU*mU*mU*mU 
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* = Enlace PS; 'm' = nucleótido 2'-O-Me 

 

En la Tabla 3 se proporciona un mapeo de alineación de las ID de guía con las ID de ARNsg 

correspondientes, así como también la homología con el ID del genoma de cyno y las ID de guía 

coincidentes de cyno. 5 

Tabla 3: Mapeo ID de secuencia de guía dirigida a TTR y homología con cyno 

Descripción 

ID de guía 

doble 

humano 

ID de 

guía 

único 

humano 

Número de 

coincidencias con el 

genoma de Cyno 

ID de ARNdg 

coincidente 

con Cyno 

ID de ARNsg 

coincidente 

con Cyno 

TTR CR003335 G000497 1 

TTR CR003336 G000485 1 CR005368 G000508 

TTR CR003337 G000500 1 CR005367 G000507 

TTR CR003338 G000491 1 CR005366 G000506 

TTR CR003339 G000486 1 CR000689 G000502 

TTR CR003340 
 

0 

TTR CR003341 
 

0 

TTR CR003342 G000492 núm. PAM en cyno 

TTR CR003343 G000495 núm. PAM en cyno 

TTR CR003344 G000489 0 

TTR CR003345 G000481 0 

TTR CR003346 G000488 1 CR005369 G000509 

TTR CR003347 G000570 2 CR005365 G000505 

TTR CR003348 
 

2 

TTR CR003349 
 

>3 

TTR CR003350 
 

núm. PAM en cyno 

TTR CR003351 
 

núm. PAM en cyno 

TTR CR003352 G000567 2 CR005372 G000503 

TTR CR003353 G000480 1 CR005364 G000504 

TTR CR003354 
 

1 
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TTR CR003355 
 

1 

TTR CR003356 
 

3 

TTR CR003357 G000487 >3 

TTR CR003358 
 

0 

TTR CR003359 G000498 0 

TTR CR003360 G000494 0 

TTR CR003361 
 

0 

TTR CR003362 
 

0 

TTR CR003363 
 

0 

TTR CR003364 
 

0 

TTR CR003365 G000482 0 

TTR CR003366 G000490 0 

TTR CR003367 G000484 núm. PAM en cyno 

TTR CR003368 G000493 1 CR005371 G000511 

TTR CR003369 
 

0 

TTR CR003370 
 

0 

TTR CR003371 
 

0 

TTR CR003372 
 

0 

TTR CR003373 
 

1 

TTR CR003374 
 

2 

TTR CR003375 
 

2 

TTR CR003376 
 

2 

TTR CR003377 
 

2 

TTR CR003378 
 

2 

TTR CR003379 
 

2 

TTR CR003380 
 

1 

TTR CR003381 
 

1 

TTR CR003382 
 

0 

TTR CR003383 
 

0 

TTR CR003384 
 

0 

TTR CR003385 G000572 0 

TTR CR003386 
 

0 
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TTR CR003387 
 

0 

TTR CR003388 
 

0 

TTR CR003389 G000569 0 

TTR CR003390 
 

0 

TTR CR003391 G000568 0 

TTR CR003392 
 

0 

TTR CR005298 G000483 1 

TTR CR005299 
 

0 

TTR CR005300 G000501 núm. PAM en cyno 

TTR CR005301 G000571 0 

TTR CR005302 
 

2 CR005370 G000510 

TTR CR005303 G000499 0 

TTR CR005304 G000496 >3 

TTR CR005305 
 

0 

TTR CR005306 
 

1 

TTR CR005307 
 

0 

 

En algunas modalidades, la invención proporciona una composición que comprende uno o más 

ARN de guía (ARNg) que comprenden secuencias de guía que dirigen un agente de unión al ADN 

guiado por ARN, que puede ser una nucleasa (por ejemplo, una nucleasa Cas como Cas9), a un 

secuencia de ADN diana en TTR. El ARNg puede comprender un ARNcr que comprende una 5 

secuencia de guía mostrada en la Tabla 1. El ARNg puede comprender un ARNcr que comprende 

17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia de guía mostrada en la Tabla 1. En algunas 

modalidades, el ARNg comprende un ARNcr que comprende una secuencia con aproximadamente 

75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con al menos 17, 

18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia de guía que se muestra en la Tabla 1. En 10 

algunas modalidades, el ARNg comprende un ARNcr que comprende una secuencia con 

aproximadamente 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad 

con una secuencia de guía mostrada en la Tabla 1. El ARNg puede comprender además un ARNtr. 

En cada modalidad de la composición y el método descritos en la presente descripción, el ARNcr y 

el ARNtr pueden asociarse como un ARN único (ARNsg) o pueden estar en ARN separados 15 
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(ARNdg). En el contexto de los ARNsg, los componentes ARNcr y ARNtr pueden unirse 

covalentemente, por ejemplo, a través de un enlace fosfodiéster u otro enlace covalente. 

En cada una de las modalidades de la composición, el uso y el método descritos en la presente 

descripción, el ARN de guía puede comprender dos moléculas de ARN como un "ARN de guía 

doble" o "ARNdg". El ARNdg comprende una primera molécula de ARN que comprende un 5 

ARNcr que comprende, por ejemplo, una secuencia de guía mostrada en la Tabla 1, y una segunda 

molécula de ARN que comprende un ARNtr. La primera y la segunda moléculas de ARN pueden 

no unirse covalentemente, pero pueden formar un dúplex de ARN a través del apareamiento de 

bases entre las partes del ARNcr y el ARNtr. 

En cada una de las modalidades de la composición, el uso y el método descritos en la presente 10 

descripción, el ARN de guía puede comprender una única molécula de ARN como un "ARN de 

guía única" o "ARNsg". El ARNsg puede comprender un ARNcr (o una parte de este) que 

comprende una secuencia de guía mostrada en la Tabla 1 unida covalentemente a un ARNtr. El 

ARNsg puede comprender 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos de una secuencia de guía 

mostrada en la Tabla 1. En algunas modalidades, el ARNcr y el ARNtr se unen covalentemente a 15 

través de un conector. En algunas modalidades, el ARNsg forma una estructura de tallo-bucle a 

través del apareamiento de bases entre las partes del ARNcr y el ARNtr. En algunas modalidades, 

el ARNcr y el ARNtr se unen covalentemente a través de uno o más enlaces que no son un enlace 

fosfodiéster. 

En algunas modalidades, el ARNtr puede comprender la totalidad o una parte de una secuencia de 20 

ARNtr derivada de un sistema CRISPR/Cas de origen natural. En algunas modalidades, el ARNtr 

comprende un ARNtr de tipo salvaje truncado o modificado. La longitud del ARNtr depende del 

sistema CRISPR/Cas usado. En algunas modalidades, el ARNtr comprende o consiste en 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o más de 100 

nucleótidos. En algunas modalidades, el ARNtr puede comprender ciertas estructuras secundarias, 25 

tales como, por ejemplo, una o más estructuras de horquilla o de tallo-bucle, o una o más 

estructuras abultadas.  

En algunas modalidades, la invención proporciona una composición que comprende uno o más 

ARN de guía que comprenden una secuencia de guía de cualquiera de las SEQ ID NO: 5-82.  

En un aspecto, la invención proporciona una composición que comprende un ARNg que 30 

comprende una secuencia de guía que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 

%, 91 % o 90 % idéntica a cualquiera de los ácidos nucleicos de las SEQ ID NO: 5-82.  
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En otras modalidades, la composición comprende al menos uno, por ejemplo, al menos dos ARNg 

que comprenden secuencias de guía que se seleccionan de dos o más de las secuencias de guía de 

las SEQ ID NO: 5-82. En algunas modalidades, la composición comprende al menos dos ARNg 

que comprenden cada uno una secuencia de guía al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 

93 %, 92 %, 91 % o 90 % idéntica a cualquiera de los ácidos nucleicos de las SEQ ID NO: 5-82. 5 

En algunas modalidades, el ARNg es un ARNsg que comprende cualquiera de las secuencias 

mostradas en la Tabla 2 (SEQ ID Nos. 87-124). En algunas modalidades, el ARNg es un ARNsg 

que comprende cualquiera de las secuencias mostradas en la Tabla 2 (SEQ ID Nos. 87-124, pero 

sin las modificaciones que se muestran (es decir, SEQ ID Nos. 87-124 sin modificar). En algunas 

modalidades, el ARNsg comprende una secuencia que es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 10 

94 %, 93 %, 92 %, 91 % o 90 % idéntica a cualquiera de los ácidos nucleicos de las SEQ ID Nos. 

87-124. En algunas modalidades, el ARNsg comprende una secuencia que es al menos 99 %, 98 

%, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 % o 90 % idéntica a cualquiera de los ácidos 

nucleicos de las SEQ ID Nos. 87-124, pero sin las modificaciones que se muestran (es decir, SEQ 

ID Nos. 87-124 sin modificar). En algunas modalidades, el ARNsg comprende cualquiera de las 15 

secuencias de guía mostradas en la Tabla 1 en lugar de las secuencias de guía mostradas en las 

secuencias de ARNsg de la Tabla 2 en las SEQ ID Nos: 87-124, con o sin las modificaciones. 

Las composiciones de ARN de guía de la presente invención se diseñan para reconocer (por 

ejemplo, hibridarse con) una secuencia diana en el gen TTR. Por ejemplo, la secuencia diana TTR 

puede reconocerse y escindirse mediante una cleavasa Cas proporcionada que comprende un ARN 20 

de guía. En algunas modalidades, un agente de unión al ADN guiado por ARN, tal como una 

cleavasa Cas, puede dirigirse por un ARN de guía a una secuencia diana del gen TTR, donde la 

secuencia de guía del ARN de guía se hibrida con la secuencia diana y el agente de unión al ADN 

guiado por ARN, como una cleavasa Cas, escinde la secuencia diana.  

En algunas modalidades, la selección de uno o más ARN de guía se determina en base a las 25 

secuencias diana dentro del gen TTR.  

Sin estar sujetos a ninguna teoría en particular, las mutaciones (por ejemplo, mutaciones de cambio 

de marco que resultan de los indeles como resultado de una DSB mediado por nucleasas) en ciertas 

regiones del gen pueden ser menos tolerables que las mutaciones en otras regiones del gen, por lo 

tanto, la ubicación de una DSB es un factor importante en la cantidad o el tipo de disminución de 30 

proteínas que puede resultar. En algunas modalidades, un ARNg complementario o que tiene 

complementariedad con una secuencia diana dentro de TTR se usa para dirigir el agente de unión al 
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ADN guiado por ARN a una ubicación particular en el gen TTR. En algunas modalidades, los 

ARNg se diseñan para tener secuencias de guía que son complementarias o tienen 

complementariedad con las secuencias diana en el exón 1, el exón 2, el exón 3 o el exón 4 de TTR.  

En algunas modalidades, la secuencia de guía es al menos 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 

93 %, 92 %, 91 % o 90 % idéntica a una secuencia diana presente en el gen TTR humano. En 5 

algunas modalidades, la secuencia diana puede ser complementaria a la secuencia de guía del ARN 

de guía. En algunas modalidades, el grado de complementariedad o identidad entre una secuencia 

de guía de un ARN de guía y su secuencia diana correspondiente puede ser al menos 80 %, 85 %, 

90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %. En algunas modalidades, la secuencia diana y la 

secuencia de guía del ARNg pueden ser 100 % complementarias o idénticas. En otras modalidades, 10 

la secuencia diana y la secuencia de guía del ARNg pueden contener al menos una 

incompatibilidad. Por ejemplo, la secuencia diana y la secuencia de guía del ARNg pueden 

contener 1, 2, 3 o 4 incompatibilidades, donde la longitud total de la secuencia de guía es 20. En 

algunas modalidades, la secuencia diana y la secuencia de guía del ARNg pueden contener 1-4 

incompatibilidades donde la secuencia de guía es de 20 nucleótidos.  15 

En algunas modalidades, una composición o formulación descrita en la presente descripción 

comprende un ARNm que comprende un marco de lectura abierto (ORF) que codifica un agente de 

unión al ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas como se describe en la presente 

descripción. En algunas modalidades, se proporciona, se usa o se administra un ARNm que 

comprende un ORF que codifica un agente de unión al ADN guiado por ARN, tal como una 20 

nucleasa Cas. 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN es una nucleasa Cas de clase 

2. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN tiene actividad de 

cleavasa, que también puede denominarse actividad de endonucleasa de doble cadena. En algunas 

modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN comprende una nucleasa Cas, tal como 25 

una nucleasa Cas de clase 2 (que puede ser, por ejemplo, una nucleasa Cas de tipo II, V o VI). Las 

nucleasas Cas de clase 2 incluyen, por ejemplo, proteínas Cas9, Cpf1, C2c1, C2c2 y C2c3 y las 

modificaciones de estas. Los ejemplos de nucleasas Cas9 incluyen las de los sistemas CRISPR de 

tipo II de S. pyogenes, S. aureusy otros procariotas (véase, por ejemplo, la lista en el siguiente 

párrafo), y las versiones modificadas (por ejemplo, diseñadas o mutantes) de estos. Véase, por 30 

ejemplo, US2016/0312198 A1; US 2016/0312199 A1. Otros ejemplos de nucleasas Cas incluyen 

un complejo Csm o Cmr de un sistema CRISPR de tipo III o Cas10, Csm1 o la subunidad Cmr2 de 
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este; y un complejo Cascade de un sistema CRISPR tipo I, o la subunidad Cas3 de este. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas puede ser de un sistema Tipo-IIA, Tipo-IIB o Tipo-IIC. Para una 

discusión de varios sistemas CRISPR y nucleasas Cas, véanse, por ejemplo, Makarova y otros, 

NAT. REV. MICROBIOL. 9:467-477 (2011); Makarova y otros, NAT. REV. MICROBIOL, 13: 722-36 

(2015); Shmakov y otros, MOLECULAR CELL, 60:385-397 (2015).  5 

Las especies ejemplares no limitantes de las que puede derivarse la nucleasa Cas incluyen 

Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp., Staphylococcus aureus, 

Listeria innocua, Lactobacillus gasseri, Francisella novicida, Wolinella succinogenes, Sutterella 

wadsworthensis, Gammaproteobacteria, Neisseria meningitidis, Campylobacter jejuni, Pasteurella 

multocida, Fibrobacter succinogene, Rhodospirillum rubrum, Nocardiopsis dassonvillei, 10 

Streptomyces pristinaespiralis, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces 

viridochromogenes, Streptosporangium roseum, Streptosporangium roseum, Alicyclobacillus 

acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides, Bacillus selenitireducens, Exiguobacterium sibiricum, 

Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus buchneri, Treponema denticola, 

Microscilla marina, bacterias Burkholderiales, Polaromonas naphthalenivorans, Polaromonas 15 

sp., Crocosphaera watsonii, Cyanothece sp., Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp., 

Acetohalobium arabaticum, Ammonifex degensii, Caldicelulosiruptor becscii, Candidatus 

Desulforudis, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Finegoldia magna, Natranaerobius 

thermophilus, Pelotomaculum thermopropionicum, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus 

ferrooxidans, Allochromatium vinosum, Marinobacter sp., Nitrosococcus halophilus, 20 

Nitrosococcus watsoni, Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter racemifer, 

Methanohalobium evestigatum, Anabaena variabilis, Nodularia spumigena, Nostoc sp., 

Arthrospira maxima, Arthrospira platensis, Arthrospira sp., Lyngbya sp., Microcoleus 

chthonoplastes, Oscillatoria sp., Petrotoga mobilis, Thermosipho africanus, Streptococcus 

pasteurianus, Neisseria cinerea, Campylobacter lari, Parvibaculum lavamentivorans, 25 

Corynebacterium diphtheria, Acidaminococcus sp., bacteria Lachnospiraceae ND2006, y 

Acaryochloris marina.  

En algunas modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Streptococcus pyogenes. En 

algunas modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Streptococcus thermophilus. En 

algunas modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Neisseria meningitidis. En algunas 30 

modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Staphylococcus aureus. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de Francisella novicida. En algunas 
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modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de Acidaminococcus sp. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de la bacteria Lachnospiraceae ND2006. En 

modalidades adicionales, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de Francisella tularensis, bacteria 

Lachnospiraceae, Butyrivibrio proteoclasticus, bacteria Peregrinibacteria, bacteria 

Parcubacteria, Smithella, Acidaminococcus, Candidatus Metanoplasma termitum, Eubacterium 5 

eligens, Moraxella bovoculi, Leptospira inadai, Disphyromonas, Porphyromonas o 

Porphyromonas macacae. En ciertas modalidades, la nucleasa Cas es una nucleasa Cpf1 de una 

Acidaminococcus o Lachnospiraceae.  

Cas9 de tipo salvaje tiene dos dominios de nucleasa: RuvC y HNH. El dominio RuvC escinde la 

cadena de ADN no diana, y el dominio HNH escinde la cadena diana del ADN. En algunas 10 

modalidades, la nucleasa Cas9 comprende más de un dominio RuvC y/o más de un dominio HNH. 

En algunas modalidades, la nucleasa Cas9 es una Cas9 de tipo salvaje. En algunas modalidades, 

Cas9 es capaz de inducir una ruptura de doble cadena en el ADN diana. En ciertas modalidades, la 

nucleasa Cas puede escindir ADNds, puede escindir una hebra de ADNds, o puede no tener 

actividad de nickasa o cleavasa de ADN. Se proporciona una secuencia de aminoácidos de Cas9 15 

ejemplar como la SEQ ID NO: 203. Se proporciona una secuencia del ORF del ARNm de Cas9 

ejemplar, que incluye codones de inicio y parada, como la SEQ ID NO: 204. Se proporciona una 

secuencia de codificación ejemplar del ARNm de Cas9, adecuada para su inclusión en una proteína 

de fusión, como la SEQ ID NO: 210. 

En algunas modalidades, se usan nucleasas Cas quiméricas, donde un dominio o región de la 20 

proteína se reemplaza por una parte de una proteína diferente. En algunas modalidades, un dominio 

de nucleasa Cas puede reemplazarse con un dominio de una nucleasa diferente, tal como Fok1. En 

algunas modalidades, una nucleasa Cas puede ser una nucleasa modificada. 

En otras modalidades, la nucleasa Cas puede ser de un sistema CRISPR/Cas Tipo I. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas puede ser un componente del complejo Cascade de un sistema 25 

CRISPR/Cas Tipo I. En algunas modalidades, la nucleasa Cas puede ser una proteína Cas3. En 

algunas modalidades, la nucleasa Cas puede ser de un sistema CRISPR/Cas de tipo III. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas puede tener una actividad de escisión del ARN. 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN tiene una actividad de 

nickasa de cadena sencilla, es decir, puede cortar una cadena de ADN para producir una ruptura de 30 

cadena sencilla, también conocida como “muesca”. En algunas modalidades, el agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una nickasa Cas. Una nickasa es una enzima que genera una 
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muesca en ADNds, es decir, corta una cadena pero no la otra de la doble hélice del ADN. En 

algunas modalidades, una nickasa Cas es una versión de una nucleasa Cas (por ejemplo, una 

nucleasa Cas discutida anteriormente) en la que un sitio activo endonucleolítico se inactiva, por 

ejemplo, por una o más alteraciones (por ejemplo, mutaciones puntuales) en un dominio catalítico. 

Véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos núm. 8,889,356 para la discusión de las 5 

nickasas Cas y las alteraciones ejemplares del dominio catalítico. En algunas modalidades, una 

nickasa Cas, tal como la nickasa Cas9, tiene un dominio RuvC o HNH inactivo. Se proporciona 

una secuencia ejemplar de aminoácidos de la nickasa Cas9 como la SEQ ID NO: 206. Se 

proporciona una secuencia ejemplar del ORF del ARNm de la nickasa Cas9, que incluye codones 

de inicio y parada, como la SEQ ID NO: 207. Se proporciona una secuencia de codificación 10 

ejemplar del ARNm de la nickasa Cas9, adecuada para su inclusión en una proteína de fusión, 

como la SEQ ID NO: 211.  

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN se modifica para contener 

solo un dominio funcional de nucleasa. Por ejemplo, la proteína agente puede modificarse de modo 

que uno de los dominios de nucleasa se mute o se elimine total o parcialmente para reducir su 15 

actividad de escisión del ácido nucleico. En algunas modalidades, se usa una nickasa que tiene un 

dominio RuvC con actividad reducida. En algunas modalidades, se usa una nickasa que tiene un 

dominio RuvC inactivo. En algunas modalidades, se usa una nickasa que tiene un dominio HNH 

con actividad reducida. En algunas modalidades, se usa una nickasa que tiene un dominio HNH 

inactivo.  20 

En algunas modalidades, un aminoácido conservado dentro de un dominio de nucleasa de la 

proteína Cas se sustituye para reducir o alterar la actividad de nucleasa. En algunas modalidades, 

una nucleasa Cas puede comprender una sustitución de aminoácidos en RuvC o el dominio de 

nucleasa de tipo RuvC. Las sustituciones de aminoácidos ejemplares en RuvC o el dominio de 

nucleasa de tipo RuvC incluyen D10A (basado en la proteína Cas9 de S. pyogenes ). Véase, por 25 

ejemplo, Zetsche y otros. (2015) Cell Oct 22:163(3): 759-771. En algunas modalidades, la nucleasa 

Cas puede comprender una sustitución de aminoácidos en HNH o el dominio de nucleasa de tipo 

HNH. Las sustituciones de aminoácidos ejemplares en HNH o el dominio de nucleasa de tipo 

HNH incluyen E762A, H840A, N863A, H983A, y D986A (basado en la proteína Cas9 de S. 

pyogenes ). Véase, por ejemplo, Zetsche y otros. (2015). Otras sustituciones de aminoácidos 30 

ejemplares incluyen D917A, E1006A y D1255A (basado en la secuencia U112 Cpf1 (FnCpf1) de 

Francisella novicida (UniProtKB - A0Q7Q2 (CPF1_FRATN)).  
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En algunas modalidades, se proporciona un ARNm que codifica una nickasa en combinación con 

un par de ARN de guía que son complementarios a las cadenas sentido y antisentido de la 

secuencia diana, respectivamente. En esta modalidad, los ARN de guía dirigen la nickasa a una 

secuencia diana e introducen una DSB generando una muesca en las cadenas opuestas de la 

secuencia diana (es decir, doble muesca). En algunas modalidades, el uso de la doble muesca 5 

puede mejorar la especificidad y reducir los efectos fuera de la diana. En algunas modalidades, se 

usa una nickasa junto con dos ARN de guía separados que se dirigen a cadenas opuestas de ADN 

para producir una doble muesca en el ADN diana. En algunas modalidades, se usa una nickasa 

junto con dos ARN de guía separados que se seleccionan para estar cerca para producir una doble 

muesca en el ADN diana.  10 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN carece de actividad de 

cleavasa y nickasa. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN 

comprende un polipéptido dCas de unión al ADN. Un polipéptido dCas tiene actividad de unión al 

ADN mientras que esencialmente carece de actividad catalítica (cleavasa/nickasa). En algunas 

modalidades, el polipéptido dCas es un polipéptido dCas9. En algunas modalidades, el agente de 15 

unión al ADN guiado por ARN que carece de actividad de cleavasa y nickasa o el polipéptido dCas 

de unión al ADN es una versión de una nucleasa Cas (por ejemplo, una nucleasa Cas discutida 

anteriormente) en la que sus sitios activos endonucleolíticos están inactivos, por ejemplo, por una o 

más alteraciones (por ejemplo, mutaciones puntuales) en sus dominios catalíticos. Véase, por 

ejemplo, US 2014/0186958 A1; US 2015/0166980 A1. Se proporciona una secuencia de 20 

aminoácidos ejemplar de dCas9 como la SEQ ID NO: 208. Una secuencia ejemplar del ORF del 

ARNm de dCas9, que incluye codones de inicio y parada, se proporciona como la SEQ ID NO: 

209. Una secuencia de codificación ejemplar del ARNm de dCas9, adecuada para su inclusión en 

una proteína de fusión, se proporciona como la SEQ ID NO: 212. 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN comprende uno o más 25 

dominios funcionales heterólogos (por ejemplo, es o comprende un polipéptido de fusión).  

En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede facilitar el transporte del agente 

de unión al ADN guiado por ARN al núcleo de una célula. Por ejemplo, el dominio funcional 

heterólogo puede ser una señal de localización nuclear (NLS). En algunas modalidades, el agente 

de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con 1-10 NLS(s). En algunas modalidades, el 30 

agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con 1-5 NLS(s). En algunas 

modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con un NLS. Cuando 
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se usa una NLS, la NLS puede unirse en el N-terminal o el C-terminal de la secuencia del agente 

de unión al ADN guiado por ARN. También puede insertarse dentro de la secuencia del agente de 

unión al ADN guiado por ARN. En otras modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN 

puede fusionarse con más de una NLS. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado 

por ARN puede fusionarse con 2, 3, 4 o 5 NLSs. En algunas modalidades, el agente de unión al 5 

ADN guiado por ARN puede fusionarse con dos NLSs. En ciertas circunstancias, las dos NLSs 

pueden ser iguales (por ejemplo, dos NLSs de SV40) o diferentes. En algunas modalidades, el 

agente de unión al ADN guiado por ARN se fusiona con dos secuencias de NLS de SV40 unidas 

en el extremo carboxilo. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN 

puede fusionarse con dos NLSs, una unida en el N-terminal y otra en el C-terminal. En algunas 10 

modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con 3 NLSs. En 

algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse sin NLS. En 

algunas modalidades, la NLS puede ser una secuencia monopartita, tal como, por ejemplo, NLS de 

SV40, PKKKRKV (SEQ ID NO: 274) o PKKKRRV (SEQ ID NO: 275). En algunas modalidades, 

la NLS puede ser una secuencia bipartita, tal como la NLS de nucleoplasmina, 15 

KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 276). En una modalidad específica, una única NLS 

PKKKRKV (SEQ ID NO: 274) puede unirse en el C-terminal del agente de unión al ADN guiado 

por ARN. Uno o más conectores se incluyen opcionalmente en el sitio de fusión. 

En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede ser capaz de modificar la vida 

media intracelular del agente de unión al ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, puede 20 

aumentarse la vida media del agente de unión al ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, 

puede reducirse la vida media del agente de unión al ADN guiado por ARN. En algunas 

modalidades, el dominio funcional heterólogo puede ser capaz de aumentar la estabilidad del 

agente de unión al ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, el dominio funcional 

heterólogo puede ser capaz de reducir la estabilidad del agente de unión al ADN guiado por ARN. 25 

En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede actuar como un péptido señal para 

la degradación de proteínas. En algunas modalidades, la degradación de proteínas puede estar 

mediada por enzimas proteolíticas, tales como, por ejemplo, proteasomas, proteasas lisosómicas o 

proteasas de calpaína. En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede comprender 

una secuencia PEST. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede 30 

modificarse mediante la adición de ubiquitina o una cadena de poliubiquitina. En algunas 

modalidades, la ubiquitina puede ser una proteína similar a la ubiquitina (UBL). Los ejemplos no 
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limitantes de proteínas similares a la ubiquitina incluyen un pequeño modificador similar a la 

ubiquitina (SUMO), ubiquitina de reacción cruzada (UCRP, también conocida como gen 

estimulado por interferón 15 (ISG15)), ubiquitina relacionada con el modificador 1 (URM1), 

proteína 8 reguladora del desarrollo y expresión de la célula neuronal precursora (NEDD8, también 

llamada Rub1 en S. cerevisiae), antígeno leucocitario humano asociado a F (FAT10), autofagia-8 5 

(ATG8) y -12 (ATG12), proteína tipo Fau ubiquitina (FUB1), UBL anclada a la membrana 

(MUB), ubiquitina dobladora modificadora-1 (UFM1) y la proteína similar a la ubiquitina-5 

(UBL5).  

En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede ser un dominio marcador. Los 

ejemplos no limitantes de dominios marcadores incluyen proteínas fluorescentes, marcadores de 10 

purificación, marcadores de epítopo y secuencias de genes reporteros. En algunas modalidades, el 

dominio marcador puede ser una proteína fluorescente. Los ejemplos no limitantes de proteínas 

fluorescentes adecuadas incluyen proteínas fluorescentes verdes (por ejemplo, GFP, GFP-2, 

tagGFP, turboGFP, sfGFP, EGFP, Emerald, Azami Green, Azami Green monomérico, CopGFP, 

AceGFP, ZsGreen1), proteínas fluorescentes amarillas (por ejemplo, YFP, EYFP, Citrina, Venus, 15 

YPet, PhiYFP, ZsYellow1), proteínas fluorescentes azules (por ejemplo, EBFP, EBFP2, Azurita, 

mKalamal, GFPuv, Zafiro, Zafiro T,), proteínas fluorescentes cian (por ejemplo, ECFP, Cerulean, 

CyPet, AmCyan1, Midoriishi-Cyan), proteínas fluorescentes rojas (por ejemplo, mKate, mKate2, 

mPlum, monómero DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-monómero, 

HcRed-Tandem, HcRed1, AsRed2, eqFP611, mRasberry, mStrawberry, Jred) y proteínas 20 

fluorescentes naranjas (mOrange, mKO, Kusabira-naranja, Kusabira-Orange monomérica, 

mTangerine, tdTomato) o cualquier otra proteína fluorescente adecuada. En otras modalidades, el 

dominio marcador puede ser un marcador de purificación y/o un marcador de epítopo. Los 

marcadores ejemplares no limitantes incluyen glutatión-S-transferasa (GST), proteína de unión a 

quitina (CBP), proteína de unión a maltosa (MBP), tioredoxina (TRX), poli(NANP), marcador de 25 

purificación de afinidad en tándem (TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, ECS, E2, FLAG, HA, nus, 

Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, 8xHis, 

proteína portadora de biotina carboxilo (BCCP), poli-His y calmodulina. Los genes reporteros 

ejemplares no limitantes incluyen glutatión-S-transferasa (GST), peroxidasa de rábano picante 

(HRP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), beta-galactosidasa, beta-glucuronidasa, luciferasa o 30 

proteínas fluorescentes. 
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En modalidades adicionales, el dominio funcional heterólogo puede dirigir el agente de unión al 

ADN guiado por ARN a un orgánulo, tipo de célula, tejido u órgano específico. En algunas 

modalidades, el dominio funcional heterólogo puede dirigir el agente de unión al ADN guiado por 

ARN a las mitocondrias. 

En modalidades adicionales, el dominio funcional heterólogo puede ser un dominio efector. 5 

Cuando el agente de unión al ADN guiado por ARN se dirige a su secuencia diana, por ejemplo, 

cuando una nucleasa Cas se dirige a una secuencia diana mediante un ARNg, el dominio efector 

puede modificar o afectar la secuencia diana. En algunas modalidades, el dominio efector puede 

elegirse entre un dominio de unión a ácido nucleico, un dominio de nucleasa (por ejemplo, un 

dominio de nucleasa no Cas), un dominio de modificación epigenética, un dominio de activación 10 

transcripcional o un dominio represor transcripcional. En algunas modalidades, el dominio 

funcional heterólogo es una nucleasa, tal como una nucleasa FokI. Véase, por ejemplo, la patente 

de los Estados Unidos núm. 9,023,649. En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo 

es un activador o represor transcripcional. Véase, por ejemplo, Qi y otros, “Repurposing CRISPR 

as an RNA-guided platform for sequence-specific control of gene expression,” Cell 152:1173-83 15 

(2013); Perez-Pinera y otros, “RNA-guided gene activation by CRISPR-Cas9-based transcription 

factors,” Nat. Methods 10:973-6 (2013); Mali y otros, “CAS9 transcriptional activators for target 

specificity screening and paired nickases for cooperative genome engineering,” Nat. Biotechnol. 

31:833-8 (2013); Gilbert y otros, “CRISPR-mediated modular RNA-guided regulation of 

transcription in eukaryotes,” Cell 154:442-51 (2013). Como tal, el agente de unión al ADN guiado 20 

por ARN se convierte esencialmente en un factor de transcripción que puede dirigirse para unirse a 

una secuencia diana deseada mediante el uso de un ARN de guía.  

B. ARNm y ARNg modificados 

En algunas modalidades, el ARNg se modifica químicamente. Un ARNg que comprende uno o 

más nucleósidos o nucleótidos modificados se denomina ARNg “modificado” o ARNg 25 

“modificado químicamente”, para describir la presencia de uno o más componentes o 

configuraciones de origen no natural y/o natural que se usan en lugar de, o en adición a, los 

residuos canónicos A, G, C y U. En algunas modalidades, un ARNg modificado se sintetiza con un 

nucleósido o nucleótido no canónico, aquí se denomina “modificado”. Los nucleósidos y 

nucleótidos modificados pueden incluir uno o más de: (i) alteración, por ejemplo, reemplazo, de 30 

uno o ambos de los oxígenos de fosfato que no se unen y/o de uno o más de los oxígenos de fosfato 
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que se unen en el enlace de la cadena principal del fosfodiéster (una modificación ejemplar de la 

cadena principal); (ii) alteración, por ejemplo, reemplazo, de un componente del azúcar ribosa, por 

ejemplo, del 2' hidroxilo en el azúcar ribosa (una modificación de azúcar ejemplar); (iii) reemplazo 

total del grupo fosfato con conectores “defosfo” (una modificación ejemplar de la cadena 

principal); (iv) modificación o reemplazo de una nucleobase natural, incluido con una nucleobase 5 

no canónica (una modificación de base ejemplar); (v) reemplazo o modificación de la cadena 

principal de ribosa-fosfato (una modificación ejemplar de la cadena principal); (vi) modificación 

del extremo 3' o el extremo 5' del oligonucleótido, por ejemplo, eliminación, modificación o 

reemplazo de un grupo fosfato terminal o conjugación de un grupo, caperuza o conector (tales 

modificaciones en la caperuza 3' o 5' pueden comprender una modificación de azúcar y/o de la 10 

cadena principal); y (vii) modificación o reemplazo del azúcar (una modificación de azúcar 

ejemplar).  

Como se señaló anteriormente, en algunas modalidades, una composición o formulación descrita 

en la presente descripción comprende un ARNm que comprende un marco de lectura abierto 

(ORF) que codifica un agente de unión al ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas como 15 

se describe en la presente descripción. En algunas modalidades, se proporciona, se usa o se 

administra un ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al ADN guiado por 

ARN, tal como una nucleasa Cas. En algunas modalidades, el ORF que codifica una nucleasa de 

ADN guiada por ARN es un “ORF de agente de unión al ADN guiado por ARN modificado” o 

simplemente un “ORF modificado”, que se usa como abreviatura para indicar que el ORF se 20 

modifica en una o más de las siguientes formas: (1) el ORF modificado tiene un contenido de 

uridina que varía desde su contenido de mínima uridina hasta el 150 % del contenido de mínima 

uridina; (2) el ORF modificado tiene un contenido de dinucleótidos de uridina que varía desde su 

contenido de dinucleótidos de mínima uridina hasta el 150 % del contenido de dinucleótidos de 

mínima uridina; (3) el ORF modificado tiene al menos un 90 % de identidad con cualquiera de las 25 

SEQ ID NO: 201, 204, 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254, 265, o 266; (4) el ORF modificado 

consiste en un conjunto de codones de los cuales al menos el 75 % de los codones son codones 

enumerados en la Tabla 3A de los codones de mínima uridina; o (5) el ORF modificado 

comprende al menos una uridina modificada. En algunas modalidades, el ORF modificado se 

modifica en al menos dos, tres o cuatro de las formas anteriores. En algunas modalidades, el ORF 30 
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modificado comprende al menos una uridina modificada y se modifica en al menos uno, dos, tres o 

todos los de (1)-(4) anteriores. 

Tabla 3A de codones de mínima uridina 

 Aminoácido Codón de mínima uridina 

A Alanina GCA o GCC o GCG 

G Glicina GGA o GGC o GGG 

V Valina GUC o GUA o GUG 

D Ácido aspártico GAC 

E Ácido glutámico GAA o GAG 

I Isoleucina AUC o AUA  

T Treonina ACA o ACC o ACG 

N Asparagina AAC 

K Lisina AAG o AAA 

S Serina AGC 

R Arginina AGA o AGG  

L Leucina CUG o CUA o CUC 

P Prolina CCG o CCA o CCC 

H Histidina CAC  

Q Glutamina CAG o CAA 

F Fenilalanina UUC 

Y Tirosina UAC 

C Cisteína UGC 

W Triptófano UGG 

M Metionina AUG 

 

En cualquiera de las modalidades anteriores, el ORF modificado puede consistir en un conjunto de 5 

codones de los cuales al menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de los 

codones son codones enumerados en la Tabla 3A que muestra los codones de mínima uridina.  

En cualquiera de las modalidades anteriores, el ORF modificado puede comprender una secuencia 

con al menos 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con cualquiera de las SEQ ID NO: 

201, 204, 210, 214, 215, 223, 224, 250, 252, 254, 265, o 266. 10 
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En cualquiera de las modalidades anteriores, el ORF modificado puede tener un contenido de 

uridina que varía desde su contenido de mínima uridina hasta 150 %, 145 %, 140 %, 135 %, 130 

%, 125 %, 120 %, 115 %, 110 %, 105 %, 104 %, 103 %, 102 % o 101 % del contenido de mínima 

uridina. 

En cualquiera de las modalidades anteriores, el ORF modificado puede tener un contenido de 5 

dinucleótidos de uridina que varía desde su contenido de dinucleótidos de mínima uridina hasta 

150 %, 145 %, 140 %, 135 %, 130 %, 125 %, 120 %, 115 %, 110 %, 105 %, 104 %, 103 %, 102 % 

o 101 % del contenido de dinucleótidos de mínima uridina. 

En cualquiera de las modalidades anteriores, el ORF modificado puede comprender una uridina 

modificada al menos en una, una pluralidad de, o todas las posiciones de uridina. En algunas 10 

modalidades, la uridina modificada es una uridina modificada en la posición 5, por ejemplo, con un 

halógeno, metilo o etilo. En algunas modalidades, la uridina modificada es una pseudouridina 

modificada en la posición 1, por ejemplo, con un halógeno, metilo o etilo. La uridina modificada 

puede ser, por ejemplo, pseudouridina, N1-metil-pseudouridina, 5-metoxiuridina, 5-yodouridina, o 

una combinación de estas. En algunas modalidades, la uridina modificada es 5-metoxiuridina. En 15 

algunas modalidades, la uridina modificada es 5-yodouridina. En algunas modalidades, la uridina 

modificada es pseudouridina. En algunas modalidades, la uridina modificada es N1-metil-

pseudouridina. En algunas modalidades, la uridina modificada es una combinación de 

pseudouridina y N1-metil-pseudouridina. En algunas modalidades, la uridina modificada es una 

combinación de pseudouridina y 5-metoxiuridina. En algunas modalidades, la uridina modificada 20 

es una combinación de N1-metil pseudouridina y 5-metoxiuridina. En algunas modalidades, la 

uridina modificada es una combinación de 5-yodouridina y N1-metil-pseudouridina. En algunas 

modalidades, la uridina modificada es una combinación de pseudouridina y 5-yodouridina. En 

algunas modalidades, la uridina modificada es una combinación de 5-yodouridina y 5-

metoxiuridina. 25 

En algunas modalidades, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 

60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % de las posiciones de 

uridina en un ARNm de acuerdo con la descripción son uridinas modificadas. En algunas 

modalidades, 10 %-25 %, 15-25 %, 25-35 %, 35-45 %, 45-55 %, 55-65 %, 65-75 %, 75-85 %, 85-

95 %, o 90-100 % de las posiciones de uridina en un ARNm de acuerdo con la descripción son 30 

uridinas modificadas, por ejemplo, 5-metoxiuridina, 5-yodouridina, N1-metil pseudouridina, 

pseudouridina o una combinación de estas. En algunas modalidades, 10 %-25 %, 15-25 %, 25-35 
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%, 35-45 %, 45-55 %, 55-65 %, 65-75 %, 75-85 %, 85-95 %, o 90-100 % de las posiciones de 

uridina en un ARNm de acuerdo con la descripción son 5-metoxiuridina. En algunas modalidades, 

10 %-25 %, 15-25 %, 25-35 %, 35-45 %, 45-55 %, 55-65 %, 65-75 %, 75-85 %, 85-95 %, o 90-

100 % de las posiciones de uridina en un ARNm de acuerdo con la descripción son pseudouridina. 

En algunas modalidades, 10 %-25%, 15-25 %, 25-35 %, 35-45 %, 45-55 %, 55-65 %, 65-75 %, 75-5 

85 %, 85-95 %, o 90-100 % de las posiciones de uridina en un ARNm de acuerdo con la 

descripción son N1-metil pseudouridina. En algunas modalidades, 10 %-25 %, 15-25 %, 25-35 %, 

35-45 %, 45-55 %, 55-65 %, 65-75 %, 75-85 %, 85-95 %, o 90-100 % de las posiciones de uridina 

en un ARNm de acuerdo con la descripción son 5-yodouridina. En algunas modalidades, 10 %-25 

%, 15-25 %, 25-35 %, 35-45 %, 45-55 %, 55-65 %, 65-75 %, 75-85 %, 85-95 %, o 90-100 % de 10 

las posiciones de uridina en un ARNm de acuerdo con la descripción son 5-metoxiuridina, y el 

resto son N1-metil pseudouridina. En algunas modalidades, 10 %-25 %, 15-25 %, 25-35 %, 35-45 

%, 45-55 %, 55-65 %, 65-75 %, 75-85 %, 85-95 %, o 90-100 % de las posiciones de uridina en un 

ARNm de acuerdo con la descripción son 5-yodouridina, y el resto son N1-metil pseudouridina. 

En algunas modalidades, el ARNm comprende al menos una UTR de un ARNm expresado de 15 

mamífero, tal como un ARNm expresado constitutivamente. Un ARNm se considera expresado 

constitutivamente en un mamífero si se transcribe continuamente en al menos un tejido de un 

mamífero adulto sano. En algunas modalidades, el ARNm comprende una 5’ UTR, 3’ UTR o 5’ y 

3’ UTRs de un ARN expresado de mamífero, tal como un ARNm expresado constitutivamente de 

mamífero. El ARNm de actina es un ejemplo de ARNm expresado constitutivamente. 20 

En algunas modalidades, el ARNm comprende al menos una UTR de hidroxiesteroide 17-beta 

deshidrogenasa 4 (HSD17B4 o HSD), por ejemplo, una 5’ UTR de HSD. En algunas modalidades, 

el ARNm comprende al menos una UTR de un ARNm de globina, por ejemplo, ARNm de alfa 

globina humana (HBA), ARNm de beta globina humana (HBB) o ARNm de beta globina (XBG) 

de Xenopus laevis. En algunas modalidades, el ARNm comprende una 5’ UTR, 3’ UTR, o 5’ y 3’ 25 

UTRs de un ARNm de globina, tal como HBA, HBB o XBG. En algunas modalidades, el ARNm 

comprende una UTR 5’ de hormona de crecimiento bovina, citomegalovirus (CMV), Hba-a1 de 

ratón, HSD, un gen de albúmina, HBA, HBB o XBG. En algunas modalidades, el ARNm 

comprende una 3’ UTR de hormona de crecimiento bovina, citomegalovirus, Hba-a1 de ratón, 

HSD, un gen de albúmina, HBA, HBB o XBG. En algunas modalidades, el ARNm comprende 5’ y 30 

3’ UTRs de hormona de crecimiento bovina, citomegalovirus, Hba-a1 de ratón, HSD, un gen de 

albúmina, HBA, HBB, XBG, proteína de choque térmico 90 (Hsp90), gliceraldehído 3-fosfato 
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deshidrogenasa (GAPDH), beta-actina, alfa-tubulina, proteína tumoral (p53) o receptor del factor 

de crecimiento epidérmico (EGFR). 

En algunas modalidades, el ARNm comprende 5’ y 3’ UTRs que provienen de la misma fuente, 

por ejemplo, un ARNm expresado constitutivamente como actina, albúmina o una globina como 

HBA, HBB o XBG. 5 

En algunas modalidades, el ARNm no comprende una 5’ UTR, por ejemplo, no hay nucleótidos 

adicionales entre la caperuza 5’ y el codón de inicio. En algunas modalidades, el ARNm 

comprende una secuencia de Kozak (descrita a continuación) entre la caperuza 5’ y el codón de 

inicio, pero no tiene ninguna 5’ UTR adicional. En algunas modalidades, el ARNm no comprende 

una 3’ UTR, por ejemplo, no hay nucleótidos adicionales entre el codón de parada y la cola poli-A. 10 

En algunas modalidades, el ARNm comprende una secuencia de Kozak. La secuencia de Kozak 

puede afectar el inicio de la traducción y el rendimiento global de un polipéptido traducido de un 

ARNm. Una secuencia de Kozak incluye un codón de metionina que puede funcionar como el 

codón de inicio. Una secuencia de Kozak mínima es NNNRUGN en donde al menos uno de los 

siguientes es verdadero: el primer N es A o G y el segundo N es G. En el contexto de una 15 

secuencia de nucleótidos, R significa una purina (A o G). En algunas modalidades, la secuencia de 

Kozak es RNNRUGN, NNNRUGG, RNNRUGG, RNNAUGN, NNNAUGG, o RNNAUGG. En 

algunas modalidades, la secuencia de Kozak es rccRUGg con cero incompatibilidades o con hasta 

una o dos incompatibilidades en las posiciones en minúsculas. En algunas modalidades, la 

secuencia de Kozak es rccAUGg con cero incompatibilidades o con hasta una o dos 20 

incompatibilidades en las posiciones en minúsculas. En algunas modalidades, la secuencia de 

Kozak es gccRccAUGG (SEQ ID NO: 277) con cero incompatibilidades o con hasta una, dos o 

tres incompatibilidades en las posiciones en minúsculas. En algunas modalidades, la secuencia de 

Kozak es gccAccAUG con cero incompatibilidades o con hasta una, dos, tres o cuatro 

incompatibilidades en las posiciones en minúsculas. En algunas modalidades, la secuencia de 25 

Kozak es GCCACCAUG. En algunas modalidades, la secuencia de Kozak es gccgccRccAUGG 

(SEQ ID NO: 278) con cero incompatibilidades o con hasta una, dos, tres o cuatro 

incompatibilidades en las posiciones en minúsculas. 

En algunas modalidades, el ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 30 

SEQ ID NO: 1, opcionalmente en donde el ORF de la SEQ ID NO: 1 (es decir, SEQ ID NO: 204) 
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se sustituye con un ORF alternativo de cualquiera de la SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 250, 

252, 254, 265, o 266.  

En algunas modalidades, el ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 

SEQ ID NO: 244, opcionalmente en donde el ORF de la SEQ ID NO: 244 (es decir, SEQ ID NO: 5 

204) se sustituye con un ORF alternativo de cualquiera de la SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 

250, 252, 254, 265, o 266.  

En algunas modalidades, el ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 

SEQ ID NO: 256, opcionalmente en donde el ORF de la SEQ ID NO: 256 (es decir, SEQ ID NO: 10 

204) se sustituye con un ORF alternativo de cualquiera de la SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 

250, 252, 254, 265, o 266.  

En algunas modalidades, el ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 

SEQ ID NO: 257, opcionalmente en donde el ORF de la SEQ ID NO: 257 (es decir, SEQ ID NO: 15 

204) se sustituye con un ORF alternativo de cualquiera de la SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 

250, 252, 254, 265, o 266.  

En algunas modalidades, el ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 

SEQ ID NO: 257, opcionalmente en donde el ORF de la SEQ ID NO: 258 (es decir, SEQ ID NO: 20 

204) se sustituye con un ORF alternativo de cualquiera de la SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 

250, 252, 254, 265, o 266.  

En algunas modalidades, el ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 

SEQ ID NO: 259, opcionalmente en donde el ORF de la SEQ ID NO: 259 (es decir, SEQ ID NO: 25 

204) se sustituye con un ORF alternativo de cualquiera de la SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 

250, 252, 254, 265, o 266.  

En algunas modalidades, el ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 

SEQ ID NO: 260, opcionalmente en donde el ORF de la SEQ ID NO: 260 (es decir, SEQ ID NO: 30 

204) se sustituye con un ORF alternativo de cualquiera de la SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 

250, 252, 254, 265, o 266.  
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En algunas modalidades, el ARNm que comprende un ORF que codifica un agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una secuencia que tiene al menos un 90 % de identidad con la 

SEQ ID NO: 261, opcionalmente en donde el ORF de la SEQ ID NO: 261 (es decir, SEQ ID NO: 

204) se sustituye con un ORF alternativo de cualquiera de la SEQ ID NO: 210, 214, 215, 223, 224, 

250, 252, 254, 265, o 266. 5 

En algunas modalidades, el grado de identidad con las secuencias opcionalmente sustituidas de las 

SEQ ID NO 243, 244 o 256-261 es del 95 %. En algunas modalidades, el grado de identidad con 

las secuencias opcionalmente sustituidas de las SEQ ID NO 243, 244 o 256-261 es del 98 %. En 

algunas modalidades, el grado de identidad con las secuencias opcionalmente sustituidas de las 

SEQ ID NO 243, 244 o 256-261 es del 99 %. En algunas modalidades, el grado de identidad con 10 

las secuencias opcionalmente sustituidas de las SEQ ID NO 243, 244 o 256-261 es del 100 %. 

En algunas modalidades, un ARNm descrito en la presente descripción comprende una caperuza 

5’, tal como una Cap0, Cap1 o Cap2. Una caperuza 5’ es generalmente un ribonucleótido de 7-

metilguanina (que puede modificarse adicionalmente, como se discute a continuación, por ejemplo, 

con respecto a ARCA) unido a través de un 5’-trifosfato a la posición 5’ del primer nucleótido de 15 

la cadena 5’-a-3’ del ARNm, es decir, el primer nucleótido proximal de la caperuza. En Cap0, las 

ribosas del primer y segundo nucleótidos proximales a la caperuza del ARNm comprenden un 2’-

hidroxilo. En Cap1, las ribosas del primer y segundo nucleótidos transcritos del ARNm 

comprenden un 2’-metoxi y un 2’-hidroxilo, respectivamente. En Cap2, las ribosas del primer y 

segundo nucleótidos proximales a la caperuza del ARNm comprenden un 2’-metoxi. Véase, por 20 

ejemplo, Katibah y otros, (2014) Proc Natl Acad Sci USA 111(33):12025-30; Abbas y otros, 

(2017) Proc Natl Acad Sci USA 114(11):E2106-E2115. La mayoría de los ARNm endógenos de 

eucariotas superiores, incluidos los ARNm de mamíferos tales como los ARNm humanos, 

comprenden Cap1 o Cap2. Cap0 y otras estructuras de la caperuza que difieren de Cap1 y Cap2 

pueden ser inmunogénicas en mamíferos, como los humanos, debido al reconocimiento como “no 25 

propio” por los componentes del sistema inmunitario innato como IFIT-1 e IFIT-5, lo que puede 

resultar en niveles elevados de citoquinas, incluido el interferón tipo I. Los componentes del 

sistema inmunitario innato, como IFIT-1 e IFIT-5, también pueden competir con eIF4E por la 

unión de un ARNm con una caperuza distinta de Cap1 o Cap2, lo que potencialmente inhibe la 

traducción del ARNm.  30 

Puede incluirse una caperuza cotranscripcionalmente. Por ejemplo, ARCA (análogo de caperuza 

anti-inverso; Thermo Fisher Scientific Cat. núm. AM8045) es un análogo de caperuza que 
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comprende un 7-metilguanina 3’-metoxi-5’-trifosfato unido a la posición 5’ de un ribonucleótido 

de guanina que puede incorporarse in vitro en un transcrito al inicio. ARCA da como resultado una 

caperuza Cap0 en la que la posición 2’ del primer nucleótido proximal de la caperuza es hidroxilo. 

Véase, por ejemplo, Stepinski y otros, (2001) “Synthesis and properties of mRNAs containing the 

novel ‘anti-reverse’ cap analogs 7-methyl(3'-O-methyl)GpppG and 7-methyl(3'deoxy)GpppG,” 5 

RNA 7: 1486–1495. La estructura de ARCA se muestra a continuación. 

 

 

 

 10 

 

CleanCapTM AG (m7G(5')ppp(5')(2'OMeA)pG; TriLink Biotechnologies Cat. núm. N-7113) o 

CleanCapTM GG (m7G(5')ppp(5')(2'OMeG)pG; TriLink Biotechnologies Cat. núm. N-7133) puede 

usarse para proporcionar una estructura Cap1 cotranscripcionalmente. Las versiones 3’-O-

metiladas de CleanCapTM AG y CleanCapTM GG también están disponibles en TriLink 15 

Biotechnologies como Cat. núms. N-7413 y N-7433, respectivamente. La estructura de 

CleanCapTM AG se muestra a continuación. 
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Alternativamente, puede añadirse una caperuza a un ARN post-transcripcionalmente. Por ejemplo, 

la enzima de capping Vaccinia está disponible comercialmente (New England Biolabs Cat. núm. 

M2080S) y tiene actividades de ARN trifosfatasa y guanililtransferasa, proporcionadas por su 

subunidad D1, y guanina metiltransferasa, proporcionadas por su subunidad D12. Como tal, puede 5 

añadirse una 7-metilguanina a un ARN, para dar Cap0, en presencia de S-adenosil metionina y 

GTP. Véanse, por ejemplo, Guo, P. y Moss, B. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4023-4027; 

Mao, X. y Shuman, S. (1994) J. Biol. Chem. 269, 24472-24479. Para una discusión adicional sobre 

los enfoques de caperuzas y capping, véase, por ejemplo, el documento WO2017/053297 e 

Ishikawa y otros, Nucl. Acids. Symp. Ser. (2009) No. 53, 129-130. 10 

En algunas modalidades, el ARNm comprende además una cola poli-adenilada (poli-A). En 

algunas modalidades, la cola poli-A comprende al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 

adeninas, opcionalmente hasta 300 adeninas. En algunas modalidades, la cola poli-A comprende 

95, 96, 97, 98, 99 o 100 nucleótidos de adenina. En algunos casos, la cola poli-A está 

“interrumpida” con uno o más “anclajes” de nucleótidos no adenina en uno o más lugares dentro 15 

de la cola poli-A. Las colas poli-A pueden comprender al menos 8 nucleótidos de adenina 

consecutivos, pero también comprenden uno o más nucleótidos no adenina. Como se usa en la 

presente descripción, los “nucleótidos no adenina” se refieren a cualquier nucleótido natural o no 

natural que no comprende adenina. Los nucleótidos de guanina, timina y citosina son ejemplos de 

nucleótidos no adenina. Por lo tanto, las colas poli-A en el ARNm descrito en la presente 20 

descripción pueden comprender nucleótidos de adenina consecutivos ubicados en 3’ a nucleótidos 

que codifican un agente de unión al ADN guiado por ARN o una secuencia de interés. En algunos 

casos, las colas poli-A en el ARNm comprenden nucleótidos de adenina no consecutivos ubicados 

en 3’ a nucleótidos que codifican un agente de unión al ADN guiado por ARN o una secuencia de 

interés, en donde los nucleótidos no adenina interrumpen los nucleótidos de adenina en intervalos 25 

espaciados regular o irregularmente.  

En algunas modalidades, el o los nucleótidos no adenina se colocan para interrumpir los 

nucleótidos de adenina consecutivos de modo que una proteína de unión a poli(A) pueda unirse a 

un tramo de nucleótidos de adenina consecutivos. En algunas modalidades, uno o más nucleótidos 

no adenina se encuentran después de al menos 8, 9, 10, 11 o 12 nucleótidos de adenina 30 

consecutivos. En algunas modalidades, el o los nucleótidos no adenina se localizan después de al 

menos 8-50 nucleótidos de adenina consecutivos. En algunas modalidades, el o los nucleótidos no 
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adenina se localizan después de al menos 8-100 nucleótidos de adenina consecutivos. En algunas 

modalidades, el nucleótido no adenina está después de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete 

nucleótidos de adenina y es seguido por al menos 8 nucleótidos de adenina consecutivos.  

La cola poli-A puede comprender una secuencia de nucleótidos de adenina consecutivos seguidos 

de uno o más nucleótidos no adenina, opcionalmente seguidos de nucleótidos de adenina 5 

adicionales. 

En algunas modalidades, la cola poli-A comprende o contiene un nucleótido no adenina o un tramo 

consecutivo de 2-10 nucleótidos no adenina. En algunas modalidades, el o los nucleótidos no 

adenina se localizan después de al menos 8, 9, 10, 11 o 12 nucleótidos de adenina consecutivos. En 

algunos casos, el o los nucleótidos no adenina se localizan después de al menos 8-50 nucleótidos 10 

de adenina consecutivos. En algunas modalidades, el o los nucleótidos no adenina se localizan 

después de al menos 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, o 50 nucleótidos de 

adenina consecutivos. 

En algunas modalidades, el nucleótido no adenina es guanina, citosina o timina. En algunos casos, 15 

el nucleótido no adenina es un nucleótido de guanina. En algunas modalidades, el nucleótido no 

adenina es un nucleótido de citosina. En algunas modalidades, el nucleótido no adenina es un 

nucleótido de timina. En algunos casos, donde está presente más de un nucleótido no adenina, el 

nucleótido no adenina puede seleccionarse de: a) nucleótidos de guanina y timina; b) nucleótidos 

de guanina y citosina; c) nucleótidos de timina y citosina; o d) nucleótidos de guanina, timina y 20 

citosina. Una cola poli-A ejemplar que comprende nucleótidos no adenina se proporciona como la 

SEQ ID NO: 4. 

En algunas modalidades, el ARNm comprende además una cola poli-adenilada (poli-A). En 

algunos casos, la cola poli-A está “interrumpida” con uno o más “anclajes” de nucleótidos no 

adenina en uno o más lugares dentro de la cola poli-A. Las colas poli-A pueden comprender al 25 

menos 8 nucleótidos de adenina consecutivos, pero también comprenden uno o más nucleótidos no 

adenina. Como se usa en la presente descripción, los “nucleótidos no adenina” se refieren a 

cualquier nucleótido natural o no natural que no comprende adenina. Los nucleótidos de guanina, 

timina y citosina son ejemplos de nucleótidos no adenina. Por lo tanto, las colas poli-A en el 

ARNm descrito en la presente descripción pueden comprender nucleótidos de adenina 30 

consecutivos ubicados en 3’ a nucleótidos que codifican un agente de unión al ADN guiado por 

ARN o una secuencia de interés. En algunos casos, las colas poli-A en el ARNm comprenden 
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nucleótidos de adenina no consecutivos ubicados en 3’ a nucleótidos que codifican un agente de 

unión al ADN guiado por ARN o una secuencia de interés, en donde los nucleótidos no adenina 

interrumpen los nucleótidos de adenina en intervalos espaciados regular o irregularmente.  

En algunas modalidades, el o los nucleótidos no adenina se colocan para interrumpir los 

nucleótidos de adenina consecutivos de modo que una proteína de unión a poli(A) pueda unirse a 5 

un tramo de nucleótidos de adenina consecutivos. En algunas modalidades, uno o más nucleótidos 

no adenina se encuentran después de al menos 8, 9, 10, 11 o 12 nucleótidos de adenina 

consecutivos. En algunas modalidades, el o los nucleótidos no adenina se localizan después de al 

menos 8-50 nucleótidos de adenina consecutivos. En algunas modalidades, el o los nucleótidos no 

adenina se localizan después de al menos 8-100 nucleótidos de adenina consecutivos. En algunas 10 

modalidades, el nucleótido no adenina está después de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete 

nucleótidos de adenina y es seguido por al menos 8 nucleótidos de adenina consecutivos.  

La cola poli-A de la presente invención puede comprender una secuencia de nucleótidos de 

adenina consecutivos seguidos de uno o más nucleótidos no adenina, opcionalmente seguidos de 

nucleótidos de adenina adicionales. 15 

En algunas modalidades, la cola poli-A comprende o contiene un nucleótido no adenina o un tramo 

consecutivo de 2-10 nucleótidos no adenina. En algunas modalidades, el o los nucleótidos no 

adenina se localizan después de al menos 8, 9, 10, 11 o 12 nucleótidos de adenina consecutivos. En 

algunos casos, el o los nucleótidos no adenina se localizan después de al menos 8-50 nucleótidos 

de adenina consecutivos. En algunas modalidades, el o los nucleótidos no adenina se localizan 20 

después de al menos 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, o 50 nucleótidos de 

adenina consecutivos. 

En algunas modalidades, el nucleótido no adenina es guanina, citosina o timina. En algunos casos, 

el nucleótido no adenina es un nucleótido de guanina. En algunas modalidades, el nucleótido no 25 

adenina es un nucleótido de citosina. En algunas modalidades, el nucleótido no adenina es un 

nucleótido de timina. En algunos casos, donde está presente más de un nucleótido no adenina, el 

nucleótido no adenina puede seleccionarse de: a) nucleótidos de guanina y timina; b) nucleótidos 

de guanina y citosina; c) nucleótidos de timina y citosina; o d) nucleótidos de guanina, timina y 

citosina. Una cola poli-A ejemplar que comprende nucleótidos no adenina se proporciona como la 30 

SEQ ID NO: 4: 
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AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAACCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA. 

Las modificaciones químicas como las enumeradas anteriormente pueden combinarse para 

proporcionar ARNm y/o ARNg modificados que comprenden nucleósidos y nucleótidos 

(colectivamente “residuos”) que pueden tener dos, tres, cuatro o más modificaciones. Por ejemplo, 5 

un residuo modificado puede tener un azúcar modificado y una nucleobase modificada. En algunas 

modalidades, se modifica cada base de un ARNg, por ejemplo, todas las bases tienen un grupo 

fosfato modificado, como un grupo fosforotioato. En ciertas modalidades, todos, o sustancialmente 

todos, los grupos fosfato de una molécula de ARNg se reemplazan con grupos fosforotioato. En 

algunas modalidades, los ARNg modificados comprenden al menos un residuo modificado en, o 10 

cerca del, extremo 5' del ARN. En algunas modalidades, los ARNg modificados comprenden al 

menos un residuo modificado en, o cerca del, extremo 3' del ARN. 

En algunas modalidades, el ARNg comprende uno, dos, tres o más residuos modificados. En 

algunas modalidades, al menos 5 % (por ejemplo, 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 15 

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 % o 100 %) de las posiciones en un 

ARNg modificado son nucleósidos o nucleótidos modificados.  

Los ácidos nucleicos no modificados pueden ser propensos a la degradación por, por ejemplo, 

nucleasas intracelulares o las que se encuentran en el suero. Por ejemplo, las nucleasas pueden 20 

hidrolizar enlaces fosfodiéster del ácido nucleico. Por consiguiente, en un aspecto, los ARNg 

descritos en la presente descripción pueden contener uno o más nucleósidos o nucleótidos 

modificados, por ejemplo, para introducir estabilidad hacia las nucleasas intracelulares o del suero. 

En algunas modalidades, las moléculas de ARNg modificadas descritas en la presente descripción 

pueden exhibir una respuesta inmunitaria innata reducida cuando se introducen en una población 25 

de células, in vivo y ex vivo. El término “respuesta inmunitaria innata” incluye una respuesta 

celular a los ácidos nucleicos exógenos, que incluye los ácidos nucleicos monocatenarios, que 

implica la inducción de la expresión y liberación de citocinas, particularmente los interferones, y la 

muerte celular.  

En algunas modalidades de una modificación de la cadena principal, el grupo fosfato de un residuo 30 

modificado puede modificarse por el reemplazo de uno o más de los oxígenos con un sustituyente 
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diferente. Además, el residuo modificado, por ejemplo, el residuo modificado presente en un ácido 

nucleico modificado, puede incluir el reemplazo total de un grupo fosfato no modificado con un 

grupo fosfato modificado como se describe en la presente descripción. En algunas modalidades, la 

modificación de la cadena principal de la cadena principal de fosfato puede incluir alteraciones que 

resultan en un conector sin carga o un conector cargado con distribución de carga asimétrica.  5 

Los ejemplos de los grupos fosfato modificados incluyen fosforotioato, fosforoselenatos, fosfatos 

de borano, ésteres de fosfato de borano, fosfonatos de hidrógeno, fosforamidatos, fosfonatos de 

alquilo o arilo y fosfotriésteres. El átomo de fósforo en un grupo fosfato no modificado es aquiral. 

Sin embargo, el reemplazo de uno de los oxígenos que no forman puentes con uno de los átomos o 

grupos de átomos anteriores puede hacer que el átomo de fósforo sea quiral. El átomo de fósforo 10 

estereogénico puede poseer la configuración “R” (en la presente descripción Rp) o la configuración 

“S” (en la presente descripción Sp). La cadena principal también puede modificarse mediante la 

sustitución de un oxígeno que forma puentes, (es decir, el oxígeno que une el fosfato al 

nucleósido), con nitrógeno (fosforamidatos puenteados), azufre (fosforotioatos puenteados) y 

carbono (metilenfosfonatos puenteados). El reemplazo puede ocurrir en el oxígeno del enlace o en 15 

los dos oxígenos del enlace.  

El grupo fosfato puede reemplazarse por conectores que no contienen fósforo en ciertas 

modificaciones de la cadena principal. En algunas modalidades, el grupo fosfato cargado puede 

reemplazarse por un grupo neutro. Los ejemplos de los grupos que pueden reemplazar al grupo 

fosfato pueden incluir, sin limitarse a, por ejemplo, fosfonato de metilo, hidroxilamino, siloxano, 20 

carbonato, carboximetilo, carbamato, amida, tioéter, conector de óxido de etileno, sulfonato, 

sulfonamida, tioformacetal, formacetal, oxima, metilenimino, metilenometilimino, metilenhidrazo, 

metilendimetilhidrazo y metilenoximetilimino.  

Los andamios que pueden imitar los ácidos nucleicos también pueden construirse en donde el 

conector de fosfato y el azúcar ribosa se reemplazan por sustitutos de nucleótidos o nucleósidos 25 

resistentes a nucleasas. Dichas modificaciones pueden comprender modificaciones de la cadena 

principal y del azúcar. En algunas modalidades, las nucleobases pueden estar atadas por una 

cadena principal sustituta. Los ejemplos pueden incluir, sin limitarse a, los sustitutos de 

nucleósidos de morfolino, ciclobutilo, pirrolidina y ácido nucleico peptídico (PNA).  

Los nucleósidos modificados y los nucleótidos modificados pueden incluir una o más 30 

modificaciones al grupo de azúcar, es decir a la modificación del azúcar. Por ejemplo, el grupo 2' 
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hidroxilo (OH) puede modificarse, por ejemplo reemplazarse con un número de diferentes 

sustituyentes “oxi” o “desoxi”. En algunas modalidades, las modificaciones al grupo 2' hidroxilo 

pueden mejorar la estabilidad del ácido nucleico ya que el hidroxilo ya no puede protonarse para 

formar un ion 2'-alcóxido.  

Los ejemplos de las modificaciones del grupo 2' hidroxilo pueden incluir alcoxi o ariloxi (OR, en 5 

donde “R” puede ser, por ejemplo, alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o un azúcar); 

polietilenglicoles (PEG), O O(CH2CH2O)nCH2CH2OR en donde R puede ser, por ejemplo, H o 

alquilo opcionalmente sustituido, y n puede ser un número entero de 0 a 20 (por ejemplo, de 0 a 4, 

de 0 a 8, de 0 a 10, de 0 a 16, de 1 a 4, de 1 a 8, de 1 a 10, de 1 a 16, de 1 a 20, de 2 a 4, de 2 a 8, 

de 2 a 10, de 2 a 16, de 2 a 20, de 4 a 8, de 4 a 10, de 4 a 16 y de 4 a 20). En algunas modalidades, 10 

la modificación del grupo 2' hidroxilo puede ser 2'-O-Me. En algunas modalidades, la 

modificación del grupo 2' hidroxilo puede ser una modificación 2'-fluoro, que reemplaza el grupo 

2' hidroxilo con un fluoruro. En algunas modalidades, la modificación del grupo 2' hidroxilo puede 

incluir ácidos nucleicos “bloqueados” (LNA) en los que puede conectarse el 2' hidroxilo, por 

ejemplo, por un puente C1-6 alquileno o C1-6 heteroalquileno, al carbono 4' del mismo azúcar 15 

ribosa, donde los puentes ejemplares pueden incluir puentes metileno, propileno, éter o amino; O-

amino (en donde el amino puede ser, por ejemploNH2; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, 

arilamino, diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino, etilendiamina o poliamino) y 

aminoalcoxi, O (CH2)n-amino, (en donde el amino puede ser, por ejemploNH2; alquilamino, 

dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino, 20 

etilendiamina o poliamino). En algunas modalidades, la modificación del grupo 2' hidroxilo puede 

incluir ácidos nucleicos "desbloqueados" (UNA) en los que el anillo de ribosa carece del enlace 

C2'-C3'. En algunas modalidades, la modificación del grupo 2' hidroxilo puede incluir el grupo 

metoxietilo (MOE), (OCH2CH2OCH3, por ejemplo, un derivado de PEG).  

Las modificaciones 2' “desoxi” pueden incluir hidrógeno (es decir azúcares desoxirribosa, por 25 

ejemplo, en las partes salientes del ARNds parcialmente); halo (por ejemplo, bromo, cloro, flúor o 

yodo); amino (en donde el amino puede ser, por ejemploNH2; alquilamino, dialquilamino, 

heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino o aminoácido); 

NH(CH2CH2NH)nCH2CH2-amino (en donde el amino puede ser, por ejemplo, como se describe en 

la presente descripción), -NHC(O)R (en donde R puede ser, por ejemplo, alquilo, cicloalquilo, 30 

arilo, aralquilo, heteroarilo o azúcar), ciano; mercapto; alquiltioalquilo; tioalcoxi; y alquilo, 
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cicloalquilo, arilo, alquenilo y alquinilo, que pueden sustituirse opcionalmente con por ejemplo, un 

amino como se describe en la presente descripción.  

La modificación del azúcar puede comprender un grupo de azúcar que también puede contener uno 

o más carbonos que poseen la configuración estereoquímica opuesta a la del carbono 

correspondiente en la ribosa. Por lo tanto, un ácido nucleico modificado puede incluir nucleótidos 5 

que contienen por ejemplo, arabinosa como azúcar. Los ácidos nucleicos modificados también 

pueden incluir azúcares abásicos. Estos azúcares abásicos también pueden modificarse en uno o 

más de los átomos de azúcar constituyentes. Los ácidos nucleicos modificados también pueden 

incluir uno o más azúcares que están en forma L, por ejemplo L-nucleósidos.  

Los nucleósidos modificados y los nucleótidos modificados descritos en la presente descripción, 10 

que pueden incorporarse a un ácido nucleico modificado, pueden incluir una base modificada, 

también denominada nucleobase. Los ejemplos de las nucleobases incluyen, entre otros, adenina 

(A), guanina (G), citosina (C) y uracilo (U). Estas nucleobases pueden modificarse o reemplazarse 

completamente para proporcionar los residuos modificados que pueden incorporarse en los ácidos 

nucleicos modificados. La nucleobase del nucleótido puede seleccionarse independientemente de 15 

una purina, una pirimidina, un análogo de purina o un análogo de pirimidina. En algunas 

modalidades, la nucleobase puede incluir, por ejemplo, derivados naturales y sintéticos de una 

base.  

En las modalidades que emplean un ARN de guía doble, cada uno de ARNcr y ARNtr pueden 

contener modificaciones. Dichas modificaciones pueden estar en uno o ambos extremos de ARNcr 20 

y/o ARNtr. En las modalidades que comprenden un ARNsg, uno o más residuos en uno o ambos 

extremos del ARNsg pueden modificarse químicamente, o el ARNsg completo puede modificarse 

químicamente. Ciertas modalidades comprenden una modificación del extremo 5'. Ciertas 

modalidades comprenden una modificación del extremo 3'. En ciertas modalidades, uno o más o 

todos los nucleótidos en el saliente monocatenario de una molécula de ARN de guía son 25 

desoxinucleótidos. 

En algunas modalidades, los ARN de guía descritos en la presente descripción comprenden uno de 

los patrones de modificación descritos en el documento US 62/431,756, presentado el 8 de 

diciembre de 2016, titulado “Chemically Modified Guide RNAs”, cuyo contenido se incorpora por 

la presente descripción como referencia en su totalidad. 30 
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En algunas modalidades, la invención comprende un ARNg que comprende una o más 

modificaciones. En algunas modalidades, la modificación comprende un nucleótido modificado 2'-

O-metil (2'-O-Me). En algunas modalidades, la modificación comprende un enlace de fosforotioato 

(PS) entre los nucleótidos.  

Los términos “mA”, “mC”, “mU” o “mG” pueden usarse para denotar un nucleótido que se ha 5 

modificado con 2'-O-Me. 

La modificación de 2'-O-metilo puede representarse de la siguiente manera: 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

Otra modificación química que se ha demostrado que influye en los anillos de azúcares de los 

nucleótidos es la sustitución de halógenos. Por ejemplo, la sustitución de 2’-fluoro (2’-F) en los 

anillos de azúcares de los nucleótidos puede aumentar la afinidad de unión a los oligonucleótidos y 

la estabilidad de la nucleasa.  

En esta solicitud, los términos “fA,” “fC,” “fU,” o “fG” pueden usarse para denotar un nucleótido 20 

que se ha sustituido con 2’-F. 

La sustitución de 2’-F puede representarse de la siguiente manera: 
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La unión o el enlace de fosforotioato (PS) se refiere a un enlace en el que un azufre se sustituye por 

un oxígeno fosfato que no forma puentes en un enlace fosfodiéster, por ejemplo en los enlaces 

entre las bases de los nucleótidos. Cuando se usan fosforotioatos para generar oligonucleótidos, los 

oligonucleótidos modificados también pueden denominarse S-oligos.  

Puede usarse un “*” para representar una modificación de PS. En esta solicitud, los términos A*, 5 

C*, U* o G* pueden usarse para denotar un nucleótido que se une al siguiente (por ejemplo, 3’) 

nucleótido con un enlace PS. 

En esta solicitud, los términos “mA*,” “mC*,” “mU*,” o “mG*” pueden usarse para denotar un 

nucleótido que se ha sustituido con 2'-O-Me y que se une al siguiente (por ejemplo, 3’) nucleótido 

con un enlace PS. 10 

El siguiente diagrama muestra la sustitución de S- en un oxígeno fosfato que no forma puentes, 

generando un enlace PS en lugar de un enlace fosfodiéster: 
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Los nucleótidos abásicos se refieren a aquellos que carecen de bases nitrogenadas. La siguiente 30 

figura muestra un oligonucleótido con un sitio abásico (también conocido como apurínico) que 

carece de una base: 
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Las bases invertidas se refieren a aquellas con enlaces que se invierten del enlace 5’ a 3’ normal 

(es decir, un enlace 5’ a 5’ o un enlace 3’ a 3’). Por ejemplo: 

 15 
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Un nucleótido abásico puede unirse con un enlace invertido. Por ejemplo, un nucleótido abásico 

puede unirse al nucleótido 5’ terminal a través de un enlace 5’ a 5’, o un nucleótido básico puede 

unirse al nucleótido 3’ terminal a través de un enlace 3’ a 3’. Un nucleótido abásico invertido, ya 

sea en el nucleótido 3’ o 5’ terminal, también puede denominarse una caperuza terminal abásica 30 

invertida. 
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En algunas modalidades, se modifican uno o más de los primeros tres, cuatro o cinco nucleótidos 

en el 5’ terminal, y uno o más de los últimos tres, cuatro o cinco nucleótidos en el 3’ terminal. En 

algunas modalidades, la modificación es un 2’-O-Me, 2’-F, nucleótido abásico invertido, enlace PS 

u otra modificación de nucleótidos bien conocida en la técnica para aumentar la estabilidad y/o el 

rendimiento. 5 

En algunas modalidades, los primeros cuatro nucleótidos en el 5' terminal y los últimos cuatro 

nucleótidos en el 3' terminal se unen con enlaces de fosforotioato (PS).  

En algunas modalidades, los primeros tres nucleótidos en el 5' terminal y los últimos tres 

nucleótidos en el 3' terminal comprenden un nucleótido modificado 2'-O-metil (2'-O-Me). En 

algunas modalidades, los primeros tres nucleótidos en el 5' terminal y los últimos tres nucleótidos 10 

en el 3' terminal comprenden un nucleótido modificado con 2'-fluoro (2'-F). En algunas 

modalidades, los primeros tres nucleótidos en el 5' terminal y los últimos tres nucleótidos en el 3' 

terminal comprenden un nucleótido abásico invertido. 

En algunas modalidades, el ARN de guía comprende un ARNsg modificado. En algunas 

modalidades, el ARNsg comprende el patrón de modificación que se muestra en la SEQ ID No: 3, 15 

donde N es cualquier nucleótido natural o no natural, y donde la totalidad de los N comprende una 

secuencia de guía que dirige una nucleasa a una secuencia diana.  

En algunas modalidades, el ARN de guía comprende un ARNsg mostrado en cualquiera de las 

SEQ ID No: 87-124. En algunas modalidades, el ARN de guía comprende un ARNsg que 

comprende cualquiera de las secuencias de guía de las SEQ ID No: 5-82 y los nucleótidos de la 20 

SEQ ID No: 125, en donde los nucleótidos de la SEQ ID No: 125 están en el extremo 3' de la 

secuencia de guía, y en donde la secuencia de guía puede modificarse como se muestra en la SEQ 

ID No: 3. 

C. Complejo de ribonucleoproteína 

En algunas modalidades, se abarca una composición que comprende uno o más ARNg que 25 

comprenden una o más secuencias de guía de la Tabla 1 o uno o más ARNsg de la Tabla 2 y un 

agente de unión al ADN guiado por ARN, por ejemplo, una nucleasa, tal como una nucleasa Cas, 

como Cas9. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN codificado tiene 

actividad de cleavasa, que también puede denominarse actividad de endonucleasa de doble cadena. 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN comprende una nucleasa 30 

Cas. Los ejemplos de nucleasas Cas9 incluyen las de los sistemas CRISPR de tipo II de S. 

pyogenes, S. aureusy otros procariotas (véase, por ejemplo, la lista en el siguiente párrafo), y las 
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versiones modificadas (por ejemplo, diseñadas o mutantes) de estos. Véase, por ejemplo, 

US2016/0312198 A1; US 2016/0312199 A1. Otros ejemplos de nucleasas Cas incluyen un 

complejo Csm o Cmr de un sistema CRISPR de tipo III o Cas10, Csm1 o la subunidad Cmr2 de 

este; y un complejo Cascade de un sistema CRISPR tipo I, o la subunidad Cas3 de este. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas puede ser de un sistema Tipo-IIA, Tipo-IIB o Tipo-IIC. Para una 5 

discusión de varios sistemas CRISPR y nucleasas Cas, véanse, por ejemplo, Makarova y otros, 

NAT. REV. MICROBIOL. 9:467-477 (2011); Makarova y otros, NAT. REV. MICROBIOL, 13: 722-36 

(2015); Shmakov y otros, MOLECULAR CELL, 60:385-397 (2015).  

Las especies ejemplares no limitantes de las que puede derivarse la nucleasa Cas incluyen 

Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp., Staphylococcus aureus, 10 

Listeria innocua, Lactobacillus gasseri, Francisella novicida, Wolinella succinogenes, Sutterella 

wadsworthensis, Gammaproteobacteria, Neisseria meningitidis, Campylobacter jejuni, Pasteurella 

multocida, Fibrobacter succinogene, Rhodospirillum rubrum, Nocardiopsis dassonvillei, 

Streptomyces pristinaespiralis, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces 

viridochromogenes, Streptosporangium roseum, Streptosporangium roseum, Alicyclobacillus 15 

acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides, Bacillus selenitireducens, Exiguobacterium sibiricum, 

Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus buchneri, Treponema denticola, 

Microscilla marina, bacterias Burkholderiales, Polaromonas naphthalenivorans, Polaromonas 

sp., Crocosphaera watsonii, Cyanothece sp., Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp., 

Acetohalobium arabaticum, Ammonifex degensii, Caldicelulosiruptor becscii, Candidatus 20 

Desulforudis, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Finegoldia magna, Natranaerobius 

thermophilus, Pelotomaculum thermopropionicum, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus 

ferrooxidans, Allochromatium vinosum, Marinobacter sp., Nitrosococcus halophilus, 

Nitrosococcus watsoni, Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter racemifer, 

Methanohalobium evestigatum, Anabaena variabilis, Nodularia spumigena, Nostoc sp., 25 

Arthrospira maxima, Arthrospira platensis, Arthrospira sp., Lyngbya sp., Microcoleus 

chthonoplastes, Oscillatoria sp., Petrotoga mobilis, Thermosipho africanus, Streptococcus 

pasteurianus, Neisseria cinerea, Campylobacter lari, Parvibaculum lavamentivorans, 

Corynebacterium diphtheria, Acidaminococcus sp., bacteria Lachnospiraceae ND2006, y 

Acaryochloris marina.  30 

En algunas modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Streptococcus pyogenes. En 

algunas modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Streptococcus thermophilus. En 
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algunas modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Neisseria meningitidis. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Staphylococcus aureus. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de Francisella novicida. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de Acidaminococcus sp. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de la bacteria Lachnospiraceae ND2006. En 5 

modalidades adicionales, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de Francisella tularensis, bacteria 

Lachnospiraceae, Butyrivibrio proteoclasticus, bacteria Peregrinibacteria, bacteria 

Parcubacteria, Smithella, Acidaminococcus, Candidatus Metanoplasma termitum, Eubacterium 

eligens, Moraxella bovoculi, Leptospira inadai, Disphyromonas, Porphyromonas o 

Porphyromonas macacae. En ciertas modalidades, la nucleasa Cas es una nucleasa Cpf1 de una 10 

Acidaminococcus o Lachnospiraceae.  

En algunas modalidades, el ARNg junto con un agente de unión al ADN guiado por ARN se 

denomina complejo de ribonucleoproteína (RNP). En algunas modalidades, el agente de unión al 

ADN guiado por ARN es una nucleasa Cas. En algunas modalidades, el ARNg junto con una 

nucleasa Cas se denomina RNP Cas. En algunas modalidades, el RNP comprende componentes de 15 

Tipo I, Tipo II o Tipo III. En algunas modalidades, la nucleasa Cas es la proteína Cas9 del sistema 

CRISPR/Cas de tipo II. En alguna modalidad, el ARNg junto con Cas9 se denomina RNP Cas9. 

Cas9 de tipo salvaje tiene dos dominios de nucleasa: RuvC y HNH. El dominio RuvC escinde la 

cadena de ADN no diana, y el dominio HNH escinde la cadena diana del ADN. En algunas 

modalidades, la proteína Cas9 comprende más de un dominio RuvC y/o más de un dominio HNH. 20 

En algunas modalidades, la proteína Cas9 es una Cas9 de tipo salvaje. En cada una de las 

modalidades de la composición, el uso y el método, Cas induce una ruptura de doble cadena en el 

ADN diana.  

Cas9 de tipo salvaje tiene dos dominios de nucleasa: RuvC y HNH. El dominio RuvC escinde la 

cadena de ADN no diana, y el dominio HNH escinde la cadena diana del ADN. En algunas 25 

modalidades, la nucleasa Cas9 comprende más de un dominio RuvC y/o más de un dominio HNH. 

En algunas modalidades, la nucleasa Cas9 es una Cas9 de tipo salvaje. En algunas modalidades, 

Cas9 es capaz de inducir una ruptura de doble cadena en el ADN diana. En ciertas modalidades, la 

nucleasa Cas puede escindir ADNds, puede escindir una hebra de ADNds, o puede no tener 

actividad de nickasa o cleavasa de ADN. Se proporciona una secuencia de aminoácidos de Cas9 30 

ejemplar como la SEQ ID NO: 203. Se proporciona una secuencia del ORF del ARNm de Cas9 

ejemplar, que incluye codones de inicio y parada, como la SEQ ID NO: 204. Se proporciona una 
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secuencia de codificación ejemplar del ARNm de Cas9, adecuada para su inclusión en una proteína 

de fusión, como la SEQ ID NO: 210. 

En algunas modalidades, se usan nucleasas Cas quiméricas, donde un dominio o región de la 

proteína se reemplaza por una parte de una proteína diferente. En algunas modalidades, un dominio 

de nucleasa Cas puede reemplazarse con un dominio de una nucleasa diferente, tal como Fok1. En 5 

algunas modalidades, una nucleasa Cas puede ser una nucleasa modificada. 

En otras modalidades, la nucleasa Cas puede ser de un sistema CRISPR/Cas Tipo I. En algunas 

modalidades, la nucleasa Cas puede ser un componente del complejo Cascade de un sistema 

CRISPR/Cas Tipo I. En algunas modalidades, la nucleasa Cas puede ser una proteína Cas3. En 

algunas modalidades, la nucleasa Cas puede ser de un sistema CRISPR/Cas de tipo III. En algunas 10 

modalidades, la nucleasa Cas puede tener una actividad de escisión del ARN. 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN tiene una actividad de 

nickasa de cadena sencilla, es decir, puede cortar una cadena de ADN para producir una ruptura de 

cadena sencilla, también conocida como “muesca”. En algunas modalidades, el agente de unión al 

ADN guiado por ARN comprende una nickasa Cas. Una nickasa es una enzima que genera una 15 

muesca en ADNds, es decir, corta una cadena pero no la otra de la doble hélice del ADN. En 

algunas modalidades, una nickasa Cas es una versión de una nucleasa Cas (por ejemplo, una 

nucleasa Cas discutida anteriormente) en la que un sitio activo endonucleolítico se inactiva, por 

ejemplo, por una o más alteraciones (por ejemplo, mutaciones puntuales) en un dominio catalítico. 

Véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos núm. 8,889,356 para la discusión de las 20 

nickasas Cas y las alteraciones ejemplares del dominio catalítico. En algunas modalidades, una 

nickasa Cas, tal como la nickasa Cas9, tiene un dominio RuvC o HNH inactivo. Se proporciona 

una secuencia ejemplar de aminoácidos de la nickasa Cas9 como la SEQ ID NO: 206. Se 

proporciona una secuencia ejemplar del ORF del ARNm de la nickasa Cas9, que incluye codones 

de inicio y parada, como la SEQ ID NO: 207. Se proporciona una secuencia de codificación 25 

ejemplar del ARNm de la nickasa Cas9, adecuada para su inclusión en una proteína de fusión, 

como la SEQ ID NO: 211.  

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN se modifica para contener 

solo un dominio funcional de nucleasa. Por ejemplo, la proteína agente puede modificarse de modo 

que uno de los dominios de nucleasa se mute o se elimine total o parcialmente para reducir su 30 

actividad de escisión del ácido nucleico. En algunas modalidades, se usa una nickasa que tiene un 

dominio RuvC con actividad reducida. En algunas modalidades, se usa una nickasa que tiene un 
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dominio RuvC inactivo. En algunas modalidades, se usa una nickasa que tiene un dominio HNH 

con actividad reducida. En algunas modalidades, se usa una nickasa que tiene un dominio HNH 

inactivo.  

En algunas modalidades, un aminoácido conservado dentro de un dominio de nucleasa de la 

proteína Cas se sustituye para reducir o alterar la actividad de nucleasa. En algunas modalidades, 5 

una nucleasa Cas puede comprender una sustitución de aminoácidos en RuvC o el dominio de 

nucleasa de tipo RuvC. Las sustituciones de aminoácidos ejemplares en RuvC o el dominio de 

nucleasa de tipo RuvC incluyen D10A (basado en la proteína Cas9 de S. pyogenes ). Véase, por 

ejemplo, Zetsche y otros. (2015) Cell Oct 22:163(3): 759-771. En algunas modalidades, la nucleasa 

Cas puede comprender una sustitución de aminoácidos en HNH o el dominio de nucleasa de tipo 10 

HNH. Las sustituciones de aminoácidos ejemplares en HNH o el dominio de nucleasa de tipo 

HNH incluyen E762A, H840A, N863A, H983A, y D986A (basado en la proteína Cas9 de S. 

pyogenes ). Véase, por ejemplo, Zetsche y otros. (2015). Otras sustituciones de aminoácidos 

ejemplares incluyen D917A, E1006A y D1255A (basado en la secuencia U112 Cpf1 (FnCpf1) de 

Francisella novicida (UniProtKB - A0Q7Q2 (CPF1_FRATN)).  15 

En algunas modalidades, se proporciona un ARNm que codifica una nickasa en combinación con 

un par de ARN de guía que son complementarios a las cadenas sentido y antisentido de la 

secuencia diana, respectivamente. En esta modalidad, los ARN de guía dirigen la nickasa a una 

secuencia diana e introducen una DSB generando una muesca en las cadenas opuestas de la 

secuencia diana (es decir, doble muesca). En algunas modalidades, el uso de la doble muesca 20 

puede mejorar la especificidad y reducir los efectos fuera de la diana. En algunas modalidades, se 

usa una nickasa junto con dos ARN de guía separados que se dirigen a cadenas opuestas de ADN 

para producir una doble muesca en el ADN diana. En algunas modalidades, se usa una nickasa 

junto con dos ARN de guía separados que se seleccionan para estar cerca para producir una doble 

muesca en el ADN diana.  25 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN carece de actividad de 

cleavasa y nickasa. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN 

comprende un polipéptido dCas de unión al ADN. Un polipéptido dCas tiene actividad de unión al 

ADN mientras que esencialmente carece de actividad catalítica (cleavasa/nickasa). En algunas 

modalidades, el polipéptido dCas es un polipéptido dCas9. En algunas modalidades, el agente de 30 

unión al ADN guiado por ARN que carece de actividad de cleavasa y nickasa o el polipéptido dCas 

de unión al ADN es una versión de una nucleasa Cas (por ejemplo, una nucleasa Cas discutida 
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anteriormente) en la que sus sitios activos endonucleolíticos están inactivos, por ejemplo, por una o 

más alteraciones (por ejemplo, mutaciones puntuales) en sus dominios catalíticos. Véase, por 

ejemplo, US 2014/0186958 A1; US 2015/0166980 A1. Se proporciona una secuencia de 

aminoácidos ejemplar de dCas9 como la SEQ ID NO: 208. Se proporciona una secuencia del ORF 

del ARNm de Cas9 ejemplar, que incluye codones de inicio y parada, como la SEQ ID NO: 209. 5 

Se proporciona una secuencia de codificación ejemplar del ARNm de Cas9, adecuada para su 

inclusión en una proteína de fusión, como la SEQ ID NO: 212. 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN comprende uno o más 

dominios funcionales heterólogos (por ejemplo, es o comprende un polipéptido de fusión).  

En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede facilitar el transporte del agente 10 

de unión al ADN guiado por ARN al núcleo de una célula. Por ejemplo, el dominio funcional 

heterólogo puede ser una señal de localización nuclear (NLS). En algunas modalidades, el agente 

de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con 1-10 NLS(s). En algunas modalidades, el 

agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con 1-5 NLS(s). En algunas 

modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con un NLS. Cuando 15 

se usa una NLS, la NLS puede unirse en el N-terminal o el C-terminal de la secuencia del agente 

de unión al ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por 

ARN puede fusionarse C-terminalmente al menos a una NLS. También puede insertarse una NLS 

dentro de la secuencia del agente de unión al ADN guiado por ARN. En otras modalidades, el 

agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con más de una NLS. En algunas 20 

modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con 2, 3, 4 o 5 NLSs. 

En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con dos 

NLSs. En ciertas circunstancias, las dos NLSs pueden ser iguales (por ejemplo, dos NLSs de 

SV40) o diferentes. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN se 

fusiona con dos secuencias de NLS de SV40 unidas en el extremo carboxilo. En algunas 25 

modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede fusionarse con dos NLSs, una 

unida en el N-terminal y otra en el C-terminal. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN 

guiado por ARN puede fusionarse con 3 NLSs. En algunas modalidades, el agente de unión al 

ADN guiado por ARN puede fusionarse sin NLS. En algunas modalidades, la NLS puede ser una 

secuencia monopartita, tal como, por ejemplo, NLS de SV40, PKKKRKV (SEQ ID NO: 274) o 30 

PKKKRRV (SEQ ID NO: 275). En algunas modalidades, la NLS puede ser una secuencia 

bipartita, tal como la NLS de nucleoplasmina, KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 276). En 
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una modalidad específica, una única NLS PKKKRKV (SEQ ID NO: 274) puede unirse en el C-

terminal del agente de unión al ADN guiado por ARN. Uno o más conectores se incluyen 

opcionalmente en el sitio de fusión. En algunas modalidades, una o más NLS(s) de acuerdo con 

cualquiera de las modalidades anteriores están presentes en el agente de unión al ADN guiado por 

ARN en combinación con uno o más dominios funcionales heterólogos adicionales, tales como 5 

cualquiera de los dominios funcionales heterólogos descritos a continuación.  

En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede ser capaz de modificar la vida 

media intracelular del agente de unión al ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, puede 

aumentarse la vida media del agente de unión al ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, 

puede reducirse la vida media del agente de unión al ADN guiado por ARN. En algunas 10 

modalidades, el dominio funcional heterólogo puede ser capaz de aumentar la estabilidad del 

agente de unión al ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, el dominio funcional 

heterólogo puede ser capaz de reducir la estabilidad del agente de unión al ADN guiado por ARN. 

En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede actuar como un péptido señal para 

la degradación de proteínas. En algunas modalidades, la degradación de proteínas puede estar 15 

mediada por enzimas proteolíticas, tales como, por ejemplo, proteasomas, proteasas lisosómicas o 

proteasas de calpaína. En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede comprender 

una secuencia PEST. En algunas modalidades, el agente de unión al ADN guiado por ARN puede 

modificarse mediante la adición de ubiquitina o una cadena de poliubiquitina. En algunas 

modalidades, la ubiquitina puede ser una proteína similar a la ubiquitina (UBL). Los ejemplos no 20 

limitantes de proteínas similares a la ubiquitina incluyen un pequeño modificador similar a la 

ubiquitina (SUMO), ubiquitina de reacción cruzada (UCRP, también conocida como gen 

estimulado por interferón 15 (ISG15)), ubiquitina relacionada con el modificador 1 (URM1), 

proteína 8 reguladora del desarrollo y expresión de la célula neuronal precursora (NEDD8, también 

llamada Rub1 en S. cerevisiae), antígeno leucocitario humano asociado a F (FAT10), autofagia-8 25 

(ATG8) y -12 (ATG12), proteína tipo Fau ubiquitina (FUB1), UBL anclada a la membrana 

(MUB), ubiquitina dobladora modificadora-1 (UFM1) y la proteína similar a la ubiquitina-5 

(UBL5).  

En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo puede ser un dominio marcador. Los 

ejemplos no limitantes de dominios marcadores incluyen proteínas fluorescentes, marcadores de 30 

purificación, marcadores de epítopo y secuencias de genes reporteros. En algunas modalidades, el 

dominio marcador puede ser una proteína fluorescente. Los ejemplos no limitantes de proteínas 
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fluorescentes adecuadas incluyen proteínas fluorescentes verdes (por ejemplo, GFP, GFP-2, 

tagGFP, turboGFP, sfGFP, EGFP, Emerald, Azami Green, Azami Green monomérico, CopGFP, 

AceGFP, ZsGreen1), proteínas fluorescentes amarillas (por ejemplo, YFP, EYFP, Citrina, Venus, 

YPet, PhiYFP, ZsYellow1), proteínas fluorescentes azules (por ejemplo, EBFP, EBFP2, Azurita, 

mKalamal, GFPuv, Zafiro, Zafiro T,), proteínas fluorescentes cian (por ejemplo, ECFP, Cerulean, 5 

CyPet, AmCyan1, Midoriishi-Cyan), proteínas fluorescentes rojas (por ejemplo, mKate, mKate2, 

mPlum, monómero DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-monómero, 

HcRed-Tandem, HcRed1, AsRed2, eqFP611, mRasberry, mStrawberry, Jred) y proteínas 

fluorescentes naranjas (mOrange, mKO, Kusabira-naranja, Kusabira-Orange monomérica, 

mTangerine, tdTomato) o cualquier otra proteína fluorescente adecuada. En otras modalidades, el 10 

dominio marcador puede ser un marcador de purificación y/o un marcador de epítopo. Los 

marcadores ejemplares no limitantes incluyen glutatión-S-transferasa (GST), proteína de unión a 

quitina (CBP), proteína de unión a maltosa (MBP), tioredoxina (TRX), poli(NANP), marcador de 

purificación de afinidad en tándem (TAP), myc, AcV5, AU1, AU5, E, ECS, E2, FLAG, HA, nus, 

Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, KT3, S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, 8xHis, 15 

proteína portadora de biotina carboxilo (BCCP), poli-His y calmodulina. Los genes reporteros 

ejemplares no limitantes incluyen glutatión-S-transferasa (GST), peroxidasa de rábano picante 

(HRP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), beta-galactosidasa, beta-glucuronidasa, luciferasa o 

proteínas fluorescentes. 

En modalidades adicionales, el dominio funcional heterólogo puede dirigir el agente de unión al 20 

ADN guiado por ARN a un orgánulo, tipo de célula, tejido u órgano específico. En algunas 

modalidades, el dominio funcional heterólogo puede dirigir el agente de unión al ADN guiado por 

ARN a las mitocondrias. 

En modalidades adicionales, el dominio funcional heterólogo puede ser un dominio efector. 

Cuando el agente de unión al ADN guiado por ARN se dirige a su secuencia diana, por ejemplo, 25 

cuando una nucleasa Cas se dirige a una secuencia diana mediante un ARNg, el dominio efector 

puede modificar o afectar la secuencia diana. En algunas modalidades, el dominio efector puede 

elegirse entre un dominio de unión a ácido nucleico, un dominio de nucleasa (por ejemplo, un 

dominio de nucleasa no Cas), un dominio de modificación epigenética, un dominio de activación 

transcripcional o un dominio represor transcripcional. En algunas modalidades, el dominio 30 

funcional heterólogo es una nucleasa, tal como una nucleasa FokI. Véase, por ejemplo, la patente 

de los Estados Unidos núm. 9,023,649. En algunas modalidades, el dominio funcional heterólogo 
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es un activador o represor transcripcional. Véase, por ejemplo, Qi y otros, “Repurposing CRISPR 

as an RNA-guided platform for sequence-specific control of gene expression,” Cell 152:1173-83 

(2013); Perez-Pinera y otros, “RNA-guided gene activation by CRISPR-Cas9-based transcription 

factors,” Nat. Methods 10:973-6 (2013); Mali y otros, “CAS9 transcriptional activators for target 

specificity screening and paired nickases for cooperative genome engineering,” Nat. Biotechnol. 5 

31:833-8 (2013); Gilbert y otros, “CRISPR-mediated modular RNA-guided regulation of 

transcription in eukaryotes,” Cell 154:442-51 (2013). Como tal, el agente de unión al ADN guiado 

por ARN se convierte esencialmente en un factor de transcripción que puede dirigirse para unirse a 

una secuencia diana deseada mediante el uso de un ARN de guía.  

D. Determinación de la eficacia de los ARNg 10 

En algunas modalidades, la eficacia de un ARNg se determina cuando se suministra o expresa 

junto con otros componentes que forman un RNP. En algunas modalidades, el ARNg se expresa 

junto con una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una proteína Cas. En algunas 

modalidades, el ARNg se suministra o expresa en una línea celular que ya expresa de manera 

estable una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una proteína Cas. En algunas 15 

modalidades, el ARNg se suministra a una célula como parte de un RNP. En algunas modalidades, 

el ARNg se suministra a una célula junto con un ARNm que codifica una nucleasa de ADN guiada 

por ARN, tal como una nucleasa Cas. 

Como se describe en la presente descripción, el uso de una nucleasa de ADN guiada por ARN y un 

ARN de guía descrito en la presente descripción puede conducir a rupturas bicatenarias en el ADN 20 

que pueden producir errores en forma de mutaciones de inserción/deleción (indel) tras la 

reparación por la maquinaria celular. Muchas mutaciones debidas a indeles alteran el marco de 

lectura o introducen codones de parada prematuros y, por lo tanto, producen una proteína no 

funcional. 

En algunas modalidades, la eficacia de los ARNg particulares se determina sobre la base de 25 

modelos in vitro. En algunas modalidades, el modelo in vitro es células HEK293 que expresan 

establemente Cas9 (HEK293_Cas9). En algunas modalidades, el modelo in vitro es células de 

hepatocarcinoma humano HUH7. En algunas modalidades, el modelo in vitro es células HepG2. 

En algunas modalidades, el modelo in vitro es hepatocitos primarios humanos. En algunas 

modalidades, el modelo in vitro es hepatocitos primarios de cynomolgus. Con respecto al uso de 30 

hepatocitos primarios humanos, pueden usarse hepatocitos primarios humanos disponibles 

comercialmente para proporcionar una mayor consistencia entre los experimentos. En algunas 
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modalidades, se determina el número de sitios fuera de la diana en los que se produce una deleción 

o inserción en un modelo in vitro (por ejemplo, en hepatocitos primarios humanos), por ejemplo, 

mediante el análisis del ADN genómico de los hepatocitos primarios humanos transfectados in 

vitro con el ARNm de Cas9 y el ARN de guía. En algunas modalidades, dicha determinación 

comprende analizar el ADN genómico de los hepatocitos primarios humanos transfectados in vitro 5 

con el ARNm de Cas9, el ARN de guía y un oligonucleótido donador. En los ejemplos de trabajo a 

continuación se proporcionan los procedimientos ejemplares para tales determinaciones.  

En algunas modalidades, la eficacia de los ARNg particulares se determina a través de múltiples 

modelos celulares in vitro para un proceso de selección de ARNg. En algunas modalidades, se 

realiza una comparación de línea celular de los datos con los ARNg seleccionados. En algunas 10 

modalidades, se realiza la selección cruzada en múltiples modelos celulares. 

En algunas modalidades, la eficacia de los ARNg particulares se determina sobre la base de 

modelos in vivo. En algunas modalidades, el modelo in vivo es un modelo de roedor. En algunas 

modalidades, el modelo de roedor es un ratón que expresa un gen TTR humano, que puede ser un 

gen TTR humano mutante. En algunas modalidades, el modelo in vivo es un primate no humano, 15 

por ejemplo, el mono cynomolgus. 

En algunas modalidades, la eficacia de un ARN de guía se mide mediante el porcentaje de edición 

de TTR. En algunas modalidades, el porcentaje de edición de TTR se compara con el porcentaje de 

edición necesario para lograr la disminución de la proteína TTR, por ejemplo, en el medio de 

cultivo celular en el caso de un modelo in vitro o en suero o tejido en el caso de un modelo in vivo. 20 

En algunas modalidades, la eficacia de un ARN de guía se mide por el número y/o frecuencia de 

los indeles en las secuencias fuera de la diana dentro del genoma del tipo de célula diana. En 

algunas modalidades, se proporcionan los ARN de guía eficaces que producen los indeles en los 

sitios fuera de la diana a frecuencias muy bajas (por ejemplo, <5 %) en una población celular y/o 

en relación con la frecuencia de generación de los indeles en el sitio diana. Por lo tanto, la 25 

descripción proporciona los ARN de guía que no exhiben formación de indeles fuera de la diana en 

el tipo de célula diana (por ejemplo, un hepatocito), o que producen una frecuencia de formación 

de indeles fuera de la diana de <5 % en una población celular y/o en relación con la frecuencia de 

generación del indel en el sitio diana. En algunas modalidades, la descripción proporciona los 

ARN de guía que no exhiben ninguna formación de indeles fuera de la diana en el tipo de célula 30 

diana (por ejemplo, hepatocito). En algunas modalidades, se proporcionan los ARN de guía que 

producen indeles en menos de 5 sitios fuera de la diana, por ejemplo, según se evalúa mediante uno 
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o más métodos descritos en la presente descripción. En algunas modalidades, se proporcionan los 

ARN de guía que producen indeles en menos de, o igual a, 4, 3, 2 o 1 sitio fuera de la diana, por 

ejemplo, según se evalúa mediante uno o más métodos descritos en la presente descripción. En 

algunas modalidades, el sitio o los sitios fuera de la diana no se producen en una región de 

codificación de proteínas en el genoma de la célula diana (por ejemplo, hepatocito). 5 

En algunas modalidades, la detección de los eventos de edición génica, tales como la formación de 

mutaciones de inserción/deleción (“indel”) y los eventos de reparación dirigida por homología 

(HDR) en el ADN diana usan la amplificación lineal con un cebador marcado y el aislamiento de 

los productos de amplificación marcados (en la presente descripción en adelante denominado 

“LAM-PCR” o método de “Amplificación lineal (LA)”).  10 

En algunas modalidades, el método comprende aislar el ADN celular de una célula que se ha 

inducido a tener una ruptura de doble cadena (DSB) y opcionalmente que se ha provisto con un 

molde HDR para reparar la DSB; realizar al menos un ciclo de amplificación lineal del ADN con 

un cebador marcado; aislar los productos de la amplificación lineal que comprenden el marcador, 

descartando así cualquier producto de amplificación que se amplificó con un cebador no marcado; 15 

opcionalmente amplificar aún más los productos aislados; y analizar los productos de la 

amplificación lineal, o los productos amplificados adicionales, para determinar la presencia o 

ausencia de un evento de edición como, por ejemplo, una ruptura de doble cadena, una inserción, 

deleción, o secuencia del molde HDR en el ADN diana. En algunos casos, el evento de edición 

puede cuantificarse. La cuantificación y similares tal como se usan en la presente descripción 20 

(incluso en el contexto de los eventos de edición HDR y no HDR, tales como los indeles) incluyen 

la detección de la frecuencia y/o tipo(s) de eventos de edición en una población.  

En algunas modalidades, solo se realiza un ciclo de amplificación lineal. 

En algunos casos, el cebador marcado comprende un código de barras molecular. En algunas 

modalidades, el cebador marcado comprende un código de barras molecular, y solo se realiza un 25 

ciclo de amplificación lineal. 

En algunas modalidades, la etapa de análisis comprende secuenciar los productos amplificados 

lineales o los productos amplificados adicionales. La secuenciación puede comprender cualquier 

método conocido por los expertos en la técnica, incluidas la secuenciación de próxima generación 

y la clonación de los productos de la amplificación lineal o los productos amplificados adicionales 30 

en un plásmido y la secuenciación del plásmido o una parte del plásmido. En otros aspectos, la 

etapa de análisis comprende realizar PCR digital (dPCR) o PCR digital en gotas (ddPCR) en los 
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productos amplificados lineales o en los productos amplificados adicionales. En otros casos, la 

etapa de análisis comprende poner en contacto los productos amplificados lineales o los productos 

amplificados adicionales con una sonda de ácido nucleico diseñada para identificar el ADN que 

comprende la secuencia del molde HDR y detectar las sondas que se han unido al producto o 

productos amplificados lineales o al producto o productos amplificados adicionales. En algunas 5 

modalidades, el método comprende además determinar la ubicación del molde HDR en el ADN 

diana. 

En ciertas modalidades, el método comprende además determinar la secuencia de un sitio de 

inserción en el ADN diana, en donde el sitio de inserción es la ubicación donde el molde HDR se 

incorpora al ADN diana, y en donde el sitio de inserción puede incluir alguna secuencia del ADN 10 

diana y alguna secuencia del molde HDR. 

En algunas modalidades, la amplificación lineal del ADN diana con un cebador marcado se realiza 

durante 1-50 ciclos, 1-60 ciclos, 1-70 ciclos, 1-80 ciclos, 1-90 ciclos o 1-100 ciclos. 

En algunas modalidades, la amplificación lineal del ADN diana con un cebador marcado 

comprende una etapa de desnaturalización para separar los dúplex de ADN, una etapa de 15 

hibridación para permitir la unión del cebador y un paso de elongación. En algunas modalidades, la 

amplificación lineal es isotérmica (no requiere un cambio de temperatura). En algunas 

modalidades, la amplificación lineal isotérmica es una amplificación isotérmica mediada por bucle 

(LAMP), una amplificación de desplazamiento de cadena (SDA), una amplificación dependiente 

de helicasa o una reacción de amplificación de enzima de corte.  20 

En algunas modalidades, el cebador marcado se hibrida al ADN diana en al menos 50, en al menos 

60, en al menos 70, en al menos 80, en al menos 90, en al menos 100, en al menos 110, en al 

menos 120, en al menos 130, en al menos 140, en al menos 150, en al menos 160, en al menos 170, 

en al menos 180, en al menos 190, en al menos 200, en al menos 210, en al menos 220, en al 

menos 230, en al menos 240, en al menos 250, en al menos 260, en al menos 270, en al menos 280, 25 

en al menos 290, en al menos 300, en al menos 1,000, en al menos 5,000, o en al menos 10,000 

nucleótidos lejos de la ubicación del evento de edición esperado, por ejemplo, la inserción, la 

deleción, o el sitio de inserción del molde. 

En algunas modalidades, el cebador marcado comprende un código de barras molecular. En 

algunas modalidades, el código de barras molecular comprende una secuencia que no es 30 

complementaria al ADN diana. En algunas modalidades, el código de barras molecular comprende 

6, 8, 10 o 12 nucleótidos. 
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En algunas modalidades, el marcador en el cebador es biotina, estreptavidina, digoxigenina, una 

secuencia de ADN o isotiocianato de fluoresceína (FITC). 

En algunas modalidades, el producto o los productos de amplificación lineal se aíslan mediante el 

uso de un reactivo de captura específico para el marcador en el cebador. En algunas modalidades, 

el reactivo de captura está en una perla, soporte sólido, matriz o columna. En algunas modalidades, 5 

la etapa de aislamiento comprende poner en contacto el producto o los productos de amplificación 

lineal con un reactivo de captura específico para el marcador en el cebador. En algunas 

modalidades, el reactivo de captura es biotina, estreptavidina, digoxigenina, una secuencia de ADN 

o isotiocianato de fluoresceína (FITC). 

En algunas modalidades, el marcador es biotina y el reactivo de captura es estreptavidina. En 10 

algunas modalidades, el marcador es estreptavidina y el reactivo de captura es biotina. En algunas 

modalidades, el marcador está en el 5’ terminal del cebador, el 3’ terminal del cebador, o interno al 

cebador. En algunas modalidades, el marcador y/o el reactivo de captura se eliminan después de la 

etapa de aislamiento. En algunas modalidades, el marcador y/o el reactivo de captura no se 

eliminan, y las etapas adicionales de amplificación y análisis se realizan en presencia del marcador 15 

y/o el reactivo de captura. 

En algunas modalidades, la amplificación adicional es no lineal. En algunas modalidades, la 

amplificación adicional es PCR digital, qPCR o RT-PCR. En algunas modalidades, la 

secuenciación es la secuenciación de próxima generación (NGS). 

En algunas modalidades, el ADN diana es genómico o mitocondrial. En algunas modalidades, el 20 

ADN diana es el ADN genómico de una célula procariota o eucariota. En algunas modalidades, el 

ADN diana es de mamífero. El ADN diana puede ser de una célula que no se divide o de una 

célula que se divide. En algunas modalidades, el ADN diana puede ser de una célula primaria. En 

algunas modalidades, el ADN diana es de una célula replicante. 

En algunos casos, el ADN celular se corta antes de la amplificación lineal. En algunas 25 

modalidades, el ADN cortado tiene un tamaño promedio entre 0.5 kb y 20 kb. En algunos casos, el 

ADN celular se corta a un tamaño promedio de 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 1.75, 2.0, 2.25, 2.5, 2.75, 

3.0, 3.25, 3.5, 3.75, 4.0, 4.25, 4.5, 4.75, 5.0, 5.25, 5.5, 5.75, 6.0, 6.25, 6.5, 6.75, 7.0, 7.25, 7.5, 7.75, 

8.0, 8.25, 8.5, 8.75, 9.0, 9.25, 9.5, 9.75, 10.0, 10.25, 10.5, 10.75, 11.0, 11.25, 11.5, 11.75, 12.0, 

12.25, 12.5, 12.75, 13.0, 13.25, 13.5, 13.75, 14.0, 14.25, 14.5, 14.75, 15.0, 15.25, 15.5, 15.75, 16.0, 30 

16.25, 16.5, 16.75, 17.0, 17.25, 17.5, 17.75, 18.0, 18.25, 18.5, 18.75, 19.0, 19.25, 19.5, 19.75, o 
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20.0 kb. En algunos casos, el ADN celular se corta a un tamaño promedio de aproximadamente 1.5 

kb. 

En algunas modalidades, la eficacia de un ARN de guía se mide mediante la secreción de la TTR. 

En algunas modalidades, la secreción de la TTR se mide mediante el uso de un ensayo por 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) con medios de cultivo celular o suero. En algunas 5 

modalidades, la secreción de la TTR se mide en los mismos sistemas o modelos in vitro o in vivo 

usados para medir la edición. En algunas modalidades, la secreción de la TTR se mide en los 

hepatocitos primarios humanos. En algunas modalidades, la secreción de la TTR se mide en las 

células HUH7. En algunas modalidades, la secreción de la TTR se mide en las células HepG2.  

Los ensayos ELISA son generalmente conocidos por el experto en la técnica y pueden diseñarse 10 

para determinar los niveles de la TTR en suero. En una modalidad ejemplar, se recoge sangre y se 

separa el suero. Los niveles séricos totales de la TTR pueden determinarse mediante el uso de un 

kit Mouse Prealbumin (Transthyretin) ELISA (Aviva Systems Biology, Cat. OKIA00111) o un kit 

similar para medir la TTR humana. Si no hay un kit disponible, puede desarrollarse un ELISA 

mediante el uso de placas que se recubren previamente con un anticuerpo de captura específico 15 

para la TTR a medir. La placa se incuba luego a temperatura ambiente durante un período de 

tiempo antes del lavado. El conjugado anticuerpo anti-TTR-enzima se añade y se incuba. El 

conjugado de anticuerpo no unido se elimina y la placa se lava antes de la adición de la solución de 

sustrato cromogénico que reacciona con la enzima. La placa se lee en un lector de placas apropiado 

con una absorbancia específica para la enzima y el sustrato usados.  20 

En algunas modalidades, la cantidad de la TTR en las células (incluidas las del tejido) mide la 

eficacia de un ARNg. En algunas modalidades, la cantidad de la TTR en las células se mide 

mediante el uso de la electrotransferencia. En algunas modalidades, la célula usada es la célula 

HUH7. En algunas modalidades, la célula usada es un hepatocito primario humano. En algunas 

modalidades, la célula usada es una célula primaria obtenida de un animal. En algunas 25 

modalidades, la cantidad de la TTR se compara con la cantidad de la gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa GAPDH (un gen de mantenimiento) para controlar los cambios en el número de 

células.  

III. Formulaciones de LNP y tratamiento de la ATTR  

En algunas modalidades, se proporciona un método para inducir una ruptura bicatenaria (DSB) 30 

dentro del gen TTR, que comprende administrar una composición que comprende un ARN de guía 

que comprende cualquiera o más de las secuencias de guía de las SEQ ID Nos: 5-82, o cualquiera o 
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más de los ARNsg de las SEQ ID Nos: 87-124. En algunas modalidades, los ARNg que 

comprenden cualquiera o más de las secuencias de guía de las SEQ ID NO: 5-82 se administran 

para inducir una DSB en el gen TTR. Los ARN de guía pueden administrarse junto con una 

nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9), o un ARNm o 

vector que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa Cas (por 5 

ejemplo, Cas9). 

En algunas modalidades, se proporciona un método para modificar el gen TTR que comprende 

administrar una composición que comprende un ARN de guía que comprende cualquiera o más de 

las secuencias de guía de las SEQ ID Nos: 5-82, o cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID 

Nos: 87-124. En algunas modalidades, los ARNg que comprenden cualquiera o más de las 10 

secuencias de guía de las SEQ ID NO: 5-82, o cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID Nos: 

87-124, se administran para modificar el gen TTR. Los ARN de guía pueden administrarse junto 

con una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9), o un 

ARNm o vector que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa Cas 

(por ejemplo, Cas9). 15 

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar la ATTR que comprende 

administrar una composición que comprende un ARN de guía que comprende cualquiera o más de 

las secuencias de guía de las SEQ ID NO: 5-82, o cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID 

Nos: 87-124. En algunas modalidades, los ARNg que comprenden cualquiera o más de las 

secuencias de guía de las SEQ ID NO: 5-82, o cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID Nos: 20 

87-124 se administran para tratar la ATTR. Los ARN de guía pueden administrarse junto con una 

nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9), o un ARNm o 

vector que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa Cas (por 

ejemplo, Cas9). 

En algunas modalidades, se proporciona un método para reducir la concentración sérica de la TTR 25 

que comprende administrar un ARN de guía que comprende cualquiera o más de las secuencias de 

guía de las SEQ ID NO: 5-82, o cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID Nos: 87-124. En 

algunas modalidades, los ARNg que comprenden cualquiera o más de las secuencias de guía de las 

SEQ ID NO: 5-82 o cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID Nos: 87-124 se administran 

para reducir o prevenir la acumulación de la TTR en los amiloides o las fibrillas amiloides. Los 30 

ARNg pueden administrarse junto con una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una 
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nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9), o un ARNm o vector que codifica una nucleasa de ADN guiada 

por ARN, tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9). 

En algunas modalidades, se proporciona un método para reducir o prevenir la acumulación de la 

TTR en los amiloides o las fibrillas amiloides de un sujeto, que comprende administrar una 

composición que comprende un ARN de guía que comprende cualquiera o más de las secuencias 5 

de guía de las SEQ ID NO: 5-82, o cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID Nos: 87-124. En 

algunas modalidades, se proporciona un método para reducir o prevenir la acumulación de la TTR 

en los amiloides o las fibrillas amiloides de un sujeto, que comprende administrar una composición 

que comprende cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID Nos: 87-113. En algunas 

modalidades, los ARNg que comprenden cualquiera o más de las secuencias de guía de las SEQ ID 10 

NO: 5-82 o cualquiera o más de los ARNsg de las SEQ ID Nos: 87-124 se administran para reducir 

o prevenir la acumulación de la TTR en los amiloides o las fibrillas amiloides. Los ARNg pueden 

administrarse junto con una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa Cas (por 

ejemplo, Cas9), o un ARNm o vector que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal 

como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9). 15 

En algunas modalidades, los ARNg que comprenden las secuencias de guía de la Tabla 1 o uno o 

más ARNsg de la Tabla 2, junto con una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa 

Cas, inducen DSBs, y la unión de extremos no homólogos (NHEJ) durante la reparación conduce a 

una mutación en el gen TTR. En algunas modalidades, la NHEJ conduce a una deleción o inserción 

de uno o más nucleótidos, lo que induce un cambio de marco o una mutación sin sentido en el gen 20 

TTR.  

En algunas modalidades, la administración de los ARN de guía de la invención (por ejemplo, en 

una composición proporcionada en la presente descripción) reduce los niveles (por ejemplo, 

niveles séricos) de la TTR en el sujeto y, por lo tanto, evita la acumulación y la agregación de la 

TTR en los amiloides o las fibrillas amiloides. 25 

En algunas modalidades, reducir o prevenir la acumulación de la TTR en los amiloides o las 

fibrillas amiloides de un sujeto comprende reducir o prevenir el depósito de la TTR en uno o más 

tejidos del sujeto, tales como estómago, colon o tejido nervioso. En algunas modalidades, el tejido 

nervioso comprende el nervio ciático o el ganglio de la raíz dorsal. En algunas modalidades, el 

depósito de la TTR se reduce en dos, tres o cuatro del estómago, el colon, el ganglio de la raíz 30 

dorsal y el nervio ciático. El nivel de depósito en un tejido dado puede determinarse mediante el 

uso de una muestra de biopsia, por ejemplo, mediante el uso de la inmunotinción. En algunas 
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modalidades, reducir o prevenir la acumulación de la TTR en los amiloides o las fibrillas amiloides 

de un sujeto y/o reducir o prevenir el depósito de la TTR se deduce en base a la reducción de los 

niveles de la TTR en suero durante un período de tiempo. Como se discutió en los ejemplos, se ha 

encontrado que la reducción de los niveles de la TTR en suero de acuerdo con los métodos y los 

usos proporcionados en la presente descripción puede dar como resultado el aclaramiento de la 5 

TTR depositada de los tejidos como los discutidos anteriormente y en los ejemplos, por ejemplo, 

medido 8 semanas después de la administración de la composición. 

En algunas modalidades, el sujeto es un mamífero. En algunas modalidades, el sujeto es un ser 

humano. En algunas modalidades, el sujeto es vaca, cerdo, mono, oveja, perro, gato, pescado o 

aves de corral. 10 

En algunas modalidades, se proporciona el uso de un ARN de guía que comprende cualquiera o 

más de las secuencias de guía en la Tabla 1 o uno o más ARNsg de la Tabla 2 (por ejemplo, en una 

composición proporcionada en la presente descripción) para la preparación de un medicamento 

para tratar un sujeto humano que tiene la ATTR. 

En algunas modalidades, los ARN de guía, las composiciones y las formulaciones se administran 15 

por vía intravenosa. En algunas modalidades, los ARN de guía, las composiciones y las 

formulaciones se administran en la circulación hepática.  

En algunas modalidades, una administración única de una composición que comprende un ARN de 

guía proporcionado en la presente descripción es suficiente para disminuir la expresión de la 

proteína mutante. En algunas modalidades, una administración única de una composición que 20 

comprende un ARN de guía proporcionado en la presente descripción es suficiente para inactivar 

la expresión de la proteína mutante en una población de células. En otras modalidades, más de una 

administración de una composición que comprende un ARN de guía proporcionado en la presente 

descripción puede ser beneficiosa para maximizar la edición mediante efectos acumulativos. Por 

ejemplo, una composición proporcionada en la presente descripción puede administrarse 2, 3, 4, 5 25 

o más veces, tal como 2 veces. Las administraciones pueden separarse por un período de tiempo 

que varía, por ejemplo, de 1 día a 2 años, tales como de 1 a 7 días, de 7 a 14 días, de 14 días a 30 

días, de 30 días a 60 días, de 60 días a 120 días, de 120 días a 183 días, de 183 días a 274 días, de 

274 días a 366 días, o de 366 días a 2 años. 

En algunas modalidades, una composición se administra en una cantidad efectiva en el intervalo de 30 

0.01 a 10 mg/kg (mpk), por ejemplo, de 0.01 a 0.1 mpk, de 0.1 a 0.3 mpk, de 0.3 a 0.5 mpk, de 0.5 
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a 1 mpk, de 1 a 2 mpk, de 2 a 3 mpk, de 3 a 5 mpk, de 5 a 10 mpk, o 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1, 2, 3, 5 o 

10 mpk. 

En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento con las composiciones de la invención se 

observa al 1 año, 2 años, 3 años, 4 años, 5 años o 10 años después del suministro. En algunas 

modalidades, la eficacia del tratamiento con las composiciones de la invención se evalúa midiendo 5 

los niveles séricos de la TTR antes y después del tratamiento. En algunas modalidades, la eficacia 

del tratamiento con las composiciones evaluadas mediante una reducción de los niveles séricos de 

la TTR se observa a la 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 

meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses o a los 11 meses. 

En algunas modalidades, el tratamiento ralentiza o detiene la progresión de la enfermedad.  10 

En algunas modalidades, el tratamiento ralentiza o detiene la progresión de la FAP. En algunas 

modalidades, el tratamiento da como resultado una mejora, estabilización o ralentización de la 

evolución en los síntomas de la neuropatía sensitivomotora o la neuropatía autonómica. 

En algunas modalidades, el tratamiento da como resultado la mejora, la estabilización o la 

ralentización de la evolución en los síntomas de la FAC. En algunas modalidades, el tratamiento da 15 

como resultado la mejora, la estabilización o la ralentización de los síntomas de la evolución de la 

miocardiopatía restrictiva o la insuficiencia cardíaca congestiva.  

En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento se mide por el aumento del tiempo de 

supervivencia del sujeto. 

En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento se mide mediante la mejora o la ralentización 20 

de la progresión en los síntomas de la neuropatía sensitivomotora o autonómica. En algunas 

modalidades, la eficacia del tratamiento se mide por un aumento o una ralentización de la 

disminución de la capacidad para mover un área del cuerpo o para sentir en cualquier área del 

cuerpo. En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento se mide por la mejora o una 

ralentización de la disminución en la capacidad de tragar; respirar; usar brazos, manos, piernas o 25 

pies; o caminar. En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento se mide por la mejora o la 

ralentización de la progresión de la neuralgia. En algunas modalidades, la neuralgia se caracteriza 

por dolor, ardor, hormigueo o sensación anormal. En algunas modalidades, la eficacia del 

tratamiento se mide por la mejora o la ralentización del aumento en la hipotensión postural, 

mareos, dismotilidad gastrointestinal, disfunción de la vejiga o disfunción sexual. En algunas 30 

modalidades, la eficacia del tratamiento se mide por la mejora o la ralentización de la progresión 
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de la debilidad. En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento se mide mediante el uso de 

electromiograma, pruebas de conducción nerviosa o resultados informados por el paciente.  

En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento se mide mediante la mejora o la ralentización 

de la progresión de los síntomas de la insuficiencia cardíaca congestiva o la CHF. En algunas 

modalidades, la eficacia del tratamiento se mide por una disminución o una ralentización del 5 

aumento de la respiración entrecortada, dificultad para respirar, fatiga o hinchazón en los tobillos, 

pies, piernas, abdomen o venas del cuello. En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento se 

mide por la mejora o la ralentización de la progresión de la acumulación de líquido en el cuerpo, 

que puede evaluarse mediante medidas tales como aumento de peso, micción frecuente o tos 

nocturna. En algunas modalidades, la eficacia del tratamiento se mide mediante el uso de pruebas 10 

de biomarcadores cardíacos (como el péptido natriurético tipo B [BNP] o el N-terminal del pro-

péptido natriurético tipo b [NT-proBNP]), pruebas de función pulmonar, radiografías de tórax, o 

electrocardiografía.  

A. Terapia de Combinación 

En algunas modalidades, la invención comprende terapias de combinación que comprenden 15 

cualquiera de los ARNg que comprenden una o más de las secuencias de guía descritas en la Tabla 

1 o cualquiera o más de los ARNsg en la Tabla 2 (por ejemplo, en una composición proporcionada 

en la presente descripción) junto con una terapia adicional adecuada para aliviar los síntomas de la 

ATTR.  

En algunas modalidades, la terapia adicional para la ATTR es un tratamiento para la neuropatía 20 

sensitivomotora o autonómica. En algunas modalidades, el tratamiento para la neuropatía 

sensitivomotora o autonómica es un fármaco antiinflamatorio no esteroideo, antidepresivo, 

anticonvulsivo, antiarrítmico o narcótico. En algunas modalidades, el antidepresivo es un agente 

tricílico o un inhibidor de la recaptación de serotonina-norepinefrina. En algunas modalidades, el 

antidepresivo es amitriptilina, duloxetina o venlafaxina. En algunas modalidades, el agente 25 

anticonvulsivo es gabapentina, pregabalina, topiramato o carbamazepina. En algunas modalidades, 

la terapia adicional para la neuropatía sensitivomotora es la estimulación nerviosa eléctrica 

transcutánea. 

En algunas modalidades, la terapia adicional para la ATTR es un tratamiento para la 

miocardiopatía restrictiva o la insuficiencia cardíaca congestiva (CHF). En algunas modalidades, el 30 

tratamiento para la CHF es un inhibidor de la ACE, antagonista de la aldosterona, bloqueador del 

receptor de angiotensina, beta bloqueador, digoxina, diurético o dinitrato de isosorbida/clorhidrato 
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de hidralazina. En algunas modalidades, el inhibidor de la ACE es enalapril, captopril, ramipril, 

perindopril, imidapril o quinapril. En algunas modalidades, el antagonista de la aldosterona es 

eplerenona o espironolactona. En algunas modalidades, el bloqueador del receptor de angiotensina 

es azilsartán, cadesartán, eprosartán, irbesartán, losartán, olmesartán, telmisartán o valsartán. En 

algunas modalidades, el beta bloqueador es acebutolol, atenolol, bisoprolol, metoprolol, nadolol, 5 

nebivolol o propranolol. En algunas modalidades, el diurético es clorotiazida, clortalidona, 

hidroclorotiazida, indapamida, metolazona, bumetanida, furosemida, torsemida, amilorida o 

triametereno. 

En algunas modalidades, la terapia de combinación comprende cualquiera de los ARNg que 

comprenden una o más de las secuencias de guía descritas en la Tabla 1 o cualquiera o más de los 10 

ARNsg en la Tabla 2 (por ejemplo, en una composición proporcionada en la presente descripción) 

junto con un ARNip que se dirige a TTR o TTR mutante. En algunas modalidades, el ARNip es 

cualquier ARNip capaz de reducir o eliminar adicionalmente la expresión de TTR de tipo salvaje o 

mutante. En algunas modalidades, el ARNip es el fármaco Patisiran (ALN-TTR02) o ALN-

TTRsc02. En algunas modalidades, el ARNip se administra después de cualquiera de los ARNg 15 

que comprenden cualquiera o más de las secuencias de guía descritas en la Tabla 1 o cualquiera o 

más de los ARNsg en la Tabla 2 (por ejemplo, en una composición proporcionada en la presente 

descripción). En algunas modalidades, el ARNip se administra de forma regular después del 

tratamiento con cualquiera de las composiciones de ARNg proporcionadas en la presente 

descripción.  20 

En algunas modalidades, la terapia de combinación comprende cualquiera de los ARNg que 

comprende cualquiera o más de las secuencias de guía descritas en la Tabla 1 o cualquiera o más 

de los ARNsg en la Tabla 2 (por ejemplo, en una composición proporcionada en la presente 

descripción) junto con nucleótido antisentido que se dirige a TTR o TTR mutante. En algunas 

modalidades, el nucleótido antisentido es cualquier nucleótido antisentido capaz de reducir o 25 

eliminar adicionalmente la expresión de TTR de tipo salvaje o mutante. En algunas modalidades, 

el nucleótido antisentido es el fármaco Inotersen (IONS-TTRRx). En algunas modalidades, el 

nucleótido antisentido se administra después de cualquiera de los ARNg que comprenden una o 

más de las secuencias de guía descritas en la Tabla 1 o cualquiera o más de los ARNsg en la Tabla 

2 (por ejemplo, en una composición proporcionada en la presente descripción). En algunas 30 

modalidades, el nucleótido antisentido se administra de forma regular después del tratamiento con 

cualquiera de las composiciones de ARNg proporcionadas en la presente descripción.  
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En algunas modalidades, la terapia de combinación comprende cualquiera de los ARNg que 

comprenden cualquiera o más de las secuencias de guía descritas en la Tabla 1 o cualquiera o más 

de los ARNsg en la Tabla 2 (por ejemplo, en una composición proporcionada en la presente 

descripción) junto con una molécula pequeña estabilizadora que promueve la estabilización 

cinética de la forma tetramérica correctamente plegada de la TTR. En algunas modalidades, la 5 

molécula pequeña estabilizadora es el fármaco tafamidis (Vyndaqel®) o diflunisal. En algunas 

modalidades, la molécula pequeña estabilizadora se administra después de cualquiera de los ARNg 

que comprenden una o más de las secuencias de guía descritas en la Tabla 1 o cualquiera o más de 

los ARNsg en la Tabla 2 (por ejemplo, en una composición proporcionada en la presente 

descripción). En algunas modalidades, la molécula pequeña estabilizadora se administra de forma 10 

regular después del tratamiento con cualquiera de las composiciones de ARNg proporcionadas en 

la presente descripción.  

B. Suministro de las composiciones de ARNg 

En algunas modalidades, las composiciones de ARN de guía descritas en la presente descripción, 

solas o codificadas en uno o más vectores, se formulan o administran a través de una nanopartícula 15 

lipídica; véase, por ejemplo, el documento PCT/US2017/024973, presentado el 30 de marzo de 

2017 titulado “LIPID NANOPARTICLE FORMULATIONS FOR CRISPR/CAS 

COMPONENTS”, cuyo contenido se incorpora por referencia en su totalidad. Cualquier 

nanopartícula lipídica (LNP) conocida por los expertos en la técnica que sea capaz de suministrar 

los nucleótidos a los sujetos puede usarse con los ARN de guía descritos en la presente 20 

descripción, así como también con el ARNm que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN, 

tales como Cas o Cas9, o una nucleasa de ADN guiada por ARN, tales como la propia proteína Cas 

o Cas9.  

En la presente descripción se describen diversas modalidades de las formulaciones de LNP para los 

ARN, que incluyen cargas de CRISPR/Cas. Dichas formulaciones de LNP pueden incluir (i) un 25 

lípido CCD, tal como un lípido de amina, (ii) un lípido neutro, (iii) un lípido auxiliar y (iv) un 

lípido furtivo, tal como un lípido de PEG. Algunas modalidades de las formulaciones de LNP 

incluyen un “lípido de amina”, junto con un lípido auxiliar, un lípido neutro y un lípido furtivo tal 

como un lípido de PEG. Por “nanopartícula lipídica” se entiende una partícula que comprende una 

pluralidad de (es decir, más de una) moléculas lipídicas físicamente asociadas entre sí por fuerzas 30 

intermoleculares.  
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Lípidos CCD 

Las composiciones lipídicas para el suministro del ARNm de CRISPR/Cas y los componentes del 

ARN de guía a una célula hepática comprenden un lípido CCD. 

En algunas modalidades, el lípido CCD es el lípido A, que es (9Z,12Z)-3-((4,4-

bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-9,12-5 

dienoato, también llamado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((3-

(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato. El lípido A 

puede representarse como: 

 

 10 

 

 

 

 

El lípido A puede sintetizarse de acuerdo con el documento WO2015/095340 (por ejemplo, 15 

páginas 84-86). 

En algunas modalidades, el lípido CCD es el lípido B, que es ((5-((dimetilamino)metil)-1,3-

fenileno)bis(oxi))bis(octano-8,1-diil)bis(decanoato), también llamado ((5-((dimetilamino)metil)-

1,3-fenileno)bis(oxi))bis(octano-8,1-diil) bis(decanoato). El lípido B puede representarse como: 

 20 

 

 

 

 

El lípido B puede sintetizarse de acuerdo con el documento WO2014/136086 (por ejemplo, 25 

páginas 107-09). 

En algunas modalidades, el lípido CCD es el lípido C, que es 2-((4-((((3-

(dimetilamino)propoxi)carbonil)oxi)hexadecanoil)oxi)propano-1,3-diil (9Z,9'Z,12Z,12'Z)-bis 

(octadeca-9,12-dienoato). El lípido C puede representarse como: 

 30 

 

. 

. 
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En algunas modalidades, el lípido CCD es el lípido D, que es 3-((((3-

(dimetilamino)propoxi)carbonil)oxi)-13-(octanoiloxi)tridecil 3-octilundecanoato.  

El lípido D puede representarse como: 

 

 15 

 

 

 

 

 20 

El lípido C y el lípido D pueden sintetizarse de acuerdo con el documento WO2015/095340.  

El lípido CCD también puede ser equivalente al lípido A, lípido B, lípido C o lípido D. En ciertas 

modalidades, el lípido CCD es un equivalente al lípido A, un equivalente al lípido B, un 

equivalente al lípido C, o un equivalente al lípido D. 

Lípidos de amina 25 

En algunas modalidades, las composiciones de LNP para el suministro de los agentes 

biológicamente activos comprenden un “lípido de amina”, que se define como el lípido A, el lípido 

B, el lípido C, el lípido D o los equivalentes del lípido A (incluidos los análogos acetal del lípido 

A), los equivalentes del lípido B, los equivalentes del lípido C y los equivalentes del lípido D. 

En algunas modalidades, el lípido de amina es el lípido A, que es (9Z,12Z)-3-((4,4-30 

bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-9,12-

. 

. 
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dienoato, también llamado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((3-

(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato. El lípido A 

puede representarse como: 

 

 5 

 

 

 

 

El lípido A puede sintetizarse de acuerdo con el documento WO2015/095340 (por ejemplo, 10 

páginas 84-86). En ciertas modalidades, el lípido de amina es un equivalente al lípido A.  

En ciertas modalidades, un lípido de amina es un análogo del lípido A. En ciertas modalidades, un 

análogo del lípido A es un análogo acetal del lípido A. En composiciones de LNP particulares, el 

análogo acetal es un análogo acetal C4-C12. En algunas modalidades, el análogo acetal es un 

análogo acetal C5-C12. En modalidades adicionales, el análogo acetal es un análogo acetal C5-15 

C10. En modalidades adicionales, el análogo acetal se elige entre un análogo acetal C4, C5, C6, 

C7, C9, C10, C11 y C12. 

Los lípidos de amina adecuados para el uso en las LNPs descritas en la presente descripción son 

biodegradables in vivo. Los lípidos de amina tienen baja toxicidad (por ejemplo, se toleran en 

modelos animales sin efecto adverso en cantidades superiores o iguales a 10 mg/kg). En ciertas 20 

modalidades, las LNPs que comprenden un lípido de amina incluyen aquellas en las que al menos 

el 75 % del lípido de amina se elimina del plasma en 8, 10, 12, 24 o 48 horas, o 3, 4, 5, 6, 7 o 10 

días. En ciertas modalidades, las LNPs que comprenden un lípido de amina incluyen aquellos en 

los que al menos el 50 % del ARNm o el ARNg se elimina del plasma en 8, 10, 12, 24 o 48 horas, 

o 3, 4, 5, 6, 7, o 10 días. En ciertas modalidades, las LNPs que comprenden un lípido de amina 25 

incluyen aquellas en las que al menos el 50 % de la LNP se elimina del plasma en 8, 10, 12, 24 o 

48 horas, o 3, 4, 5, 6, 7 o 10 días, por ejemplo mediante la medición de un lípido (por ejemplo, un 

lípido de amina), el ARN (por ejemplo, ARNm) u otro componente. En ciertas modalidades, se 

mide el componente ácido nucleico, ARN, lípido libre frente a encapsulados por lípidos de la LNP.  

El aclaramiento de los lípidos puede medirse como se describe en la literatura. Véase Maier, M.A., 30 

y otros, Biodegradable Lipids Enabling Rapidly Eliminated Lipid Nanoparticles for Systemic 

. 
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Delivery of RNAi Therapeutics. Mol. Ther. 2013, 21(8), 1570-78 (“Maier”). Por ejemplo, en 

Maier, los sistemas LNP-ARNip que contienen el ARNip dirigido-luciferasas se administraron a 

ratones C57Bl/6 machos de seis a ocho semanas de edad a 0.3 mg/kg mediante inyección 

intravenosa en bolo a través de la vena lateral de la cola. Se recogieron muestras de sangre, hígado 

y bazo a las 0.083, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 96 y 168 horas después de la dosis. Los ratones se 5 

perfundieron con solución salina antes de la recolección del tejido y las muestras de sangre se 

procesaron para obtener el plasma. Todas las muestras se procesaron y se analizaron por LC-MS. 

Además, Maier describe un procedimiento para evaluar la toxicidad después de la administración 

de las formulaciones de LNP-ARNip. Por ejemplo, se administró un ARNip dirigido-luciferasa a 0, 

1, 3, 5 y 10 mg/kg (5 animales/grupo) mediante inyección intravenosa única en bolo con un 10 

volumen de dosis de 5 ml/kg a ratas machos Sprague-Dawley. Después de 24 horas, se obtuvo 

aproximadamente 1 ml de sangre de la vena yugular de los animales conscientes y se aisló el suero. 

A las 72 horas después de la dosis, todos los animales se sacrificaron por necropsia. Se realizó una 

evaluación de los signos clínicos, el peso corporal, la química del suero, el peso de los órganos y la 

histopatología. Aunque Maier describe los métodos para evaluar las formulaciones de LNP-15 

ARNip, estos métodos pueden aplicarse para evaluar el aclaramiento, la farmacocinética y la 

toxicidad de la administración de las composiciones de LNP de la presente descripción. 

Los lípidos de amina conducen a una mayor velocidad de aclaramiento. En algunas modalidades, 

la velocidad de aclaramiento es una velocidad de aclaramiento de lípidos, por ejemplo, la 

velocidad a la que se elimina un lípido de amina de la sangre, suero o plasma. En algunas 20 

modalidades, la velocidad de aclaramiento es una velocidad de aclaramiento del ARN, por 

ejemplo, la velocidad a la que un ARNm o un ARNg se eliminan de la sangre, suero o plasma. En 

algunas modalidades, la velocidad de aclaramiento es la velocidad a la que se elimina la LNP de la 

sangre, suero o plasma. En algunas modalidades, la velocidad de aclaramiento es la velocidad a la 

que se elimina la LNP de un tejido, tal como tejido de hígado o tejido de bazo. En ciertas 25 

modalidades, una alta velocidad de aclaramiento conduce a un perfil de seguridad sin efectos 

adversos sustanciales. Los lípidos de amina reducen la acumulación de la LNP en la circulación y 

en los tejidos. En algunas modalidades, una reducción en la acumulación de la LNP en la 

circulación y en los tejidos conduce a un perfil de seguridad sin efectos adversos sustanciales. 

Los lípidos de amina de la presente descripción pueden ser ionizables dependiendo del pH del 30 

medio en el que se encuentran. Por ejemplo, en un medio ligeramente ácido, los lípidos de amina 
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pueden protonarse y, por lo tanto, tener una carga positiva. Por el contrario, en un medio 

ligeramente básico, como, por ejemplo, la sangre donde el pH es aproximadamente 7.35, los 

lípidos de amina pueden no protonarse y, por lo tanto, no tienen carga. En algunas modalidades, 

los lípidos de amina de la presente descripción pueden protonarse a un pH de al menos 

aproximadamente 9. En algunas modalidades, los lípidos de amina de la presente descripción 5 

pueden protonarse a un pH de al menos aproximadamente 9. En algunas modalidades, los lípidos 

de amina de la presente descripción pueden protonarse a un pH de al menos aproximadamente 10. 

La capacidad de un lípido de amina para soportar una carga se relaciona con su pKa intrínseco. Por 

ejemplo, los lípidos de amina de la presente descripción pueden tener cada uno, 

independientemente, un pKa en el intervalo de aproximadamente 5.8 a aproximadamente 6.2. Por 10 

ejemplo, los lípidos de amina de la presente descripción pueden tener cada uno, 

independientemente, un pKa en el intervalo de aproximadamente 5.8 a aproximadamente 6.5. Esto 

puede ser ventajoso ya que se ha encontrado que los lípidos catiónicos, con un pKa que varía de 

aproximadamente 5.1 a aproximadamente 7.4, son efectivos para el suministro de la carga in vivo, 

por ejemplo, al hígado. Además, se ha encontrado que los lípidos catiónicos, con un pKa que varía 15 

de aproximadamente 5.3 a aproximadamente 6.4, son efectivos para el suministro in vivo, por 

ejemplo, a tumores. Véase, por ejemplo, el documento WO2014/136086. 

Lípidos adicionales 

Los “lípidos neutros” adecuados para el uso en una composición lipídica de la descripción 

incluyen, por ejemplo, una variedad de lípidos neutros, no cargados o zwitteriónicos. Los ejemplos 20 

de los fosfolípidos neutros adecuados para el uso en la presente descripción incluyen, pero no se 

limitan a, 5-heptadecilbenceno-1,3-diol (resorcinol), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), 

diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), fosfocolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 

fosfatidilcolina (PLPC), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DAPC), fosfatidiletanolamina 

(PE), fosfatidilcolina de huevo (EPC), dilauriloilfosfatidilcolina (DLPC), dimiristoilfosfatidilcolina 25 

(DMPC), 1-miristoil-2-palmitoil fosfatidilcolina (MPPC), 1-palmitoil-2-miristoil fosfatidilcolina 

(PMPC), 1-palmitoil-2-estearoil fosfatidilcolina (PSPC), 1,2-diaraquidoil-sn-glicero-3-fosfocolina 

(DBPC), 1-estearoil-2-palmitoil fosfatidilcolina (SPPC), 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocolina 

(DEPC), palmitoiloleoil fosfatidilcolina (POPC), lisofosfatidil colina, dioleoil 

fosfatidiletanolamina (DOPE), dilinoleoilfosfatidilcolina diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), 30 

dimiristoil fosfatidiletanolamina (DMPE), dipalmitoil fosfatidiletanolamina (DPPE), 
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palmitoiloleoil fosfatidiletanolamina (POPE), lisofosfatidiletanolamina y las combinaciones de 

estos. En una modalidad, el fosfolípido neutro puede seleccionarse del grupo que consiste en 

diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) y dimiristoil fosfatidil etanolamina (DMPE). En otra modalidad, 

el fosfolípido neutro puede ser diestearoilfosfatidilcolina (DSPC).  

Los “lípidos auxiliares” incluyen esteroides, esteroles y resorcinoles de alquilo. Los lípidos 5 

auxiliares adecuados para el uso en la presente descripción incluyen, pero no se limitan a, 

colesterol, 5-heptadecilresorcinol y hemisuccinato de colesterol. En una modalidad, el lípido 

auxiliar puede ser colesterol. En una modalidad, el lípido auxiliar puede ser hemisuccinato de 

colesterol. 

Los “lípidos furtivos” son lípidos que alteran el período de tiempo en que las nanopartículas 10 

pueden existir in vivo (por ejemplo, en la sangre). Los lípidos furtivos pueden ayudar en el proceso 

de formulación, por ejemplo, reduciendo la agregación de las partículas y controlando el tamaño de 

las partículas. Los lípidos furtivos usados en la presente descripción pueden modular las 

propiedades farmacocinéticas de la LNP. Los lípidos furtivos adecuados para el uso en una 

composición lipídica de la descripción incluyen, pero no se limitan a, lípidos furtivos que tienen un 15 

grupo de cabeza hidrófilo unido a un grupo lipídico. Los lípidos furtivos adecuados para el uso en 

una composición lipídica de la presente descripción y la información sobre la bioquímica de dichos 

lípidos pueden encontrarse en Romberg y otros, Pharmaceutical Research, Vol. 25, núm. 1, 2008, 

pg. 55-71 y Hoekstra y otros, Biochimica et Biophysica Acta 1660 (2004) 41-52. Se describen 

lípidos de PEG adecuados adicionales, por ejemplo, en el documento WO 2006/007712.  20 

En una modalidad, el grupo de cabeza hidrofílica del lípido furtivo comprende un grupo polimérico 

que se selecciona de los polímeros basados en PEG. Los lípidos furtivos pueden comprender un 

grupo lipídico. En algunas modalidades, el lípido furtivo es un lípido de PEG. 

En una modalidad, un lípido furtivo comprende un grupo polimérico que se selecciona de los 

polímeros basados en PEG (a veces denominado poli(óxido de etileno)), poli(oxazolina), 25 

poli(alcohol vinílico), poli(glicerol), poli(N-vinilpirrolidona), poliaminoácidos y poli[N-(2-

hidroxipropil)metacrilamida].  

En una modalidad, el lípido de PEG comprende un grupo polimérico basado en PEG (a veces 

denominado poli(óxido de etileno)).  

El lípido de PEG comprende además un grupo lipídico. En algunas modalidades, el grupo lipídico 30 

puede derivarse del diacilglicerol o la diacilglucamida, incluidos los que comprenden un grupo 
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dialquilglicerol o dialquilglucamida que tiene una longitud de cadena de alquilo que comprende 

independientemente de aproximadamente C4 a aproximadamente C40 átomos de carbono 

saturados o insaturados, en donde la cadena puede comprender uno o más grupos funcionales tales 

como, por ejemplo, una amida o un éster. En algunas modalidades, la longitud de la cadena de 

alquilo comprende aproximadamente C10 a C20. El grupo dialquilglicerol o dialquilglucamida 5 

puede comprender además uno o más grupos alquilo sustituidos. Las longitudes de la cadena 

pueden ser simétricas o asimétricas. 

A menos que se indique lo contrario, el término “PEG”, como se usa en la presente descripción, 

significa cualquier polietilenglicol u otro polímero de éter de polialquileno. En una modalidad, el 

PEG es un polímero lineal o ramificado opcionalmente sustituido de etilenglicol u óxido de etileno. 10 

En una modalidad, el PEG no se sustituye. En una modalidad, el PEG se sustituye, por ejemplo, 

con uno o más grupos alquilo, alcoxi, acilo, hidroxi o arilo. En una modalidad, el término incluye 

copolímeros de PEG tales como PEG-poliuretano o PEG-polipropileno (véase, por ejemplo, J. 

Milton Harris, Poly(ethylene glycol) chemistry: biotechnical and biomedical applications (1992)); 

en otra modalidad, el término no incluye copolímeros de PEG. En una modalidad, el PEG tiene un 15 

peso molecular de aproximadamente 130 a aproximadamente 50,000, en una submodalidad, de 

aproximadamente 150 a aproximadamente 30,000, en una submodalidad, de aproximadamente 150 

a aproximadamente 20,000, en una submodalidad, de aproximadamente 150 a aproximadamente 

15,000, en una submodalidad, de aproximadamente 150 a aproximadamente 10,000, en una 

submodalidad, de aproximadamente 150 a aproximadamente 6,000, en una submodalidad, de 20 

aproximadamente 150 a aproximadamente 5,000, en una submodalidad, de aproximadamente 150 

a aproximadamente 4,000, en una submodalidad, de aproximadamente 150 a aproximadamente 

3,000, en una submodalidad, de aproximadamente 300 a aproximadamente 3,000, en una 

submodalidad, de aproximadamente 1,000 a aproximadamente 3,000, y en una submodalidad, de 

aproximadamente 1,500 a aproximadamente 2,500. 25 

En ciertas modalidades, el PEG (por ejemplo, conjugado con un grupo lipídico o lípido, tal como 

un lípido furtivo), es un “PEG-2K”, también denominado “PEG 2000”, que tiene un peso 

molecular promedio de aproximadamente 2,000 Dalton. El PEG-2K se representa en la presente 

descripción por la siguiente fórmula (I), en donde n es 45, lo que significa que el grado promedio 

de polimerización en número comprende aproximadamente 45 subunidades. Sin embargo, pueden 30 

usarse otras modalidades de PEG conocidas en la técnica, que incluyen, por ejemplo, aquellas en 
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las que el grado promedio de polimerización en número comprende aproximadamente 23 

subunidades (n=23), y/o 68 subunidades (n=68). En algunas modalidades, n puede variar de 

aproximadamente 30 a aproximadamente 60. En algunas modalidades, n puede variar de 

aproximadamente 35 a aproximadamente 55. En algunas modalidades, n puede variar de 

aproximadamente 40 a aproximadamente 50. En algunas modalidades, n puede variar de 5 

aproximadamente 42 a aproximadamente 48. En algunas modalidades, n puede ser 45. En algunas 

modalidades, R puede seleccionarse de H, alquilo sustituido y alquilo no sustituido. En algunas 

modalidades, R puede ser alquilo no sustituido. En algunas modalidades, R puede ser metilo.  

En cualquiera de las modalidades descritas en la presente descripción, el lípido de PEG puede 

seleccionarse de PEG-dilauroilglicerol, PEG-dimiristoilglicerol (PEG-DMG) (catálogo # GM-020 10 

de NOF, Tokio, Japón), PEG-dipalmitoilglicerol, PEG-diestearoilglicerol (PEG-DSPE) (catálogo # 

DSPE-020CN, NOF, Tokio, Japón), PEG-dilaurilglucamida, PEG-dimiristilglucamida, PEG-

dipalmitoilglucamida, y PEG-diestearoilglucamida, PEG-colesterol (1-[8'-(colest-5-en-3[beta]-

oxi)carboxamido-3',6'-dioxaoctanil]carbamoil-[omega]-metil-poli(etilenglicol), PEG-DMB (3,4-

ditetradecoxilbencil-[omega]-metil-poli(etilenglicol)éter), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-15 

fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DMG) (cat. #880150P de Avanti 

Polar Lipids, Alabaster, Alabama, USA), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-

[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DSPE) (cat. #880120C de Avanti Polar Lipids, Alabaster, 

Alabama, USA), 1,2-diestearoil-sn-glicerol, metoxipolietilenglicol (PEG2k-DSG; GS-020, NOF 

Tokio, Japón), poli(etilenglicol)-2000-dimetacrilato (PEG2k-DMA), y 1,2-diesteariloxipropil-3-20 

amina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DSA). En una modalidad, el lípido de PEG 

puede ser PEG2k-DMG. En algunas modalidades, el lípido de PEG puede ser PEG2k-DSG. En una 

modalidad, el lípido de PEG puede ser PEG2k-DSPE. En una modalidad, el lípido de PEG puede 

ser PEG2k-DMA. En una modalidad, el lípido de PEG puede ser PEG2k-C-DMA. En una 

modalidad, el lípido de PEG puede ser el compuesto S027, descrito en el documento 25 

WO2016/010840 (párrafos [00240] a [00244]). En una modalidad, el lípido de PEG puede ser 

PEG2k-DSA. En una modalidad, el lípido de PEG puede ser PEG2k-C11. En algunas modalidades, 

el lípido de PEG puede ser PEG2k-C14. En algunas modalidades, el lípido de PEG puede ser 

PEG2k-C16. En algunas modalidades, el lípido de PEG puede ser PEG2k-C18. 

Formulaciones de LNP 30 
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La LNP puede contener (i) un lípido de amina para la encapsulación y el escape endosómico, (ii) 

un lípido neutro para la estabilización, (iii) un lípido auxiliar, también para la estabilización, y (iv) 

un lípido furtivo, tal como un lípido de PEG. 

En algunas modalidades, una composición de LNP puede comprender un componente de ARN que 

incluye uno o más de un agente de unión al ADN guiado por ARN, un ARNm de nucleasa Cas, un 5 

ARNm de nucleasa Cas de Clase 2, un ARNm de Cas9 y un ARNg. En algunas modalidades, una 

composición de LNP puede incluir una nucleasa Cas de clase 2 y un ARNg como componente de 

ARN. En ciertas modalidades, una composición de LNP puede comprender el componente de 

ARN, un lípido de amina, un lípido auxiliar, un lípido neutro y un lípido furtivo. En ciertas 

composiciones de LNP, el lípido auxiliar es el colesterol. En otras composiciones, el lípido neutro 10 

es DSPC. En modalidades adicionales, el lípido furtivo es PEG2k-DMG o PEG2k-C11. En ciertas 

modalidades, la composición de LNP comprende el lípido A o un equivalente del lípido A; un 

lípido auxiliar; un lípido neutro; un lípido furtivo; y un ARN de guía. En ciertas composiciones, el 

lípido de amina es el lípido A. En ciertas composiciones, el lípido de amina es el lípido A o un 

análogo acetal de este; el lípido auxiliar es el colesterol; el lípido neutro es DSPC; y el lípido 15 

furtivo es PEG2k-DMG. 

En ciertas modalidades, las composiciones lipídicas se describen de acuerdo con las relaciones 

molares respectivas de los lípidos componentes en la formulación. Las modalidades de la presente 

descripción proporcionan las composiciones lipídicas descritas de acuerdo con las relaciones 

molares respectivas de los lípidos componentes en la formulación. En una modalidad, el % molar 20 

del lípido de amina puede ser de aproximadamente 30 % molar a aproximadamente 60 % molar. 

En una modalidad, el % molar del lípido de amina puede ser de aproximadamente 40 % molar a 

aproximadamente 60 % molar. En una modalidad, el % molar del lípido de amina puede ser de 

aproximadamente 45 % molar a aproximadamente 60 % molar. En una modalidad, el % molar del 

lípido de amina puede ser de aproximadamente 50 % molar a aproximadamente 60 % molar. En 25 

una modalidad, el % molar del lípido de amina puede ser de aproximadamente 55 % molar a 

aproximadamente 60 % molar. En una modalidad, el % molar del lípido de amina puede ser de 

aproximadamente 50 % molar a aproximadamente 55 % molar. En una modalidad, el % molar del 

lípido de amina puede ser aproximadamente el 50 % molar. En una modalidad, el % molar del 

lípido de amina puede ser aproximadamente el 55 % molar. En algunas modalidades, el % molar 30 

del lípido de amina del lote de la LNP será ±30 %, ±25 %, ±20 %, ±15 %, ±10 %, ±5 % o ±2.5 % 
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del % molar diana. En algunas modalidades, el % molar del lípido de amina del lote de la LNP será 

±4 % molar, ±3 % molar, ± 2 % molar, ±1,5 % molar, ±1 % molar, ±0.5 % molar, o ±0.25 % molar 

del % molar diana. Todos los números de % molar se dan como una fracción del componente 

lipídico de las composiciones de LNP. En ciertas modalidades, la variabilidad entre los lotes de la 

LNP del % molar del lípido de amina será inferior al 15 %, inferior al 10 % o inferior al 5 %. 5 

En una modalidad, el % molar del lípido neutro puede ser de aproximadamente 5 % molar a 

aproximadamente 15 % molar. En una modalidad, el % molar del lípido neutro puede ser de 

aproximadamente 7 % molar a aproximadamente 12 % molar. En una modalidad, el % molar del 

lípido neutro puede ser aproximadamente el 9 % molar. En algunas modalidades, el % molar del 

lípido neutro del lote de la LNP será ±30 %, ±25 %, ±20 %, ±15 %, ±10 %, ±5 % o ±2.5 % molar 10 

del lípido neutro diana. En ciertas modalidades, la variabilidad entre los lotes de la LNP será 

inferior al 15 %, inferior al 10 % o inferior al 5 %. 

En una modalidad, el % molar del lípido auxiliar puede ser de aproximadamente 20 % molar a 

aproximadamente 60 % molar. En una modalidad, el % molar del lípido auxiliar puede ser de 

aproximadamente 25 % molar a aproximadamente 55 % molar. En una modalidad, el % molar del 15 

lípido auxiliar puede ser de aproximadamente 25 % molar a aproximadamente 50 % molar. En una 

modalidad, el % molar del lípido auxiliar puede ser de aproximadamente 25 % molar a 

aproximadamente 40 % molar. En una modalidad, el % molar del lípido auxiliar puede ser de 

aproximadamente 30 % molar a aproximadamente 50 % molar. En una modalidad, el % molar del 

lípido auxiliar puede ser de aproximadamente 30 % molar a aproximadamente 40 % molar. En una 20 

modalidad, el % molar del lípido auxiliar se ajusta en base a las concentraciones del lípido de 

amina, lípido neutro y lípido de PEG para llevar el componente lipídico a 100 % molar. En algunas 

modalidades, el % molar del lípido auxiliar del lote de la LNP será ±30 %, ±25 %, ±20 %, ±15 %, 

±10 %, ±5 % o ±2.5 % del % molar diana. En ciertas modalidades, la variabilidad entre los lotes de 

la LNP será inferior al 15 %, inferior al 10 % o inferior al 5 %. 25 

En una modalidad, el % molar del lípido de PEG puede ser de aproximadamente 1 % molar a 

aproximadamente 10 % molar. En una modalidad, el % molar del lípido de PEG puede ser de 

aproximadamente 2 % molar a aproximadamente 10 % molar. En una modalidad, el % molar del 

lípido de PEG puede ser de aproximadamente 2 % molar a aproximadamente 8 % molar. En una 

modalidad, el % molar del lípido de PEG puede ser de aproximadamente 2 % molar a 30 

aproximadamente 4 % molar. En una modalidad, el % molar del lípido de PEG puede ser de 
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aproximadamente 2.5 % molar a aproximadamente 4 % molar. En una modalidad, el % molar del 

lípido de PEG puede ser de aproximadamente el 3 % molar. En una modalidad, el % molar del 

lípido de PEG puede ser aproximadamente el 2.5 % molar. En algunas modalidades, el % molar 

del lípido de PEG del lote de la LNP será ±30 %, ±25 %, ±20 %, ±15 %, ±10 %, ±5 % o ±2.5 % 

del % molar del lípido de PEG diana. En ciertas modalidades, la variabilidad entre los lotes de la 5 

LNP será inferior al 15 %, inferior al 10 % o inferior al 5 %. 

En ciertas modalidades, la carga incluye un ARNm que codifica un agente de unión al ADN 

guiado por ARN (por ejemplo, una nucleasa Cas, una nucleasa Cas de clase 2 o Cas9), y un ARNg 

o un ácido nucleico que codifica un ARNg, o una combinación de ARNm y ARNg. En una 

modalidad, una composición de LNP puede comprender un lípido A o sus equivalentes. En 10 

algunos aspectos, el lípido de amina es el lípido A. En algunos aspectos, el lípido de amina es un 

equivalente del lípido A, por ejemplo, un análogo del lípido A. En ciertos aspectos, el lípido de 

amina es un análogo acetal del lípido A. En diversas modalidades, una composición de LNP 

comprende un lípido de amina, un lípido neutro, un lípido auxiliar y un lípido de PEG. En ciertas 

modalidades, el lípido auxiliar es el colesterol. En ciertas modalidades, el lípido neutro es DSPC. 15 

En modalidades específicas, el lípido de PEG es PEG2k-DMG. En algunas modalidades, una 

composición de LNP puede comprender un lípido A, un lípido auxiliar, un lípido neutro y un lípido 

de PEG. En algunas modalidades, una composición de LNP comprende un lípido de amina, DSPC, 

colesterol y un lípido de PEG. En algunas modalidades, la composición de LNP comprende un 

lípido de PEG que comprende DMG. En ciertas modalidades, el lípido de amina se selecciona del 20 

lípido A, y un equivalente del lípido A, que incluye un análogo acetal del lípido A. En modalidades 

adicionales, una composición de LNP comprende lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG.  

Las modalidades de la presente descripción también proporcionan composiciones lipídicas 

descritas de acuerdo con la relación molar entre los grupos amino cargados positivamente del 

lípido de amina (N) y los grupos fosfato cargados negativamente (P) del ácido nucleico a 25 

encapsular. Esto puede representarse matemáticamente por la ecuación N/P. En algunas 

modalidades, una composición de LNP puede comprender un componente lipídico que comprende 

un lípido de amina, un lípido auxiliar, un lípido neutro y un lípido auxiliar; y un componente de 

ácido nucleico, en donde la relación N/P es de aproximadamente 3 a 10. En algunas modalidades, 

una composición de LNP puede comprender un componente lipídico que comprende un lípido de 30 

amina, un lípido auxiliar, un lípido neutro y un lípido auxiliar; y un componente de ARN, en donde 
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la relación N/P es de aproximadamente 3 a 10. En una modalidad, la relación N/P puede ser de 

aproximadamente 5-7. En una modalidad, la relación N/P puede ser de aproximadamente 4.5-8. En 

una modalidad, la relación N/P puede ser de aproximadamente 6. En una modalidad, la relación 

N/P puede ser de aproximadamente 6 ±1. En una modalidad, la relación N/P puede ser de 

aproximadamente 6 ± 0.5. En algunas modalidades, la relación N/P será ±30 %, ±25 %, ±20 %, 5 

±15 %, ±10 %, ±5 % o ±2.5 % de la relación N/P diana. En ciertas modalidades, la variabilidad 

entre los lotes de la LNP será inferior al 15 %, inferior al 10 % o inferior al 5 %. 

En algunas modalidades, el componente de ARN puede comprender un ARNm, tal como un 

ARNm descrito en la presente descripción, por ejemplo, que codifica una nucleasa Cas. En una 

modalidad, el componente de ARN puede comprender un ARNm de Cas9. En algunas 10 

composiciones que comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas, la LNP comprende 

además un ácido nucleico de ARNg, tal como un ARNg. En algunas modalidades, el componente 

de ARN comprende un ARNm de nucleasa Cas y un ARNg. En algunas modalidades, el 

componente de ARN comprende un ARNm de nucleasa Cas de Clase 2 y un ARNg.  

En ciertas modalidades, una composición de LNP puede comprender un ARNm descrito en la 15 

presente descripción, por ejemplo, que codifica una nucleasa Cas, tal como una nucleasa Cas de 

clase 2, un lípido de amina, un lípido auxiliar, un lípido neutro y un lípido de PEG. En ciertas 

composiciones de LNP que comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas, tal como una 

nucleasa Cas de Clase 2, el lípido auxiliar es el colesterol. En otras composiciones que comprenden 

un ARNm que codifica una nucleasa Cas, tal como una nucleasa Cas de Clase 2, el lípido neutro es 20 

DSPC. En modalidades adicionales que comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas, tal 

como una nucleasa Cas de Clase 2, el lípido de PEG es PEG2k-DMG o PEG2k-C11. En 

composiciones específicas que comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas, tal como 

una nucleasa Cas de clase 2, el lípido de amina se selecciona del lípido A y sus equivalentes, tal 

como un análogo acetal del lípido A.  25 

En algunas modalidades, una composición de LNP puede comprender un ARNg. En ciertas 

modalidades, una composición de LNP puede comprender un lípido de amina, un ARNg, un lípido 

auxiliar, un lípido neutro y un lípido de PEG. En ciertas composiciones de LNP que comprenden 

un ARNg, el lípido auxiliar es el colesterol. En algunas composiciones que comprenden un ARNg, 

el lípido neutro es DSPC. En modalidades adicionales que comprenden un ARNg, el lípido de PEG 30 
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es PEG2k-DMG o PEG2k-C11. En ciertas modalidades, el lípido de amina se selecciona del lípido 

A y sus equivalentes, tal como un análogo acetal del lípido A. 

En una modalidad, una composición de LNP puede comprender un ARNsg. En una modalidad, una 

composición de LNP puede comprender un ARNsg de Cas9. En una modalidad, una composición 

de LNP puede comprender un ARNsg de Cpf1. En algunas composiciones que comprenden un 5 

ARNsg, la LNP incluye un lípido de amina, un lípido auxiliar, un lípido neutro y un lípido de PEG. 

En ciertas composiciones que comprenden un ARNsg, el lípido auxiliar es el colesterol. En otras 

composiciones que comprenden un ARNsg, el lípido neutro es DSPC. En modalidades adicionales 

que comprenden un ARNsg, el lípido de PEG es PEG2k-DMG o PEG2k-C11. En ciertas 

modalidades, el lípido de amina se selecciona del lípido A y sus equivalentes, tales como los 10 

análogos acetal del lípido A.  

En ciertas modalidades, una composición de LNP comprende un ARNm que codifica una nucleasa 

Cas y un ARNg, que puede ser un ARNsg. En una modalidad, una composición de LNP puede 

comprender un lípido de amina, un ARNm que codifica una nucleasa Cas, un ARNg, un lípido 

auxiliar, un lípido neutro y un lípido de PEG. En ciertas composiciones que comprenden un ARNm 15 

que codifica una nucleasa Cas y un ARNg, el lípido auxiliar es el colesterol. En algunas 

composiciones que comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas y un ARNg, el lípido 

neutro es DSPC. En modalidades adicionales que comprenden un ARNm que codifica una 

nucleasa Cas y un ARNg, el lípido de PEG es PEG2k-DMG o PEG2k-C11. En ciertas 

modalidades, el lípido de amina se selecciona del lípido A y sus equivalentes, tales como los 20 

análogos acetal del lípido A.  

En ciertas modalidades, las composiciones de LNP incluyen un ARNm de nucleasa Cas, tal como 

un ARNm de Cas de Clase 2, y al menos un ARNg. En ciertas modalidades, la composición de 

LNP incluye una relación de ARNg a ARNm de nucleasa Cas, tal como ARNm de nucleasa Cas de 

Clase 2, de aproximadamente 25:1 a aproximadamente 1:25. En ciertas modalidades, la 25 

formulación de LNP incluye una relación de ARNg a ARNm de nucleasa Cas, tal como ARNm de 

nucleasa Cas de Clase 2, de aproximadamente 10:1 a aproximadamente 1:10. En ciertas 

modalidades, la formulación de LNP incluye una relación de ARNg a ARNm de nucleasa Cas, tal 

como ARNm de nucleasa Cas de Clase 2, de aproximadamente 8:1 a aproximadamente 1:8. Como 

se mide en la presente descripción, las relaciones son en peso. En algunas modalidades, la 30 

formulación de LNP incluye una relación de ARNg a ARNm de nucleasa Cas, tal como ARNm de 
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Cas de Clase 2, de aproximadamente 5:1 a aproximadamente 1:5. En algunas modalidades, el 

intervalo de relación es de aproximadamente 3:1 a 1:3, de aproximadamente 2:1 a 1:2, de 

aproximadamente 5:1 a 1:2, de aproximadamente 5:1 a 1:1, de aproximadamente 3:1 a 1:2, de 

aproximadamente 3:1 a 1:1, de aproximadamente 3:1, de aproximadamente 2:1 a 1:1. En algunas 

modalidades, la relación de ARNg a ARNm es de aproximadamente 3:1 o de aproximadamente 5 

2:1. En algunas modalidades, la relación de ARNg a ARNm de nucleasa Cas, tal como la nucleasa 

Cas de Clase 2, es de aproximadamente 1:1. La relación puede ser de aproximadamente 25:1, 10:1, 

5:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:5, 1:10 o 1:25. 

Las composiciones de LNP descritas en la presente descripción pueden incluir un ácido nucleico 

molde. El ácido nucleico molde puede formularse conjuntamente con un ARNm que codifica una 10 

nucleasa Cas, tal como un ARNm de nucleasa Cas de Clase 2. En algunas modalidades, el ácido 

nucleico molde puede formularse conjuntamente con un ARN de guía. En algunas modalidades, el 

ácido nucleico molde puede formularse conjuntamente con un ARNm que codifica una nucleasa 

Cas y un ARN de guía. En algunas modalidades, el ácido nucleico molde puede formularse por 

separado de un ARNm que codifica una nucleasa Cas o un ARN de guía. El ácido nucleico molde 15 

puede suministrarse con, o por separado de, las composiciones de LNP. En algunas modalidades, 

el ácido nucleico molde puede ser monocatenario o bicatenario, dependiendo del mecanismo de 

reparación deseado. El molde puede tener regiones de homología con el ADN diana o con las 

secuencias adyacentes al ADN diana.  

En algunas modalidades, las LNPs se forman al mezclar una solución acuosa de ARN con una 20 

solución lipídica a base de disolvente orgánico, por ejemplo, etanol al 100 %. Las soluciones o 

disolventes adecuados incluyen o pueden contener: agua, PBS, amortiguador Tris, NaCl, 

amortiguador citrato, etanol, cloroformo, éter dietílico, ciclohexano, tetrahidrofurano, metanol, 

isopropanol. Puede usarse un amortiguador farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, para la 

administración in vivo de las LNPs. En ciertas modalidades, se usa un amortiguador para mantener 25 

el pH de la composición que comprende las LNPs a pH 6.5 o superior. En ciertas modalidades, se 

usa un amortiguador para mantener el pH de la composición que comprende las LNPs a pH 7.0 o 

superior. En ciertas modalidades, la composición tiene un pH que varía de aproximadamente 7.2 a 

aproximadamente 7.7. En modalidades adicionales, la composición tiene un pH que varía de 

aproximadamente 7.3 a aproximadamente 7.7 o que varía de aproximadamente 7.4 a 30 

aproximadamente 7.6. En modalidades adicionales, la composición tiene un pH de 
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aproximadamente 7.2, 7.3, 7.4, 7.5, 7.6 o 7.7. El pH de una composición puede medirse con una 

sonda de micro pH. En ciertas modalidades, se incluye un crioprotector en la composición. Los 

ejemplos no limitantes de crioprotectores incluyen sacarosa, trehalosa, glicerol, DMSO y 

etilenglicol. Las composiciones ejemplares pueden incluir hasta el 10 % de crioprotector, tal como, 

por ejemplo, sacarosa. En ciertas modalidades, la composición de LNP puede incluir 5 

aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 % de crioprotector. En ciertas modalidades, la 

composición de LNP puede incluir aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 % de sacarosa. En 

algunas modalidades, la composición de LNP puede incluir un amortiguador. En algunas 

modalidades, el amortiguador puede comprender un amortiguador fosfato (PBS), un amortiguador 

Tris, un amortiguador citrato y las mezclas de estos. En ciertas modalidades ejemplares, el 10 

amortiguador comprende NaCl. En ciertas modalidades, se omite el NaCl. Las cantidades 

ejemplares de NaCl pueden variar de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 45 mM. Las 

cantidades ejemplares de NaCl pueden variar de aproximadamente 40 mM a aproximadamente 50 

mM. En algunas modalidades, la cantidad de NaCl es de aproximadamente 45 mM. En algunas 

modalidades, el amortiguador es un amortiguador Tris. Las cantidades ejemplares de Tris pueden 15 

variar de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 60 mM. Las cantidades ejemplares de Tris 

pueden variar de aproximadamente 40 mM a aproximadamente 60 mM. En algunas modalidades, 

la cantidad de Tris es de aproximadamente 50 mM. En algunas modalidades, el amortiguador 

comprende NaCl y Tris. Ciertas modalidades ejemplares de las composiciones de LNP contienen 

sacarosa al 5 % y NaCl 45 mM en amortiguador Tris. En otras modalidades ejemplares, las 20 

composiciones contienen sacarosa en una cantidad de aproximadamente 5 % p/v, 

aproximadamente NaCl 45 mM y Tris aproximadamente 50 mM a pH 7.5. Las cantidades de sal, 

amortiguador y crioprotector pueden variar de modo que se mantenga la osmolalidad de la 

formulación general. Por ejemplo, la osmolalidad final puede mantenerse a menos de 450 mOsm/l. 

En modalidades adicionales, la osmolalidad está entre 350 y 250 mOsm/l. Ciertas modalidades 25 

tienen una osmolalidad final de 300 +/- 20 mOsm/l.  

En algunas modalidades, se usa mezcla microfluídica, mezcla en T o mezcla cruzada. En ciertos 

aspectos, los caudales, el tamaño de la unión, la geometría de la unión, la forma de la unión, el 

diámetro del tubo, las soluciones y/o las concentraciones del ARN y los lípidos pueden variar. Las 

composiciones de LNP o las LNPs pueden concentrarse o purificarse, por ejemplo, mediante 30 

diálisis, filtración de flujo tangencial o cromatografía. Las LNPs pueden almacenarse como una 
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suspensión, una emulsión o un polvo liofilizado, por ejemplo. En algunas modalidades, una 

composición de LNP se almacena a 2-8 °C, en ciertos aspectos, las composiciones de LNP se 

almacenan a temperatura ambiente. En modalidades adicionales, una composición de LNP se 

almacena congelada, por ejemplo a -20 °C o -80 °C. En otras modalidades, una composición de 

LNP se almacena a una temperatura que varía de aproximadamente 0 °C a aproximadamente -80 5 

°C. Las composiciones de LNP congeladas pueden descongelarse antes de su uso, por ejemplo en 

hielo, a 4 °C, a temperatura ambiente o a 25 °C. Las composiciones de LNP congeladas pueden 

mantenerse a varias temperaturas, por ejemplo en hielo, a 4 °C, a temperatura ambiente, a 25 °C, o 

a 37 °C. 

En algunas modalidades, una composición de LNP tiene más de aproximadamente 80 % de 10 

encapsulación. En algunas modalidades, una composición de LNP tiene un tamaño de partícula 

inferior a aproximadamente 120 nm. En algunas modalidades, una composición de LNP tiene un 

pdi inferior a aproximadamente 0.2. En algunas modalidades, al menos dos de estas características 

están presentes. En algunas modalidades, cada una de estas tres características está presente. Los 

métodos analíticos para determinar estos parámetros se analizan a continuación en la sección de 15 

reactivos y métodos generales. 

En algunas modalidades, se usa mezcla microfluídica, mezcla en T o mezcla cruzada. En ciertos 

aspectos, los caudales, el tamaño de la unión, la geometría de la unión, la forma de la unión, el 

diámetro del tubo, las soluciones y/o las concentraciones del ARN y los lípidos pueden variar. Las 

composiciones de LNP o LNPs pueden concentrarse o purificarse, por ejemplo, mediante diálisis o 20 

cromatografía. Las LNPs pueden almacenarse como una suspensión, una emulsión o un polvo 

liofilizado, por ejemplo. En algunas modalidades, las composiciones de LNP se almacenan a 2-8 

°C, en ciertos aspectos, las composiciones de LNP se almacenan a temperatura ambiente. En 

modalidades adicionales, la composición de LNP se almacena congelada, por ejemplo a -20 °C o -

80 °C. En otras modalidades, las composiciones de LNP se almacenan a una temperatura que varía 25 

de 0 °C a -80 °C. Las composiciones de LNP congeladas pueden descongelarse antes de usarse, 

por ejemplo en hielo, a temperatura ambiente o a 25 °C. 

La dispersión dinámica de la luz (“DLS”) puede usarse para caracterizar el índice de 

polidispersidad (“pdi”) y el tamaño de las LNPs de la presente descripción. La DLS mide la 

dispersión de la luz que resulta de someter una muestra a una fuente de luz. El PDI, según lo 30 

determinado a partir de mediciones de la DLS, representa la distribución del tamaño de partícula 
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(alrededor del tamaño medio de partícula) en una población, con una población perfectamente 

uniforme que tiene un PDI de cero. En algunas modalidades, el pdi puede variar de 0.005 a 0.75. 

En algunas modalidades, el pdi puede variar de 0.01 a 0.5. En algunas modalidades, el pdi puede 

variar de 0.02 a 0.4. En algunas modalidades, el pdi puede variar de 0.03 a 0.35. En algunas 

modalidades, el pdi puede variar de 0.1 a 0.35. 5 

En algunas modalidades, las LNPs descritas en la presente descripción tienen un tamaño de 1 a 250 

nm. En algunas modalidades, las LNPs tienen un tamaño de 10 a 200 nm. En modalidades 

adicionales, las LNPs tienen un tamaño de 20 a 150 nm. En algunas modalidades, las LNPs tienen 

un tamaño de 50 a 150 nm. En algunas modalidades, las LNPs tienen un tamaño de 50 a 100 nm. 

En algunas modalidades, las LNPs tienen un tamaño de 50 a 120 nm. En algunas modalidades, las 10 

LNPs tienen un tamaño de 75 a 150 nm. En algunas modalidades, las LNPs tienen un tamaño de 30 

a 200 nm. A menos que se indique lo contrario, todos los tamaños a los que se hace referencia en la 

presente descripción son los tamaños promedio (diámetros) de las nanopartículas completamente 

formadas, medidas por dispersión dinámica de la luz en un Malvern Zetasizer. La muestra de las 

nanopartículas se diluye en solución salina amortiguada con fosfato (PBS) para que la tasa de 15 

recuento sea de aproximadamente 200-400 kcts. Los datos se presentan como un promedio 

ponderado de la medida de la intensidad. En algunas modalidades, las LNPs se forman con una 

eficiencia de encapsulación promedio que varía del 50 % al 100 %. En algunas modalidades, las 

LNPs se forman con una eficiencia de encapsulación promedio que varía del 50 % al 70 %. En 

algunas modalidades, las LNPs se forman con una eficiencia de encapsulación promedio que varía 20 

del 70 % al 90 %. En algunas modalidades, las LNPs se forman con una eficiencia de 

encapsulación promedio que varía del 90 % al 100 %. En algunas modalidades, las LNPs se 

forman con una eficiencia de encapsulación promedio que varía del 75 % al 95 %. 

En algunas modalidades, las LNPs asociadas con los ARNg descritos en la presente descripción 

son para el uso en la preparación de un medicamento para tratar la ATTR. En algunas 25 

modalidades, las LNPs asociadas con los ARNg descritos en la presente descripción son para el 

uso en la preparación de un medicamento para reducir o prevenir la acumulación y la agregación 

de la TTR en los amiloides o las fibrillas amiloides en sujetos que tienen la ATTR. En algunas 

modalidades, las LNPs asociadas con los ARNg descritos en la presente descripción son para el 

uso en la preparación de un medicamento para reducir la concentración de la TTR en suero. En 30 

algunas modalidades, las LNPs asociadas con los ARNg descritos en la presente descripción son 
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para el uso en el tratamiento de la ATTR en un sujeto, tal como un mamífero, por ejemplo, un 

primate como un humano. En algunas modalidades, las LNPs asociadas con los ARNg descritos en 

la presente descripción son para el uso en la reducción o la prevención de la acumulación y la 

agregación de la TTR en los amiloides o las fibrillas amiloides en sujetos que tienen la ATTR, tal 

como un mamífero, por ejemplo, un primate como un humano. En algunas modalidades, las LNPs 5 

asociadas con los ARNg descritos en la presente descripción son para el uso en la reducción de la 

concentración de la TTR en suero en un sujeto, tal como un mamífero, por ejemplo, un primate 

como un humano.  

La electroporación también es un medio bien conocido para el suministro de carga, y puede usarse 

cualquier metodología de electroporación para la administración de cualquiera de los ARNg 10 

descritos en la presente descripción. En algunas modalidades, la electroporación se puede usar para 

suministrar cualquiera de los ARNg descritos en la presente descripción y una nucleasa de ADN 

guiada por ARN, tal como Cas9, o un ARNm que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN, 

tal como Cas9. 

En algunas modalidades, la invención comprende un método para suministrar cualquiera de los 15 

ARNg descritos en la presente descripción a una célula ex vivo, en donde el ARNg se asocia con 

una LNP o no se asocia con una LNP. En algunas modalidades, el ARNg/LNP o ARNg también se 

asocia con una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como Cas9, o un ARNm que codifica una 

nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como Cas9.  

En ciertas modalidades, la invención comprende vectores de ADN o ARN que codifican cualquiera 20 

de los ARN de guía que comprenden cualquiera o más de las secuencias de guía descritas en la 

presente descripción. En algunas modalidades, además de las secuencias de ARN de guía, los 

vectores comprenden además ácidos nucleicos que no codifican los ARN de guía. Los ácidos 

nucleicos que no codifican los ARN de guía incluyen, pero no se limitan a, promotores, 

potenciadores, secuencias reguladoras y ácidos nucleicos que codifican una nucleasa de ADN 25 

guiada por ARN, que puede ser una nucleasa tal como Cas9. En algunas modalidades, el vector 

comprende una o más secuencias de nucleótidos que codifican un ARNcr, un ARNtr o un ARNcr y 

ARNtr. En algunas modalidades, el vector comprende una o más secuencias de los nucleótidos que 

codifican un ARNsg y un ARNm que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN, que puede 

ser una nucleasa Cas, tal como Cas9 o Cpf1. En algunas modalidades, el vector comprende una o 30 

más secuencias de los nucleótidos que codifican un ARNcr, un ARNtr y un ARNm que codifica 
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una nucleasa de ADN guiada por ARN, que puede ser una proteína Cas, tal como Cas9. En una 

modalidad, el Cas9 es de Streptococcus pyogenes (es decir, Cas9 Spy). En algunas modalidades, la 

secuencia de nucleótidos que codifica el ARNcr, ARNtr o ARNcr y ARNtr (que puede ser un 

ARNsg) comprende o consiste en una secuencia de guía flanqueada por toda, o una parte de, una 

secuencia repetida de un sistema CRISPR/Cas natural. El ácido nucleico que comprende o que 5 

consiste en el ARNcr, el ARNtr o el ARNcr y el ARNtr puede comprender además una secuencia 

de vectores en donde la secuencia del vector comprende o consiste en ácidos nucleicos que no se 

encuentran de forma natural junto con el ARNcr, el ARNtr o el ARNcr y el ARNtr. 

En algunas modalidades, el ARNcr y el ARNtr se codifican por ácidos nucleicos no contiguos 

dentro de un vector. En otras modalidades, el ARNcr y el ARNtr pueden codificarse por un ácido 10 

nucleico contiguo. En algunas modalidades, el ARNcr y el ARNtr se codifican por cadenas 

opuestas de un solo ácido nucleico. En otras modalidades, el ARNcr y el ARNtr se codifican por la 

misma cadena de un único ácido nucleico. 

En algunas modalidades, el vector puede ser circular. En otras modalidades, el vector puede ser 

lineal. En algunas modalidades, el vector puede estar encerrado en una nanopartícula lipídica, 15 

liposoma, nanopartícula no lipídica o cápside viral. Los vectores ejemplares no limitantes incluyen 

plásmidos, fagémidos, cósmidos, cromosomas artificiales, minicromosomas, transposones, 

vectores virales y vectores de expresión. 

En algunas modalidades, el vector puede ser un vector viral. En algunas modalidades, el vector 

viral puede modificarse genéticamente a partir de su contraparte de tipo salvaje. Por ejemplo, el 20 

vector viral puede comprender una inserción, deleción o sustitución de uno o más nucleótidos para 

facilitar la clonación o tal que una o más propiedades del vector cambien. Dichas propiedades 

pueden incluir la capacidad de empaquetamiento, la eficiencia de transducción, la 

inmunogenicidad, la integración genómica, la replicación, la transcripción y la traducción. En 

algunas modalidades, una parte del genoma viral puede eliminarse de manera que el virus sea 25 

capaz de empaquetar las secuencias exógenas que tengan un tamaño mayor. En algunas 

modalidades, el vector viral puede tener una eficiencia de transducción mejorada. En algunas 

modalidades, la respuesta inmunitaria inducida por el virus en un huésped puede reducirse. En 

algunas modalidades, los genes virales (tales como, por ejemplo, integrasa) que promueven la 

integración de la secuencia viral en un genoma del huésped pueden mutar de modo que el virus se 30 

vuelva no integrante. En algunas modalidades, el vector viral puede tener una replicación 
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defectuosa. En algunas modalidades, el vector viral puede comprender secuencias de control 

transcripcionales o traduccionales exógenas para dirigir la expresión de las secuencias codificantes 

en el vector. En algunas modalidades, el virus puede ser dependiente de un auxiliar. Por ejemplo, 

el virus puede necesitar uno o más virus auxiliares para suministrar los componentes virales (como, 

por ejemplo, proteínas virales) necesarios para amplificar y empaquetar los vectores en las 5 

partículas virales. En tal caso, uno o más componentes auxiliares, que incluyen uno o más vectores 

que codifican los componentes virales, pueden introducirse en una célula huésped junto con el 

sistema de vectores descrito en la presente descripción. En otras modalidades, el virus puede estar 

libre de auxiliar. Por ejemplo, el virus puede ser capaz de amplificar y empaquetar los vectores sin 

ningún virus auxiliar. En algunas modalidades, el sistema de vectores descrito en la presente 10 

descripción también puede codificar los componentes virales necesarios para la amplificación y el 

empaquetamiento del virus. 

Los vectores virales ejemplares no limitantes incluyen vectores de virus adenoasociados (AAV), 

vectores de lentivirus, vectores de adenovirus, vectores adenovirales dependientes de auxiliares 

(HDAd), vectores del virus del herpes simple (HSV-1), bacteriófago T4, vectores de baculovirus y 15 

vectores de retrovirus. En algunas modalidades, el vector viral puede ser un vector AAV. En 

algunas modalidades, el vector viral es AAV2, AAV3, AAV3B, AAV5, AAV6, AAV6.2, AAV7, 

AAVrh.64R1, AAVhu.37, AAVrh.8, AAVrh.32.33, AAV8, AAV9, AAVrh10, o AAVLK03. En 

otras modalidades, el vector viral puede ser un vector de lentivirus.  

En algunas modalidades, el lentivirus puede no integrarse. En algunas modalidades, el vector viral 20 

es un vector de adenovirus. En algunas modalidades, el adenovirus puede ser un adenovirus de alta 

capacidad de clonación o "vacío", donde todas las regiones virales codificantes aparte de las 

repeticiones terminales invertidas (ITR) 5' y 3' y la señal de empaquetamiento ('I') se eliminan del 

virus para aumentar su capacidad de empaquetamiento. En otras modalidades más, el vector viral 

puede ser un vector HSV-1. En algunas modalidades, el vector basado en HSV-1 es dependiente 25 

del auxiliar, y en otras modalidades es independiente del auxiliar. Por ejemplo, un vector de 

amplicón que retiene solo la secuencia de empaquetamiento requiere un virus auxiliar con 

componentes estructurales para el empaquetamiento, mientras que un vector HSV-1 que tiene una 

deleción de 30 kb que elimina las funciones virales no esenciales no requiere virus auxiliar. En 

modalidades adicionales, el vector viral puede ser el bacteriófago T4. En algunas modalidades, el 30 

bacteriófago T4 puede ser capaz de empaquetar cualquier molécula de ADN o ARN lineal o 
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circular cuando se vacía la cabeza del virus. En modalidades adicionales, el vector viral puede ser 

un vector de baculovirus. En otras modalidades adicionales, el vector viral puede ser un vector de 

retrovirus. En modalidades que usan AAV o vectores lentivirales, que tienen una capacidad de 

clonación más pequeña, puede ser necesario usar más de un vector para suministrar todos los 

componentes de un sistema de vectores como se describe en la presente descripción. Por ejemplo, 5 

un vector AAV puede contener secuencias que codifican una nucleasa de ADN guiada por ARN, 

tal como una nucleasa Cas, mientras que un segundo vector AAV puede contener una o más 

secuencias de guía. 

En algunas modalidades, el vector puede ser capaz de dirigir la expresión de una o más secuencias 

de codificación en una célula. En algunas modalidades, la célula puede ser una célula procariota, 10 

tal como, por ejemplo, una célula bacteriana. En algunas modalidades, la célula puede ser una 

célula eucariota, tal como, por ejemplo, una célula de levadura, planta, insecto o mamífero. En 

algunas modalidades, la célula eucariota puede ser una célula de mamífero. En algunas 

modalidades, la célula eucariota puede ser una célula de roedor. En algunas modalidades, la célula 

eucariota puede ser una célula humana. Los promotores adecuados para dirigir la expresión en 15 

diferentes tipos de células son conocidos en la técnica. En algunas modalidades, el promotor puede 

ser de tipo salvaje. En otras modalidades, el promotor puede modificarse para una expresión más 

eficiente o eficaz. En aún otras modalidades, el promotor puede truncarse pero conservar su 

función. Por ejemplo, el promotor puede tener un tamaño normal o un tamaño reducido que sea 

adecuado para el empaquetamiento adecuado del vector en un virus. 20 

En algunas modalidades, el vector puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifica 

una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa descrita en la presente descripción. 

En algunas modalidades, la nucleasa codificada por el vector puede ser una proteína Cas. En 

algunas modalidades, el sistema de vector puede comprender una copia de la secuencia de 

nucleótidos que codifica la nucleasa. En otras modalidades, el sistema de vectores puede 25 

comprender más de una copia de la secuencia de nucleótidos que codifica la nucleasa. En algunas 

modalidades, la secuencia de nucleótidos que codifica la nucleasa puede unirse operativamente a al 

menos una secuencia de control transcripcional o traduccional. En algunas modalidades, la 

secuencia de nucleótidos que codifica la nucleasa puede unirse operativamente a al menos un 

promotor. 30 
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En algunas modalidades, el promotor puede ser constitutivo, inducible o específico de tejido. En 

algunas modalidades, el promotor puede ser un promotor constitutivo. Los promotores 

constitutivos ejemplares no limitantes incluyen el promotor temprano inmediato de 

citomegalovirus (CMV), el promotor del virus de simio (SV40), el promotor tardío mayor de 

adenovirus (MLP), el promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), el promotor del virus del 5 

tumor mamario de ratón (MMTV), el promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK), el promotor del 

factor de alargamiento alfa (EF1a), los promotores de ubiquitina, los promotores de actina, los 

promotores de tubulina, los promotores de inmunoglobulina, un fragmento funcional de estos, o 

una combinación de cualquiera de los anteriores. En algunas modalidades, el promotor puede ser 

un promotor de CMV. En algunas modalidades, el promotor puede ser un promotor de CMV 10 

truncado. En otras modalidades, el promotor puede ser un promotor de EF1a. En algunas 

modalidades, el promotor puede ser un promotor inducible. Los promotores inducibles ejemplares 

no limitantes incluyen aquellos inducibles por choque térmico, luz, productos químicos, péptidos, 

metales, esteroides, antibióticos o alcohol. En algunas modalidades, el promotor inducible puede 

ser uno que tenga un nivel de expresión basal (no inducido) bajo, tal como, por ejemplo, el 15 

promotor Tet-On® (Clontech).  

En algunas modalidades, el promotor puede ser un promotor específico de tejido, por ejemplo, un 

promotor específico para la expresión en el hígado. 

El vector puede comprender además una secuencia de nucleótidos que codifica el ARN de guía 

descrito en la presente descripción. En algunas modalidades, el vector comprende una copia del 20 

ARN de guía. En otras modalidades, el vector comprende más de una copia del ARN de guía. En 

modalidades con más de un ARN de guía, los ARN de guía pueden ser no idénticos de modo que 

se dirigen a diferentes secuencias diana, o pueden ser idénticos en el sentido de que se dirigen a la 

misma secuencia diana. En algunas modalidades donde los vectores comprenden más de un ARN 

de guía, cada ARN de guía puede tener otras propiedades diferentes, tales como actividad o 25 

estabilidad dentro de un complejo con una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como un 

complejo RNP Cas. En algunas modalidades, la secuencia de nucleótidos que codifica el ARN de 

guía puede unirse operativamente a al menos una secuencia de control transcripcional o 

traduccional, tal como un promotor, un 3' UTR o un 5' UTR. En una modalidad, el promotor puede 

ser un promotor de ARNt, por ejemplo, ARNtLys3o una quimera de ARNt. Véase Mefferd y otros, 30 

RNA. 2015 21:1683-9; Scherer y otros, Nucleic Acids Res. 2007 35: 2620–2628. En algunas 
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modalidades, el promotor puede reconocerse por la ARN polimerasa III (Pol III). Ejemplos no 

limitantes de promotores Pol III incluyen promotores U6 y H1. En algunas modalidades, la 

secuencia de nucleótidos que codifica el ARN de guía puede unirse operativamente a un promotor 

U6 de ratón o humano. En otras modalidades, la secuencia de nucleótidos que codifica el ARN de 

guía puede unirse operativamente a un promotor H1 de ratón o humano. En modalidades con más 5 

de un ARN de guía, los promotores usados para dirigir la expresión pueden ser iguales o 

diferentes. En algunas modalidades, el nucleótido que codifica el ARNcr del ARN de guía y el 

nucleótido que codifica el ARNtr del ARN de guía pueden proporcionarse en el mismo vector. En 

algunas modalidades, el nucleótido que codifica el ARNcr y el nucleótido que codifica el ARNtr 

pueden dirigirse por el mismo promotor. En algunas modalidades, el ARNcr y el ARNtr pueden 10 

transcribirse en un transcrito único. Por ejemplo, el ARNcr y el ARNtr pueden procesarse a partir 

del transcrito único para formar un ARN de guía de molécula doble. Alternativamente, el ARNcr y 

el ARNtr pueden transcribirse en un ARN de guía de molécula única (ARNsg). En otras 

modalidades, el ARNcr y el ARNtr pueden dirigirse por sus promotores correspondientes en el 

mismo vector. En otras modalidades más, el ARNcr y el ARNtr pueden codificarse por diferentes 15 

vectores. 

En algunas modalidades, la secuencia de nucleótidos que codifica el ARN de guía puede ubicarse 

en el mismo vector que comprende la secuencia de nucleótidos que codifica una nucleasa de ADN 

guiada por ARN, tal como una nucleasa Cas. En algunas modalidades, la expresión del ARN de 

guía y de la nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una proteína Cas, puede dirigirse por sus 20 

propios promotores correspondientes. En algunas modalidades, la expresión del ARN de guía 

puede dirigirse por el mismo promotor que dirige la expresión de la nucleasa de ADN guiada por 

ARN, tal como una proteína Cas. En algunas modalidades, el ARN de guía y la nucleasa de ADN 

guiada por ARN, tal como un transcrito de la proteína Cas, pueden contenerse dentro de un 

transcrito único. Por ejemplo, el ARN de guía puede estar dentro de una región no traducida (UTR) 25 

de la nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como un transcrito de la proteína Cas. En algunas 

modalidades, el ARN de guía puede estar dentro de la 5' UTR del transcrito. En otras modalidades, 

el ARN de guía puede estar dentro del 3' UTR del transcrito. En algunas modalidades, la vida 

media intracelular del transcrito puede reducirse al contener el ARN de guía dentro de su 3' UTR y 

acortar así la longitud de su 3' UTR. En modalidades adicionales, el ARN de guía puede estar 30 

dentro de un intrón del transcrito. En algunas modalidades, pueden añadirse sitios de empalme 
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adecuados en el intrón dentro del cual se encuentra el ARN de guía, de modo que el ARN de guía 

se empalme adecuadamente del transcrito. En algunas modalidades, la expresión de la nucleasa de 

ADN guiada por ARN, tal como una proteína Cas, y el ARN de guía del mismo vector en 

proximidad temporal cercana puede facilitar una formación más eficiente del complejo CRISPR 

RNP. 5 

En algunas modalidades, las composiciones comprenden un sistema de vectores. En algunas 

modalidades, el sistema de vectores puede comprender un solo vector. En otras modalidades, el 

sistema de vectores puede comprender dos vectores. En modalidades adicionales, el sistema de 

vectores puede comprender tres vectores. Cuando se usan diferentes ARN de guía para la 

multiplexación, o cuando se usan múltiples copias del ARN de guía, el sistema del vector puede 10 

comprender más de tres vectores. 

En algunas modalidades, el sistema de vector puede comprender promotores inducibles para 

comenzar la expresión solo después de que se suministra a una célula diana. Los promotores 

inducibles ejemplares no limitantes incluyen aquellos inducibles por choque térmico, luz, 

productos químicos, péptidos, metales, esteroides, antibióticos o alcohol. En algunas modalidades, 15 

el promotor inducible puede ser uno que tenga un nivel de expresión basal (no inducido) bajo, tal 

como, por ejemplo, el promotor Tet-On® (Clontech). 

En modalidades adicionales, el sistema de vector puede comprender promotores específicos de 

tejido para comenzar la expresión solo después de que se suministra en un tejido específico. 

El vector puede suministrarse por liposoma, una nanopartícula, un exosoma o una microvesícula. 20 

El vector también puede suministrarse mediante una nanopartícula lipídica (LNP); véase, por 

ejemplo, el documento USSN 62/433,228, presentado el 12 de diciembre de 2016 y titulado 

“LIPID NANOPARTICLE FORMULATIONS FOR CRISPR/CAS COMPONENTS”, cuyo 

contenido se incorpora por la presente descripción como referencia en su totalidad. Cualquiera de 

las formulaciones de LNP y LNPs descritas en la presente descripción son adecuadas para 25 

suministrar los guías solos o juntos, una nucleasa cas o un ARNm que codifica una nucleasa cas. 

En algunas modalidades, se incluye una composición de LNP que comprende: un componente de 

ARN y un componente lipídico, en donde el componente lipídico comprende un lípido de amina, 

un lípido neutro, un lípido auxiliar y un lípido furtivo; y en donde la relación N/P es 

aproximadamente 1-10. 30 
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En algunos casos, el componente lipídico comprende el lípido A o su análogo acetal, colesterol, 

DSPC y PEG-DMG; y en donde la relación N/P es aproximadamente 1-10. En algunas 

modalidades, el componente lipídico comprende: aproximadamente 40-60 % molar del lípido de 

amina; aproximadamente 5-15 % molar del lípido neutro; y aproximadamente 1.5-10 % molar del 

lípido de PEG, en donde el resto del componente lipídico es lípido auxiliar, y en donde la relación 5 

N/P de la composición de LNP es aproximadamente 3-10. En algunas modalidades, el componente 

lipídico comprende aproximadamente 50-60 % molar del lípido de amina; aproximadamente 8-10 

% molar del lípido neutro; y aproximadamente 2.5-4 % molar del lípido de PEG, en donde el resto 

del componente lipídico es lípido auxiliar, y en donde la relación N/P de la composición de LNP es 

aproximadamente 3-8. En algunos casos, el componente lipídico comprende: aproximadamente 50-10 

60 % molar del lípido de amina; aproximadamente 5-15 % molar del DSPC; y aproximadamente 

2.5-4 % molar del lípido de PEG, en donde el resto del componente lipídico es colesterol, y en 

donde la relación N/P de la composición de LNP es aproximadamente 3-8. En algunos casos, el 

componente lipídico comprende: 48-53 % molar del lípido A; aproximadamente 8-10 %molar del 

DSPC; y 1.5-10 % molar del lípido de PEG, en donde el resto del componente lipídico es 15 

colesterol, y en donde la relación N/P de la composición de LNP es 3-8 ±0.2. 

En algunas modalidades, el vector puede suministrarse sistémicamente. En algunas modalidades, el 

vector puede suministrarse a la circulación hepática.  

Esta descripción y modalidades ejemplares no deben tomarse como limitantes. Para los propósitos 

de esta especificación y reivindicaciones adjuntas, a menos que se indique lo contrario, todos los 20 

números que expresan cantidades, por cientos o proporciones, y otros valores numéricos usados en 

la especificación y reivindicaciones, han de entenderse como modificados en todos los casos por el 

término “aproximadamente”, en la medida que aún no se hayan modificado. En consecuencia, a 

menos que se indique lo contrario, los parámetros numéricos expuestos en la siguiente 

especificación y las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar dependiendo 25 

de las propiedades deseadas que se pretenden obtener. Por lo menos, y no como un intento de 

limitar la aplicación de la doctrina de los equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada 

parámetro numérico debe al menos interpretarse a la luz del número de dígitos significativos 

informados y aplicando técnicas de redondeo habituales.  

Se nota que, como se usa en esta especificación y las reivindicaciones adjuntas, las formas 30 

singulares “un”, “una”, y “el/la” incluyen referencias plurales a menos que expresa e 
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inequívocamente se limite a una referencia. Como se usa en la presente descripción, el término 

“incluye” y sus variantes gramaticales no pretenden ser limitantes, de manera que la enumeración 

de artículos en una lista no es para la exclusión de otros artículos similares que pueden sustituirse o 

añadirse a los artículos listados. 

EJEMPLOS 5 

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas modalidades descritas y no se 

construyen como limitantes del alcance de esta descripción en ninguna manera. 

Ejemplo 1. Materiales y Métodos 

Transcripción in vitro (“IVT”) del ARNm de la nucleasa  

El ARNm de Cas9 con caperuza y poliadenilado de Streptococcus pyogenes (“Spy”) que contiene 10 

N1-metil pseudo-U se generó por transcripción in vitro mediante el uso de un molde de ADN 

plasmídico linealizado y ARN polimerasa T7. El ADN plasmídico que contiene un promotor T7, 

una secuencia para la transcripción de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 o 2, y se linealizó una región 

de poli (A/T) de 100 nt mediante incubación a 37 °C durante 2 horas con XbaI con las siguientes 

condiciones: 200 ng/μl de plásmido, 2 U/μl de XbaI (NEB) y amortiguador de reacción 1x. El XbaI 15 

se inactivó por calentamiento de la reacción a 65 °C durante 20 min. El plásmido linealizado se 

purificó a partir de sales de amortiguador y enzima mediante el uso de una columna de sílice maxi 

spin (Epoch Life Sciences) y se analizó mediante gel de agarosa para confirmar la linealización. La 

reacción IVT para generar el ARNm modificado de Cas9 se incubó a 37 °C durante 4 horas en las 

siguientes condiciones: 50 ng/μl de plásmido linealizado; 2 mM de cada uno de GTP, ATP, CTP y 20 

N1-metil pseudo-UTP (Trilink); 10 mM de ARCA (Trilink); 5 U/μl de ARN polimerasa T7 (NEB); 

1 U/μl de inhibidor de la RNasa murina (NEB); 0.004 U/μl de pirofosfatasa de E. coli inorgánica 

(NEB); y amortiguador de reacción 1x. Después de la incubación de 4 horas, se añadió TURBO 

DNasa (ThermoFisher) a una concentración final de 0.01 U/μl, y la reacción se incubó durante 30 

minutos adicionales para eliminar el molde de ADN. El ARNm de Cas9 se purificó a partir de 25 

enzimas y nucleótidos mediante el uso de un kit MegaClear Transcription Clean-up según el 

protocolo del fabricante (ThermoFisher). Alternativamente, el ARNm se purificó mediante un 

protocolo de precipitación, que en algunos casos se siguió con la purificación basada en HPLC. 

Brevemente, después de la digestión con DNasa, el ARNm se precipitó mediante la adición de 

0.21x vol de una solución de LiCl 7.5 M y se mezcló, y el ARNm precipitado se sedimentó por 30 

centrifugación. Una vez que se retiró el sobrenadante, el ARNm se reconstituyó en agua. El ARNm 

se precipitó nuevamente mediante el uso de acetato de amonio y etanol. Se añadió acetato de 
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amonio 5 M a la solución de ARNm para una concentración final de 2 M junto con un volumen 2x 

de EtOH al 100 %. La solución se mezcló y se incubó a -20 °C durante 15 min. El ARNm 

precipitado se sedimentó nuevamente por centrifugación, se retiró el sobrenadante y se 

reconstituyó el ARNm en agua. Como etapa final, el ARNm se precipitó mediante el uso de 

acetato de sodio y etanol. Se añadió a la solución 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5 

5.5) junto con un volumen 2x de EtOH al 100 %. La solución se mezcló y se incubó a -20 °C 

durante 15 min. El ARNm precipitado se sedimentó nuevamente por centrifugación, se retiró el 

sobrenadante, se lavó el sedimento con etanol frío al 70 % y se dejó secar al aire. El ARNm se 

reconstituyó en agua. Para el ARNm purificado por HPLC, después de la precipitación con LiCl y 

la reconstitución, el ARNm se purificó por HPLC RP-IP (véase, por ejemplo, Kariko, y otros, 10 

Nucleic Acids Research, 2011, Vol. 39, No. 21 e142). Las fracciones elegidas para unir se 

combinaron y desalaron mediante la precipitación con acetato de sodio/etanol como se describió 

anteriormente. La concentración del transcrito se determinó mediante la medición de la 

absorbancia de la luz a 260 nm (Nanodrop), y el transcrito se analizó mediante electroforesis 

capilar por Bioanlayzer (Agilent). 15 

Cuando las SEQ ID NO: 1 y 2 se mencionan a continuación con respecto a los ARN, se entiende 

que Ts debe reemplazarse con Us (que fueron N1-metil pseudouridinas como se describió 

anteriormente). Los ARNm de Cas9 usados en los Ejemplos incluyen una caperuza de 5’ y una 

cola de poli-A de 3’, por ejemplo, hasta 100 nts, y se identifican por la SEQ ID NO. 

SEQ ID NO: 1: Secuencia 1 de Cas 9 para la transcripción. 20 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCT

TATTCGGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAA

ACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCA

AGGTCCTGGGAAACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGC

TGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGA25 

AGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAA

ATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAA

GAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCA

TACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACA

GACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGA30 

GGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTG

TTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAA
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GCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTG

GAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTG

ATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAA

GACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTG

GCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGAC5 

GCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTG

AGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAG

GCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGC

AAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAA

GTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT10 

GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGC

ACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACC

CGTTCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGT

ACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGA

GCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCG15 

CACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGG

TCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAA

GGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAA

GAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCT

GAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGT20 

CGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAA

GGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCT

GACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGC

ACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATG

GGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGA25 

CAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGAT

CCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACA

GGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAA

GGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACA

CAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGG30 

GACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTG

GGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAA
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GCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGA

CATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAG

GACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAG

CGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCT

GCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAG5 

AGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAAC

AAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTA

CGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCT

GGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA

CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAA10 

GTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAG

AAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTT

CTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAAT

CAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACA

AGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCG15 

TCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAG

AGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGG

AGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAA

GGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGG

AAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGGATACAAGG20 

AAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAA

ACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG

GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGA

AGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACT

ACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAG25 

ACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCA

GAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGG

CAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCACAAAGG

AAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAA

TCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAG30 

GTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG

AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACA
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CCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATT

AATAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG 

SEQ ID NO: 2: Secuencia 2 de Cas 9 para la transcripción.  

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCT

TATTCGGATCCATGGATAAGAAGTACTCAATCGGGCTGGATATCGGAACTAATTCCGT5 

GGGTTGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAAGTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCT

GGGGAACACCGATAGACACAGCATCAAGAAAAATCTCATCGGAGCCCTGCTGTTTGA

CTCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCTCAAACGTACCGCGAGGCGACGCTACAC

CCGGCGGAAGAATCGCATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTTTCGAACGAAATGGCAAA

GGTCGACGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAAGAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAAG10 

AAGCATGAACGGCATCCTATCTTTGGAAACATCGTCGACGAAGTGGCGTACCACGAA

AAGTACCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTTGGTTGACTCAACTGACAAGGCCG

ACCTCAGATTGATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGATCAAATTCCGCGGACACTTCCTG

ATCGAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGTGGATAAGCTTTTCATTCAACTGG

TGCAGACCTACAACCAACTGTTCGAAGAAAACCCAATCAATGCTAGCGGCGTCGATG15 

CCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCGCCTCGAAAACCTGATCGC

ACAGCTGCCGGGAGAGAAAAAGAACGGACTTTTCGGCAACTTGATCGCTCTCTCACTG

GGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGGCCGAGGACGCGAAGCTGCAAC

TCTCAAAGGACACCTACGACGACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGGCGATCA

GTACGCGGATCTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAATCTTGCTGTCCGATA20 

TCCTGCGCGTGAACACCGAAATAACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAGCG

GTACGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAGCGCTCGTGAGACAGCAACT

GCCTGAAAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTACGCAGGGTA

CATCGATGGAGGCGCTAGCCAGGAAGAGTTCTATAAGTTCATCAAGCCAATCCTGGA

AAAGATGGACGGAACCGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCG25 

GAAACAGAGAACCTTTGACAACGGATCCATTCCCCACCAGATCCATCTGGGTGAGCTG

CACGCCATCTTGCGGCGCCAGGAGGACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGAAA

AGATCGAGAAAATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGGCCCACTGGCGCGCGG

CAATTCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGAAAATCAGAGGAAACCATCACTCCTTGGAAT

TTCGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAAAGCTTCATCGAACGAATGACC30 

AACTTCGACAAGAATCTCCCAAACGAGAAGGTGCTTCCTAAGCACAGCCTCCTTTACG

AATACTTCACTGTCTACAACGAACTGACTAAAGTGAAATACGTTACTGAAGGAATGAG
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GAAGCCGGCCTTTCTGTCCGGAGAACAGAAGAAAGCAATTGTCGATCTGCTGTTCAAG

ACCAACCGCAAGGTGACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAG

TGTTTCGACTCAGTGGAAATCAGCGGGGTGGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGA

ACCTATCATGATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAACGAGGAGA

ACGAGGACATCCTGGAAGATATCGTCCTGACCTTGACCCTTTTCGAGGATCGCGAGAT5 

GATCGAGGAGAGGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAGGTCATGAAACA

ACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGGGCCGCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGT

ATTCGCGATAAACAGAGCGGTAAAACTATCCTGGATTTCCTCAAATCGGATGGCTTCG

CTAATCGTAACTTCATGCAATTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACAT

CCAAAAAGCACAAGTGTCCGGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACATCGCGAATCT10 

GGCCGGTTCGCCGGCGATTAAGAAGGGAATTCTGCAAACTGTGAAGGTGGTCGACGA

GCTGGTGAAGGTCATGGGACGGCACAAACCGGAGAATATCGTGATTGAAATGGCCCG

AGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAAAACTCCCGCGAAAGGATGAAGCGGA

TCGAAGAAGGAATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCACCCGGTGGAA

AACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTACTATTTGCAAAATGGACGGGAC15 

ATGTACGTGGACCAAGAGCTGGACATCAATCGGTTGTCTGATTACGACGTGGACCACA

TCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGACTCGATCGATAACAAGGTGTTGACTCGCAG

CGACAAGAACAGAGGGAAGTCAGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAAGAAGA

TGAAGAATTACTGGCGGCAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTTG

ACAATCTCACTAAAGCCGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCA20 

TCAAACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACCAAGCACGTGGCGCAGATCTTGG

ACTCCCGCATGAACACTAAATACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAAGTGAAGG

TGATTACCCTGAAAAGCAAACTTGTGTCGGACTTTCGGAAGGACTTTCAGTTTTACAA

AGTGAGAGAAATCAACAACTACCATCACGCGCATGACGCATACCTCAACGCTGTGGT

CGGTACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAACTTGAATCGGAGTTTGTGTACGGAGAC25 

TACAAGGTCTACGACGTGAGGAAGATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAA

GCAACTGCGAAATACTTCTTTTACTCAAACATCATGAACTTTTTCAAGACTGAAATTAC

GCTGGCCAATGGAGAAATCAGGAAGAGGCCACTGATCGAAACTAACGGAGAAACGG

GCGAAATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCAAAGTGCTCTCTAT

GCCGCAAGTCAATATTGTGAAGAAAACCGAAGTGCAAACCGGCGGATTTTCAAAGGA30 

ATCGATCCTCCCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCATTGCACGCAAGAAAGACTGGGA

CCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGATTCGCCGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTGGTG
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GCCAAGGTGGAGAAGGGAAAGAGCAAAAAGCTCAAATCCGTCAAAGAGCTGCTGGG

GATTACCATCATGGAACGATCCTCGTTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTCGAGGCG

AAGGGTTACAAGGAGGTGAAGAAGGATCTGATCATCAAACTCCCCAAGTACTCACTG

TTCGAACTGGAAAATGGTCGGAAGCGCATGCTGGCTTCGGCCGGAGAACTCCAAAAA

GGAAATGAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTTGCTTCGCACTA5 

CGAAAAACTCAAAGGGTCACCGGAAGATAACGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGGAGCA

GCACAAGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACAAATCTCCGAGTTTTCAAAGCGCGTG

ATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACAAAGTCCTGTCGGCCTACAATAAGCATAGAGATA

AGCCGATCAGAGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCACCCTGACTAACCTGGG

AGCCCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGATACTACTATCGATCGCAAAAGATACACGTCC10 

ACCAAGGAAGTTCTGGACGCGACCCTGATCCACCAAAGCATCACTGGACTCTACGAA

ACTAGGATCGATCTGTCGCAGCTGGGTGGCGATGGCGGTGGATCTCCGAAAAAGAAG

AGAAAGGTGTAATGAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAAT

AAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTA

AAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTG15 

TGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG 

Diseño de guía de TTR humana y TTR humana con diseño de guía de homología de mono 

cynomolgus 

Se realizó la selección inicial del guía in silico mediante el uso de un genoma de referencia 

humano (por ejemplo, hg38) y regiones genómicas de interés definidas por el usuario (por ejemplo, 20 

exones codificadores de proteínas TTR), para identificar PAMs en las regiones de interés. Para 

cada PAM identificado, se realizaron análisis y se informaron estadísticas. Las moléculas de ARNg 

se seleccionaron adicionalmente y se ordenaron según un número de criterios (por ejemplo, 

contenido de GC, actividad prevista dentro de la diana y actividad potencial fuera de la diana). 

Se diseñó un total de 68 ARN de guía hacia TTR (ENSG00000118271) dirigidos a las regiones de 25 

codificación de proteínas dentro del Exón 1, 2, 3 y 4. Del total de los 68 guías, 33 eran 100 % 

homólogos en el mono cynomolgus (“cyno”). Además, para 10 de los guías de TTR humana que 

no eran perfectamente homólogos en cyno, los guías “sustitutos” se diseñaron y fabricaron en 

paralelo para coincidir perfectamente con la secuencia diana de cyno correspondiente. Estos guías 

“sustitutos” o “herramientas” pueden seleccionarse en cyno, por ejemplo, para aproximar la 30 

actividad y la función de la secuencia de guía humana homóloga. Se proporcionan secuencias de 

guía y las correspondientes coordenadas genómicas (Tabla 1). Todos los ARN de guía se hicieron 
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como ARN de guía doble, y un subconjunto de las secuencias de guía se hizo como ARN de guía 

única modificado (Tabla 2). Se proporcionan la alineación de ID de guía a través de las IDs de 

ARN de guía doble (ARNdg), las IDs de ARN de guía única modificado (ARNsg), el número de 

incompatibilidades con el genoma de cyno, así como también las IDs compatibles exactas de cyno 

(Tabla 3). Cuando se usan los ARNdg en los experimentos detallados a lo largo de los Ejemplos, se 5 

usó la SEQ ID NO: 270. 

Suministro del ARNm de Cas9 y el ARN de guía in vitro 

Línea celular HEK293_Cas9. La línea celular de adenocarcinoma de riñón embrionario humano 

HEK293 que expresa constitutivamente Cas9 Spy (“HEK293_Cas9”) se cultivó en medio DMEM 

suplementado con suero bovino fetal al 10 % y 500 µg/ml de G418. Las células se colocaron a una 10 

densidad de 10,000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos 24 horas antes de la transfección. 

Las células se transfectaron con Lipofectamine RNAiMAX (ThermoFisher, Cat. 13778150) según 

el protocolo del fabricante. Las células se transfectaron con un lipoplex que contenía ARNcr 

individual (25 nM), ARNtr (25 nM), Lipofectamine RNAiMAX (0.3 µl/pocillo) y OptiMem. 

Línea celular HUH7. La línea celular de carcinoma hepatocelular humano HUH7 (Japanese 15 

Collection of Research Bioresources Cell Bank, Cat. JCRB0403) se cultivó en medio DMEM 

suplementado con suero bovino fetal al 10 %. Las células se colocaron en placas a una densidad de 

15,000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos 20 horas antes de la transfección. Las células se 

transfectaron con Lipofectamine MessengerMAX (ThermoFisher, Cat. LMRNA003) según el 

protocolo del fabricante. Las células se transfectaron secuencialmente con un lipoplex que contenía 20 

ARNm de Cas9 Spy (100 ng), MessengerMAX (0.3 µl/pocillo) y OptiMem seguido de un lipoplex 

separado que contenía ARNcr individual (25 nM), ARN trazador (25 nM), MessengerMAX (0.3 

µl/pocillo) y OptiMem. 

Línea celular HepG2. La línea celular de carcinoma hepatocelular humano HepG2 (American 

Type Culture Collection, Cat. HB-8065) se cultivó en medio DMEM suplementado con suero 25 

bovino fetal al 10 %. Las células se contaron y se sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas 

con colágeno Bio-coat (ThermoFisher, Cat. 877272) a una densidad de 10,000 células/pocillo en 

una placa de 96 pocillos 24 horas antes de la transfección. Las células se transfectaron con 

Lipofectamine 2000 (ThermoFisher, Cat. 11668019) según el protocolo del fabricante. Las células 

se transfectaron secuencialmente con lipoplex que contenía ARNm de Cas9 Spy (100 ng), 30 

Lipofectamine 2000 (0.2 µl/pocillo) y OptiMem seguido por un lipoplex separado que contenía 
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ARNcr individual (25 nM), ARN trazador (25 nM), Lipofectamine 2000 (0.2 µl/pocillo) y 

OptiMem. 

Hepatocitos primarios del hígado. Se cultivaron hepatocitos primarios de hígado humano (PHH) y 

hepatocitos primarios de hígado de cynomolgus (PCH) (Gibco) según el protocolo del fabricante 

(Invitrogen, protocolo 11.28.2012). En resumen, las células se descongelaron y se resuspendieron 5 

en medio de descongelación de hepatocitos con suplementos (Gibco, Cat. CM7000) seguido de 

centrifugación a 100 g durante 10 minutos para humanos y 80 g durante 4 minutos para cyno. El 

sobrenadante se desechó y las células sedimentadas se resuspendieron en medio de recubrimiento 

de hepatocitos más paquete de suplemento (Invitrogen, Cat. A1217601 y CM3000). Las células se 

contaron y se sembraron en placas de 96 pocillos recubiertos con colágeno I Bio-coat 10 

(ThermoFisher, Cat. 877272) a una densidad de 33,000 células/pocillo para humanos o 60,000 

células/pocillo para cyno (o 65,000 células/pocillo cuando se ensayaron los efectos en la proteína 

TTR, descrita más adelante). Las células en placa se dejaron sedimentar y adherir durante 6 o 24 

horas en una incubadora de cultivo de tejidos a 37 °C y atmósfera de CO2 al 5 %. Después de la 

incubación, se verificó la formación de monocapa en las células y el medio se reemplazó con 15 

medio de cultivo de hepatocitos con un paquete de suplementos sin suero (Invitrogen, Cat. 

A1217601 y CM4000). 

Las transfecciones basadas en Lipofectamine RNAiMax (ThermoFisher, Cat. 13778150) se 

realizaron según el protocolo del fabricante. Las células se transfectaron secuencialmente con un 

lipoplex que contiene ARNm de Cas9 Spy (100 ng), Lipofectamine RNAiMax (0.4 µl/pocillo) y 20 

OptiMem, seguido de un lipoplex separado que contiene ARNcr (25 nM) y ARN trazador (25 nM) 

o ARNsg (25nM), Lipofectamine RNAiMax (0.4 µl/pocillo) y OptiMem. 

La formación de ribonucleótidos se realizó antes de la electroporación o la transfección de la 

proteína Cas9 Spy cargada con los ARN de guía (RNPs) en las células. Para el guía doble 

(ARNdg), el ARNcr y el ARNtr individuales se pre-hibridaron mezclando cantidades equivalentes 25 

de reactivo e incubando a 95 °C durante 2 minutos y enfriando a temperatura ambiente. La guía 

única (ARNsg) se hirvió a 95 °C durante 2 minutos y se enfrió a temperatura ambiente. El ARNdg 

o ARNsg hervido se incubó con la proteína Cas9 Spy en Optimem durante 10 minutos a 

temperatura ambiente para formar un complejo de ribonucleoproteína (RNP).  

Para la electroporación de RNP en los hepatocitos primarios humanos y de cyno, las células se 30 

descongelan y se resuspenden en amortiguador P3 de célula primaria de electroporación Lonza a 

una concentración de 2,500 células por µl para los hepatocitos humanos y 3,500 células por µl para 
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los hepatocitos de cyno. Un volumen de 20 µl de células resuspendidas y 5 µl de RNP se mezclan 

por guía. Se colocan 20 µl de la mezcla en una placa de electroporación Lonza. Las células se 

electroporaron mediante el uso del nucleofector Lonza con el protocolo preestablecido EX-147. 

Después de la electroporación, las células se transfieren a una placa Biocoat que contiene medio de 

mantenimiento precalentado y se colocan en una incubadora de cultivo de tejidos a 37 °C y CO2 al 5 

5 %. 

Para las transfecciones de lipoplex RNP, las células se transfectaron con Lipofectamine 

RNAiMAX (ThermoFisher, Cat. 13778150) según el protocolo del fabricante. Las células se 

transfectaron con una RNP que contenía Cas9 Spy (10 nM), guía individual (10 nM), ARN 

trazador (10 nM), Lipofectamine RNAiMAX (1.0 µl/pocillo) y OptiMem. La formación de RNP se 10 

realizó como se describe anteriormente. 

Las LNPs se formaron mediante una mezcla microfluídica de las soluciones de lípidos y ARN 

mediante el uso de un Precision Nanosystems NanoAssemblrTM Benchtop Instrument, según el 

protocolo del fabricante, o la mezcla de flujo cruzado.  

Formulación de LNP - NanoAssemblr 15 

En general, los componentes de las nanopartículas lipídicas se disolvieron en etanol al 100 % con 

el componente lipídico de varias relaciones molares. Las cargas de ARN se disolvieron en citrato 

25 mM, NaCl 100 mM, pH 5.0, lo que da como resultado una concentración de carga de ARN de 

aproximadamente 0.45 mg/ml. Las LNPs se formularon con una relación molar de lípido de amina 

a fosfato de ARN (N:P) de aproximadamente 4.5 o aproximadamente 6, con la relación de ARNm 20 

a ARNg a 1:1 en peso.  

Las LNPs se formaron mediante la mezcla microfluídica de las soluciones de lípidos y ARN 

mediante el uso de un Precision Nanosystems NanoAssemblrTM Benchtop Instrument, de acuerdo 

con el protocolo del fabricante. Se mantuvo una relación 2:1 del disolvente acuoso a orgánico 

durante la mezcla mediante el uso de velocidades de flujo diferencial. Después de mezclar, las 25 

LNPs se recogieron, se diluyeron en agua (aproximadamente 1:1 v/v), se mantuvieron durante 1 

hora a temperatura ambiente y se diluyeron adicionalmente con agua (aproximadamente 1:1 v/v) 

antes del intercambio final del amortiguador. El intercambio final del amortiguador en Tris 50 

mM, NaCl 45 mM, sacarosa al 5 % (p/v), pH 7.5 (TSS) se completó con columnas de desalación 

PD-10 (GE). Si es necesario, las formulaciones se concentraron por centrifugación con filtros 30 

centrífugos Amicon 100 kDa (Millipore). La mezcla resultante se filtró luego mediante el uso de 

un filtro estéril de 0.2 µm. La LNP final se almacenó a -80 °C hasta su uso posterior.  
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Formulación de LNP – Flujo cruzado 

Para las LNPs preparadas mediante el uso de la técnica de flujo cruzado, las LNPs se formaron al 

mezclar por chorro el lípido en etanol con dos volúmenes de soluciones de ARN y un volumen de 

agua. El lípido en etanol se mezcla a través de una mezcla cruzada con los dos volúmenes de 

solución de ARN. Una cuarta corriente de agua se mezcla con la corriente de salida del cruce a 5 

través de un punto de salida en línea. (Véase el documento WO2016010840 Figura 2) Las LNPs se 

mantuvieron durante 1 hora a temperatura ambiente y se diluyeron adicionalmente con agua 

(aproximadamente 1:1 v/v). Las LNPs diluidas se concentraron mediante el uso de filtración de 

flujo tangencial en un cartucho de lámina plana (Sartorius, 100 kD MWCO) y luego se intercambió 

el amortiguador por diafiltración en Tris 50 mM, NaCl 45 mM, sacarosa al 5 % (p/v), pH 7.5 10 

(TSS). Alternativamente, el intercambio final del amortiguador en TSS se completó con columnas 

de desalación PD-10 (GE). Si es necesario, las formulaciones se concentraron por centrifugación 

con filtros centrífugos Amicon 100 kDa (Millipore). La mezcla resultante se filtró luego mediante 

el uso de un filtro estéril de 0.2 µm. La LNP final se almacenó a 4 °C o -80 °C hasta su uso 

posterior.  15 

Analítica de formulación 

La dispersión dinámica de la luz (“DLS”) se usa para caracterizar el índice de polidispersidad 

(“pdi”) y el tamaño de las LNPs de la presente descripción. La DLS mide la dispersión de la luz 

que resulta de someter una muestra a una fuente de luz. El PDI, según lo determinado a partir de 

mediciones de la DLS, representa la distribución del tamaño de partícula (alrededor del tamaño 20 

medio de partícula) en una población, con una población perfectamente uniforme que tiene un PDI 

de cero. El tamaño medio de las partículas y la polidispersidad se miden mediante dispersión 

dinámica de la luz (DLS) mediante el uso de un instrumento Malvern Zetasizer DLS. Las muestras 

de LNP se diluyeron 30X en PBS antes de ser medidas por DLS. Se informó el diámetro promedio 

Z, que es una medida basada en la intensidad del tamaño medio de partícula junto con el diámetro 25 

promedio numérico y el pdi. Un instrumento Malvern Zetasizer también se usa para medir el 

potencial zeta de la LNP. Las muestras se diluyen 1:17 (50ul en 800ul) en PBS 0.1X, pH 7.4 antes 

de la medición.  

Se usa un ensayo basado en fluorescencia (Ribogreen®, ThermoFisher Scientific) para determinar 

la concentración total del ARN y el ARN libre. La eficiencia de encapsulación se calcula como 30 

(ARN total - ARN libre)/ARN total. Las muestras de LNP se diluyen apropiadamente con 

amortiguador TE 1x, que contiene Triton-X 100 al 0.2 % para determinar el ARN total, o 
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amortiguador TE 1x para determinar el ARN libre. Las curvas estándar se preparan mediante el 

uso de la solución de ARN de partida usada para hacer las formulaciones y se diluyen en 

amortiguador TE 1x Triton-X 100 al +/- 0.2 %. Luego se añade colorante RiboGreen® diluido (de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante) a cada uno de los estándares y muestras y se deja 

incubar durante aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente, en ausencia de luz. Se usa 5 

un lector de microplacas SpectraMax M5 (Molecular Devices) para leer las muestras con 

longitudes de onda de excitación, nivel de corte automático y emisión configuradas a 488 nm, 515 

nm y 525 nm respectivamente. El ARN total y el ARN libre se determinan a partir de las curvas 

estándar apropiadas.  

La eficiencia de encapsulación se calcula como (ARN total - ARN libre)/ARN total. Puede usarse 10 

el mismo procedimiento para determinar la eficiencia de encapsulación de un componente de carga 

basado en ADN. Para el ADN monocatenario, puede usarse Oligreen Dye, y para el ADN 

bicatenario, Picogreen Dye. 

Típicamente, cuando se preparan las LNPs, la encapsulación fue >80 %, el tamaño de partícula fue 

<120 nm y el pdi fue <0.2. 15 

Suministro de LNP in vivo 

A menos que se indique lo contrario, en cada estudio se usaron ratones hembra CD-1, de 6-10 

semanas de edad. Los animales se pesaron y se agruparon de acuerdo con el peso corporal para 

preparar soluciones de dosificación basadas en el peso promedio del grupo. Las LNPs se 

dosificaron a través de la vena lateral de la cola en un volumen de 0.2 ml por animal 20 

(aproximadamente 10 ml por kilogramo de peso corporal). Los animales se observaron 

aproximadamente 6 horas después de la dosis para detectar efectos adversos. El peso corporal se 

midió a las veinticuatro horas después de la administración, y los animales se sacrificaron en varios 

momentos por desangrado mediante punción cardíaca bajo anestesia con isoflourano. Se recogió 

sangre en tubos separadores de suero o en tubos que contienen citrato de sodio amortiguado para 25 

plasma como se describe en la presente descripción. Para los estudios que incluyeron la edición in 

vivo, se recolectó tejido hepático del lóbulo mediano o de tres lóbulos independientes (por 

ejemplo, el lóbulo medio derecho, medio izquierdo y lateral izquierdo) de cada animal para la 

extracción y análisis de ADN.  

Análisis de la transtiretina (TTR) por ELISA usado en los estudios con animales 30 

Se recogió sangre y se aisló el suero como se indica. Los niveles séricos totales de la TTR de ratón 

se determinaron mediante el uso de un kit Mouse Prealbumin (Transthyretin) ELISA (Aviva 
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Systems Biology, Cat. OKIA00111); los niveles séricos de la TTR en ratas se midieron mediante el 

uso de un kit ELISA específico para ratas (Aviva Systems Biology, número de catálogo 

OKIA00159); los niveles séricos de la TTR humana se midieron mediante el uso de un kit ELISA 

específico para humanos (Aviva Systems Biology, número de catálogo OKIA00081); cada uno de 

acuerdo con el protocolo de fabricación. Brevemente, los sueros se diluyeron en serie con el 5 

diluyente de muestra del kit hasta una dilución final de 10,000 veces o 5,000 veces cuando se 

midió la TTR humana en suero de ratón. Se añadieron 100 ul de la curva estándar preparada o las 

muestras de suero diluido a la placa ELISA, se incubaron durante 30 minutos a temperatura 

ambiente y luego se lavaron 3 veces con el amortiguador de lavado proporcionado. Luego se 

añadieron 100 µl del anticuerpo de detección a cada pocillo y se incubaron durante 20 minutos a 10 

temperatura ambiente seguido de 3 lavados. Se añaden 100 μl de sustrato y luego se incuban 

durante 10 minutos a temperatura ambiente antes de la adición de 100 μl de solución de parada. La 

absorbancia de los contenidos se midió en el lector de placas Spectramax M5 con análisis mediante 

el uso del programa SoftmaxPro versión 7.0. Los niveles de la TTR en suero se cuantificaron a 

partir de la curva estándar mediante el uso de un ajuste logístico de 4 parámetros y se expresaron 15 

como ug/ml de suero o el porcentaje de disminución relativo a los animales de control (tratados 

con vehículo). 

Aislamiento de ADN genómico 

Las células transfectadas se cultivaron después de la transfección a las 24, 48 o 72 horas. El ADN 

genómico se extrajo de cada pocillo de una placa de 96 pocillos mediante el uso de 50 µl/pocillo de 20 

una solución de extracción de ADN BuccalAmp (Epicentre, Cat. QE09050) según el protocolo del 

fabricante. Todas las muestras de ADN se sometieron a PCR y análisis NGS posteriores, como se 

describe en la presente descripción. 

Análisis de secuenciación de próxima generación (“NGS”) 

Para determinar cuantitativamente la eficiencia de la edición en la ubicación diana en el genoma, 25 

se usó la secuenciación para identificar la presencia de inserciones y deleciones introducidas por la 

edición génica. 

Los cebadores se diseñaron alrededor del sitio diana dentro del gen de interés (por ejemplo, TTR), 

y se amplificó el área genómica de interés.  

Se realizó una PCR adicional según los protocolos del fabricante (Illumina) para añadir el químico 30 

para la secuenciación. Los amplicones se secuenciaron en un instrumento Illumina MiSeq. Las 

lecturas se alinearon con un genoma de referencia (por ejemplo, el genoma de referencia humano 
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(hg38), el genoma de referencia de cynomologus (mf5), el genoma de referencia de rata (rn6) o el 

genoma de referencia de ratón (mm10)) después de eliminar los que tuvieron puntuaciones de baja 

calidad. Los archivos resultantes que contienen las lecturas se asignaron al genoma de referencia 

(archivos BAM), donde se seleccionaron las lecturas que se superponían a la región diana de 

interés y se calculó el número de lecturas de tipo salvaje frente al número de lecturas que contienen 5 

una inserción, sustitución o deleción. 

El porcentaje de edición (por ejemplo, la “eficiencia de edición” o “porcentaje de edición” o 

“frecuencia de indel”) se define como el número total de lecturas de secuencia con 

inserciones/deleciones (“indeles”) o sustituciones sobre el número total de lecturas de secuencia, 

incluido el tipo salvaje. 10 

Análisis por electrotransferencia de la proteína transtiretina secretada (“TTR”) 

Los niveles secretados de la proteína TTR en el medio se determinaron mediante el uso de los 

métodos de electrotransferencia. Las células HepG2 se transfectaron como se describió 

previamente con los guías seleccionados de la Tabla 1. Se realizaron cambios en el medio cada 3 

días después de la transfección. Seis días después de la transfección, se retiró el medio y las células 15 

se lavaron una vez con medio que no contenía suero fetal bovino (FBS). Se añadió medio sin suero 

a las células y se incubó a 37 °C. Después de 4 horas, el medio se retiró y se centrifugó para 

sedimentar cualquier residuo; el número de células para cada pocillo se estimó en base a los 

valores obtenidos de un ensayo CTG en las células restantes y la comparación con el promedio de 

la placa. Después de la centrifugación, el medio se transfirió a una nueva placa y se almacenó a -20 20 

°C. Se realizó una precipitación con acetona del medio para precipitar cualquier proteína que ha 

sido secretada en el medio. Se añadieron cuatro volúmenes de acetona helada a un volumen de 

medio. La solución se mezcló bien y se mantuvo a -20 °C durante 90 minutos. La mezcla de 

acetona:medio se centrifugó a 15,000xg y 4 °C durante 15 minutos. El sobrenadante se desechó y 

el sedimento retenido se secó al aire para eliminar cualquier acetona residual. El sedimento se 25 

resuspendió en 15 µl de amortiguador RIPA (Boston Bio Products, Cat. BP-115) más una mezcla 

de inhibidor de proteasa recién añadido que consiste en un cóctel completo de inhibidor de 

proteasa (Sigma, Cat. 11697498001) y DTT 1 mM. Los lisados se mezclaron con amortiguador 

Laemmli y se desnaturalizaron a 95 °C durante 10 minutos. Se realizaron las electrotransferencias 

mediante el uso del sistema NuPage en geles Bis-Tris al 12 % (ThermoFisher), según el protocolo 30 

del fabricante, seguido de transferencia húmeda sobre membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm (Bio-

Rad, Cat. 1620115). Las transferencias se bloquearon mediante el uso de leche seca al 5 % en TBS 
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durante 30 minutos en un balancín de laboratorio a temperatura ambiente. Las transferencias se 

enjuagaron con TBST y se sondearon con anticuerpo monoclonal α-TTR de conejo (Abcam, Cat. 

Ab75815) a 1:1,000 en TBST. La alfa-1 antitripsina se usó como control de carga (Sigma, Cat. 

HPA001292) a 1:1,000 en TBST y se incubó simultáneamente con el anticuerpo primario TTR. 

Las transferencias se sellaron en una bolsa y se mantuvieron durante la noche a 4 °C en un 5 

balancín de laboratorio. Después de la incubación, las manchas se enjuagaron 3 veces durante 5 

minutos cada una en TBST y se sondearon con anticuerpos secundarios a conejo (ThermoFisher, 

Cat. PISA535571) a 1:25,000 en TBST durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de la 

incubación, las manchas se enjuagaron 3 veces durante 5 minutos cada una en TBST y 2 veces con 

PBS. Las transferencias se visualizaron y analizaron mediante el uso de un sistema Licor Odyssey. 10 

Análisis de la TTR intracelular por electrotransferencia 

La línea celular de carcinoma hepatocelular, HUH7, se transfectó como se describió previamente 

con los guías seleccionados de la Tabla 1. Seis días después de la transfección, se retiró el medio y 

se lisaron las células con 50 µl/pocillo de amortiguador RIPA (Boston Bio Products, Cat. BP-115) 

más una mezcla de inhibidor de proteasa recién añadido que consiste en un cóctel completo de 15 

inhibidor de proteasa (Sigma, Cat. 11697498001), DTT 1 mM y benzonasa 250 U/ml (EMD 

Millipore, Cat. 71206-3). Las células se mantuvieron en hielo durante 30 minutos, momento en el 

que se añadió NaCl (concentración final 1 M). Los lisados celulares se mezclaron completamente y 

se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. Los extractos de células completas (“WCE”) se 

transfirieron a una placa de PCR y se centrifugaron a restos de sedimentos. Se usó un ensayo de 20 

Bradford (Bio-Rad, Cat. 500-0001) para evaluar el contenido de proteína de los lisados. El 

procedimiento de ensayo de Bradford se completó según el protocolo del fabricante. Los extractos 

se almacenaron a menos 20 °C antes de su uso. Se realizaron las electrotransferencias para evaluar 

los niveles de la proteína TTR intracelular. Los lisados se mezclaron con amortiguador Laemmli y 

se desnaturalizaron a 95 °C durante 10 minutos. Se realizaron las electrotransferencias mediante el 25 

uso del sistema NuPage en geles Bis-Tris al 12 % (ThermoFisher), según el protocolo del 

fabricante, seguido de transferencia húmeda sobre membrana de nitrocelulosa de 0.45 µm (Bio-

Rad, Cat. 1620115). Después de la transferencia, las membranas se enjuagaron completamente con 

agua y se tiñeron con solución Ponceau S (Boston Bio Products, Cat. ST-180) para confirmar la 

transferencia completa. Las transferencias se bloquearon mediante el uso de leche seca al 5 % en 30 

TBS durante 30 minutos en un balancín de laboratorio a temperatura ambiente. Las transferencias 

se enjuagaron con TBST y se sondearon con anticuerpo monoclonal α-TTR de conejo (Abcam, 
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Cat. Ab75815) a 1:1,000 en TBST. La β-actina se usó como control de carga (ThermoFisher, Cat. 

AM4302) a 1:2500 en TBST y se incubó simultáneamente con el anticuerpo primario de TTR. Las 

transferencias se sellaron en una bolsa y se mantuvieron durante la noche a 4 °C en un balancín de 

laboratorio. Después de la incubación, las transferencias se enjuagaron 3 veces durante 5 minutos 

cada una en TBST y se sondearon con anticuerpos secundarios contra ratón y conejo 5 

(ThermoFisher, Cat. PI35518 y PISA535571) a 1:25,000 cada una en TBST durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Después de la incubación, las manchas se enjuagaron 3 veces durante 5 

minutos cada una en TBST y 2 veces con PBS. Las transferencias se visualizaron y analizaron 

mediante el uso de un sistema Licor Odyssey. 

Ejemplo 2. Selección de secuencias de ARNdg 10 

Selección cruzada de ARNdg de TTR en múltiples tipos de células 

Los guías en formato ARNdg dirigidos a TTR humana y las secuencias coincidentes de 

cynomologus se suministraron a las líneas celulares HEK293_Cas9, HUH7 y HepG2, así como a 

los hepatocitos primarios humanos y a los hepatocitos primarios de mono cynomolgus como se 

describe en el Ejemplo 1. El porcentaje de edición se determinó para los ARNcr que comprenden 15 

cada secuencia de guía a través de cada tipo de célula y las secuencias de guía se ordenaron según 

el % de edición más alto. Los datos de selección para las secuencias de guía en la Tabla 1 en las 

cinco líneas celulares se enumeran a continuación (Tabla 4 a 11). 

La Tabla 4 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) y 

% de deleción (Del) para los ARNcr de TTR en la línea celular de adenocarcinoma de riñón 20 

humano, HEK293_Cas9, que sobreexpresa constitutivamente la proteína Cas9 Spy. 

 

 

Tabla 4: Datos de la edición de TTR en células Hek_Cas9 transfectadas con ARNdg 

ID DE GUÍA Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

CR003335 26.59 4.73 4.73 0.65 21.87 4.09 

CR003336 29.09 4.57 3.31 0.24 25.78 4.32 

CR003337 42.72 1.72 5.24 1.62 37.48 0.70 

CR003338 52.42 3.28 4.76 0.03 47.66 3.30 



141 

CR003339 56.37 4.13 49.39 3.23 6.98 0.91 

CR003340 42.38 8.43 27.88 4.31 14.50 4.13 

CR003341 20.04 5.26 6.73 1.86 13.31 3.41 

CR003342 36.57 5.80 1.19 0.22 35.38 5.59 

CR003343 24.36 1.51 4.82 0.43 19.53 1.39 

CR003344 33.87 2.93 4.32 0.58 29.54 2.37 

CR003345 35.02 7.05 19.00 3.58 16.01 3.48 

CR003346 48.33 5.81 33.03 3.12 15.30 2.72 

CR003347 21.45 5.57 0.95 0.33 20.50 5.26 

CR003348 35.53 5.81 22.32 3.79 13.21 2.03 

CR003349 13.19 4.46 8.03 2.81 5.16 1.66 

CR003350 22.31 4.25 5.54 0.74 16.77 3.51 

CR003351 49.67 3.77 28.42 1.69 21.24 2.22 

CR003352 27.90 7.55 4.91 1.35 22.99 6.26 

CR003353 25.03 5.16 3.71 0.75 21.32 4.42 

CR003354 18.46 2.02 2.56 0.21 15.90 1.89 

CR003355 30.60 2.53 6.99 0.80 23.61 1.75 

CR003356 32.21 4.71 10.03 1.39 22.19 3.36 

CR003357 43.23 6.71 5.38 0.87 37.85 5.88 

CR003358 5.44 0.86 1.29 0.16 4.14 0.84 

CR003359 37.75 7.50 18.35 3.73 19.40 3.78 

CR003360 22.68 3.16 2.70 0.56 19.98 2.60 

CR003361 34.45 8.97 8.66 1.66 25.78 7.32 

CR003362 9.90 2.66 1.48 0.33 8.41 2.33 

CR003363 31.03 10.74 14.77 4.21 16.26 6.54 

CR003364 35.65 7.90 19.17 4.24 16.48 3.76 

CR003365 36.43 6.20 11.83 1.88 24.61 4.45 

CR003366 47.36 6.59 10.10 1.28 37.26 5.32 

CR003367 47.11 15.43 28.44 9.11 18.67 6.33 

CR003368 40.35 10.13 3.73 0.96 36.61 9.17 

CR003369 33.10 7.26 9.06 1.12 24.04 6.16 

CR003370 34.22 5.69 4.49 0.67 29.73 5.06 
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CR003371 25.60 8.33 3.84 1.41 21.76 6.92 

CR003372 15.24 7.92 3.25 1.61 11.99 6.31 

CR003373 13.55 2.40 1.31 0.21 12.25 2.19 

CR003374 10.91 0.88 0.81 0.10 10.10 0.81 

CR003375 11.63 3.18 0.78 0.17 10.85 3.05 

CR003376 28.16 4.49 1.35 0.18 26.81 4.52 

CR003377 24.70 4.44 2.71 0.54 21.99 3.91 

CR003378 20.97 2.67 4.49 0.49 16.48 2.18 

CR003379 26.32 2.91 5.34 0.61 20.98 2.30 

CR003380 47.64 5.74 3.64 0.24 44.00 5.52 

CR003381 22.04 5.74 3.82 1.26 18.23 4.64 

CR003382 29.95 3.13 4.46 0.45 25.49 2.73 

CR003383 40.47 0.64 25.12 0.45 15.35 0.66 

CR003384 17.45 1.32 1.45 0.23 16.00 1.42 

CR003385 26.19 5.62 7.36 1.57 18.82 4.06 

CR003386 33.12 10.65 2.94 0.63 30.18 10.03 

CR003387 24.68 5.93 7.75 1.99 16.92 3.94 

CR003388 19.23 4.41 1.41 0.39 17.82 4.07 

CR003389 34.18 5.09 10.30 2.12 23.87 3.02 

CR003390 28.02 3.77 4.31 0.25 23.71 3.61 

CR003391 44.81 4.67 0.61 0.07 44.19 4.63 

CR003392 21.67 7.52 0.85 0.26 20.82 7.27 

La Tabla 5 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) y 

% de deleción (Del) para los ARNcr de TTR de prueba cotransfectados con ARNm de Cas9 Spy 

(SEQ ID NO: 2) en la línea celular de carcinoma hepatocelular humano HUH7. 

Tabla 5: Datos de la edición de TTR en células HUH7 transfectadas con ARNdg y ARNm de 

Cas9 Spy 5 

ID DE 

GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

CR003335 31.95 4.50 4.62 0.83 27.57 4.08 
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CR003336 30.05 4.25 4.14 1.07 26.56 3.55 

CR003337 55.72 3.12 8.34 0.93 48.95 2.24 

CR003338 75.64 2.03 10.22 1.42 67.06 2.79 

CR003339 79.97 4.73 60.55 3.94 20.13 1.02 

CR003340 46.93 7.12 33.33 6.01 14.23 1.65 

CR003341 20.58 5.98 7.78 1.64 13.20 4.44 

CR003342 45.14 7.16 1.23 0.91 44.66 7.68 

CR003343 76.13 7.04 9.58 3.49 66.97 6.10 

CR003344 64.02 3.33 10.76 1.35 54.40 2.71 

CR003345 72.43 2.17 41.33 0.96 32.18 1.37 

CR003346 18.07 1.02 13.17 1.39 6.97 3.06 

CR003347 32.16 5.50 1.64 0.42 30.79 5.11 

CR003348 57.14 10.98 36.08 6.97 22.71 4.42 

CR003349 14.14 4.99 9.73 3.26 4.82 1.91 

CR003350 52.91 7.61 13.43 2.00 41.64 6.03 

CR003351 63.51 4.61 36.87 2.49 27.49 2.14 

CR003352 39.68 9.53 7.62 7.42 32.79 7.37 

CR003353 69.18 4.59 7.73 2.46 62.87 3.13 

CR003354 12.27 3.38 1.25 0.40 11.46 3.23 

CR003355 38.83 5.31 9.40 1.81 30.31 3.56 

CR003356 49.63 5.55 18.98 2.67 31.31 3.04 

CR003357 36.31 5.72 6.37 1.17 30.82 4.68 

CR003358 36.50 6.17 10.53 1.56 26.60 4.49 

CR003359 66.75 5.84 21.73 2.30 45.97 3.93 

CR003360 58.62 8.73 5.01 0.60 55.13 8.19 

CR003361 28.68 6.52 6.84 1.26 22.44 5.31 

CR003362 26.43 0.83 3.43 0.32 23.76 0.85 

CR003363 41.01 7.16 17.83 3.32 23.78 3.97 

CR003364 47.13 10.61 24.68 5.15 23.03 5.74 

CR003365 60.68 5.25 17.77 1.57 43.82 3.73 

CR003366 69.98 8.84 20.77 3.10 50.32 5.69 

CR003367 66.29 4.48 33.62 4.14 33.48 0.51 
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CR003368 31.57 11.73 3.08 0.92 29.69 11.32 

CR003369 24.19 6.89 7.12 2.27 17.38 4.76 

CR003370 39.16 11.59 4.83 1.79 35.55 10.35 

CR003371 40.47 7.68 6.07 0.89 35.65 7.01 

CR003372 21.52 6.02 4.89 1.66 17.25 4.58 

CR003373 27.29 4.45 3.31 0.66 25.12 4.12 

CR003374 3.10 0.68 0.45 0.24 2.87 0.54 

CR003375 2.38 0.22 0.26 0.14 2.25 0.12 

CR003376 19.42 5.60 1.37 0.45 18.55 5.28 

CR003377 34.93 5.47 5.59 0.88 29.89 4.71 

CR003378 40.73 4.63 9.73 1.85 32.27 2.91 

CR003379 19.18 5.17 3.38 0.77 16.48 4.32 

CR003380 31.76 5.81 3.29 0.57 29.29 5.42 

CR003381 99.70 0.17 1.92 0.20 99.70 0.17 

CR003382 34.47 5.71 0.14 0.16 34.47 5.71 

CR003383 42.89 10.14 2.14 0.56 41.19 9.67 

CR003384 17.03 1.95 0.84 0.30 16.29 1.84 

CR003386 69.40 19.41 0.53 0.23 69.34 19.32 

CR003387 25.64 3.69 0.23 0.07 25.55 3.62 

CR003388 59.48 4.29 3.88 0.68 56.45 4.45 

CR003389 62.32 1.97 13.19 1.18 50.90 1.02 

CR003390 18.97 4.82 3.31 0.91 16.49 3.98 

CR003391 61.31 13.21 2.10 0.51 59.70 12.76 

CR003392 28.37 8.58 1.93 0.73 26.98 7.94 

 

La Tabla 6 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) y 

% de deleción (Del) para los ARNcr de control y de TTR de prueba cotransfectados con el ARNm 

de Cas9 Spy (SEQ ID NO: 2) en la línea celular del carcinoma hepatocelular humano, HepG2. 

Tabla 6: Datos de la edición de TTR en células HepG2 transfectadas con ARNdg y ARNm de 5 

Cas9 Spy 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Desviación 

estándar 

Promedio 

% de 

Desviación 

estándar 

Promedio 

% de 

Desviación 

estándar 
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Edición % de 

Edición 

Inserción % de 

Inserción 

Deleción % de 

Deleción 

CR001261 

(control) 49.16 7.45 16.46 3.46 32.71 4.06 

CR001262 

(control) 63.33 5.66 59.88 4.92 3.45 0.86 

CR001263 

(control) 39.19 6.98 37.59 8.01 1.60 1.92 

CR001264 

(control) 57.09 12.14 47.47 9.25 9.61 2.89 

CR003335 37.19 2.12 32.96 1.67 4.23 0.59 

CR003336 31.31 5.47 30.48 5.10 0.83 0.75 

CR003337 61.93 2.68 59.28 2.11 2.65 1.39 

CR003338 68.00 6.09 65.40 6.78 2.60 1.17 

CR003339 68.21 7.67 12.37 1.47 55.84 6.31 

CR003340 37.76 6.01 6.12 1.95 31.65 4.07 

CR003341 15.60 5.49 9.94 3.38 5.66 2.13 

CR003342 11.06 6.71 10.78 6.69 0.28 0.03 

CR003343 45.41 15.20 40.05 10.79 5.36 5.20 

CR003344 33.43 6.11 29.81 5.09 3.62 1.13 

CR003345 10.58 9.25 6.12 5.38 4.45 3.87 

CR003346 0.13 0.05 0.07 0.02 0.05 0.03 

CR003347 22.57 10.94 21.08 11.19 1.49 0.90 

CR003348 38.44 10.45 17.04 5.04 21.40 5.89 

CR003349 8.36 2.19 4.46 1.75 3.91 0.76 

CR003350 29.60 5.17 25.16 4.56 4.44 0.67 

CR003351 57.54 5.67 31.98 2.63 25.57 3.08 

CR003352 44.28 8.71 39.51 7.10 4.77 1.79 

CR003353 60.40 11.37 56.71 9.95 3.68 1.45 

CR003354 5.36 3.94 4.84 3.41 0.53 0.71 

CR003355 15.80 5.38 12.36 4.23 3.44 1.16 

CR003356 9.39 1.82 5.67 1.03 3.72 0.92 
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CR003357 45.83 10.66 42.37 8.47 3.46 2.28 

CR003358 35.93 7.34 28.66 7.76 7.27 1.77 

CR003359 64.44 14.90 48.79 14.32 15.65 1.94 

CR003360 41.31 12.23 38.94 10.60 2.38 1.78 

CR003361 14.05 4.79 11.47 4.35 2.58 0.43 

CR003362 17.44 4.34 16.50 4.86 0.94 0.52 

CR003363 42.65 9.90 28.58 6.95 14.07 3.01 

CR003364 51.88 7.67 31.03 2.67 20.85 5.03 

CR003365 46.88 15.78 35.77 13.49 11.11 2.30 

CR003366 54.69 9.10 46.20 8.98 8.49 1.11 

CR003367 45.55 8.19 24.28 6.57 21.27 1.62 

CR003368 51.55 8.60 48.34 9.87 3.22 1.36 

CR003369 22.62 4.01 17.11 4.47 5.51 2.52 

CR003370 28.51 6.94 24.88 6.17 3.62 1.45 

CR003371 15.91 4.17 14.07 4.02 1.84 0.22 

CR003372 14.57 2.47 12.14 2.08 2.42 0.40 

CR003373 17.69 8.41 15.92 6.44 1.77 1.97 

CR003374 5.43 0.53 5.12 0.62 0.31 0.36 

CR003375 2.06 0.04 1.96 0.06 0.10 0.03 

CR003376 14.41 3.01 14.16 2.93 0.24 0.10 

CR003377 16.30 2.85 15.29 2.59 1.02 0.59 

CR003378 8.16 3.83 6.82 3.43 1.34 0.61 

CR003379 19.74 4.24 17.70 4.30 2.04 0.33 

CR003380 17.08 2.48 14.78 1.18 2.30 1.36 

CR003381 6.81 3.48 6.18 3.82 0.63 0.44 

CR003382 1.73 0.14 1.58 0.12 0.15 0.03 

CR003383 6.35 1.67 6.19 1.68 0.16 0.04 

CR003384 3.37 0.88 3.12 0.94 0.25 0.09 

CR003385 53.94 9.41 46.32 10.66 7.62 1.29 

CR003386 2.71 0.76 2.15 0.77 0.56 0.53 

CR003387 1.39 0.15 1.27 0.17 0.12 0.02 

CR003388 9.33 4.47 7.76 4.56 1.56 0.10 
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CR003389 31.84 6.09 27.27 5.96 4.57 1.21 

CR003390 24.88 4.96 22.44 3.41 2.44 2.25 

CR003391 48.78 14.41 48.28 14.44 0.50 0.52 

CR003392 14.64 5.25 14.32 4.95 0.33 0.36 

CR005298 42.65 10.94 21.29 8.16 21.36 2.87 

CR005299 38.61 5.57 36.32 3.99 2.30 2.11 

CR005300 64.34 9.55 53.20 6.59 11.15 3.33 

CR005301 37.04 5.32 33.39 3.85 3.65 1.89 

CR005302 33.21 2.19 30.93 2.43 2.29 0.24 

CR005303 21.63 6.05 20.55 5.80 1.08 0.25 

CR005304 62.82 3.28 8.07 1.22 54.75 4.27 

CR005305 13.51 3.58 12.30 3.49 1.21 0.84 

CR005306 24.07 5.24 21.20 5.03 2.87 1.10 

CR005307 22.03 3.86 7.70 1.35 14.33 4.15 

 

La Tabla 7 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) y 

% de deleción (Del) para los ARNdg de TTR de prueba electroporados con la proteína Cas9 Spy 

(RNP) en hepatocitos primarios humanos. 

 5 

 

 

Tabla 7: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios humanos electroporados con la 

proteína Cas9 Spy cargada con ARNdg 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

CR003335 72.20 4.53 69.70 4.36 2.50 0.30 

CR003336 39.17 3.04 38.43 3.20 0.70 0.17 

CR003337 54.27 2.70 53.23 3.05 1.30 0.26 

CR003338 83.03 4.84 80.87 4.63 2.13 0.25 

CR003339 43.00 2.66 8.93 1.86 34.07 1.72 
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CR003340 12.03 1.55 5.60 1.32 6.50 0.53 

CR003341 11.43 0.71 7.03 0.50 4.40 1.21 

CR003342 32.77 3.63 31.87 3.28 0.90 0.35 

CR003343 77.10 2.21 75.63 2.01 1.50 0.36 

CR003344 39.40 3.86 33.30 2.52 6.10 1.31 

CR003345 48.07 6.24 34.53 2.95 13.57 3.74 

CR003346 35.67 1.80 20.83 1.65 14.83 1.66 

CR003347 82.30 5.93 81.97 5.98 0.43 0.15 

CR003348 28.53 1.79 11.30 2.46 17.27 0.86 

CR003349 4.10 0.17 2.33 0.46 1.87 0.25 

CR003350 28.13 3.50 22.40 2.41 5.73 1.22 

CR003351 51.77 5.11 30.83 3.32 20.97 2.43 

CR003352 29.83 4.18 25.63 3.67 4.30 0.56 

CR003353 84.83 4.68 82.23 4.05 2.63 0.74 

CR003354 2.50 0.36 2.43 0.32 0.03 0.06 

CR003355 12.53 1.54 10.60 2.36 1.97 1.17 

CR003356 9.97 2.68 7.80 2.01 2.23 0.85 

CR003357 36.23 4.02 35.47 4.11 0.77 0.61 

CR003358 5.70 1.42 4.93 1.36 0.80 0.26 

CR003359 63.77 7.07 56.33 5.81 7.50 1.35 

CR003360 32.23 3.09 31.67 2.97 0.63 0.31 

CR003361 4.10 0.36 3.73 0.42 0.37 0.06 

CR003362 7.03 1.30 6.87 1.20 0.20 0.20 

CR003363 9.43 8.22 7.80 6.86 1.63 1.44 

CR003364 23.30 5.20 16.93 4.96 6.53 0.55 

CR003365 42.37 3.88 35.57 1.88 6.83 2.00 

CR003366 34.70 3.26 31.63 2.98 3.10 1.15 

CR003367 39.20 5.31 22.93 4.14 16.37 1.46 

CR003368 28.47 3.29 27.63 2.90 0.80 0.66 

CR003369 3.67 1.16 3.30 1.06 0.40 0.20 

CR003370 15.27 1.75 14.43 1.72 0.90 0.20 

CR003371 16.20 2.13 14.47 2.37 1.87 0.81 
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CR003372 12.17 2.69 10.47 2.63 1.77 0.12 

CR003373 0.87 0.21 0.83 0.25 0.07 0.12 

CR003374 0.80 0.17 0.70 0.26 0.10 0.10 

CR003375 1.33 1.10 1.27 1.08 0.07 0.06 

CR003376 1.90 1.06 1.87 1.00 0.03 0.06 

CR003377 10.23 1.53 10.13 1.51 0.10 0.10 

CR003378 4.60 1.92 3.87 1.19 0.73 0.67 

CR003379 6.57 1.00 6.30 0.70 0.27 0.31 

CR003380 5.37 2.57 5.27 2.54 0.10 0.10 

CR003381 6.20 2.74 5.83 2.61 0.50 0.10 

CR003382 8.40 2.07 8.10 1.87 0.43 0.21 

CR003383 8.57 0.75 3.37 0.67 5.27 0.46 

CR003384 1.87 0.67 1.73 0.57 0.23 0.12 

CR003385 40.87 6.86 38.43 6.41 2.53 0.45 

CR003386 4.90 1.20 4.47 1.14 0.47 0.25 

CR003387 1.87 0.25 1.70 0.26 0.20 0.10 

CR003388 5.70 0.40 5.47 0.40 0.27 0.12 

CR003389 27.67 2.76 27.20 2.88 0.50 0.36 

CR003390 15.97 3.86 15.80 3.99 0.23 0.15 

CR003391 29.77 3.85 29.57 3.85 0.27 0.06 

CR003392 4.13 1.21 4.00 1.15 0.17 0.06 

CR005298 39.90 2.92 22.37 3.04 17.57 0.42 

CR005299 8.65 0.78 8.30 0.99 0.35 0.21 

CR005300 57.47 1.69 53.47 1.86 4.10 0.92 

CR005301 25.37 1.65 24.00 2.26 1.60 0.82 

CR005302 61.10 5.20 60.10 4.77 1.00 0.46 

CR005303 53.57 8.52 53.07 8.36 0.53 0.47 

CR005304 67.00 5.80 5.53 1.37 61.63 6.98 

CR005305 3.83 0.78 3.53 0.61 0.40 0.17 

CR005306 9.43 1.63 8.07 2.17 1.37 0.72 

CR005307 8.17 1.20 5.20 0.87 3.00 0.82 
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La Tabla 8 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) y 

% de deleción (Del) para los ARNdg de control y de TTR de prueba transfectados con la proteína 

Cas9 Spy (RNP) en hepatocitos primarios humanos. 

Tabla 8: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios humanos transfectados con 

Cas9 Spy cargados con ARNdg 5 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

CR001261 32.51 1.00 12.50 0.47 20.01 0.59 

CR001262 50.09 1.48 45.25 1.69 4.83 0.31 

CR001263 15.25 2.41 14.83 2.37 0.42 0.10 

CR001264 45.30 3.48 23.87 2.09 21.43 1.68 

CR003335 51.14 4.27 49.51 4.04 1.63 0.25 

CR003336 30.70 2.41 30.11 2.48 0.58 0.11 

CR003337 49.43 4.75 47.54 4.49 1.88 0.47 

CR003338 61.34 3.55 59.13 3.44 2.22 0.11 

CR003339 45.06 9.83 8.85 1.65 36.21 8.34 

CR003340 10.44 2.44 5.94 1.34 4.50 1.16 

CR003341 19.66 3.67 14.64 3.31 5.02 0.37 

CR003342 20.66 2.55 19.85 2.54 0.81 0.15 

CR003343 43.25 4.47 41.61 4.26 1.63 0.33 

CR003344 35.45 13.12 30.97 11.72 4.48 1.51 

CR003345 28.90 6.33 21.00 5.23 7.91 1.81 

CR003346 4.11 1.36 2.27 0.53 1.84 0.85 

CR003347 66.35 4.48 66.11 4.51 0.24 0.08 

CR003348 23.18 2.16 13.74 1.17 9.44 0.99 

CR003349 10.83 1.57 9.00 1.41 1.83 0.32 

CR003350 24.84 2.74 19.77 1.91 5.07 0.89 

CR003351 40.28 1.31 23.92 0.70 16.36 0.78 

CR003352 30.48 1.93 27.27 2.31 3.21 0.38 
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CR003353 61.54 4.13 59.38 4.04 2.16 0.11 

CR003354 10.31 1.47 10.07 1.50 0.23 0.11 

CR003355 19.11 0.92 17.69 0.79 1.42 0.44 

CR003356 7.53 1.78 6.24 1.51 1.29 0.32 

CR003357 49.35 2.53 48.45 2.54 0.90 0.13 

CR003358 31.62 5.97 25.95 5.03 5.67 1.04 

CR003359 59.47 6.05 50.96 5.69 8.51 0.54 

CR003360 31.47 4.12 30.27 4.21 1.19 0.22 

CR003361 13.08 1.48 12.52 1.45 0.56 0.18 

CR003362 11.65 1.24 11.10 1.06 0.56 0.36 

CR003363 27.65 2.84 21.47 2.39 6.18 0.61 

CR003364 35.29 3.50 23.93 2.63 11.36 1.16 

CR003365 47.78 3.67 40.24 3.12 7.54 0.72 

CR003366 42.74 3.41 37.95 2.88 4.79 0.60 

CR003367 31.19 4.60 16.06 2.66 15.13 1.94 

CR003368 34.83 5.05 33.83 5.09 1.00 0.10 

CR003369 12.98 0.26 11.67 0.21 1.31 0.11 

CR003370 20.06 1.79 18.80 1.65 1.26 0.28 

CR003371 18.80 2.73 17.23 2.34 1.57 0.43 

CR003372 17.56 2.26 15.74 2.16 1.81 0.10 

CR003373 3.64 0.29 3.44 0.30 0.19 0.07 

CR003374 2.65 0.33 2.52 0.33 0.14 0.02 

CR003375 5.04 0.66 4.93 0.66 0.11 0.01 

CR003376 5.00 1.10 4.86 1.10 0.14 0.03 

CR003377 12.77 2.00 12.45 1.84 0.31 0.18 

CR003378 8.66 1.90 8.24 1.74 0.42 0.19 

CR003379 16.86 2.62 16.51 2.62 0.34 0.08 

CR003380 8.17 1.42 7.71 1.47 0.46 0.10 

CR003381 7.15 0.73 6.88 0.67 0.27 0.07 

CR003382 2.44 0.06 2.28 0.05 0.15 0.03 

CR003383 4.76 0.40 4.52 0.42 0.24 0.09 
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CR003384 3.56 0.26 3.39 0.26 0.17 0.01 

CR003385 41.15 6.06 38.15 5.59 3.00 0.48 

CR003386 3.22 0.25 2.97 0.27 0.25 0.02 

CR003387 1.79 0.11 1.68 0.09 0.11 0.04 

CR003388 5.43 1.03 4.38 1.00 1.05 0.25 

CR003389 19.87 4.39 19.19 4.52 0.68 0.24 

CR003390 16.09 2.84 15.85 2.91 0.24 0.09 

CR003391 34.72 8.29 34.46 8.35 0.26 0.06 

CR003392 10.07 1.06 9.93 1.02 0.14 0.04 

CR005298 32.07 1.02 21.12 1.02 10.95 0.15 

CR005299 19.37 0.61 18.79 0.51 0.58 0.13 

CR005300 57.23 6.24 53.62 5.44 3.61 0.87 

CR005301 31.37 3.02 29.53 2.88 1.84 0.15 

CR005302 48.29 5.22 47.32 5.32 0.97 0.14 

CR005303 36.45 4.83 36.06 4.72 0.39 0.12 

CR005304 49.45 6.85 4.32 0.31 45.13 6.74 

CR005305 7.07 1.43 6.73 1.30 0.34 0.17 

CR005306 18.81 1.82 16.24 1.57 2.57 0.35 

CR005307 18.73 1.68 10.18 0.92 8.55 0.88 

 

La Tabla 9 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) y 

% de deleción (Del) para los ARNdg de control y de TTR de prueba cotransfectados con ARNm de 

Cas9 Spy (SEQ ID NO: 2) en hepatocitos primarios humanos. 

Tabla 9: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios humanos transfectados con 5 

ARNdg y ARNm de Cas9 Spy 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

CR001261 32.33 4.95 5.83 1.63 26.47 3.30 

CR001262 41.50 4.71 34.43 3.31 7.13 1.42 
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CR001263 10.23 3.61 9.40 3.20 0.90 0.44 

CR001264 42.80 0.50 11.90 1.32 30.90 1.80 

CR003335 36.43 2.98 33.03 2.31 3.40 0.70 

CR003336 16.93 3.78 16.20 3.41 0.80 0.44 

CR003337 19.30 1.57 18.10 1.44 1.23 0.15 

CR003338 36.30 9.55 33.73 9.27 2.73 0.49 

CR003339 36.43 1.21 2.27 0.15 34.23 1.31 

CR003340 24.97 2.78 1.83 0.23 23.17 2.66 

CR003341 15.83 1.38 6.80 0.53 9.07 0.81 

CR003342 22.10 1.27 20.60 0.57 1.50 0.71 

CR003343 55.03 0.38 52.40 0.53 2.60 0.44 

CR003344 31.50 1.30 22.40 1.31 9.20 0.10 

CR003345 50.65 2.90 32.30 1.56 18.45 1.20 

CR003346 19.97 1.94 5.63 0.55 14.33 1.72 

CR003347 41.47 3.59 41.33 3.63 0.17 0.06 

CR003348 18.00 0.87 2.30 0.66 15.80 0.61 

CR003349 2.57 0.81 0.90 0.35 1.70 0.46 

CR003350 26.63 4.25 16.33 2.45 10.33 1.75 

CR003351 26.50 1.61 10.20 0.92 16.37 0.97 

CR003352 16.80 5.03 11.73 3.86 5.07 1.14 

CR003353 53.73 6.01 49.50 5.82 4.43 0.75 

CR003354 2.97 0.95 2.87 0.85 0.13 0.12 

CR003355 12.07 2.61 10.47 2.08 1.63 0.59 

CR003356 7.27 0.72 4.70 0.53 2.67 0.21 

CR003357 25.93 4.55 25.30 4.22 0.63 0.35 

CR003358 3.90 0.79 2.73 0.45 1.17 0.51 

CR003359 32.93 4.34 25.67 3.25 7.33 1.24 

CR003360 14.90 4.85 14.13 4.66 0.90 0.52 

CR003361 3.53 0.60 2.73 0.55 0.87 0.15 

CR003362 6.60 1.47 6.17 1.45 0.47 0.21 

CR003363 16.70 1.08 11.80 0.79 4.93 0.60 

CR003364 15.63 2.45 6.73 0.81 8.93 1.70 
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CR003365 26.90 3.05 20.23 2.02 6.67 1.16 

CR003366 24.53 1.26 20.47 1.45 4.07 0.23 

CR003367 37.33 1.40 14.03 0.40 23.37 1.25 

CR003368 11.10 1.91 10.53 1.90 0.60 0.10 

CR003369 1.60 0.46 0.90 0.20 0.70 0.36 

CR003370 2.83 0.57 2.33 0.40 0.50 0.17 

CR003371 3.40 0.80 2.67 0.75 0.73 0.15 

CR003372 1.77 0.75 1.13 0.57 0.63 0.23 

CR003373 1.40 0.36 1.00 0.35 0.37 0.12 

CR003374 0.27 0.21 0.27 0.21 0.03 0.06 

CR003375 1.27 0.64 1.23 0.58 0.03 0.06 

CR003376 2.83 0.81 2.73 0.81 0.13 0.06 

CR003377 17.53 6.35 16.97 6.11 0.57 0.25 

CR003378 9.80 1.37 8.50 1.21 1.37 0.15 

CR003379 13.20 1.18 12.00 1.05 1.27 0.15 

CR003380 2.93 0.58 2.47 0.57 0.47 0.15 

CR003381 4.07 1.21 3.33 0.96 0.73 0.25 

CR003382 0.97 0.25 0.97 0.25 0.00 0.00 

CR003383 15.70 3.22 2.07 0.35 13.70 2.82 

CR003384 1.70 0.62 1.50 0.56 0.20 0.10 

CR003385 36.77 0.70 33.23 0.74 3.60 0.26 

CR003386 8.27 1.63 8.20 1.57 0.13 0.06 

CR003387 7.87 1.58 7.80 1.64 0.03 0.06 

CR003388 12.97 1.30 11.87 1.21 1.17 0.25 

CR003389 44.27 1.72 41.47 1.59 2.83 0.15 

CR003390 20.23 2.08 18.73 1.92 1.60 0.17 

CR003391 15.47 5.87 15.20 5.72 0.30 0.10 

CR003392 2.43 0.55 2.37 0.59 0.07 0.06 

CR005298 15.70 2.79 4.13 0.87 11.60 2.00 

CR005299 9.43 0.68 8.93 0.68 0.60 0.00 

CR005300 31.53 3.44 27.60 2.77 3.97 0.76 

CR005301 6.77 1.44 5.47 0.96 1.40 0.61 
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CR005302 34.80 7.17 33.67 7.01 1.13 0.21 

CR005303 35.50 5.90 35.00 5.81 0.50 0.10 

CR005304 45.27 4.71 0.83 0.15 44.47 4.57 

CR005305 7.53 1.06 5.93 1.10 1.60 0.10 

CR005306 9.97 0.38 7.13 0.23 2.87 0.12 

CR005307 12.90 2.43 3.67 0.61 9.30 1.80 

 

La Tabla 10 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) 

y % de deleción (Del) para los ARNdg de TTR de prueba electroporados con la proteína Cas9 Spy 

(RNP) en los hepatocitos primarios de cyno. 

Tabla 10: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios de cyno electroporados con 5 

proteína Cas9 Spy y ARNdg 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

CR003336 8.18 1.93 8.10 1.94 0.07 0.01 

CR003337 24.94 5.80 24.10 4.71 0.84 1.10 

CR003338 44.94 9.99 44.89 9.97 0.05 0.01 

CR003339 8.95 0.89 4.93 0.64 4.02 0.25 

CR003340 12.53 2.22 7.72 0.13 4.80 2.09 

CR003341 8.43 10.53 7.66 9.91 0.77 0.63 

CR003344 35.72 4.67 33.81 5.29 1.91 0.61 

CR003345 52.92 3.26 30.74 0.78 22.19 2.48 

CR003346 1.91 0.86 1.82 0.82 0.09 0.04 

CR003347 72.41 0.38 72.15 0.73 0.25 0.34 

CR003352 1.25 0.20 1.16 0.21 0.09 0.01 

CR003353 4.75 0.43 4.67 0.47 0.08 0.04 

CR003358 20.47 0.30 19.01 0.51 1.46 0.21 

CR003359 46.17 1.14 40.66 2.00 5.51 0.86 

CR003360 29.47 0.63 29.05 1.00 0.42 0.37 

CR003361 4.53 0.14 4.46 0.18 0.08 0.04 
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CR003362 4.59 0.80 4.36 0.77 0.22 0.03 

CR003363 15.64 1.92 13.24 2.65 2.39 0.73 

CR003364 19.62 2.54 14.27 2.72 5.35 0.17 

CR003365 10.31 1.81 9.33 1.80 0.97 0.01 

CR003366 18.52 0.71 17.62 0.33 0.90 0.39 

CR003368 18.56 3.89 18.30 3.77 0.26 0.11 

CR003369 1.53 0.25 1.28 0.40 0.25 0.15 

CR003370 2.52 0.64 2.40 0.63 0.12 0.01 

CR003371 1.83 0.38 1.69 0.41 0.14 0.03 

CR003372 2.15 0.30 1.83 0.33 0.32 0.04 

CR003382 10.86 2.04 8.54 1.93 2.33 0.11 

CR003383 8.86 2.30 4.31 0.69 4.55 1.61 

CR003384 3.75 0.35 2.50 0.37 1.25 0.02 

CR003385 30.96 1.61 26.84 2.20 4.12 0.59 

CR003386 5.54 1.42 3.51 1.26 2.03 0.15 

CR003387 4.72 0.03 4.55 0.08 0.17 0.11 

CR003388 6.81 0.17 6.59 0.28 0.22 0.11 

CR003389 18.83 4.99 18.05 4.92 0.78 0.07 

CR003390 16.87 3.88 16.49 3.48 0.39 0.39 

CR003391 36.44 1.09 35.73 1.37 0.71 0.28 

CR003392 7.02 0.97 6.63 0.59 0.38 0.37 

CR005299 13.48 2.96 13.23 2.74 0.26 0.22 

CR005301 46.76 1.75 46.34 2.19 0.42 0.44 

CR005302 1.34 0.19 1.26 0.19 0.08 0.00 

CR005303 59.28 1.05 58.72 1.06 0.56 0.00 

CR005305 11.28 0.39 11.13 0.39 0.15 0.00 

CR005307 4.56 0.71 2.01 0.49 2.55 0.21 

 

La Tabla 11 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) 

y % de deleción (Del) para los ARNdg de TTR de prueba específicos de cyno electroporados con 

proteína Cas9 Spy (RNP) en hepatocitos primarios de cyno. 
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Tabla 11: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios de cyno electroporados con 

proteína Cas9 Spy y ARNdg específicos de cyno 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

CR000689 24.41 1.67 18.11 2.41 6.30 0.93 

CR005364 27.70 0.74 0.58 0.29 27.11 0.60 

CR005365 64.94 2.03 0.10 0.04 64.85 2.05 

CR005366 77.00 1.17 0.33 0.27 76.67 0.99 

CR005367 50.79 0.53 0.53 0.25 50.26 0.36 

CR005368 27.60 2.07 0.33 0.45 27.27 2.32 

CR005369 42.01 0.33 8.09 0.55 33.92 0.31 

CR005370 63.52 3.21 0.59 0.33 62.93 2.88 

CR005371 8.42 0.69 0.31 0.12 8.10 0.57 

CR005372 17.98 1.39 0.83 0.77 17.16 0.71 

 

Ejemplo 3. Selección de secuencias de ARNsg 

Selección cruzada de los ARNsg de TTR en múltiples tipos de células 5 

Los guías en formato de ARNsg modificado dirigidos a TTR humana y/o de cyno se suministraron 

a hepatocitos primarios humanos y a hepatocitos primarios de cyno como se describe en el 

Ejemplo 1. El porcentaje de edición se determinó para los ARNcr que comprenden cada secuencia 

de guía a través de cada tipo de célula y las secuencias de guía se ordenaron según el % de edición 

más alto. Los datos de selección para las secuencias de guía en la Tabla 2 en ambas líneas celulares 10 

se enumeran a continuación (Tabla 12 a 15). 

La Tabla 12 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) 

y % de deleción (Del) para los ARNsg de TTR de prueba transfectados con la proteína Cas9 Spy 

(RNP) en hepatocitos primarios humanos. 

Tabla 12: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios humanos transfectados con 15 

proteína Cas9 Spy y ARNsg 
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ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

G000480 81.80 1.98 77.15 2.19 4.70 0.28 

G000481 46.90 1.71 27.77 3.88 19.43 4.76 

G000482 66.67 2.35 56.57 4.14 10.10 1.85 

G000483 47.90 6.56 19.57 3.37 28.50 3.25 

G000484 62.97 0.90 29.23 0.21 33.83 0.95 

G000485 56.07 3.37 53.07 2.84 3.13 0.60 

G000486 69.73 6.86 9.83 1.93 59.93 5.63 

G000487 67.30 2.75 65.27 3.41 2.07 1.06 

G000488 61.27 1.95 26.30 1.55 35.00 1.30 

G000489 60.17 2.75 51.07 3.18 9.43 0.45 

G000490 55.90 7.88 46.13 7.55 9.80 0.69 

G000491 74.30 1.55 70.27 2.37 4.33 0.72 

G000492 60.97 5.81 57.90 4.64 3.13 1.35 

G000493 41.40 3.08 38.90 3.29 2.67 0.35 

G000494 62.23 3.30 61.47 3.25 0.77 0.31 

G000495 50.80 1.85 45.80 1.25 5.37 0.64 

G000496 72.33 1.63 44.73 2.14 27.67 1.46 

G000497 59.67 1.40 51.10 1.14 8.73 0.71 

G000498 72.80 3.75 60.17 3.12 12.70 0.72 

G000499 66.40 3.55 65.23 3.72 1.17 0.38 

G000500 65.53 1.21 62.00 1.11 3.83 0.40 

G000501 60.93 1.91 55.13 1.43 6.00 0.56 

 

La Tabla 13 muestra el promedio y la desviación estándar a 12.5 nM para % de edición, % de 

inserción (Ins) y % de deleción (Del) para los ARNsg de TTR de prueba cotransfectados con 

ARNm de Cas9 Spy (SEQ ID NO: 2) en hepatocitos primarios humanos. 
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Tabla 13: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios humanos transfectados con 

ARNsg y ARNm de Cas9 Spy 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

G000480 73.28 0.61 59.85 0.13 13.47 0.51 

G000481 34.30 5.26 14.62 2.59 19.77 2.72 

G000482 40.93 3.95 27.70 2.92 13.25 0.97 

G000483 27.82 2.93 4.05 0.51 23.85 2.43 

G000484 43.37 6.79 13.98 2.61 29.48 4.15 

G000485 30.82 5.76 28.87 5.50 1.97 0.28 

G000486 59.13 5.62 2.82 0.86 56.37 4.92 

G000487 49.57 0.99 47.38 0.89 2.27 0.24 

G000488 49.40 5.05 11.98 1.40 37.48 3.68 

G000489 24.25 2.82 14.17 2.01 10.28 1.38 

G000490 24.72 2.35 19.38 2.04 5.38 0.41 

G000491 45.93 1.22 42.42 1.06 3.60 0.33 

G000492 34.65 2.21 32.45 2.01 2.22 0.25 

G000493 11.55 1.35 10.65 1.58 0.97 0.30 

G000494 26.22 4.03 25.17 3.89 1.07 0.15 

G000495 47.77 1.88 43.40 1.91 4.45 0.17 

G000496 63.30 2.60 11.08 2.10 52.25 0.67 

G000497 40.33 3.32 34.48 2.71 5.85 0.61 

G000498 60.02 5.42 45.20 4.34 14.90 1.08 

G000499 39.30 6.04 38.58 5.86 0.77 0.12 

G000500 35.50 0.61 32.47 0.49 3.10 0.18 

G000501 40.32 1.50 33.82 2.04 6.62 0.55 

G000567 27.28 7.59 17.35 4.72 10.02 2.94 

G000568 43.75 5.83 43.00 5.81 0.80 0.18 

G000570 68.42 3.64 68.08 3.61 0.35 0.00 

G000571 20.47 3.41 14.47 2.72 6.13 0.78 
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G000572 55.42 8.13 41.62 6.48 13.85 1.60 

 

La Tabla 14 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) 

y % de deleción (Del) para los ARNsg de TTR de prueba electroporados con proteína Cas9 Spy 

(RNP) en hepatocitos primarios de cyno. Tenga en cuenta que los guías G000480 y G000488 

tienen una incompatibilidad a cyno, lo que puede comprometer su eficiencia de edición en las 5 

células de cyno. 

Tabla 14: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios de cyno electroporados con 

proteína Cas9 Spy y ARNsg 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

G000480 10.20 0.56 9.83 0.81 0.37 0.25 

G000481 69.13 8.62 33.73 2.67 35.50 11.23 

G000482 75.17 2.34 55.23 2.00 20.03 0.85 

G000485 22.93 0.95 22.00 0.82 1.07 0.21 

G000486 79.90 0.79 11.90 0.85 68.07 0.35 

G000488 9.63 0.50 5.37 0.38 4.27 0.35 

G000489 67.53 1.15 53.53 1.56 14.17 0.64 

G000490 61.67 0.72 54.47 1.10 7.27 1.23 

G000491 66.20 1.11 64.37 0.47 1.90 0.70 

G000493 50.13 0.74 48.07 1.69 2.10 0.98 

G000494 81.53 0.71 79.57 0.49 2.07 0.67 

G000498 91.37 1.48 68.50 1.64 22.87 1.50 

G000499 83.40 0.36 82.00 0.20 1.43 0.55 

G000500 45.20 3.66 42.60 3.80 2.63 0.25 

 

La Tabla 15 muestra el promedio y la desviación estándar para % de edición, % de inserción (Ins) 10 

y % de deleción (Del) para los ARNsg de TTR de prueba específicos de cyno electroporados con 

proteína Cas9 Spy (RNP) en hepatocitos primarios de cyno. 
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Tabla 15: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios de cyno electroporados con 

proteína Cas9 Spy y ARNsg específicos de cyno (por ejemplo, aquellos que tienen un ARNg 

humano análogo, véase Tabla 3) 

ID DE GUÍA 

Promedio 

% de 

Edición 

Desviación 

estándar 

% de 

Edición 

Promedio 

% de 

Inserción 

Desviación 

estándar 

% de 

Inserción 

Promedio 

% de 

Deleción 

Desviación 

estándar 

% de 

Deleción 

G000502 95.10 0.96 13.97 1.69 81.27 2.60 

G000503 58.53 2.40 52.07 1.68 6.50 2.46 

G000504 77.17 0.96 69.73 1.29 7.53 0.57 

G000505 95.53 1.06 95.50 1.01 0.10 0.10 

G000506 89.43 1.36 86.90 1.64 3.07 0.42 

G000507 71.17 3.22 67.03 2.39 4.60 1.65 

G000508 45.63 3.01 41.57 2.95 4.17 0.91 

G000509 93.03 0.81 43.60 1.30 49.73 1.76 

G000510 90.80 0.53 89.13 0.40 1.77 0.12 

G000511 62.77 1.63 60.87 1.55 2.00 0.35 

 

Ejemplo 4. Selección de las formulaciones de nanopartículas lipídicas (LNP) que contienen 5 

ARNm de Ca9 Spy y ARNsg 

Selección cruzada de LNP formuladas con ARNsg de TTR con ARNm de Cas9 Spy en hepatocitos 

primarios humanos y hepatocitos primarios de cyno. 

Las formulaciones de nanopartículas lipídicas de ARNsg modificados dirigidos a TTR humana y 

las secuencias de ARNsg compatibles se probaron en hepatocitos primarios humanos y hepatocitos 10 

primarios de cyno en una curva de respuesta a la dosis. Los hepatocitos humanos y de cyno se 

sembraron en placa como se describe en el Ejemplo 1. Ambas líneas celulares se incubaron a 37 

°C, en CO2 al 5 % durante 24 horas antes del tratamiento con las LNPs. Las LNPs usadas en los 

experimentos detallados en las Tablas 16-19 se prepararon mediante el uso del procedimiento 

NanoassemblrTM, cada una contiene ARNsg especificado y ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 2), cada 15 

uno con lípidos. Las LNPs contenían lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relación 

molar de 45:44:9:2, respectivamente, y tenían una relación N:P de 4.5. Las LNPs se incubaron en 

medio de mantenimiento de hepatocitos que contenían 6 % de suero de cyno a 37 °C durante 5 
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minutos. Después de la incubación, las LNPs se añadieron a los hepatocitos primarios humanos o 

de cyno en una curva de respuesta a la dosis de 8 puntos 2 veces comenzando en 100 ng de ARNm. 

Las células se lisaron 72 horas después del tratamiento para el análisis de NGS como se describe 

en el Ejemplo 1. El porcentaje de edición se determinó para los ARNcr que comprenden cada 

secuencia de guía a través de cada tipo de célula y las secuencias de guía se ordenaron según el 5 

porcentaje de edición más alto a 12.5 ng de entrada de ARNm y 3.9 nM de concentración de guía. 

Los datos de la curva de respuesta a la dosis para las secuencias de guía en ambas líneas celulares 

se muestran en las Figuras de 4 a 7. El % de edición a 12.5 ng de entrada de ARNm y 3.9 nM de 

concentración de guía se enumeran a continuación (Tabla 16 a 18). 

La Tabla 16 muestra el promedio y la desviación estándar a 12.5 ng de ARNm de Cas9 para % de 10 

edición, % de inserción (Ins) y % de deleción (Del) para los ARNsg de TTR de prueba formulados 

en nanopartículas lipídicas con ARNm de Cas9 Spy en hepatocitos primarios humanos como 

curvas de respuesta a la dosis. G000570 exhibió una curva de respuesta a la dosis poco 

característica en comparación con los otros ARNsg que puede ser un objeto del experimento. Los 

resultados se muestran de manera gráfica en la Figura 4. 15 

Tabla 16: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios humanos tratados con LNP 

formuladas con ARNm de Cas9 Spy (SEQ ID NO: 2) y ARNsg 

ID DE GUÍA 

12.5 ng de 

ARNm, 3.9 nM 

de ARNsg, 

Promedio % de 

Edición 

Desviación 

estándar % 

de Edición 

G000480 59.33 0.73 

G000481 24.37 0.37 

G000482 19.10 2.64 

G000483 7.37 0.67 

G000484 16.67 1.23 

G000485 14.23 2.36 

G000486 61.33 2.59 

G000487 17.37 0.95 

G000488 44.80 3.00 

G000489 16.85 0.06 
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G000490 10.53 1.90 

G000491 31.60 2.33 

G000492 15.87 0.44 

G000493 7.33 0.73 

G000494 6.37 1.07 

G000495 23.97 1.66 

G000496 30.73 3.76 

G000497 15.10 3.30 

G000498 24.43 1.30 

G000499 16.07 1.67 

G000500 23.57 2.44 

G000501 32.30 2.49 

G000567 48.95 1.06 

G000568 54.60 3.68 

G000570 88.30 1.84 

G000572 55.45 1.20 

 

La Tabla 17 muestra el promedio y la desviación estándar a 12.5 ng de ARNm y 3.9 nM de 

concentración de guía para % de edición, % de inserción (Ins) y % de deleción (Del) para los 

ARNsg de TTR de prueba formulados en nanopartículas lipídicas con ARNm de Cas9 Spy en 

hepatocitos primarios de cyno como curvas de respuesta a la dosis. Los resultados se muestran de 5 

manera gráfica en la Figura 5. 

Tabla 17: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios de cyno tratados con LNP 

formuladas con ARNm de Cas9 Spy (SEQ ID NO: 2) y ARNsg 

ID DE GUÍA 

12.5 ng de ARNm, 

3.9 nM de ARNsg, 

Promedio % de 

Edición 

Desviación 

estándar % 

de Edición 

G000480 0.73 0.15 

G000481 49.20 1.39 

G000482 26.13 5.33 

G000483 0.73 0.60 
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G000484 0.10 0.00 

G000485 1.43 1.02 

G000489 31.87 2.40 

G000490 15.23 1.08 

G000491 6.37 0.38 

G000492 0.70 0.28 

G000493 7.63 1.14 

G000494 14.30 1.06 

G000495 0.73 0.06 

G000497 0.23 0.06 

G000498 37.90 1.42 

G000499 14.63 0.70 

G000500 10.47 0.32 

G000501 1.37 0.31 

G000567 0.10 0.00 

G000568 9.25 0.21 

G000570 17.30 0.85 

G000571 20.20 2.26 

G000572 30.60 0.42 

 

La Tabla 18 muestra el promedio y la desviación estándar a 12.5 ng de ARNm y 3.9 nM de 

concentración de guía para % de deleción (Del) para los ARNsg de TTR de prueba específicos de 

cyno formulados en nanopartículas lipídicas con ARNm de Cas9 Spy en hepatocitos primarios de 

cyno como curvas de respuesta a la dosis. Los resultados se muestran de manera gráfica en la 5 

Figura 6. 

Tabla 18: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios de cyno tratados con LNP 

formuladas con ARNm de Cas9 Spy (SEQ ID NO: 2) y ARNsg compatibles de cyno 

ID DE GUÍA 

12.5 ng de ARNm, 

3.9 nM de ARNsg, 

% Edición 

Desviación 

estándar % 

de Edición 

G000502 80.70 0.14 

G000506 60.13 0.70 
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G000509 74.47 7.28 

G000510 61.87 2.54 

 

Selección cruzada de LNP formuladas con ARNsg de TTR con ARNm de Cas9 Spy en 

hepatocitos primarios humanos y hepatocitos primarios de cyno 

Las formulaciones de nanopartículas lipídicas de ARNsg modificados dirigidos a TTR humana y 

las secuencias de ARNsg compatibles se probaron en hepatocitos primarios humanos y hepatocitos 5 

primarios de cyno en una curva de respuesta a la dosis. Los hepatocitos humanos y de cyno se 

sembraron en placa como se describe en el Ejemplo 1. Ambas líneas celulares se incubaron a 37 

°C, en CO2 al 5 % durante 24 horas antes del tratamiento con las LNPs. Las LNPs usadas en los 

experimentos detallados en las Tablas 20-22 se prepararon mediante el uso del procedimiento del 

flujo cruzado descrito anteriormente pero purificado mediante el uso de columnas PD-10 (GE 10 

Healthcare Life Sciences) y concentrado mediante el uso de unidades de filtro centrífugo Amicon 

(Millipore Sigma), cada una de las cuales contiene el ARNsg específico y el ARNm de Cas9 (SEQ 

ID NO: 1). Las LNPs contenían lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relación molar 

de 50:38:9:3, respectivamente, y tenían una relación N:P de 6.0. Las LNPs se incubaron en medio 

de mantenimiento de hepatocitos que contenían suero de cyno al 6 % a 37 °C, CO2 al 5 % durante 15 

5 minutos. Después de la incubación, las LNPs se añadieron a los hepatocitos primarios humanos o 

de cyno en una curva de respuesta a la dosis de 8 puntos 3 veces comenzando en 300 ng de ARNm. 

Las células se lisaron 72 horas después del tratamiento para el análisis de NGS como se describe 

en el Ejemplo 1. El porcentaje de edición se determinó para los ARNcr que comprenden cada 

secuencia de guía en cada tipo de célula y las secuencias de guía se ordenaron según los valores de 20 

EC50 y el porcentaje de edición máximo. Los datos de la curva de respuesta a la dosis para las 

secuencias de guía en ambas líneas celulares se muestran en las Figuras de 4 a 7. Los valores de 

EC50 y el porcentaje de edición máximo se enumeran a continuación (Tabla 19 a 22). 

La Tabla 19 muestra la EC50 y la edición máxima de los ARNsg de TTR de prueba específicos de 

humano formulados en nanopartículas lipídicas con ARNm de Cas9 Spy empobrecido en U en 25 

hepatocitos primarios humanos como curvas de respuesta a la dosis. Los resultados se muestran de 

manera gráfica en la Figura 4. 

Tabla 19: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios humanos tratados con LNP 

formulada con ARNm de Cas9 Spy y ARNsg específicos de humanos 



166 

ID DE GUÍA EC50 Edición máxima 

G000480 0.10 98.69 

G000481 1.43 87.05 

G000482 0.65 97.02 

G000483 1.88 77.39 

G000484 0.95 94.14 

G000488 0.72 95.83 

G000489 1.38 86.33 

G000490 1.52 94.16 

G000493 2.42 63.95 

G000494 1.28 75.70 

G000499 0.63 96.31 

G000500 0.39 88.70 

G000568 0.78 95.72 

G000570 0.23 98.22 

G000571 2.21 71.28 

G000572 0.42 97.94 

 

La Tabla 20 muestra la EC50 y la edición máxima de los ARNsg de TTR de prueba específicos de 

humanos formulados en nanopartículas lipídicas con ARNm de Cas9 Spy empobrecido en U en 

hepatocitos primarios de cyno como curvas de respuesta a la dosis. Los resultados se muestran de 

manera gráfica en la Figura. 16. 5 

 

 

Tabla 20: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios de cyno tratados con LNP 

formuladas con ARNm de Cas9 Spy y ARNsg específicos de humanos 

ID DE GUÍA EC50 Edición máxima 

G000480 5.28 20.32 

G000481 0.93 95.07 



167 

G000482 

0.89 

 97.47 

G000483 4.40 56.52 

G000484 3.47 0.22 

G000488 11.56 21.63 

G000489 1.79 89.21 

G000490 3.09 90.76 

G000493 4.97 61.15 

G000494 2.77 60.84 

G000499 2.00 74.94 

G000500 4.42 58.04 

G000567 

1.76 

 97.06 

G000568 1.87 87.93 

G000570 2.00 96.73 

G000571 1.55 97.03 

G000572 0.79 100.31 

 

La Tabla 21 muestra el EC50 y la edición máxima de los ARNsg de TTR de prueba compatibles de 

cyno formulados en nanopartículas lipídicas con ARNm de Cas9 Spy empobrecido en U en 

hepatocitos primarios humanos como curvas de respuesta a la dosis. Los resultados se muestran de 

manera gráfica en la Figura 17. 5 

 

 

 

Tabla 21: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios humanos tratados LNP 

formuladas con ARNm de Cas9 Spy y ARNsg específicos de cyno 10 

ID DE GUÍA EC50 

Edición 

máxima 

G000502 

0.70 

 91.50 

G000504 5.16 7.16 
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G000505 3.57 13.48 

G000506 1.26 89.49 

 

La Tabla 22 muestra el EC50 y la edición máxima de los ARNsg de TTR de prueba compatibles de 

cyno formulados en nanopartículas lipídicas con ARNm de Cas9 Spy empobrecido en U en 

hepatocitos primarios de cyno como curvas de respuesta a la dosis. Los resultados se muestran de 

manera gráfica en la Figura. 18. 5 

Tabla 22: Datos de la edición de TTR en hepatocitos primarios de cyno tratados LNP 

formuladas con ARNm de Cas9 Spy y ARNsg específicos de cyno 

ID DE GUÍA EC50 Edición máxima 

G000502 0.26 100.05 

G000503 2.26 83.41 

G000504 1.42 98.04 

G000505 1.10 99.97 

G000506 0.66 99.18 

 

Ejemplo 5. Análisis fuera de la diana de los ARNdg y los ARNsg de TTR 

Análisis fuera de la diana de los guías de TTR 10 

Se usó un ensayo basado en la inserción de oligo (véase, por ejemplo, Tsai y otros, Nature 

Biotechnology 33, 187–197; 2015) para determinar los posibles sitios genómicos fuera de la diana 

escindidos por la Cas9 dirigida a TTR. Cuarenta y cinco ARNdg de la Tabla 1 (y dos guías de 

control con perfiles conocidos fuera de la diana) se seleccionaron en las células HEK293_Cas9. La 

línea celular de adenocarcinoma de riñón embrionario humano HEK293 que expresa 15 

constitutivamente Cas9 Spy (“HEK293_Cas9”) se cultivó en medio DMEM suplementado con 

suero bovino fetal al 10 % y 500 µg/ml de G418. Las células se colocaron a una densidad de 

30,000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos 24 horas antes de la transfección. Las células se 

transfectaron con Lipofectamine RNAiMAX (ThermoFisher, Cat. 13778150) según el protocolo 

del fabricante. Las células se transfectaron con un lipoplex que contenía ARNcr individual (15 20 

nM), ARNtr (15 nM) y oligo donante con (10 nM) Lipofectamine RNAiMAX (0.3 µl/pocillo) y 

OptiMem. Las células se lisaron 24 horas después de la transfección y el ADN genómico se extrajo 

mediante el uso del kit Zymo’s Quick gDNA 96 Extraction (catálogo # D3012) siguiendo el 
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protocolo recomendado por el fabricante. El ADNg se cuantificó mediante el uso del kit Qubit 

High Sensitivity dsDNA (Life Technologies). Las bibliotecas se prepararon según el método 

descrito anteriormente en Tsai y otros, 2015, con modificaciones menores. La secuenciación se 

realizó en Illumina’s MiSeq y HiSeq 2500. El ensayo identificó sitios fuera de la diana potenciales 

para algunos de los ARNcr que se representan en la Figura 2. 5 

La Tabla 23 muestra el número de sitios de integración fuera de la diana detectados en células 

HekCas9 transfectadas con ARNdg de TTR junto con una secuencia donante de oligo de ADN 

bicatenario. 

Tabla 23: Número de sitios de integración fuera de la diana detectados para ARNdg de TTR 

mediante un ensayo basado en la inserción de oligo 10 

ID DE 

GUÍA # Sitios 

CR003335 0 

CR003336 2 

CR003337 10 

CR003338 2 

CR003339 3 

CR003340 0 

CR003342 0 

CR003343 2 

CR003344 0 

CR003345 0 

CR003346 0 

CR003347 1 

CR003348 3 

CR003351 1 

CR003352 2 

CR003353 2 

CR003355 1 

CR003356 4 

CR003357 3 

CR003359 6 
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CR003360 0 

CR003363 4 

CR003365 3 

CR003366 1 

CR003367 1 

CR003368 2 

CR003369 2 

CR003377 0 

CR003380 0 

CR003382 34 

CR003383 1 

CR003385 3 

CR003386 1 

CR003387 6 

CR003388 2 

CR003389 2 

CR003390 1 

CR003391 0 

CR003392 0 

CR005298 0 

CR005300 0 

CR005301 0 

CR005302 1 

CR005303 1 

CR005304 0 

Además, se evaluó un subconjunto de guías para determinar el potencial fuera de la diana como 

ARNsg modificados en las células Hek_Cas9 a través del método de inserción basado en oligo 

descrito anteriormente. Los resultados fuera de la diana se representaron en la Figura 4. 

La Tabla 24 muestra el número de sitios de integración fuera de la diana detectados en células 

HekCas9 transfectadas con ARNsg de TTR junto con una secuencia donante de oligo de ADN 5 

bicatenario. 
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Tabla 24: Número de sitios de integración fuera de la diana detectados para los ARNsg de 

TTR mediante un método de detección de inserción 

ID DE 

GUÍA # Sitios 

G000480 11 

G000481 3 

G000482 13 

G000483 5 

G000484 7 

G000485 22 

G000486 12 

G000487 14 

G000488 0 

G000489 19 

G000490 12 

G000491 28 

G000492 97 

G000493 7 

G000494 4 

G000495 13 

G000496 1 

G000497 26 

G000498 82 

G000499 4 

G000500 46 

G000501 4 

G000567 9 

G000568 937 

G000570 19 

G000571 16 

G000572 15 
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Ejemplo 6. Secuenciación dirigida para validar posibles sitios fuera de la diana 

Las células HEK293_Cas9 usadas en el Ejemplo 5 para detectar los sitios fuera de la diana 

potenciales sobreexpresan constitutivamente Cas9, lo que lleva a un mayor número de “resultados” 

potenciales fuera de la diana en comparación con un paradigma de suministro transitorio en varios 

tipos de células. Además, cuando se suministran los ARNsg (a diferencia de los ARNdg), el 5 

número de posibles resultados fuera de la diana puede aumentarse aún más ya que las moléculas de 

ARNsg son más estables que los ARNdg (especialmente cuando se modifican químicamente). Por 

consiguiente, los sitios fuera de la diana potenciales identificados por un método de inserción de 

oligo, tal como se usa en el Ejemplo 5, pueden validarse mediante el uso de la secuenciación 

dirigida de los sitios fuera de la diana potenciales identificados. 10 

En un enfoque, los hepatocitos primarios se tratan con LNPs que comprenden ARNm de Cas9 y un 

ARNsg de interés (por ejemplo, un ARNsg que tiene sitios fuera de la diana potenciales para la 

evaluación). Luego se lisan los hepatocitos primarios y se usan cebadores que flanquean los sitios 

fuera de la diana potenciales para generar un amplicón para el análisis de NGS. La identificación 

de indeles en cierto nivel puede validar el sitio fuera de la diana potencial, mientras que la falta de 15 

indeles encontrados en el sitio fuera de la diana potencial puede indicar un falso positivo en el 

ensayo de las células HEK293_Cas9.  

Ejemplo 7. Análisis fenotípico 

Análisis de electrotransferencia de la TTR secretada 

La línea celular de carcinoma hepatocelular, HepG2, se transfectó como se describe en el Ejemplo 20 

1 con guías seleccionados de la Tabla 1 por triplicado. Dos días después de la transfección, se 

cultivó una réplica para el ADN genómico y el análisis mediante secuenciación NGS para la 

eficiencia de edición. Cinco días después de la transfección, el medio sin suero se reemplazó en 

una réplica. Después de 4 horas, el medio se cultivó para el análisis de la TTR secretada por 

electrotransferencia como se describió previamente. Los datos para el % de edición para cada guía 25 

y la reducción de la TTR extracelular se proporciona en la Figura 7. 

Análisis de electrotransferencia de la TTR intracelular 

La línea celular de carcinoma hepatocelular, HUH7, se transfectó como se describe en el Ejemplo 

1 con ARNcr que comprende los guías de la Tabla 1. Los grupos de células transfectadas se 

retuvieron en cultivo de tejidos y se pasaron para su posterior análisis. A los siete días después de 30 

la transfección, las células se cultivaron y los extractos de células enteras (WCEs) se prepararon y 

se sometieron a análisis por electrotransferencia como se describió previamente. 
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Los WCEs se analizaron por electrotransferencia para la reducción de la proteína TTR. La proteína 

TTR de longitud total tiene un peso molecular previsto de ~16 kD. Se observó una banda a este 

peso molecular en los carriles de control en la electrotransferencia. 

Se calculó el porcentaje de reducción de la proteína TTR mediante el uso del programa Licor 

Odyssey Image Studio Ver 5.2. Se usó GAPDH como control de carga y se sondeó 5 

simultáneamente con la TTR. Se calculó una relación para los valores de densitometría para 

GAPDH dentro de cada muestra en comparación con la región total que abarca la banda de la TTR. 

Se determinó el porcentaje de reducción de la proteína TTR después de que las relaciones se 

normalizaron para los carriles de control. Los resultados se muestran en la Figura 8. 

Ejemplo 8. Suministro de LNP a ratones TTR humanizados y ratones que tienen TTR 10 

(murina) wt. 

Se dosificaron los ratones humanizados con respecto al gen TTR con formulaciones de LNP 701-

704 que contenían los guías indicados en la Tabla 25 (5 ratones por formulación). Estos ratones 

TTR humanizados se diseñaron de tal manera que una región del locus TTR murino endógeno se 

eliminó y se reemplazó con una secuencia TTR ortóloga para que el locus codifique una proteína 15 

TTR humana. A modo de comparación, 6 ratones con TTR murina se dosificaron con LNP700, que 

contiene un guía (G000282) dirigido a TTR murina. Las LNPs con los números de formulación 1-5 

en la Tabla 25 se prepararon mediante el uso del procedimiento NanoassemblrTM como se 

describió anteriormente, mientras que las LNPs con los números de formulación 6-16 se 

prepararon mediante el uso del procedimiento de flujo cruzado descrito anteriormente, pero se 20 

purificaron mediante el uso de columnas PD-10 (GE Healthcare Life Sciences) y se concentraron 

mediante el uso de unidades de filtro centrífugo Amicon (Millipore Sigma). Como controles 

negativos, los ratones del genotipo correspondiente se dosificaron con vehículo solo (amortiguador 

de tris-solución salina-sacarosa (TSS)). El fondo de los ratones TTR humanizados que recibieron 

las LNPs con los números de formulación 2-5 en la Tabla 25 fueron 50 % 129S6/SvEvTac 50 % 25 

C57BL/6NTac; el fondo de los ratones TTR humanizados que recibieron las LNPs que tenían los 

números de formulación 6-16 en la Tabla 25, así como también los ratones con TTR murina 

(administrados con LNP700, Formulación número 1) fue 75 % C57BL/6NTac 25 % 

129S6/SvEvTac.  
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Tabla 25. Formulaciones de LNP para la dosificación de ratones TTR humanizados. 

Número de 

formulación 

LNP Guía Concentración 

de ARN 

(mg/ml) 

Relación 

N:P 

Relaciones molares 

(lípido A, colesterol, 

DSPC y PEG2k-DMG, 

respectivamente) 

1 LNP700 G000282 0.53 4.5 45:44:9:2 

2 LNP701 G000481 0.46 4.5 45:44:9:2 

3 LNP702 G000489 0.61 4.5 45:44:9:2 

4 LNP703 G000494 0.57 4.5 45:44:9:2 

5 LNP704 G000499 0.59 4.5 45:44:9:2 

6 LNP1148 G000481 0.73 4.5 45:44:9:2 

7 LNP1152 G000499 0.45 6.0 50:38:9:3 

8 LNP1153 G000482 0.53 6.0 50:38:9:3 

9 LNP1155 G000571 0.70 6.0 50:38:9:3 

10 LNP1156 G000572 0.58 6.0 50:38:9:3 

11 LNP1157 G000480 0.84 6.0 50:38:9:3 

12 LNP1159 G000488 0.79 6.0 50:38:9:3 

13 LNP1160 G000493 0.71 6.0 50:38:9:3 

14 LNP1161 G000500 0.66 6.0 50:38:9:3 

15 LNP1162 G000567 0.69 6.0 50:38:9:3 

16 LNP1163 G000570 0.66 6.0 50:38:9:3 

 

Las LNPs que tenían los números de formulación 1-5 contenían ARNm de Cas9 de la SEQ ID NO: 

2 y las LNPs que tenían los números de formulación 6-16 contenían el ARNm de Cas9 de la SEQ 

ID NO: 1, todo en una relación 1:1 en peso respecto al guía. Las LNPs contenían lípido A, 5 

colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en las relaciones molares mencionadas en la Tabla 25, 

respectivamente. La dosificación con LNPs con números de formulación 1-5 fue de 2 mg/kg 

(contenido total de ARN) y la dosificación con LNPs con números de formulación 6-16 fue de 1 

mg/kg (contenido total de ARN). Los resultados de la edición en el hígado se determinaron 

mediante el uso de cebadores diseñados para amplificar la región de interés para el análisis NGS. 10 

Los resultados de la edición en el hígado para los números de formulación 1-5 se muestran en la 

Figura 9 e indican la edición de la secuencia TTR humana con cada una de los cuatro guías 
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probados a un nivel >35 % de edición (valores medios) con G000494 y G000499 proporcionando 

valores cercanos al 60 %. Los resultados de la edición en el hígado para los números de 

formulación 6-8, 10-13 y 15-16 se muestran en la Figura 13 y la Tabla 26, que muestran una 

edición eficiente de la secuencia TTR humana con cada una de las formulaciones probadas. Se 

observó una edición superior al 38 % para todas las formulaciones, con varias formulaciones que 5 

proporcionan valores de edición superiores al 60 %. Las formulaciones 9 y 14 no se muestran 

debido al diseño del amplicón de PCR y al bajo número resultante de lecturas de secuenciación.  

El nivel de la TTR humana en suero se midió en los ratones con los números de formulación 6-8, 

10-13 y 15-16. Véase la Figura 14B. La Figura 14A es una repetición de la Figura 13 

proporcionada con fines de comparación. Se detectó la disminución de la TTR humana en suero 10 

para cada formulación probada, lo que se correlacionó con la cantidad de edición detectada en el 

hígado (véase Figura 14A frente a 14B, Tabla 26). 

Tabla 26 

ID DE GUÍA % Edición TTR en suero (% TSS) 

TSS (vehículo) 0.06 100 

G481 61.28 10.52 

G499 65.66 8.39 

G482 70.86 4.65 

G572 73.52 2.11 

G480 77.34 3.48 

G488 59.125 27.78 

G493 38.55 49.73 

G567 47.525 44.24 
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G570 45.5 41.73 

G571 33.88 11.39 

G500 44.44 34.28 

 

En otro conjunto de experimentos, los ratones TTR humanizados se dosificaron con formulaciones 

de LNP en un intervalo de dosis con los guías G000480, G000488, G000489 y G000502. Las 

formulaciones contenían ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 1) en una relación 1:1 en peso respecto al 

guía. Las LNPs contenían lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relación molar de 5 

50:38:9:3, respectivamente, y con una relación de N:P de 6. La dosis fue de 1, 0.3, 0.1 o 0.03 

mg/kg (n=5/grupo). Las LNPs se prepararon mediante el uso del procedimiento de flujo cruzado 

descrito anteriormente y se purificaron y se concentraron mediante el uso de columnas PD-10 y 

unidades de filtro centrífugo Amicon, respectivamente. Los resultados de la edición en el hígado se 

determinaron mediante el uso de cebadores diseñados para amplificar la región de interés para el 10 

análisis NGS y se midieron los niveles de la TTR humana en suero como se describió 

anteriormente. Los resultados para la edición en el hígado se muestran en la Figura 26A y los 

niveles de la TTR humana en suero en la Figura 26B-C. Fue evidente una respuesta a la dosis tanto 

para la edición como para los niveles de la TTR en suero. 

En otro conjunto de experimentos, los ratones TTR humanizados se dosificaron con formulaciones 15 

de LNP en un intervalo de dosis con los guías G000481, G000482, G000486 y G000499. Las 

formulaciones contenían ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 1) en una relación 1:1 en peso respecto al 

guía. Las LNPs contenían lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relación molar 

50:38:9:3, respectivamente, y tenían una relación N:P de 6. La dosis fue de 1, 0.3 o 0.1 mg/kg 

(n=5/grupo). Las LNPs se prepararon mediante el uso del procedimiento de flujo cruzado descrito 20 

anteriormente y se purificaron y se concentraron mediante el uso de columnas PD-10 y unidades de 

filtro centrífugo Amicon, respectivamente. Los resultados de la edición en el hígado se 

determinaron mediante el uso de cebadores diseñados para amplificar la región de interés para el 

análisis NGS y se midieron los niveles de la TTR humana en suero como se describió 

anteriormente. Los resultados para la edición en el hígado se muestran en la Figura 27A y los 25 
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niveles de la TTR humana en suero en la Figura 27B-C. Fue evidente una respuesta a la dosis tanto 

para la edición como para los niveles de la TTR en suero. 

En otro conjunto de experimentos, los ratones TTR humanizados se dosificaron con formulaciones 

de LNP en un intervalo de dosis con los guías G000480, G000481, G000486, G000499 y 

G000502. Las formulaciones contenían ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 1) en una relación 1:2 en 5 

peso respecto al guía. Las LNPs contenían lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una 

relación molar 50:38:9:3, respectivamente, y tenían una relación N:P de 6. La dosis fue de 1, 0.3 o 

0.1 mg/kg (n=5/grupo). Las LNPs se prepararon mediante el uso del procedimiento de flujo 

cruzado descrito anteriormente y se purificaron y se concentraron mediante el uso de columnas 

PD-10 y unidades de filtro centrífugo Amicon, respectivamente. Los resultados de la edición en el 10 

hígado se determinaron mediante el uso de cebadores diseñados para amplificar la región de interés 

para el análisis NGS y se midieron los niveles de la TTR humana en suero como se describió 

anteriormente. Los resultados para la edición en el hígado se muestran en la Figura 28A y los 

niveles de la TTR humana en suero en la Figura 28B-C. Fue evidente una respuesta a la dosis tanto 

para la edición como para los niveles de la TTR en suero. 15 

En experimentos separados que usan ratones CD-1 de tipo salvaje, una formulación de LNP que 

comprende el guía G000502, que es homólogo cruzado entre ratón y cyno, se probó en un estudio 

de respuesta a la dosis. La formulación contenía ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 1) en una relación 

1:1 en peso con respecto al guía. La LNP contenía lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en 

una relación molar 45:44:9:2, respectivamente, y que tenía una relación N:P de 6. La dosis fue a 1, 20 

0.3, 0.1, 0.03 o 0.01 mg/kg (n=5/grupo). Los resultados de la edición en el hígado se determinaron 

mediante el uso de cebadores diseñados para amplificar la región de interés para el análisis NGS. 

Los resultados para la edición en el hígado se muestran en la Figura 15A y los niveles de la TTR 

de ratón en suero en la Figura 15B. Fue evidente una respuesta a la dosis tanto para la edición 

como para los niveles de la TTR en suero.  25 

Ejemplo 9. Suministro de LNP a ratones en dosis múltiples 

Los ratones (hembras del Charles River Laboratory, de aproximadamente 6-7 semanas de edad) se 

dosificaron con una formulación de LNP LNP705, preparada mediante el uso de procedimientos de 

flujo cruzado y TFF como se describió anteriormente que contiene G000282 (“G282”) y ARNm de 

Cas9 (SEQ ID NO: 2) en una relación 1:1 en peso y una concentración total de ARN de 0.5 mg/ml. 30 

La LNP tenía una relación N:P de 4.5 y contenía lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en 

una relación molar de 45:44:9:2, respectivamente. Los grupos se dosificaron una vez por semana 
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hasta una, dos, tres o cuatro semanas (QWx1-4) o una vez al mes hasta dos o tres meses (QMx2-3). 

Las dosis fueron de 0.5 mg/kg o 1 mg/kg (contenido total de ARN). Los grupos de control 

recibieron una dosis única en el día 1 de 0.5, 1 o 2 mg/kg. Cada grupo contenía 5 ratones. La TTR 

en suero se analizó mediante ELISA y en la necropsia se recogieron el hígado, el bazo y el 

músculo para el análisis de edición NGS. Los datos se muestran en la Tabla 27. X = sacrificio y 5 

necropsia. MPK = mg/kg. 

Tabla 27. Grupos de estudio 

Grupo 

Duración/ 

Régimen 

de Dosis 

Dosis 

(MPK) 

Dosis 

total 

(MPK) 

dada 

Dosis Dosis Dosis Dosis NX Dosis NX 

Día 1 Día 8 Día 

15 

Día 

22 

Día 

28 

Día 

43 

Día 

49 

1 

4 semanas 

de dosis 

múltiple/ 

QWx4 

0 

(control 

de 

TSS) 

0 X X X X X     

2 2 meses de 

dosis 

múltiple/ 

QMx3 

1 3 X     X   X X 

3 0.5 1.5 X     X   X X 

4 1 mes de 

dosis 

múltiple/ 

QMx2 

1 2 X     X X     

5 0.5 1 X     X X     

6 4 semanas 

de dosis 

múltiple/ 

QWx4 

1 4 X X X X X     

7 0.5 2 X X X X X     

8 3 semanas 

de dosis 

múltiple/ 

QWx3 

1 3   X X X X     

9 0.5 1.5   X X X X     
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10 2 semanas 

de dosis 

múltiple/ 

QWx2 

1 2     X X X     

11 0.5 1     X X X     

12 
Dosis 

única/ 

QWx1 

1 1       X X     

13 0.5 0.5       X X     

14 2 2    
Día 

26 

Día 

32 
  

 

La Tabla 28 y las Figuras 10A-11B muestran los resultados del nivel de la TTR en suero (% KD 

=% de disminución). La Tabla 29 y las Figuras 12A-C muestran los resultados de la edición en el 

hígado. 

Tabla 28. Resultados de la TTR en suero. 5 

Régimen 

de 

tiempo 

Dosis TTR en suero 

(µg/ml) 

TTR en suero 

(% KD) 

QWx4 TSS 1190.7 - 

QMx3 0.5 245.01 79.42 

QMx2 0.5 776.73 34.77 

QWx4 0.5 347.43 70.82 

QWx3 0.5 405.70 65.93 

QWx2 0.5 432.25 63.70 

QWx1 0.5 804.06 32.47 

QMx3 1 91.95 92.28 

QMx2 1 176.81 85.15 

QWx4 1 119.52 89.96 

QWx3 1 167.15 85.96 

QWx2 1 130.98 89.00 

QWx1 1 573.02 51.88 

QWx1 2 219.07 81.60 
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Tabla 29. Resultados de la edición en el hígado. 

Régimen 

de tiempo 

Dosis Edición en el 

hígado (%) 

QWx4 TSS 0.38 

QMx3 0.5 48.18 

QMx2 0.5 36.66 

QWx4 0.5 56.03 

QWx3 0.5 51.35 

QWx2 0.5 34.77 

QWx1 0.5 24.16 

QMx3 1 63.40 

QMx2 1 57.37 

QWx4 1 62.89 

QWx3 1 59.22 

QWx2 1 60.12 

QWx1 1 35.16 

QWx1 2 60.57 

 

Los resultados muestran que es posible desarrollar un efecto y dosis acumulativa con múltiples 

administraciones a lo largo del tiempo, incluso a intervalos semanales o mensuales, para lograr 

niveles de edición crecientes y % de KD de TTR.  5 
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Ejemplo 10. Carga de ARN: diferentes relaciones de ARNm y ARNg 

Este estudio evaluó la eficacia in vivo en ratones de diferentes relaciones de ARNg a ARNm. El 

ARNm de Cas9 con CleanCap ™ con el ORF de la SEQ ID NO: 4, HSD 5’ UTR, albúmina 

humana 3’ UTR, una secuencia de Kozak y una cola poli-A se realizaron mediante síntesis IVT 

como se indicó en el Ejemplo 1 con N1-metilpseudouridina trifosfato en lugar de trifosfato de 5 

uridina.  

Formulaciones de LNP preparadas a partir del ARNm descrito y G282 (SEQ ID NO: 124) como se 

describe en el Ejemplo 1 con lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relación molar 

50:38:9:3 y con una relación N:P de 6. Las relaciones en peso de ARNg:ARNm de Cas9 de las 

formulaciones fueron como se muestran en las Figuras 19A y 19B.  10 

Para la caracterización in vivo, las LNPs se administraron a ratones con 0.1 mg de ARN total (mg 

de ARN de guía + mg de ARNm) por kg (n=5 por grupo). A los 7-9 días después de la dosis, se 

sacrificaron los animales, se recogió la sangre y el hígado, y se midieron la TTR en suero y la 

edición en el hígado como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados de la TTR en suero y la 

edición en el hígado se muestran en las Figuras 19A y 19B. Los ratones de control negativo se 15 

dosificaron con vehículo TSS. 

Además, las LNPs anteriores se administraron a los ratones a una dosis constante de ARNm de 

0.05 mg de ARNm por kg (n=5 por grupo), mientras se variaba la dosis de ARNg de 0.06 mg por 

kg a 0.4 mg por kg. A los 7-9 días después de la dosis, se sacrificaron los animales, se recogió la 

sangre y el hígado, y se midieron la TTR en suero y la edición en el hígado. Los resultados de la 20 

TTR en suero y de la edición en el hígado se muestran en la Figura 19C y la Figura 19D. Los 

ratones de control negativo se dosificaron con vehículo TSS. 

Ejemplo 11. Análisis fuera de la diana de los ARNsg de TTR en hepatocitos primarios 

humanos 

El análisis fuera de la diana de los ARNsg dirigidos a TTR se realizó en hepatocitos primarios 25 

humanos (PHH) como se describe en el Ejemplo 5, con las siguientes modificaciones. Los PHH se 

colocaron en placas a una densidad de 33,000 células por pocillo en placas de 96 pocillos 

recubiertas de colágeno como se describe en el Ejemplo 1. Veinticuatro horas después del 

recubrimiento, las células se lavaron con medio y se transfectaron mediante el uso de 

Lipofectamine RNAiMAX (ThermoFisher, Cat. 13778150) como se describe en el Ejemplo 1. Las 30 

células se transfectaron con un lipoplex que contenía 100 ng de ARNm de Cas9, seguido 

inmediatamente por la adición de otro lipoplex que contenía 25 nM de ARNsg y 12.5 nM del oligo 
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donante (0.3 µl/pocillo). Las células se lisaron 48 horas después de la transfección y se extrajo el 

ADNg y se analizó como se describe adicionalmente en el Ejemplo 5. Los datos se representan 

gráficamente en la Figura 20. 

La Tabla 30 muestra el número de sitios de integración fuera de la diana detectados en PHH, y se 

compara con el número de sitios que se detectaron en las células HekCas9 usadas en el Ejemplo 5. 5 

Se detectaron menos sitios en los PHH para cada guía probado en comparación con la línea celular 

HekCas9, sin sitios únicos detectados en PHH solo.  

Tabla 30. Número de sitios de integración fuera de la diana detectados para los ARNsg de TTR en 

PHH mediante un ensayo basado en inserción de oligo 

ID DE 

GUÍA 

# Sitios en 

PHH 

# Sitios en células 

HekCas9 (Ejemplo 5) 

G000480 2 11 

G000481 0 3 

G000482 2 13 

G000483 0 5 

G000484 0 7 

G000485 3 22 

G000486 0 12 

G000487 0 14 

G000488 0 0 

G000489 2 19 

G000490 0 12 

G000491 7 28 

G000492 5 97 

G000493 1 7 

G000494 0 4 

G000495 1 13 

G000496 0 1 

G000497 3 26 

G000498 19 82 

G000499 1 4 

G000500 12 46 
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G000501 0 4 

G000567 0 9 

G000568 11 936 

G000570 1 19 

G000571 1 16 

G000572 2 15 
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Después de la identificación de los sitios fuera de la diana potenciales en PHH a través del ensayo 

de inserción de oligo, ciertos sitios potenciales se evaluaron adicionalmente mediante 

secuenciación de amplicón dirigido, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 6. Además de 

los posibles sitios fuera de la diana identificados por la estrategia de inserción del oligo, otros sitios 5 

fuera de la diana potenciales identificados por predicción in silico se incluyeron en el análisis. 

Con este fin, los PHH se trataron con LNPs que comprenden 100 ng de ARNm de Cas9 (SEQ ID 

NO: 1) y el ARNg de interés a 14.68 nM (en una relación 1:1 en peso), como se describe en el 

Ejemplo 4. Las LNPs se prepararon mediante el uso del procedimiento de flujo cruzado descrito 

anteriormente y se purificaron y se concentraron mediante el uso de columnas PD-10 y unidades de 10 

filtro centrífugo Amicon, respectivamente. Las LNPs se formularon con una relación N:P de 6.0 y 

contenían lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relación molar 50:38:9:2, 

respectivamente. Después del tratamiento con LNP, el ADN genómico aislado se analizó por NGS 

(por ejemplo, como se describe en los Ejemplos 1 y 6) para determinar si se podían detectar los 

indeles en el sitio fuera de la diana potencial, lo que sería indicativo de un evento de escisión 15 

mediado por Cas9. Las Tablas 31 y 32 muestran los posibles sitios fuera de la diana que se 

evaluaron para los ARNg G000480 y G000486, respectivamente. 

Como se muestra en la Figura 21A-B y 22A-B y la Tabla 33 a continuación, se detectaron los 

indeles a niveles bajos solo para dos de los sitios fuera de la diana potenciales identificados por el 

ensayo de inserción de oligo para G000480, y solo uno para G000486. No se detectaron indeles en 20 

ninguno de los sitios que se predijeron in silico para cualquiera de los guías. Además, los indeles 

solo se detectaron en estos sitios mediante el uso de una dosis casi saturante de LNP, ya que las 

tasas de indeles observadas en los sitios en la diana para G000480 y G000486 fueron ~97 % y ~91 

%, respectivamente (véase Tabla 33). Las coordenadas genómicas de estos sitios también se 

informan en las Tablas 31 y 32, y cada una corresponde a secuencias que no codifican ninguna 25 

proteína. 

Luego se realizó un ensayo de respuesta a la dosis para determinar la dosis más alta de LNP en la 

que no se detectaron fuera de la diana. Los PHH se trataron con LNPs que comprenden G000480 o 

G000486 como se describe en el Ejemplo 4. Las dosis variaron en 11 puntos con respecto a la 

concentración de ARNg (0.001 nM, 0.002 nM, 0.007 nM, 0.02 nM, 0.06 nM, 0.19 nM, 0.57 nM, 30 

1.72 nM, 5.17 nM, 15.51 nM y 46.55 nM). Como se representa por la línea vertical discontinua en 

las Figuras 21A-B y 22A-B, las concentraciones más altas (con respecto a la concentración de 
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ARNg) en las que los sitios fuera de la diana potenciales ya no se detectaron para G000480 y 

G000486 fueron 0.57 nM y 15.51 nM, respectivamente, lo que resultó en tasas de indel en la diana 

de 84.60 % y 89.50 %, respectivamente.  

Tabla 31. Sitios fuera de la diana potenciales identificados mediante detección de inserción y 

predicción in silico para G000480 evaluado mediante secuenciación de amplicones dirigidos 5 

ID DE 

GUÍA 

ID de sitio fuera de 

la diana (OT) Ensayo usado 

Coordenadas cromosómicas 

(hg38) Cadena 

G000480 INS-OT.1 Detección de inserción chr7:94767406-94767426 + 

G000480 INS-OT.2 Detección de inserción chr2:192658562-192658582 + 

G000480 INS-OT.3 Detección de inserción chr7:4834390-4834410 + 

G000480 INS-OT.4 Detección de inserción chr20:9216118-9216138 - 

G000480 INS-OT.5 Detección de inserción chr10:12547071-12547091 + 

G000480 INS-OT.6 Detección de inserción chr6:168377978-168377998 - 

G000480 INS-OT.7 Detección de inserción chr12:114144669-114144689 - 

G000480 INS-OT.8 Detección de inserción chr10:7376755-7376775 + 

G000480 INS-OT.9 Detección de inserción chr2:52950299-52950319 + 

G000480 INS-OT.10 Detección de inserción chr8:56579165-56579185 - 

G000480 INS-OT.11 Detección de inserción chr1:189992255-189992275 + 

G000480 PRED-OT.1 predicción in silico chr10:12547071-12547091 + 

G000480 PRE-DOT.2 predicción in silico chrX:119702782-119702802 + 

G000480 PRED-OT.3 predicción in silico chr1:116544586-116544606 + 

G000480 PRED-OT.4 predicción in silico chr6:88282884-88282904 + 

G000480 PRED-OT.6 predicción in silico chr5:121891868-121891888 + 

G000480 PRED-OT.7 predicción in silico chr3:52544945-52544965 + 

G000480 PRED-OT.8 predicción in silico chr15:36949639-36949659 + 

G000480 PRED-OT.9 predicción in silico chr5:33866486-33866506 + 

G000480 PRED-OT.10 predicción in silico chr5:159755754-159755774 + 

G000480 PRED-OT.11 predicción in silico chr5:31349859-31349879 + 

G000480 PRED-OT.12 predicción in silico chr11:79485652-79485672 + 

G000480 PRED-OT.13 predicción in silico chr15:29448864-29448884 + 

G000480 PRED-OT.14 predicción in silico chr5:171153565-171153585 + 
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G000480 PRED-OT.15 predicción in silico chr9:84855273-84855293 + 

G000480 PRED-OT.16 predicción in silico chr6:159953060-159953080 + 

G000480 PRED-OT.17 predicción in silico chr16:51849024-51849044 + 

G000480 PRED-OT.18 predicción in silico chr3:24108809-24108829 + 

G000480 PRED-OT.19 predicción in silico chr18:41118310-41118330 + 

G000480 PRED-OT.20 predicción in silico chr10:108975241-108975261 + 

G000480 PREDO-T.21 predicción in silico chr1:44683633-44683653 + 

G000480 PRED-OT.22 predicción in silico chr2:196214849-196214869 + 

G000480 PRED-OT.23 predicción in silico chr9:117353544-117353564 + 

G000480 PRED-OT.24 predicción in silico chr1:55583322-55583342 + 

G000480 PRED-OT.25 predicción in silico chr12:28246827-28246847 + 

G000480 PRED-OT.26 predicción in silico chr4:54545361-54545381 + 

G000480 PRED-OT.27 predicción in silico chr13:22364836-22364856 + 

G000480 PRED-OT.28 predicción in silico chr13:80816049-80816069 + 

G000480 PRED-OT.29 predicción in silico chr7:39078622-39078642 + 

G000480 PRED-OT.30 predicción in silico chr2:59944386-59944406 + 

“INS-OT.N” se refiere a un ID de sitio fuera de la diana detectado por inserción de oligo, donde N 

es un número entero especificado anteriormente; “PRED-OT.N” se refiere a una ID de sitio fuera 

de la diana predicha a través de los métodos in silico, donde N es un número entero especificado 

anteriormente. 

Tabla 32. Sitios fuera de la diana potenciales identificados mediante detección de inserción y 5 

predicción in silico para G000486 evaluado mediante secuenciación de amplicones dirigidos 

ID DE 

GUÍA 

ID de sitio 

fuera de la 

diana (OT) Ensayo usado 

Coordenadas cromosómicas 

(hg38) Cadena 

G00048

6 INS-OT.1 

Detección de 

inserción chr14:77332157-77332177 + 

G00048

6 INS-OT.2 

Detección de 

inserción chr14:54672059-54672079 - 

G00048

6 INS-OT.3 

Detección de 

inserción chr4:108513169-108513189 - 

G00048 INS-OT.4 Detección de chr5:91397023-91397043 - 
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6 inserción 

G00048

6 INS-OT.5 

Detección de 

inserción chr9:116626135-116626155 - 

G00048

6 INS-OT.6 

Detección de 

inserción chr6:73201226-73201246 + 

G00048

6 INS-OT.7 

Detección de 

inserción chr16:89368352-89368372 - 

G00048

6 INS-OT.8 

Detección de 

inserción chr7:56308371-56308391 - 

G00048

6 INS-OT.9 

Detección de 

inserción chr21:43605667-43605687 + 

G00048

6 INS-OT.10 

Detección de 

inserción chr5:26758030-26758050 + 

G00048

6 INS-OT.11 

Detección de 

inserción chr17:30656428-30656448 + 

G00048

6 INS-OT.12 

Detección de 

inserción chr8:130486452-130486472 + 

G00048

6 PRED-OT.1 

predicción in 

silico chr11:44707064-44707084 + 

G00048

6 PRED-OT.2 

predicción in 

silico chr5:50775396-50775416 + 

G00048

6 PRED-OT.3 

predicción in 

silico chr4:141623949-141623969 + 

G00048

6 PRED-OT.4 

predicción in 

silico chr1:223481186-223481206 + 

G00048

6 PRED-OT.5 

predicción in 

silico chr6:39951487-39951507 + 

G00048

6 PRED-OT.6 

predicción in 

silico chrY:5456047-5456067 + 

G00048

6 PRED-OT.8 

predicción in 

silico chr6:129868719-129868739 + 

G00048 PRED-OT.9 predicción in chrX:80450312-80450332 + 
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6 silico 

G00048

6 

PRED-

OT.10 

predicción in 

silico chr7:27256771-27256791 + 

G00048

6 

PRED-

OT.11 

predicción in 

silico chr3:181416528-181416548 + 

G00048

6 PRED-OT12 

predicción in 

silico chr7:146425020-146425040 + 

G00048

6 

PRED-

OT.13 

predicción in 

silico chr3:16980977-16980997 + 

G00048

6 

PRED-

OT.14 

predicción in 

silico chr7:118161002-118161022 + 

G00048

6 

PRED-

OT.15 

predicción in 

silico chr6:102220539-102220559 + 

G00048

6 

PRED-

OT.16 

predicción in 

silico chr12:127278991-127279011 + 

G00048

6 

PRED-

OT.17 

predicción in 

silico chr2:67686631-67686651 + 

G00048

6 

PRED-

OT.18 

predicción in 

silico chr1:114467665-114467685 + 

G00048

6 

PRED-

OT.19 

predicción in 

silico chr3:194514436-194514456 + 

G00048

6 

PRED-

OT.20 

predicción in 

silico chr14:31767581-31767601 + 

G00048

6 

PRED-

OT.21 

predicción in 

silico chr16:28706209-28706229 + 

G00048

6 

PRED-

OT.22 

predicción in 

silico chr8:110526279-110526299 + 

G00048

6 

PRED-

OT.23 

predicción in 

silico chr19:2899814-2899834 + 

G00048

6 

PRED-

OT.25 

predicción in 

silico chr3:130760261-130760281 + 

G00048 PRED- predicción in chr11:2506046-2506066 + 
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6 OT.26 silico 

G00048

6 

PRED-

OT.27 

predicción in 

silico chr2:153918318-153918338 + 

G00048

6 

PRED-

OT.28 

predicción in 

silico chr14:40590226-40590246 + 

G00048

6 

PRED-

OT.29 

predicción in 

silico chr18:806650-806670 + 

G00048

6 

PRED-

OT.30 

predicción in 

silico chr2:117707480-117707500 + 

“INS-OT.N” se refiere a un ID de sitio fuera de la diana detectado por inserción de oligo, donde N 

es un número entero especificado anteriormente; “PRED-OT.N” se refiere a un ID de sitio fuera de 

la diana predicho a través de in silico métodos, donde N es un entero especificado. 

Tabla 33. Sitios fuera de la diana detectados en PHH tratados con LNP que contiene 100 ng de 

ARNm y 31.03 nM de ARNg  5 

ID DE 

GUÍA 

ID de sitio 

fuera de 

la diana 

(OT) 

Tipo de 

sitio 

Frecuencia del indel 

(mediante el uso de LNP 

con 100 ng de ARNm de 

Cas9 y 14.68 nM de 

ARNg) 

Desviación estándar de 

frecuencia de indel 

G000480 n/a 

En la 

diana 
97.33 % 1.10 % 

G000480 INS-OT.2 

Fuera de 

diana 
1.43 % 0.40 % 

G000480 INS-OT.4 

Fuera de 

diana 
0.97 % 0.25 % 

G000486 n/a 

En la 

diana 
91.33 % 1.97 % 

G000486 INS-OT.4 

Fuera de 

diana 
0.47 % 0.06 % 

 Ejemplo 12. Suministro de LNP al modelo de ratón humanizado de la ATTR 

En este ejemplo se usó un modelo de ratón transgénico humanizado bien establecido de 

amiloidosis ATTR hereditaria que expresa la forma mutante patogénica V30M de la proteína TTR 



190 

humana. Este modelo de ratón recapitula el fenotipo de depósito de la TTR en los tejidos 

observados en pacientes con la ATTR, incluso dentro del sistema nervioso periférico y el tracto 

gastrointestinal (GI) (véase Santos y otros, Neurobiol Aging. 2010 Feb;31(2):280-9).  

Los ratones (de aproximadamente 4-5 meses de edad) se dosificaron con las formulaciones de LNP 

preparadas mediante el uso de los procedimientos de flujo cruzado y TFF como se describe en el 5 

Ejemplo 1. Las LNPs se formularon con una relación N:P de 6.0 y contenían lípido A, colesterol, 

DSPC y PEG2k-DMG en una relación molar 50:38:9:2, respectivamente. Las LNPs contenían 

ARNm de Cas9 (SEQ ID NO: 1) y G000481 (“G481”) o un guía de control no dirigido G000395 

(“G395”; SEQ ID NO: 273), en una relación 1:1 de ARNg:ARNm por peso. 

Los ratones se inyectaron a través de la vena lateral de la cola como se describe en el Ejemplo 1 10 

con una dosis única de 1 mg/kg (de contenido de ARN total) de LNP con una n=10/grupo. A las 8 

semanas después del tratamiento, los ratones se sacrificaron para la recolección de muestras. Los 

niveles de la proteína TTR humana se midieron en suero y líquido cefalorraquídeo (LCR) mediante 

ELISA como se describió previamente por Butler y otros, Amyloid. 2016 Jun;23(2):109-18. El 

tejido hepático se analizó para determinar los niveles de edición como se describe en el Ejemplo 1. 15 

Otros tejidos (estómago, colon, nervio ciático, ganglio de la raíz dorsal (DRG)) se recogieron y se 

procesaron para inmunohistoquímica semicuantitativa como se describió previamente por 

Gonçalves y otros, Amyloid. 2014 Sep; 21(3): 175–184. El análisis estadístico para los datos de 

inmunohistoquímica se realizó mediante el uso de la prueba de Mann Whitney con un valor de p 

<0.0001. 20 

Como se muestra en la Figura 23A-B, se observó una edición robusta (49.4 %) de TTR en los 

hígados de los ratones humanizados después de la dosis única de LNP que comprende G481, sin 

que se haya detectado edición en el grupo de control. El análisis de los eventos de edición 

demostró que el 96.8 % de los eventos fueron inserciones, con el resto deleciones. 

Como se muestra en la Figura 24A-B, los niveles de la proteína TTR disminuyeron en plasma pero 25 

no en CSF de los ratones tratados, observándose una disminución de más del 99 % de los niveles 

plasmáticos de la TTR (p <0.001). 

La disminución casi completa de la TTR observada en el plasma de los animales tratados se 

correlacionó con el aclaramiento del depósito de amiloide de la proteína TTR en los tejidos 

analizados. Como se muestra en la Figura 25, los ratones de control exhibieron tinción amiloide en 30 

los tejidos, que se asemeja a la fisiopatología observada en sujetos humanos con la ATTR. La 

disminución de la TTR circulante mediante la edición del locus HuTTR V30M resultó en una 
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disminución dramática del depósito de amiloide en los tejidos. Se observó una reducción de 

aproximadamente el 85 % o mejor en la tinción de la TTR en los tejidos tratados 8 semanas 

después del tratamiento (Figura 25). 

Ejemplo 13. Disminución del ARNm de TTR en hepatocitos primarios humanos (PHH) 

En un experimento, se cultivaron PHH y se trataron con LNPs que comprenden ARNm de Cas9 5 

(SEQ ID NO: 1) y un ARNg de interés (véase la Figura 29, Tabla 34), como se describe en el 

Ejemplo 4. Las LNPs se prepararon mediante el uso del procedimiento de flujo cruzado descrito 

anteriormente y se purificaron y se concentraron mediante el uso de columnas PD-10 y unidades de 

filtro centrífugo Amicon, respectivamente. Las LNPs se formularon con una relación N:P de 6.0 y 

contenían lípido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relación molar 50:38:9:2, 10 

respectivamente. Las LNPs comprendían una relación de ARNg:ARNm de 1:2, y las células se 

trataron a una dosis de 300 ng (con respecto a la cantidad de carga del ARNm suministrado).  

Noventa y seis (96) horas después del tratamiento con LNP (con triplicados biológicos para cada 

condición), el ARNm se purificó de las células PHH mediante el uso del kit Dynabeads mRNA 

DIRECT (ThermoFisher Scientific) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La transcripción 15 

inversa (RT) se realizó con la Maxima reverse transcriptase (ThermoFisher Scientific) y un 

cebador poli-dT. El ADNc resultante se purificó con Ampure XP Beads (Agencourt). Para la PCR 

cuantitativa, el 2 % del ADNc purificado se amplificó con Taqman Fast Advanced Mastermix y 3 

conjuntos de sondas Taqman, TTR (ID del ensayo: Hs00174914_m1), GAPDH (ID del ensayo: 

Hs02786624_g1) y PPIB (ID del ensayo: Hs00168719_m1). Los ensayos se realizaron en 20 

QuantStudio 7 Flex Real Time PCR System de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Life 

Technologies). Se calculó la expresión relativa del ARNm de TTR mediante la normalización a los 

controles endógenos (GAPDH y PPIB) individualmente, y luego se promedió.  

Como se muestra en la Figura 29 y se reproduce numéricamente en la Tabla 34 a continuación, 

cada una de las formulaciones de LNP probadas dio como resultado la disminución del ARNm de 25 

TTR, en comparación con el control negativo (no tratado). Los grupos en la Figura 29 y la Tabla 34 

se identifican por la ID del ARNg usado en cada preparación de LNP. La expresión relativa del 

ARNm de TTR se representa en la Figura 29, mientras que el porcentaje de disminución del ARNm 

de TTR se proporciona en la Tabla 34. 

Tabla 34. 30 

ID DE GUÍA Promedio % de Desviación 
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Disminución estándar 

G000480 95.19 1.68 

G000481 91.39 2.39 

G000482 82.31 4.51 

G000483 68.78 13.45 

G000484 75.22 9.05 

G000488 92.77 3.76 

G000489 91.85 2.77 

G000490 78.34 5.76 

G000493 87.53 4.54 

G000494 91.15 3.63 

G000499 91.38 1.71 

G000500 92.90 3.15 

G000567 90.89 5.39 

G000568 53.44 20.20 

G000570 93.38 2.66 

G000571 96.17 2.07 

G000572 55.92 24.53 

 

En un experimento separado, la disminución del ARNm de TTR se evaluó después del tratamiento 

con LNPs que comprenden G000480, G000486 y G000502. Las LNPs se formularon y los PHH se 

cultivaron y se trataron con las LNP, cada una como se describe en el experimento anterior en este 

Ejemplo, con la excepción de que las células se trataron a una dosis de 100 ng (con respecto a la 5 

cantidad de carga del ARNm suministrado). 

Noventa y seis (96) horas después del tratamiento con LNP (tratamiento único para cada 

condición), el ARNm se purificó a partir de células PHH mediante el uso del kit Dynabeads 

mRNA DIRECT (ThermoFisher Scientific) de acuerdo con el protocolo del fabricante. La 

transcripción inversa (RT) se realizó con el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription 10 

(ThermoFisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la PCR 

cuantitativa, el 2 % del ADNc se amplificó con Taqman Fast Advanced Mastermix y 3 conjuntos 

de sondas Taqman, TTR (ID del ensayo: Hs00174914_m1), GAPDH (ID del ensayo: 

Hs02786624_g1) y PPIB (ID del ensayo: Hs00168719_m1). Los ensayos se realizaron en 
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QuantStudio 7 Flex Real Time PCR System de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Life 

Technologies). Se calculó la expresión relativa del ARNm de TTR mediante la normalización a los 

controles endógenos (GAPDH y PPIB) individualmente, y luego se promedió. 

Como se muestra en la Figura 30 y se reproduce numéricamente en la Tabla 35 a continuación, 

cada una de las formulaciones de LNP probadas dio como resultado la disminución del ARNm de 5 

TTR, en comparación con el control negativo (no tratado). Los grupos en la Figura 30 y la Tabla 35 

se identifican por la ID del ARNg usado en cada preparación de LNP. La expresión relativa del 

ARNm de TTR se representa en la Figura 30, mientras que el porcentaje de disminución del ARNm 

de TTR se proporciona en la Tabla 35. 

Tabla 35. 10 

ID DE GUÍA 

Promedio % de 

Disminución 

Desviación 

estándar 

G000480 95.61 0.92 

G000486 97.36 0.63 

G000502 90.94 2.63 

 

Tabla de secuencia  

La siguiente tabla de secuencia proporciona un listado de secuencias descritas en la presente 

descripción. Se entiende que si se hace referencia a una secuencia de ADN (que comprende Ts) 

con respecto a un ARN, entonces Ts debe reemplazarse con Us (que puede modificarse o no 15 

modificarse según el contexto), y viceversa. 

Descripción Secuencia SEQ 

ID No. 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 204, 

secuencia de 

Kozak y 3’ 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCAT

GGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAA

ACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAG

GTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGA

CAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGC

TGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTG

AAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGA

ACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAA

1 
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UTR de ALB TGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAG

AAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGA

CACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATAC

CACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAA

GCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGA

TCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGAC

ACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC

GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATAC

AACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGG

AGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCA

AGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCG

GGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGC

ACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTT

CGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGG

ACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAG

ATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAA

GAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAG

AGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAA

GCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTG

ACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGA

AAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACG

GATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAA

GAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATG

GACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGA

AGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAA

GCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCA

ATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAG

GACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAG

AATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACA

GCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACA

ATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGG

AGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACT

TCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAG
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CACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAA

CTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAA

GCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCG

TCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCA

AGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGC

TTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATT

CAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGA

TCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAAC

GAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTG

TTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGAC

ATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCT

GAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGC

AGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGG

AAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC

AAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCT

GACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCG

GACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTG

GCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC

AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAA

GACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGA

GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCA

GAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGA

ACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAA

ACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACC

TGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTG

GACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACAT

CGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACA

ACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAG

AGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGAT

GAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGA

TCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAG

AGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCAT

CAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGC
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ACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAG

TACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGT

CATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAA

AGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACT

ACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCG

GAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGC

GAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGA

AAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGC

AACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTT

CTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCA

GAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGA

GAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGT

CAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCA

AGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAA

AGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGC

AAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGAT

TCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCG

CAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAG

CGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAA

GCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCA

AAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAA

GCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAA

GAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAG

GGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTT

CCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA

GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAA

CAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGAT

CAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAA

ACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGA

GACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCA

CCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATT

CAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACA

CAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCAC
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CAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCT

GAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAG

AAGAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAG

CATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGA

AGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGT

GTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTT

AATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAA

AATGGAAAGAACCTCGAG 

 

Transcrito de 

Cas9 que 

comprende 

ORF de Cas9 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 205 que 

usa codones 

con expresión 

generalmente 

alta en 

humanos 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCATGCCTAA

GAAAAAGCGGAAGGTCGACGGGGATAAGAAGTACTCAA

TCGGGCTGGATATCGGAACTAATTCCGTGGGTTGGGCAG

TGATCACGGATGAATACAAAGTGCCGTCCAAGAAGTTCA

AGGTCCTGGGGAACACCGATAGACACAGCATCAAGAAA

AATCTCATCGGAGCCCTGCTGTTTGACTCCGGCGAAACC

GCAGAAGCGACCCGGCTCAAACGTACCGCGAGGCGACG

CTACACCCGGCGGAAGAATCGCATCTGCTATCTGCAAGA

GATCTTTTCGAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTT

CTTCCACCGCCTGGAAGAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGA

CAAGAAGCATGAACGGCATCCTATCTTTGGAAACATCGT

CGACGAAGTGGCGTACCACGAAAAGTACCCGACCATCT

ACCATCTGCGGAAGAAGTTGGTTGACTCAACTGACAAGG

CCGACCTCAGATTGATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGA

TCAAATTCCGCGGACACTTCCTGATCGAAGGCGATCTGA

ACCCTGATAACTCCGACGTGGATAAGCTTTTCATTCAAC

TGGTGCAGACCTACAACCAACTGTTCGAAGAAAACCCA

ATCAATGCTAGCGGCGTCGATGCCAAGGCCATCCTGTCC

GCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCGCCTCGAAAACCTGATC

GCACAGCTGCCGGGAGAGAAAAAGAACGGACTTTTCGG

CAACTTGATCGCTCTCTCACTGGGACTCACTCCCAATTTC

AAGTCCAATTTTGACCTGGCCGAGGACGCGAAGCTGCAA

CTCTCAAAGGACACCTACGACGACGACTTGGACAATTTG

2 
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CTGGCACAAATTGGCGATCAGTACGCGGATCTGTTCCTT

GCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAATCTTGCTGTCCGAT

ATCCTGCGCGTGAACACCGAAATAACCAAAGCGCCGCTT

AGCGCCTCGATGATTAAGCGGTACGACGAGCATCACCA

GGATCTCACGCTGCTCAAAGCGCTCGTGAGACAGCAACT

GCCTGAAAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAA

GAATGGGTACGCAGGGTACATCGATGGAGGCGCTAGCC

AGGAAGAGTTCTATAAGTTCATCAAGCCAATCCTGGAAA

AGATGGACGGAACCGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAAC

AGGGAGGATCTGCTCCGGAAACAGAGAACCTTTGACAA

CGGATCCATTCCCCACCAGATCCATCTGGGTGAGCTGCA

CGCCATCTTGCGGCGCCAGGAGGACTTTTACCCATTCCT

CAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAAATTCTGACGT

TCCGCATCCCGTATTACGTGGGCCCACTGGCGCGCGGCA

ATTCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGAAAATCAGAGGAA

ACCATCACTCCTTGGAATTTCGAGGAAGTTGTGGATAAG

GGAGCTTCGGCACAAAGCTTCATCGAACGAATGACCAA

CTTCGACAAGAATCTCCCAAACGAGAAGGTGCTTCCTAA

GCACAGCCTCCTTTACGAATACTTCACTGTCTACAACGA

ACTGACTAAAGTGAAATACGTTACTGAAGGAATGAGGA

AGCCGGCCTTTCTGTCCGGAGAACAGAAGAAAGCAATT

GTCGATCTGCTGTTCAAGACCAACCGCAAGGTGACCGTC

AAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTG

TTTCGACTCAGTGGAAATCAGCGGGGTGGAGGACAGATT

CAACGCTTCGCTGGGAACCTATCATGATCTCCTGAAGAT

CATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAACGAGGAGAACG

AGGACATCCTGGAAGATATCGTCCTGACCTTGACCCTTT

TCGAGGATCGCGAGATGATCGAGGAGAGGCTTAAGACC

TACGCTCATCTCTTCGACGATAAGGTCATGAAACAACTC

AAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGGGCCGCCTCTCCCGC

AAGCTGATCAACGGTATTCGCGATAAACAGAGCGGTAA

AACTATCCTGGATTTCCTCAAATCGGATGGCTTCGCTAA

TCGTAACTTCATGCAATTGATCCACGACGACAGCCTGAC
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CTTTAAGGAGGACATCCAAAAAGCACAAGTGTCCGGAC

AGGGAGACTCACTCCATGAACACATCGCGAATCTGGCCG

GTTCGCCGGCGATTAAGAAGGGAATTCTGCAAACTGTGA

AGGTGGTCGACGAGCTGGTGAAGGTCATGGGACGGCAC

AAACCGGAGAATATCGTGATTGAAATGGCCCGAGAAAA

CCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAAAACTCCCGCGAAA

GGATGAAGCGGATCGAAGAAGGAATCAAGGAGCTGGGC

AGCCAGATCCTGAAAGAGCACCCGGTGGAAAACACGCA

GCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTACTATTTGCAAAA

TGGACGGGACATGTACGTGGACCAAGAGCTGGACATCA

ATCGGTTGTCTGATTACGACGTGGACCACATCGTTCCAC

AGTCCTTTCTGAAGGATGACTCGATCGATAACAAGGTGT

TGACTCGCAGCGACAAGAACAGAGGGAAGTCAGATAAT

GTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAAGAAGATGAAGAATTA

CTGGCGGCAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAG

AAAGTTTGACAATCTCACTAAAGCCGAGCGCGGCGGACT

CTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCATCAAACGGCAGCT

GGTCGAGACTCGGCAGATTACCAAGCACGTGGCGCAGA

TCTTGGACTCCCGCATGAACACTAAATACGACGAGAACG

ATAAGCTCATCCGGGAAGTGAAGGTGATTACCCTGAAA

AGCAAACTTGTGTCGGACTTTCGGAAGGACTTTCAGTTT

TACAAAGTGAGAGAAATCAACAACTACCATCACGCGCA

TGACGCATACCTCAACGCTGTGGTCGGTACCGCCCTGAT

CAAAAAGTACCCTAAACTTGAATCGGAGTTTGTGTACGG

AGACTACAAGGTCTACGACGTGAGGAAGATGATAGCCA

AGTCCGAACAGGAAATCGGGAAAGCAACTGCGAAATAC

TTCTTTTACTCAAACATCATGAACTTTTTCAAGACTGAAA

TTACGCTGGCCAATGGAGAAATCAGGAAGAGGCCACTG

ATCGAAACTAACGGAGAAACGGGCGAAATCGTGTGGGA

CAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCAAAGTGCTCTC

TATGCCGCAAGTCAATATTGTGAAGAAAACCGAAGTGC

AAACCGGCGGATTTTCAAAGGAATCGATCCTCCCAAAGA

GAAATAGCGACAAGCTCATTGCACGCAAGAAAGACTGG
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GACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGATTCGCCGACTGTC

GCATACTCCGTCCTCGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGG

AAAGAGCAAAAAGCTCAAATCCGTCAAAGAGCTGCTGG

GGATTACCATCATGGAACGATCCTCGTTCGAGAAGAACC

CGATTGATTTCCTCGAGGCGAAGGGTTACAAGGAGGTGA

AGAAGGATCTGATCATCAAACTCCCCAAGTACTCACTGT

TCGAACTGGAAAATGGTCGGAAGCGCATGCTGGCTTCGG

CCGGAGAACTCCAAAAAGGAAATGAGCTGGCCTTGCCT

AGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTTGCTTCGCACTACG

AAAAACTCAAAGGGTCACCGGAAGATAACGAACAGAAG

CAGCTTTTCGTGGAGCAGCACAAGCATTATCTGGATGAA

ATCATCGAACAAATCTCCGAGTTTTCAAAGCGCGTGATC

CTCGCCGACGCCAACCTCGACAAAGTCCTGTCGGCCTAC

AATAAGCATAGAGATAAGCCGATCAGAGAACAGGCCGA

GAACATTATCCACTTGTTCACCCTGACTAACCTGGGAGC

CCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGATACTACTATCGATCG

CAAAAGATACACGTCCACCAAGGAAGTTCTGGACGCGA

CCCTGATCCACCAAAGCATCACTGGACTCTACGAAACTA

GGATCGATCTGTCGCAGCTGGGTGGCGATTGATAGTCTA

GCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAAT

AAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCT

TTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAA

AAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGT

GCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG 

 

secuencia 

modificada de 

ARNsg (“N” 

puede ser 

cualquier 

nucleótido 

natural o no 

natural) 

mN*mN*mN*NNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAmGm

CmUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGC

UAGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGm

UmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*

mU*mU*mU 

3 
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secuencia poli-

A 30/30/39 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCGAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

4 

ARNg 

CR003335 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

CUGCUCCUCCUCUGCCUUGC 5 

ARNg 

CR003336 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

CCUCCUCUGCCUUGCUGGAC 6 

ARNg 

CR003337 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

CCAGUCCAGCAAGGCAGAGG 7 

ARNg 

CR003338 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

AUACCAGUCCAGCAAGGCAG 8 

ARNg 

CR003339 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

ACACAAAUACCAGUCCAGCA 9 

ARNg 

CR003340 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

UGGACUGGUAUUUGUGUCUG 10 
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ARNg 

CR003341 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

CUGGUAUUUGUGUCUGAGGC 11 

ARNg 

CR003342 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

CUUCUCUACACCCAGGGCAC 12 

ARNg 

CR003343 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

CAGAGGACACUUGGAUUCAC 13 

ARNg 

CR003344 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

UUUGACCAUCAGAGGACACU 14 

ARNg 

CR003345 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

UCUAGAACUUUGACCAUCAG 15 

ARNg 

CR003346 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

AAAGUUCUAGAUGCUGUCCG 16 

ARNg 

CR003347 

dirigido a TTR 

CAUUGAUGGCAGGACUGCCU 17 
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humana (Exón 

2) 

ARNg 

CR003348 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

AGGCAGUCCUGCCAUCAAUG 18 

ARNg 

CR003349 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

UGCACGGCCACAUUGAUGGC 19 

ARNg 

CR003350 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

CACAUGCACGGCCACAUUGA 20 

ARNg 

CR003351 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

AGCCUUUCUGAACACAUGCA 21 

ARNg 

CR003352 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

GAAAGGCUGCUGAUGACACC 22 

ARNg 

CR003353 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

AAAGGCUGCUGAUGACACCU 23 
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ARNg 

CR003354 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

ACCUGGGAGCCAUUUGCCUC 24 

ARNg 

CR003355 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

CCCAGAGGCAAAUGGCUCCC 25 

ARNg 

CR003356 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

GCAACUUACCCAGAGGCAAA 26 

ARNg 

CR003357 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

UUCUUUGGCAACUUACCCAG 27 

ARNg 

CR003358 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

AUGCAGCUCUCCAGACUCAC 28 

ARNg 

CR003359 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

AGUGAGUCUGGAGAGCUGCA 29 

ARNg 

CR003360 

dirigido a TTR 

GUGAGUCUGGAGAGCUGCAU 30 
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humana (Exón 

3) 

ARNg 

CR003361 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

GCUGCAUGGGCUCACAACUG 31 

ARNg 

CR003362 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

GCAUGGGCUCACAACUGAGG 32 

ARNg 

CR003363 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

ACUGAGGAGGAAUUUGUAGA 33 

ARNg 

CR003364 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

CUGAGGAGGAAUUUGUAGAA 34 

ARNg 

CR003365 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

UGUAGAAGGGAUAUACAAAG 35 

ARNg 

CR003366 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

AAAUAGACACCAAAUCUUAC 36 
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ARNg 

CR003367 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

AGACACCAAAUCUUACUGGA 37 

ARNg 

CR003368 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

AAGUGCCUUCCAGUAAGAUU 38 

ARNg 

CR003369 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

CUCUGCAUGCUCAUGGAAUG 39 

ARNg 

CR003370 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

CCUCUGCAUGCUCAUGGAAU 40 

ARNg 

CR003371 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

ACCUCUGCAUGCUCAUGGAA 41 

ARNg 

CR003372 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

UACUCACCUCUGCAUGCUCA 42 

ARNg 

CR003373 

dirigido a TTR 

GUAUUCACAGCCAACGACUC 43 
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humana (Exón 

4) 

ARNg 

CR003374 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GCGGCGGGGGCCGGAGUCGU 44 

ARNg 

CR003375 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

AAUGGUGUAGCGGCGGGGGC 45 

ARNg 

CR003376 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

CGGCAAUGGUGUAGCGGCGG 46 

ARNg 

CR003377 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GCGGCAAUGGUGUAGCGGCG 47 

ARNg 

CR003378 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GGCGGCAAUGGUGUAGCGGC 48 

ARNg 

CR003379 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GGGCGGCAAUGGUGUAGCGG 49 
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ARNg 

CR003380 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GCAGGGCGGCAAUGGUGUAG 50 

ARNg 

CR003381 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GGGGCUCAGCAGGGCGGCAA 51 

ARNg 

CR003382 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GGAGUAGGGGCUCAGCAGGG 52 

ARNg 

CR003383 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

AUAGGAGUAGGGGCUCAGCA 53 

ARNg 

CR003384 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

AAUAGGAGUAGGGGCUCAGC 54 

ARNg 

CR003385 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

CCCCUACUCCUAUUCCACCA 55 

ARNg 

CR003386 

dirigido a TTR 

CCGUGGUGGAAUAGGAGUAG 56 
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humana (Exón 

4) 

ARNg 

CR003387 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GCCGUGGUGGAAUAGGAGUA 57 

ARNg 

CR003388 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GACGACAGCCGUGGUGGAAU 58 

ARNg 

CR003389 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

AUUGGUGACGACAGCCGUGG 59 

ARNg 

CR003390 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GGGAUUGGUGACGACAGCCG 60 

ARNg 

CR003391 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

GGCUGUCGUCACCAAUCCCA 61 

ARNg 

CR003392 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

AGUCCCUCAUUCCUUGGGAU 62 
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ARNg 

CR005298 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

UCCACUCAUUCUUGGCAGGA 63 

ARNg 

CR005299 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

AGCCGUGGUGGAAUAGGAGU 64 

ARNg 

CR005300 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

UCACAGAAACACUCACCGUA 65 

ARNg 

CR005301 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

1) 

GUCACAGAAACACUCACCGU 66 

ARNg 

CR005302 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

ACGUGUCUUCUCUACACCCA 67 

ARNg 

CR005303 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

2) 

UGAAUCCAAGUGUCCUCUGA 68 

ARNg 

CR005304 

dirigido a TTR 

GGCCGUGCAUGUGUUCAGAA 69 
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humana (Exón 

2) 

ARNg 

CR005305 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

UAUAGGAAAACCAGUGAGUC 70 

ARNg 

CR005306 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

3) 

AAAUCUUACUGGAAGGCACU 71 

ARNg 

CR005307 

dirigido a TTR 

humana (Exón 

4) 

UGUCUGUCUUCUCUCAUAGG 72 

ARNg 

CR000689 

dirigido a TTR 

de cyno 

ACACAAAUACCAGUCCAGCG 73 

ARNg 

CR005364 

dirigido a TTR 

de cyno 

AAAGGCUGCUGAUGAGACCU 74 

ARNg 

CR005365 

dirigido a TTR 

de cyno 

CAUUGACAGCAGGACUGCCU 75 

ARNg 

CR005366 

dirigido a TTR 

AUACCAGUCCAGCGAGGCAG 76 
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de cyno 

ARNg 

CR005367 

dirigido a TTR 

de cyno 

CCAGUCCAGCGAGGCAGAGG 77 

ARNg 

CR005368 

dirigido a TTR 

de cyno 

CCUCCUCUGCCUCGCUGGAC 78 

ARNg 

CR005369 

dirigido a TTR 

de cyno 

AAAGUUCUAGAUGCCGUCCG 79 

ARNg 

CR005370 

dirigido a TTR 

de cyno 

ACUUGUCUUCUCUAUACCCA 80 

ARNg 

CR005371 

dirigido a TTR 

de cyno 

AAGUGACUUCCAGUAAGAUU 81 

ARNg 

CR005372 

dirigido a TTR 

de cyno 

AAAAGGCUGCUGAUGAGACC 82 

 No usado 83 

 No usado 84 

 No usado 85 

 No usado 86 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

mA*mA*mA*GGCUGCUGAUGACACCUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

87 
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G000480 

dirigido a TTR 

humana 

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000481 

dirigido a TTR 

humana 

mU*mC*mU*AGAACUUUGACCAUCAGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

88 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000482 

dirigido a TTR 

humana 

mU*mG*mU*AGAAGGGAUAUACAAAGGUUUUAGAmGm

CmUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGC

UAGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGm

UmGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*

mU*mU*mU 

89 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000483 

dirigido a TTR 

humana 

mU*mC*mC*ACUCAUUCUUGGCAGGAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

90 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000484 

dirigido a TTR 

humana 

mA*mG*mA*CACCAAAUCUUACUGGAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

91 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000485 

dirigido a TTR 

humana 

mC*mC*mU*CCUCUGCCUUGCUGGACGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

92 
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Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000486 

dirigido a TTR 

humana 

mA*mC*mA*CAAAUACCAGUCCAGCAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

93 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000487 

dirigido a TTR 

humana 

mU*mU*mC*UUUGGCAACUUACCCAGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

94 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000488 

dirigido a TTR 

humana 

mA*mA*mA*GUUCUAGAUGCUGUCCGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

95 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000489 

dirigido a TTR 

humana 

mU*mU*mU*GACCAUCAGAGGACACUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

96 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000490 

dirigido a TTR 

humana 

mA*mA*mA*UAGACACCAAAUCUUACGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

97 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

mA*mU*mA*CCAGUCCAGCAAGGCAGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

98 
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G000491 

dirigido a TTR 

humana 

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000492 

dirigido a TTR 

humana 

mC*mU*mU*CUCUACACCCAGGGCACGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

99 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000493 

dirigido a TTR 

humana 

mA*mA*mG*UGCCUUCCAGUAAGAUUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

100 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000494 

dirigido a TTR 

humana 

mG*mU*mG*AGUCUGGAGAGCUGCAUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

101 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000495 

dirigido a TTR 

humana 

mC*mA*mG*AGGACACUUGGAUUCACGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

102 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000496 

dirigido a TTR 

humana 

mG*mG*mC*CGUGCAUGUGUUCAGAAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

103 
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Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000497 

dirigido a TTR 

humana 

mC*mU*mG*CUCCUCCUCUGCCUUGCGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

104 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000498 

dirigido a TTR 

humana 

mA*mG*mU*GAGUCUGGAGAGCUGCAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

105 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000499 

dirigido a TTR 

humana 

mU*mG*mA*AUCCAAGUGUCCUCUGAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

106 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000500 

dirigido a TTR 

humana 

mC*mC*mA*GUCCAGCAAGGCAGAGGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

107 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000501 

dirigido a TTR 

humana 

mU*mC*mA*CAGAAACACUCACCGUAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

108 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

mG*mA*mA*AGGCUGCUGAUGACACCGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

109 
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G000567 

dirigido a TTR 

humana 

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000568 

dirigido a TTR 

humana 

mG*mG*mC*UGUCGUCACCAAUCCCAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

110 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000570 

dirigido a TTR 

humana 

mC*mA*mU*UGAUGGCAGGACUGCCUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

111 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000571 

dirigido a TTR 

humana 

mG*mU*mC*ACAGAAACACUCACCGUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

112 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000572 

dirigido a TTR 

humana 

mC*mC*mC*CUACUCCUAUUCCACCAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

113 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000502 

dirigido a TTR 

de cyno 

mA*mC*mA*CAAAUACCAGUCCAGCGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

114 
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Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000503 

dirigido a TTR 

de cyno 

mA*mA*mA*AGGCUGCUGAUGAGACCGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

115 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000504 

dirigido a TTR 

de cyno 

mA*mA*mA*GGCUGCUGAUGAGACCUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

116 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000505 

dirigido a TTR 

de cyno 

mC*mA*mU*UGACAGCAGGACUGCCUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

117 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000506 

dirigido a TTR 

de cyno 

mA*mU*mA*CCAGUCCAGCGAGGCAGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

118 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000507 

dirigido a TTR 

de cyno 

mC*mC*mA*GUCCAGCGAGGCAGAGGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

119 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

mC*mC*mU*CCUCUGCCUCGCUGGACGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

120 
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G000508 

dirigido a TTR 

de cyno 

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000509 

dirigido a TTR 

de cyno 

mA*mA*mA*GUUCUAGAUGCCGUCCGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

121 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000510 

dirigido a TTR 

de cyno 

mA*mC*mU*UGUCUUCUCUAUACCCAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

122 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000511 

dirigido a TTR 

de cyno 

mA*mA*mG*UGACUUCCAGUAAGAUUGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

123 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000282 

dirigido a TTR 

de ratón 

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

124 

 No usado 125 a 

200 

Secuencia de 

codificación de 

ADN de Cas9 

que usa el 

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAAC

AAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACA

AGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACA

GACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT

201 
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análogo de 

timidina de los 

codones de 

mínima uridina 

enumerados en 

la Tabla 3, con 

codones de 

inicio y parada 

GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGAC

TGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAA

GAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGA

AATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGA

AGAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAA

GACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCAT

ACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAG

AAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACT

GATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGG

ACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACA

GCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACAT

ACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGC

GGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAG

CAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGC

CGGGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATC

GCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAA

CTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCA

AGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCA

CAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCA

AAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTG

AGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGC

AAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACC

TGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCG

GAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAA

CGGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGG

AAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGA

TGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGA

GAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGG

AAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACG

CAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGA

AGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTC

AGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAA

CAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAA
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CAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAG

GGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAA

CTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGA

AGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACG

AACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGA

AAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAT

CGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGT

CAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAAT

GCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA

TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAG

ATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAA

CGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACT

GTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGA

CATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGC

TGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGC

AGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGG

AAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC

AAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCT

GACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCG

GACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTG

GCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC

AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAA

GACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGA

GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCA

GAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGA

ACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAA

ACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACC

TGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTG

GACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACAT

CGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACA

ACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAG

AGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGAT

GAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGA
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TCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAG

AGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCAT

CAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGC

ACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAG

TACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGT

CATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAA

AGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACT

ACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCG

GAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGC

GAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGA

AAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGC

AACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTT

CTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCA

GAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGA

GAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGT

CAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCA

AGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAA

AGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGC

AAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGAT

TCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCG

CAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAG

CGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAA

GCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCA

AAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAA

GCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAA

GAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAG

GGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTT

CCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA

GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAA

CAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGAT

CAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAA

ACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGA

GACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCA
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CCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATT

CAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACA

CAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCAC

CAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCT

GAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAG

AAGAAGAGAAAGGTCTAG 

Secuencia de 

codificación de 

ADN de Cas9 

que usa 

codones con 

expresión 

generalmente 

alta en 

humanos 

ATGGATAAGAAGTACTCAATCGGGCTGGATATCGGAACT

AATTCCGTGGGTTGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAA

GTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGGAACACCGAT

AGACACAGCATCAAGAAAAATCTCATCGGAGCCCTGCT

GTTTGACTCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCTCA

AACGTACCGCGAGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAAT

CGCATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTTTCGAACGAAATG

GCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAAGAA

TCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGCA

TCCTATCTTTGGAAACATCGTCGACGAAGTGGCGTACCA

CGAAAAGTACCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTT

GGTTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTGATCTA

CTTGGCCCTCGCCCATATGATCAAATTCCGCGGACACTT

CCTGATCGAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGT

GGATAAGCTTTTCATTCAACTGGTGCAGACCTACAACCA

ACTGTTCGAAGAAAACCCAATCAATGCTAGCGGCGTCGA

TGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCG

GCGCCTCGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAGA

AAAAGAACGGACTTTTCGGCAACTTGATCGCTCTCTCAC

TGGGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGG

CCGAGGACGCGAAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCTAC

GACGACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGGCGAT

CAGTACGCGGATCTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCG

GACGCAATCTTGCTGTCCGATATCCTGCGCGTGAACACC

GAAATAACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAG

CGGTACGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAA

GCGCTCGTGAGACAGCAACTGCCTGAAAAGTACAAGGA

202 
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GATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTACGCAGGGTA

CATCGATGGAGGCGCTAGCCAGGAAGAGTTCTATAAGTT

CATCAAGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGGAACCGAAG

AACTGCTGGTCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGG

AAACAGAGAACCTTTGACAACGGATCCATTCCCCACCAG

ATCCATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCGCCAG

GAGGACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGAAAAG

ATCGAGAAAATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTG

GGCCCACTGGCGCGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTGGATG

ACTAGAAAATCAGAGGAAACCATCACTCCTTGGAATTTC

GAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAAAGCTT

CATCGAACGAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCCCAAA

CGAGAAGGTGCTTCCTAAGCACAGCCTCCTTTACGAATA

CTTCACTGTCTACAACGAACTGACTAAAGTGAAATACGT

TACTGAAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGTCCGGAGA

ACAGAAGAAAGCAATTGTCGATCTGCTGTTCAAGACCAA

CCGCAAGGTGACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGACTACTT

CAAGAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGTGGAAATCAGCG

GGGTGGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAACCTATC

ATGATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTG

ACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAAGATATCGTC

CTGACCTTGACCCTTTTCGAGGATCGCGAGATGATCGAG

GAGAGGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAG

GTCATGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGG

GGCCGCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGAT

AAACAGAGCGGTAAAACTATCCTGGATTTCCTCAAATCG

GATGGCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAATTGATCCAC

GACGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAAAAAGC

ACAAGTGTCCGGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACA

TCGCGAATCTGGCCGGTTCGCCGGCGATTAAGAAGGGA

ATTCTGCAAACTGTGAAGGTGGTCGACGAGCTGGTGAAG

GTCATGGGACGGCACAAACCGGAGAATATCGTGATTGA

AATGGCCCGAGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGA
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AAAACTCCCGCGAAAGGATGAAGCGGATCGAAGAAGGA

ATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCACCC

GGTGGAAAACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACC

TGTACTATTTGCAAAATGGACGGGACATGTACGTGGACC

AAGAGCTGGACATCAATCGGTTGTCTGATTACGACGTGG

ACCACATCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGACTCGA

TCGATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAACAGA

GGGAAGTCAGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAA

GAAGATGAAGAATTACTGGCGGCAGCTCCTGAATGCGA

AGCTGATTACCCAGAGAAAGTTTGACAATCTCACTAAAG

CCGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGA

TTCATCAAACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACC

AAGCACGTGGCGCAGATCTTGGACTCCCGCATGAACACT

AAATACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAAGTGAA

GGTGATTACCCTGAAAAGCAAACTTGTGTCGGACTTTCG

GAAGGACTTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAATCAACA

ACTACCATCACGCGCATGACGCATACCTCAACGCTGTGG

TCGGTACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCTAAACTTGAAT

CGGAGTTTGTGTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTGA

GGAAGATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAA

GCAACTGCGAAATACTTCTTTTACTCAAACATCATGAAC

TTTTTCAAGACTGAAATTACGCTGGCCAATGGAGAAATC

AGGAAGAGGCCACTGATCGAAACTAACGGAGAAACGGG

CGAAATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTG

TTCGCAAAGTGCTCTCTATGCCGCAAGTCAATATTGTGA

AGAAAACCGAAGTGCAAACCGGCGGATTTTCAAAGGAA

TCGATCCTCCCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCATTGCA

CGCAAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATT

CGATTCGCCGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTGGTGGC

CAAGGTGGAGAAGGGAAAGAGCAAAAAGCTCAAATCCG

TCAAAGAGCTGCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCT

CGTTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTCGAGGCGAAGG

GTTACAAGGAGGTGAAGAAGGATCTGATCATCAAACTC
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CCCAAGTACTCACTGTTCGAACTGGAAAATGGTCGGAAG

CGCATGCTGGCTTCGGCCGGAGAACTCCAAAAAGGAAA

TGAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTA

TCTTGCTTCGCACTACGAAAAACTCAAAGGGTCACCGGA

AGATAACGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGGAGCAGCACA

AGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACAAATCTCCGAGT

TTTCAAAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACA

AAGTCCTGTCGGCCTACAATAAGCATAGAGATAAGCCG

ATCAGAGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCACC

CTGACTAACCTGGGAGCCCCAGCCGCCTTCAAGTACTTC

GATACTACTATCGATCGCAAAAGATACACGTCCACCAAG

GAAGTTCTGGACGCGACCCTGATCCACCAAAGCATCACT

GGACTCTACGAAACTAGGATCGATCTGTCGCAGCTGGGT

GGCGATGGCGGTGGATCTCCGAAAAAGAAGAGAAAGGT

GTAATGA 

 

Secuencia de 

aminoácidos de 

Cas9 con una 

señal de 

localización 

nuclear 

(1xNLS) como 

los 7 

aminoácidos C-

terminales 

MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

203 
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IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSPKKKRKV 

 

ORF del 

ARNm de Cas9 

que usa 

codones de 

mínima uridina, 

con codones de 

inicio y parada 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

204 
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GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA
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AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU
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CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCUAG 

 

ORF del 

ARNm de Cas9 

AUGGAUAAGAAGUACUCAAUCGGGCUGGAUAUCGGAA

CUAAUUCCGUGGGUUGGGCAGUGAUCACGGAUGAAUA

205 
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que usa 

codones con 

expresión 

generalmente 

alta en 

humanos, con 

codones de 

inicio y parada 

CAAAGUGCCGUCCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGGAAC

ACCGAUAGACACAGCAUCAAGAAAAAUCUCAUCGGAG

CCCUGCUGUUUGACUCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACC

CGGCUCAAACGUACCGCGAGGCGACGCUACACCCGGCG

GAAGAAUCGCAUCUGCUAUCUGCAAGAGAUCUUUUCG

AACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACCG

CCUGGAAGAAUCUUUCCUGGUGGAGGAGGACAAGAAG

CAUGAACGGCAUCCUAUCUUUGGAAACAUCGUCGACG

AAGUGGCGUACCACGAAAAGUACCCGACCAUCUACCAU

CUGCGGAAGAAGUUGGUUGACUCAACUGACAAGGCCG

ACCUCAGAUUGAUCUACUUGGCCCUCGCCCAUAUGAUC

AAAUUCCGCGGACACUUCCUGAUCGAAGGCGAUCUGA

ACCCUGAUAACUCCGACGUGGAUAAGCUUUUCAUUCA

ACUGGUGCAGACCUACAACCAACUGUUCGAAGAAAACC

CAAUCAAUGCUAGCGGCGUCGAUGCCAAGGCCAUCCUG

UCCGCCCGGCUGUCGAAGUCGCGGCGCCUCGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAGAAAAAGAACGGACUU

UUCGGCAACUUGAUCGCUCUCUCACUGGGACUCACUCC

CAAUUUCAAGUCCAAUUUUGACCUGGCCGAGGACGCG

AAGCUGCAACUCUCAAAGGACACCUACGACGACGACUU

GGACAAUUUGCUGGCACAAAUUGGCGAUCAGUACGCG

GAUCUGUUCCUUGCCGCUAAGAACCUUUCGGACGCAAU

CUUGCUGUCCGAUAUCCUGCGCGUGAACACCGAAAUAA

CCAAAGCGCCGCUUAGCGCCUCGAUGAUUAAGCGGUAC

GACGAGCAUCACCAGGAUCUCACGCUGCUCAAAGCGCU

CGUGAGACAGCAACUGCCUGAAAAGUACAAGGAGAUC

UUCUUCGACCAGUCCAAGAAUGGGUACGCAGGGUACA

UCGAUGGAGGCGCUAGCCAGGAAGAGUUCUAUAAGUU

CAUCAAGCCAAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACCGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGGGAGGAUCUGCUCC

GGAAACAGAGAACCUUUGACAACGGAUCCAUUCCCCAC

CAGAUCCAUCUGGGUGAGCUGCACGCCAUCUUGCGGCG

CCAGGAGGACUUUUACCCAUUCCUCAAGGACAACCGGG
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AAAAGAUCGAGAAAAUUCUGACGUUCCGCAUCCCGUA

UUACGUGGGCCCACUGGCGCGCGGCAAUUCGCGCUUCG

CGUGGAUGACUAGAAAAUCAGAGGAAACCAUCACUCC

UUGGAAUUUCGAGGAAGUUGUGGAUAAGGGAGCUUCG

GCACAAAGCUUCAUCGAACGAAUGACCAACUUCGACAA

GAAUCUCCCAAACGAGAAGGUGCUUCCUAAGCACAGCC

UCCUUUACGAAUACUUCACUGUCUACAACGAACUGACU

AAAGUGAAAUACGUUACUGAAGGAAUGAGGAAGCCGG

CCUUUCUGUCCGGAGAACAGAAGAAAGCAAUUGUCGA

UCUGCUGUUCAAGACCAACCGCAAGGUGACCGUCAAGC

AGCUUAAAGAGGACUACUUCAAGAAGAUCGAGUGUUU

CGACUCAGUGGAAAUCAGCGGGGUGGAGGACAGAUUC

AACGCUUCGCUGGGAACCUAUCAUGAUCUCCUGAAGA

UCAUCAAGGACAAGGACUUCCUUGACAACGAGGAGAA

CGAGGACAUCCUGGAAGAUAUCGUCCUGACCUUGACCC

UUUUCGAGGAUCGCGAGAUGAUCGAGGAGAGGCUUAA

GACCUACGCUCAUCUCUUCGACGAUAAGGUCAUGAAAC

AACUCAAGCGCCGCCGGUACACUGGUUGGGGCCGCCUC

UCCCGCAAGCUGAUCAACGGUAUUCGCGAUAAACAGA

GCGGUAAAACUAUCCUGGAUUUCCUCAAAUCGGAUGG

CUUCGCUAAUCGUAACUUCAUGCAAUUGAUCCACGACG

ACAGCCUGACCUUUAAGGAGGACAUCCAAAAAGCACA

AGUGUCCGGACAGGGAGACUCACUCCAUGAACACAUCG

CGAAUCUGGCCGGUUCGCCGGCGAUUAAGAAGGGAAU

UCUGCAAACUGUGAAGGUGGUCGACGAGCUGGUGAAG

GUCAUGGGACGGCACAAACCGGAGAAUAUCGUGAUUG

AAAUGGCCCGAGAAAACCAGACUACCCAGAAGGGCCAG

AAAAACUCCCGCGAAAGGAUGAAGCGGAUCGAAGAAG

GAAUCAAGGAGCUGGGCAGCCAGAUCCUGAAAGAGCA

CCCGGUGGAAAACACGCAGCUGCAGAACGAGAAGCUCU

ACCUGUACUAUUUGCAAAAUGGACGGGACAUGUACGU

GGACCAAGAGCUGGACAUCAAUCGGUUGUCUGAUUAC

GACGUGGACCACAUCGUUCCACAGUCCUUUCUGAAGGA



233 

UGACUCGAUCGAUAACAAGGUGUUGACUCGCAGCGAC

AAGAACAGAGGGAAGUCAGAUAAUGUGCCAUCGGAGG

AGGUCGUGAAGAAGAUGAAGAAUUACUGGCGGCAGCU

CCUGAAUGCGAAGCUGAUUACCCAGAGAAAGUUUGAC

AAUCUCACUAAAGCCGAGCGCGGCGGACUCUCAGAGCU

GGAUAAGGCUGGAUUCAUCAAACGGCAGCUGGUCGAG

ACUCGGCAGAUUACCAAGCACGUGGCGCAGAUCUUGG

ACUCCCGCAUGAACACUAAAUACGACGAGAACGAUAA

GCUCAUCCGGGAAGUGAAGGUGAUUACCCUGAAAAGC

AAACUUGUGUCGGACUUUCGGAAGGACUUUCAGUUUU

ACAAAGUGAGAGAAAUCAACAACUACCAUCACGCGCA

UGACGCAUACCUCAACGCUGUGGUCGGUACCGCCCUGA

UCAAAAAGUACCCUAAACUUGAAUCGGAGUUUGUGUA

CGGAGACUACAAGGUCUACGACGUGAGGAAGAUGAUA

GCCAAGUCCGAACAGGAAAUCGGGAAAGCAACUGCGA

AAUACUUCUUUUACUCAAACAUCAUGAACUUUUUCAA

GACUGAAAUUACGCUGGCCAAUGGAGAAAUCAGGAAG

AGGCCACUGAUCGAAACUAACGGAGAAACGGGCGAAA

UCGUGUGGGACAAGGGCAGGGACUUCGCAACUGUUCG

CAAAGUGCUCUCUAUGCCGCAAGUCAAUAUUGUGAAG

AAAACCGAAGUGCAAACCGGCGGAUUUUCAAAGGAAU

CGAUCCUCCCAAAGAGAAAUAGCGACAAGCUCAUUGCA

CGCAAGAAAGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAU

UCGAUUCGCCGACUGUCGCAUACUCCGUCCUCGUGGUG

GCCAAGGUGGAGAAGGGAAAGAGCAAAAAGCUCAAAU

CCGUCAAAGAGCUGCUGGGGAUUACCAUCAUGGAACG

AUCCUCGUUCGAGAAGAACCCGAUUGAUUUCCUCGAG

GCGAAGGGUUACAAGGAGGUGAAGAAGGAUCUGAUCA

UCAAACUCCCCAAGUACUCACUGUUCGAACUGGAAAAU

GGUCGGAAGCGCAUGCUGGCUUCGGCCGGAGAACUCCA

AAAAGGAAAUGAGCUGGCCUUGCCUAGCAAGUACGUC

AACUUCCUCUAUCUUGCUUCGCACUACGAAAAACUCAA

AGGGUCACCGGAAGAUAACGAACAGAAGCAGCUUUUC
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GUGGAGCAGCACAAGCAUUAUCUGGAUGAAAUCAUCG

AACAAAUCUCCGAGUUUUCAAAGCGCGUGAUCCUCGCC

GACGCCAACCUCGACAAAGUCCUGUCGGCCUACAAUAA

GCAUAGAGAUAAGCCGAUCAGAGAACAGGCCGAGAAC

AUUAUCCACUUGUUCACCCUGACUAACCUGGGAGCCCC

AGCCGCCUUCAAGUACUUCGAUACUACUAUCGAUCGCA

AAAGAUACACGUCCACCAAGGAAGUUCUGGACGCGACC

CUGAUCCACCAAAGCAUCACUGGACUCUACGAAACUAG

GAUCGAUCUGUCGCAGCUGGGUGGCGAUGGCGGUGGA

UCUCCGAAAAAGAAGAGAAAGGUGUAAUGA 

 

Secuencia de 

aminoácidos 

de la nickasa 

Cas9 (D10A) 

MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

206 
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DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSPKKKRKV 

 

ORF del 

ARNm de la 

nickasa Cas9 

(D10A) 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

207 
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CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA
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AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG
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AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCUAG 

Secuencia de 

aminoácidos 

de dCas9 

(D10A H840A) 

MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

208 
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QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSPKKKRKV 

 

ORF del 

ARNm de 

dCas9 (D10A 

H840A) 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

209 
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AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA
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GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG
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UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG
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CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCUAG 

Secuencia de 

codificación del 

ARNm de Cas9 

que usa 

codones de 

mínima uridina 

(sin codones de 

inicio o parada; 

adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

210 
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GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG
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UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC
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UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUC 

 

Secuencia de 

codificación de 

la nickasa 

Cas9 que usa 

codones de 

mínima 

uridina (sin 

codones de 

inicio o 

parada; 

adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

211 
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proteínas de 

fusión) 

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG



248 

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG
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CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUC 

Secuencia de 

codificación de 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA
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dCas9 que usa 

codones de 

mínima 

uridina (sin 

codones de 

inicio o 

parada; 

adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA
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GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU
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GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC
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AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUC 

Secuencia de 

aminoácidos de 

Cas9 (sin NLS) 

MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

213 
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MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGD 

 

ORF del 

ARNm de Cas9 

que codifica la 

SEQ ID NO: 

213 que usa 

codones de 

mínima uridina, 

con codones de 

inicio y parada 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

214 
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AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA



256 

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA



257 

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

UAG 

 

Secuencia de 

codificación de 

Cas9 que 

codifica la SEQ 

ID NO: 213 que 

usa codones de 

mínima uridina 

(sin codones de 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

215 
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inicio o parada; 

adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA
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GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU
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GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU
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CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC 

 

Secuencia de 

aminoácidos 

de la nickasa 

Cas9 (sin NLS) 

MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

216 



262 

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGD 

 

ORF del 

ARNm de la 

nickasa Cas9 

que codifica la 

SEQ ID NO: 

216 que usa 

codones de 

mínima 

uridina como 

se enumeran 

en la Tabla 3, 

con codones de 

inicio y parada 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

217 
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GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG
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UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC
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UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

UAG 

Secuencia de 

codificación de 

la nickasa 

Cas9 que 

codifica la 

SEQ ID NO: 

216 que usa 

codones de 

mínima 

uridina como 

se enumeran 

en la Tabla 3 

(sin codones de 

inicio o 

parada; 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

218 
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adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA
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AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU
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CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC 

Secuencia de 

aminoácidos 

de dCas9 (sin 

NLS) 

MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

219 
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FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGD 

 

ORF del 

ARNm de 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

220 
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dCas9 que 

codifica la 

SEQ ID NO: 

219 que usa 

codones de 

mínima 

uridina como 

se enumeran 

en la Tabla 3, 

con codones de 

inicio y parada 

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA
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GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU
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GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC
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AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

UAG 

Secuencia de 

codificación de 

dCas9 que 

codifica la 

SEQ ID NO: 

219 que usa 

codones de 

mínima 

uridina como 

se enumeran 

en la Tabla 3 

(sin codones de 

inicio o 

parada; 

adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

221 
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ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC
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ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA
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GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGC 

Secuencia de 

aminoácidos de 

Cas9 con dos 

señales de 

localización 

nuclear 

(2xNLS) como 

aminoácidos C-

terminales 

MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

222 
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LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGSGSPKKKRKVDGSPKKKR

KVDSG 

 

ORF del 

ARNm de Cas9 

que codifica la 

SEQ ID NO: 

222 que usa 

codones de 

mínima uridina, 

con codones de 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

223 
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inicio y parada AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA
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GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU
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GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU
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CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCCCGA

AGAAGAAGAGAAAGGUC 

GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACG

GAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGAUA

G 

 

Secuencia de 

codificación de 

Cas9 que 

codifica la SEQ 

ID NO: 222 que 

usa codones de 

mínima uridina 

(sin codones de 

inicio o parada; 

adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

224 
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CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA
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GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG
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AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCCCGA

AGAAGAAGAGAAAGGUC 

GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACG

GAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGA 

 

Secuencia de 

aminoácidos 

de la nickasa 

Cas9 con dos 

señales de 

localización 

nuclear como 

los 

MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

225 
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aminoácidos 

C-terminales 

QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGSGSPKKKRKVDGSPKKKR

KVDSG 

 

ORF del 

ARNm de la 

nickasa Cas9 

que codifica la 

SEQ ID NO: 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

226 
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25 que usa 

codones de 

mínima 

uridina como 

se enumeran 

en la Tabla 3, 

con codones de 

inicio y parada 

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA
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CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG
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ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA
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UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACG

GAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGAUA

G 

Secuencia de 

codificación de 

la nickasa 

Cas9 que 

codifica la 

SEQ ID NO: 

25 que usa 

codones de 

mínima 

uridina (sin 

codones de 

inicio o 

parada; 

adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

227 
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CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA
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GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG
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AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC 

GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACG

GAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGA 

Secuencia de 

aminoácidos 

de dCas9 con 

dos señales de 

localización 

nuclear como 

los 

aminoácidos 

C-terminales 

MDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDR

HSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICY

LQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIV

DEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIK

FRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASG

VDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLG

LTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYA

DLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHH

QDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQ

EEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIP

HQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGP

228 



293 

LARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIER

MTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEG

MRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIE

CFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDI

LEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRR

YTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQL

IHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGIL

QTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNS

RERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQN

GRDMYVDQELDINRLSDYDVDAIVPQSFLKDDSIDNKVLT

RSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKF

DNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSR

MNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREIN

NYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV

RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKR

PLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEV

QTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVA

YSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFL

EAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQK

GNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQH

KHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIRE

QAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDAT

LIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGSGSPKKKRKVDGSPKKKR

KVDSG 

 

ORF del 

ARNm de 

dCas9 que 

codifica la 

SEQ ID NO: 

228 que usa 

codones de 

mínima 

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAA

CAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUA

CAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAAC

ACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAG

CACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGA

AGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCA

GCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCAC

229 
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uridina, con 

codones de 

inicio y parada 

AGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA

AGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGAC

GAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCA

CCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCA

GACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAU

CAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUG

AACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCA

GCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACC

CGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUG

AGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACC

UGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACU

GUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC

CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA



295 

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG

UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU
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GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC

UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU
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CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC 

GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACG

GAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGAUA

G 

Secuencia de 

codificación de 

dCas9 que 

codifica la 

SEQ ID NO: 

228 que usa 

codones de 

mínima 

uridina (sin 

codones de 

inicio o 

parada; 

adecuada para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGCAAUCGGAACAA

ACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACAGACGAAUACAA

GGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACA

GACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC

UGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAG

ACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGA

AAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUUCAGCA

ACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAG

ACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGA

AGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACC

UGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAGA

CCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCA

AGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAA

CCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC

UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCG

AUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA

GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCU

GAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUG

UUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACC

GAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCA

AAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCU

GGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAG

ACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUC

CUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC

AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUAC

GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACU

230 



298 

GGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUC

UUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACA

UCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUU

CAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAA

GAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGA

GAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCAC

CAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAG

ACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA

GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGU

ACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUU

CGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACA

CCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAA

GCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA

CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACA

GCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUG

ACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGC

CGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU

CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC

AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAU

GCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAG

AUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGA

AGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGA

AAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUG

ACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGAC

UGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAU

GAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGA

AGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAG

CGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCC

ACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAA

GGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAAC

ACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAG

GGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGG
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UCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGU

CAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG

GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCG

AAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAA

GGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAA

AGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAU

GUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGC

GACUACGACGUCGACGCAAUCGUCCCGCAGAGCUUCCU

GAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGA

AGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGA

GCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAG

ACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAG

UUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGA

GCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCU

GGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAG

AUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAA

ACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACU

GAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUC

CAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCA

CGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAG

CACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUU

CGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAG

AUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAA

CAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUC

UUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA

GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGG

AGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA

GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCG

UCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAA

GGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUG

AUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACG

GAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUG

GUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGC
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UGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAU

GGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUC

CUGGAAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACC

UGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACU

GGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGA

GAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCA

AGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAA

AAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGC

AGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAA

AUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCA

UCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCA

UACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGG

CAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUG

GGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAU

CGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUG

GACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUA

CGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC

GGAAGCGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACG

GAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGA 

Promotor T7 TAATACGACTCACTATA 231 

Beta-globina 

humana 5’ 

UTR 

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTC

AAACAGACACC 

232 

Beta-globina 

humana 3’ 

UTR 

GCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTT

TGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATG

AAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACA

TTTATTTTCATTGC 

233 

Alfa-globina 

humana 5’ 

UTR 

CATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGCCCGGCACTCTTCTGG

TCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACC 

234 

Alfa-globina 

humana 3’ 

UTR 

GCTGGAGCCTCGGTGGCCATGCTTCTTGCCCCTTGGGCC

TCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACCCGTACCCCC

GTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGC 

235 



301 

Beta-globina 5’ 

UTR de 

Xenopus laevis 

AAGCTCAGAATAAACGCTCAACTTTGGCC 236 

Beta-globina 3’ 

UTR de 

Xenopus laevis 

ACCAGCCTCAAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAGCTAC

ATAATACCAACTTACACTTTACAAAATGTTGTCCCCCAA

AATGTAGCCATTCGTATCTGCTCCTAATAAAAAGAAAGT

TTCTTCACATTCT 

237 

Hormona de 

crecimiento 

bovino 5’ UTR 

CAGGGTCCTGTGGACAGCTCACCAGCT 238 

Hormona de 

crecimiento 

bovino 3’ UTR 

TTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCC

TTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAAT

AAAATGAGGAAATTGCATCGCA 

239 

Hemoglobina 

alfa de Mus 

musculus, 

cadena adulta 1 

(Hba-a1), 

3’UTR 

GCTGCCTTCTGCGGGGCTTGCCTTCTGGCCATGCCCTTCT

TCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTTTGAATAAAG

CCTGAGTAGGAAG 

240 

HSD17B4 5’ 

UTR 

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGT

GTGTCGTTGCAGGCCTTATTC 

241 

ARN de guía 

única G282 

dirigido al gen 

TTR de ratón 

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

 

242 

 No usado 243 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCATGGACAA

GAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCG

TCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCG

244 



302 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 204, y 3’ 

UTR de ALB 

AGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACA

CAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGA

CAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGA

ACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAA

TCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAA

AGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCT

TCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCG

ATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAA

AAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGT

CGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACC

TGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC

TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTC

GACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAG

CTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGA

CGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCA

GAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAA

AAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAG

CCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCT

GGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACAT

ACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGA

GACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTG

AGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAAC

ACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGAT

CAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGC

TGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTAC

AAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGC

AGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCT

ACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGGACGGA

ACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCT

GCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCC

CGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGA

GAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAAC

AGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCC
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GTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGAT

TCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACA

CCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAG

CGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACA

AGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGC

CTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACA

AAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGC

ATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACC

TGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAG

CTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGAC

AGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGC

AAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCA

AGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGAC

ATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAA

GACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGC

ACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGA

GAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAA

GCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGA

CAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACA

GAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT

TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAG

GGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGG

AAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCA

AGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACAC

AAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAA

CCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAA

AGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGG

AAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAACACAC

AGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGA

ACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATC

AACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCG

CAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGT

CCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGAC
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AACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAA

CTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACAC

AGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGA

GGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAG

ACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCG

CACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGAC

GAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCAC

ACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACT

TCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACC

ACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACA

GCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATT

CGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGA

TGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACA

GCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTC

AAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGAAA

GAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAA

TCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGA

AAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAA

GACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCA

TCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGA

AAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGA

CAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAA

GGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCA

AGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC

TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGG

ATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGC

CGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAGAAAG

AGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAA

CGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA

CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGG

AAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCAC

AAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGA

ATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGG
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ACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAG

CCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTC

ACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTA

CTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCA

CAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGC

ATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCA

GCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAG

AGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCA

GCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAA

TAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCC

AACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTT

GCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAA

GAACCTCGAG 

 

ORF de Cas9 

alternativo con 

19.36 % de 

contenido de U 

ATGGATAAGAAGTACTCGATCGGGCTGGATATCGGAACT

AATTCCGTGGGTTGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAA

GTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGGAACACCGAT

AGACACAGCATCAAGAAGAATCTCATCGGAGCCCTGCT

GTTTGACTCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCTCA

AACGTACCGCGAGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAAT

CGCATCTGCTATCTGCAAGAAATCTTTTCGAACGAAATG

GCAAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAAGA

ATCTTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGC

ATCCTATCTTTGGAAACATCGTGGACGAAGTGGCGTACC

ACGAAAAGTACCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAG

TTGGTTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTGATC

TACTTGGCCCTCGCCCATATGATCAAATTCCGCGGACAC

TTCCTGATCGAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGAC

GTGGATAAGCTGTTCATTCAACTGGTGCAGACCTACAAC

CAACTGTTCGAAGAAAACCCAATCAATGCCAGCGGCGTC

GATGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCG

CGGCGCCTCGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGA

GAAGAAGAACGGACTTTTCGGCAACTTGATCGCTCTCTC

245 
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ACTGGGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCT

GGCCGAGGACGCGAAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCT

ACGACGACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGGCG

ATCAGTACGCGGATCTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTT

CGGACGCAATCTTGCTGTCCGATATCCTGCGCGTGAACA

CCGAAATAACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTA

AGCGGTACGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCA

AAGCGCTCGTGAGACAGCAACTGCCTGAAAAGTACAAG

GAGATTTTCTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTACGCAGGG

TACATCGATGGAGGCGCCAGCCAGGAAGAGTTCTATAA

GTTCATCAAGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGGAACCG

AAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTC

CGCAAACAGAGAACCTTTGACAACGGAAGCATTCCACA

CCAGATCCATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCG

CCAGGAGGACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGA

AAAGATCGAGAAAATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTA

CGTGGGCCCACTGGCGCGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTG

GATGACTAGAAAATCAGAGGAAACCATCACTCCTTGGA

ATTTCGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAAT

CCTTCATCGAACGAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCC

CAAACGAGAAGGTGCTTCCTAAGCACAGCCTCCTTTACG

AATACTTCACTGTCTACAACGAACTGACTAAAGTGAAAT

ACGTTACTGAAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGAGCG

GAGAACAGAAGAAAGCGATTGTCGATCTGCTGTTCAAG

ACCAACCGCAAGGTGACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGA

CTACTTCAAGAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGTGGAAAT

CAGCGGAGTGGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAA

CCTATCATGATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACT

TCCTTGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAAGAT

ATCGTCCTGACCTTGACCCTTTTCGAGGATCGCGAGATG

ATCGAGGAGAGGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGAC

GATAAGGTCATGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACAC

TGGTTGGGGCCGCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGTAT
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TCGCGATAAACAGAGCGGTAAAACTATCCTGGATTTCCT

CAAATCGGATGGCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAGTT

GATCCACGACGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCA

GAAAGCACAAGTGAGCGGACAGGGAGACTCACTCCATG

AACACATCGCGAATCTGGCCGGTTCGCCGGCGATTAAGA

AGGGAATCCTGCAAACTGTGAAGGTGGTGGACGAGCTG

GTGAAGGTCATGGGACGGCACAAACCGGAGAATATCGT

GATTGAAATGGCCCGAGAAAACCAGACTACCCAGAAGG

GCCAGAAGAACTCCCGCGAAAGGATGAAGCGGATCGAA

GAAGGAATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGA

GCACCCGGTGGAAAACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGC

TCTACCTGTACTATTTGCAAAATGGACGGGACATGTACG

TGGACCAAGAGCTGGACATCAATCGGTTGTCTGATTACG

ACGTGGACCACATCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATG

ACTCCATCGATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGA

ACAGAGGGAAGTCAGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTC

GTGAAGAAGATGAAGAATTACTGGCGGCAGCTCCTGAA

TGCGAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTTGACAATCTCAC

TAAAGCCGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGG

CTGGATTCATCAAACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGA

TTACCAAGCACGTGGCGCAGATCCTGGACTCCCGCATGA

ACACTAAATACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAA

GTGAAGGTGATTACCCTGAAAAGCAAACTTGTGTCGGAC

TTTCGGAAGGACTTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAATC

AACAACTACCATCACGCGCATGACGCATACCTCAACGCT

GTGGTCGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCTAAACTT

GAATCGGAGTTTGTGTACGGAGACTACAAGGTCTACGAC

GTGAGGAAGATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGG

GAAAGCAACTGCGAAATACTTCTTTTACTCAAACATCAT

GAACTTCTTCAAGACTGAAATTACGCTGGCCAATGGAGA

AATCAGGAAGAGGCCACTGATCGAAACTAACGGAGAAA

CGGGCGAAATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCA

ACTGTTCGCAAAGTGCTCTCTATGCCGCAAGTCAATATT
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GTGAAGAAAACCGAAGTGCAAACCGGCGGATTTTCAAA

GGAATCGATCCTCCCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCA

TTGCACGCAAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGA

GGATTCGATTCGCCGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTG

GTGGCCAAGGTGGAGAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTCAA

ATCCGTCAAAGAGCTGCTGGGGATTACCATCATGGAACG

ATCCTCGTTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTGGAGGC

GAAGGGTTACAAGGAGGTGAAGAAGGATCTGATCATCA

AACTGCCCAAGTACTCACTGTTCGAACTGGAAAATGGTC

GGAAGCGCATGCTGGCTTCGGCCGGAGAACTCCAGAAA

GGAAATGAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTC

CTCTATCTTGCTTCGCACTACGAGAAACTCAAAGGGTCA

CCGGAAGATAACGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGGAGCA

GCACAAGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACAAATCTC

CGAGTTTTCAAAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCT

CGACAAAGTCCTGTCGGCCTACAATAAGCATAGAGATA

AGCCGATCAGAGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGT

TCACCCTGACTAACCTGGGAGCTCCAGCCGCCTTCAAGT

ACTTCGATACTACTATCGACCGCAAAAGATACACGTCCA

CCAAGGAAGTTCTGGACGCGACCCTGATCCACCAAAGC

ATCACTGGACTCTACGAAACTAGGATCGATCTGTCGCAG

CTGGGTGGCGATGGTGGCGGTGGATCCTACCCATACGAC

GTGCCTGACTACGCCTCCGGAGGTGGTGGCCCCAAGAAG

AAACGGAAGGTGTGATAG 

 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 245, 

secuencia de 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCTGCCACCAT

GGATAAGAAGTACTCGATCGGGCTGGATATCGGAACTA

ATTCCGTGGGTTGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAAG

TGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGGAACACCGATA

GACACAGCATCAAGAAGAATCTCATCGGAGCCCTGCTGT

TTGACTCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCTCAAA

CGTACCGCGAGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAATCG

246 
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Kozak y 3’ 

UTR de ALB 

CATCTGCTATCTGCAAGAAATCTTTTCGAACGAAATGGC

AAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAAGAATC

TTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGCATC

CTATCTTTGGAAACATCGTGGACGAAGTGGCGTACCACG

AAAAGTACCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTTGG

TTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTGATCTACT

TGGCCCTCGCCCATATGATCAAATTCCGCGGACACTTCC

TGATCGAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGTGG

ATAAGCTGTTCATTCAACTGGTGCAGACCTACAACCAAC

TGTTCGAAGAAAACCCAATCAATGCCAGCGGCGTCGATG

CCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGC

GCCTCGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAGAAG

AAGAACGGACTTTTCGGCAACTTGATCGCTCTCTCACTG

GGACTCACTCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGGCC

GAGGACGCGAAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCTACGA

CGACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGGCGATCA

GTACGCGGATCTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGA

CGCAATCTTGCTGTCCGATATCCTGCGCGTGAACACCGA

AATAACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAGCG

GTACGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAGC

GCTCGTGAGACAGCAACTGCCTGAAAAGTACAAGGAGA

TTTTCTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTACGCAGGGTACA

TCGATGGAGGCGCCAGCCAGGAAGAGTTCTATAAGTTCA

TCAAGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGGAACCGAAGAA

CTGCTGGTCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGCAAA

CAGAGAACCTTTGACAACGGAAGCATTCCACACCAGATC

CATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCGCCAGGAG

GACTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGAAAAGATC

GAGAAAATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGGC

CCACTGGCGCGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTGGATGACT

AGAAAATCAGAGGAAACCATCACTCCTTGGAATTTCGAG

GAAGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAATCCTTCATC

GAACGAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCCCAAACGA
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GAAGGTGCTTCCTAAGCACAGCCTCCTTTACGAATACTT

CACTGTCTACAACGAACTGACTAAAGTGAAATACGTTAC

TGAAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGAGCGGAGAAC

AGAAGAAAGCGATTGTCGATCTGCTGTTCAAGACCAACC

GCAAGGTGACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTC

AAGAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGTGGAAATCAGCGG

AGTGGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAACCTATCA

TGATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGA

CAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAAGATATCGTCC

TGACCTTGACCCTTTTCGAGGATCGCGAGATGATCGAGG

AGAGGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAGG

TCATGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGG

GCCGCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGATA

AACAGAGCGGTAAAACTATCCTGGATTTCCTCAAATCGG

ATGGCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAGTTGATCCACG

ACGACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAGAAAGCA

CAAGTGAGCGGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACAT

CGCGAATCTGGCCGGTTCGCCGGCGATTAAGAAGGGAA

TCCTGCAAACTGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAG

GTCATGGGACGGCACAAACCGGAGAATATCGTGATTGA

AATGGCCCGAGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGA

AGAACTCCCGCGAAAGGATGAAGCGGATCGAAGAAGGA

ATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCACCC

GGTGGAAAACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACC

TGTACTATTTGCAAAATGGACGGGACATGTACGTGGACC

AAGAGCTGGACATCAATCGGTTGTCTGATTACGACGTGG

ACCACATCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGACTCCA

TCGATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAACAGA

GGGAAGTCAGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAA

GAAGATGAAGAATTACTGGCGGCAGCTCCTGAATGCGA

AGCTGATTACCCAGAGAAAGTTTGACAATCTCACTAAAG

CCGAGCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGA

TTCATCAAACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACC
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AAGCACGTGGCGCAGATCCTGGACTCCCGCATGAACACT

AAATACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAAGTGAA

GGTGATTACCCTGAAAAGCAAACTTGTGTCGGACTTTCG

GAAGGACTTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAATCAACA

ACTACCATCACGCGCATGACGCATACCTCAACGCTGTGG

TCGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCTAAACTTGAAT

CGGAGTTTGTGTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTGA

GGAAGATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAA

GCAACTGCGAAATACTTCTTTTACTCAAACATCATGAAC

TTCTTCAAGACTGAAATTACGCTGGCCAATGGAGAAATC

AGGAAGAGGCCACTGATCGAAACTAACGGAGAAACGGG

CGAAATCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTG

TTCGCAAAGTGCTCTCTATGCCGCAAGTCAATATTGTGA

AGAAAACCGAAGTGCAAACCGGCGGATTTTCAAAGGAA

TCGATCCTCCCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCATTGCA

CGCAAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATT

CGATTCGCCGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTGGTGGC

CAAGGTGGAGAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTCAAATCCG

TCAAAGAGCTGCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCT

CGTTCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTGGAGGCGAAGG

GTTACAAGGAGGTGAAGAAGGATCTGATCATCAAACTG

CCCAAGTACTCACTGTTCGAACTGGAAAATGGTCGGAAG

CGCATGCTGGCTTCGGCCGGAGAACTCCAGAAAGGAAA

TGAGCTGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTA

TCTTGCTTCGCACTACGAGAAACTCAAAGGGTCACCGGA

AGATAACGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGGAGCAGCACA

AGCATTATCTGGATGAAATCATCGAACAAATCTCCGAGT

TTTCAAAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACA

AAGTCCTGTCGGCCTACAATAAGCATAGAGATAAGCCG

ATCAGAGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCACC

CTGACTAACCTGGGAGCTCCAGCCGCCTTCAAGTACTTC

GATACTACTATCGACCGCAAAAGATACACGTCCACCAAG

GAAGTTCTGGACGCGACCCTGATCCACCAAAGCATCACT
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GGACTCTACGAAACTAGGATCGATCTGTCGCAGCTGGGT

GGCGATGGTGGCGGTGGATCCTACCCATACGACGTGCCT

GACTACGCCTCCGGAGGTGGTGGCCCCAAGAAGAAACG

GAAGGTGTGATAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTC

AGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCA

ATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAG

CCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCAT

TTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGA

AAGAACCTCGAG 

 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 245, y 3’ 

UTR de ALB 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCTATGGATAA

GAAGTACTCGATCGGGCTGGATATCGGAACTAATTCCGT

GGGTTGGGCAGTGATCACGGATGAATACAAAGTGCCGT

CCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGGAACACCGATAGACAC

AGCATCAAGAAGAATCTCATCGGAGCCCTGCTGTTTGAC

TCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCTCAAACGTAC

CGCGAGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAATCGCATCT

GCTATCTGCAAGAAATCTTTTCGAACGAAATGGCAAAGG

TGGACGACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAAGAATCTTTCC

TGGTGGAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGCATCCTATC

TTTGGAAACATCGTGGACGAAGTGGCGTACCACGAAAA

GTACCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTTGGTTGA

CTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTGATCTACTTGGC

CCTCGCCCATATGATCAAATTCCGCGGACACTTCCTGAT

CGAAGGCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGTGGATAA

GCTGTTCATTCAACTGGTGCAGACCTACAACCAACTGTT

CGAAGAAAACCCAATCAATGCCAGCGGCGTCGATGCCA

AGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCGCC

TCGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAGAAGAAG

AACGGACTTTTCGGCAACTTGATCGCTCTCTCACTGGGA

CTCACTCCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGGCCGAG

GACGCGAAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCTACGACGA

247 
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CGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGGCGATCAGTA

CGCGGATCTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGC

AATCTTGCTGTCCGATATCCTGCGCGTGAACACCGAAAT

AACCAAAGCGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAGCGGTA

CGACGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAGCGCT

CGTGAGACAGCAACTGCCTGAAAAGTACAAGGAGATTT

TCTTCGACCAGTCCAAGAATGGGTACGCAGGGTACATCG

ATGGAGGCGCCAGCCAGGAAGAGTTCTATAAGTTCATCA

AGCCAATCCTGGAAAAGATGGACGGAACCGAAGAACTG

CTGGTCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGCAAACA

GAGAACCTTTGACAACGGAAGCATTCCACACCAGATCCA

TCTGGGTGAGCTGCACGCCATCTTGCGGCGCCAGGAGGA

CTTTTACCCATTCCTCAAGGACAACCGGGAAAAGATCGA

GAAAATTCTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGGCCC

ACTGGCGCGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTGGATGACTAG

AAAATCAGAGGAAACCATCACTCCTTGGAATTTCGAGGA

AGTTGTGGATAAGGGAGCTTCGGCACAATCCTTCATCGA

ACGAATGACCAACTTCGACAAGAATCTCCCAAACGAGA

AGGTGCTTCCTAAGCACAGCCTCCTTTACGAATACTTCA

CTGTCTACAACGAACTGACTAAAGTGAAATACGTTACTG

AAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGAGCGGAGAACAG

AAGAAAGCGATTGTCGATCTGCTGTTCAAGACCAACCGC

AAGGTGACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTCAA

GAAGATCGAGTGTTTCGACTCAGTGGAAATCAGCGGAGT

GGAGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAACCTATCATGA

TCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAA

CGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAAGATATCGTCCTGA

CCTTGACCCTTTTCGAGGATCGCGAGATGATCGAGGAGA

GGCTTAAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAGGTCA

TGAAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGGGCC

GCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGATAAAC

AGAGCGGTAAAACTATCCTGGATTTCCTCAAATCGGATG

GCTTCGCTAATCGTAACTTCATGCAGTTGATCCACGACG
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ACAGCCTGACCTTTAAGGAGGACATCCAGAAAGCACAA

GTGAGCGGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACATCGC

GAATCTGGCCGGTTCGCCGGCGATTAAGAAGGGAATCCT

GCAAACTGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTCA

TGGGACGGCACAAACCGGAGAATATCGTGATTGAAATG

GCCCGAGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAGAA

CTCCCGCGAAAGGATGAAGCGGATCGAAGAAGGAATCA

AGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCACCCGGTG

GAAAACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTA

CTATTTGCAAAATGGACGGGACATGTACGTGGACCAAG

AGCTGGACATCAATCGGTTGTCTGATTACGACGTGGACC

ACATCGTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGACTCCATCG

ATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAACAGAGGG

AAGTCAGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAAGAA

GATGAAGAATTACTGGCGGCAGCTCCTGAATGCGAAGCT

GATTACCCAGAGAAAGTTTGACAATCTCACTAAAGCCGA

GCGCGGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCAT

CAAACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACCAAGC

ACGTGGCGCAGATCCTGGACTCCCGCATGAACACTAAAT

ACGACGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAAGTGAAGGTG

ATTACCCTGAAAAGCAAACTTGTGTCGGACTTTCGGAAG

GACTTTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAATCAACAACTAC

CATCACGCGCATGACGCATACCTCAACGCTGTGGTCGGC

ACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCTAAACTTGAATCGGAG

TTTGTGTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTGAGGAAG

ATGATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAAGCAAC

TGCGAAATACTTCTTTTACTCAAACATCATGAACTTCTTC

AAGACTGAAATTACGCTGGCCAATGGAGAAATCAGGAA

GAGGCCACTGATCGAAACTAACGGAGAAACGGGCGAAA

TCGTGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCA

AAGTGCTCTCTATGCCGCAAGTCAATATTGTGAAGAAAA

CCGAAGTGCAAACCGGCGGATTTTCAAAGGAATCGATCC

TCCCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCATTGCACGCAAG
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AAAGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGATTC

GCCGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTGGTGGCCAAGGT

GGAGAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTCAAATCCGTCAAAG

AGCTGCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCTCGTTCG

AGAAGAACCCGATTGATTTCCTGGAGGCGAAGGGTTAC

AAGGAGGTGAAGAAGGATCTGATCATCAAACTGCCCAA

GTACTCACTGTTCGAACTGGAAAATGGTCGGAAGCGCAT

GCTGGCTTCGGCCGGAGAACTCCAGAAAGGAAATGAGC

TGGCCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTTGC

TTCGCACTACGAGAAACTCAAAGGGTCACCGGAAGATA

ACGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGGAGCAGCACAAGCAT

TATCTGGATGAAATCATCGAACAAATCTCCGAGTTTTCA

AAGCGCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACAAAGTC

CTGTCGGCCTACAATAAGCATAGAGATAAGCCGATCAG

AGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCACCCTGAC

TAACCTGGGAGCTCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGATAC

TACTATCGACCGCAAAAGATACACGTCCACCAAGGAAG

TTCTGGACGCGACCCTGATCCACCAAAGCATCACTGGAC

TCTACGAAACTAGGATCGATCTGTCGCAGCTGGGTGGCG

ATGGTGGCGGTGGATCCTACCCATACGACGTGCCTGACT

ACGCCTCCGGAGGTGGTGGCCCCAAGAAGAAACGGAAG

GTGTGATAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCC

TACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAG

CTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAA

CACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGC

CTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGA

ACCTCGAG 

 

 Not used 248 

Transcrito de 

Cas9 que 

comprende la 

secuencia de 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCAT

GCCTAAGAAAAAGCGGAAGGTCGACGGGGATAAGAAGT

ACTCAATCGGGCTGGATATCGGAACTAATTCCGTGGGTT

249 
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Kozak con 

ORF de Cas9 

que usa 

codones con 

una expresión 

generalmente 

alta en 

humanos 

GGGCAGTGATCACGGATGAATACAAAGTGCCGTCCAAG

AAGTTCAAGGTCCTGGGGAACACCGATAGACACAGCAT

CAAGAAAAATCTCATCGGAGCCCTGCTGTTTGACTCCGG

CGAAACCGCAGAAGCGACCCGGCTCAAACGTACCGCGA

GGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAATCGCATCTGCTATC

TGCAAGAGATCTTTTCGAACGAAATGGCAAAGGTCGAC

GACAGCTTCTTCCACCGCCTGGAAGAATCTTTCCTGGTG

GAGGAGGACAAGAAGCATGAACGGCATCCTATCTTTGG

AAACATCGTCGACGAAGTGGCGTACCACGAAAAGTACC

CGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTTGGTTGACTCAA

CTGACAAGGCCGACCTCAGATTGATCTACTTGGCCCTCG

CCCATATGATCAAATTCCGCGGACACTTCCTGATCGAAG

GCGATCTGAACCCTGATAACTCCGACGTGGATAAGCTTT

TCATTCAACTGGTGCAGACCTACAACCAACTGTTCGAAG

AAAACCCAATCAATGCTAGCGGCGTCGATGCCAAGGCC

ATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAGTCGCGGCGCCTCGAA

AACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAGAAAAAGAACGG

ACTTTTCGGCAACTTGATCGCTCTCTCACTGGGACTCACT

CCCAATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGGCCGAGGACGCG

AAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCTACGACGACGACTTG

GACAATTTGCTGGCACAAATTGGCGATCAGTACGCGGAT

CTGTTCCTTGCCGCTAAGAACCTTTCGGACGCAATCTTGC

TGTCCGATATCCTGCGCGTGAACACCGAAATAACCAAAG

CGCCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAGCGGTACGACGAGC

ATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAGCGCTCGTGAGAC

AGCAACTGCCTGAAAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACC

AGTCCAAGAATGGGTACGCAGGGTACATCGATGGAGGC

GCTAGCCAGGAAGAGTTCTATAAGTTCATCAAGCCAATC

CTGGAAAAGATGGACGGAACCGAAGAACTGCTGGTCAA

GCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGGAAACAGAGAACCT

TTGACAACGGATCCATTCCCCACCAGATCCATCTGGGTG

AGCTGCACGCCATCTTGCGGCGCCAGGAGGACTTTTACC

CATTCCTCAAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAAATT
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CTGACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGGCCCACTGGCG

CGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTGGATGACTAGAAAATCA

GAGGAAACCATCACTCCTTGGAATTTCGAGGAAGTTGTG

GATAAGGGAGCTTCGGCACAAAGCTTCATCGAACGAAT

GACCAACTTCGACAAGAATCTCCCAAACGAGAAGGTGC

TTCCTAAGCACAGCCTCCTTTACGAATACTTCACTGTCTA

CAACGAACTGACTAAAGTGAAATACGTTACTGAAGGAA

TGAGGAAGCCGGCCTTTCTGTCCGGAGAACAGAAGAAA

GCAATTGTCGATCTGCTGTTCAAGACCAACCGCAAGGTG

ACCGTCAAGCAGCTTAAAGAGGACTACTTCAAGAAGAT

CGAGTGTTTCGACTCAGTGGAAATCAGCGGGGTGGAGG

ACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAACCTATCATGATCTCC

TGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTTGACAACGAG

GAGAACGAGGACATCCTGGAAGATATCGTCCTGACCTTG

ACCCTTTTCGAGGATCGCGAGATGATCGAGGAGAGGCTT

AAGACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAGGTCATGAAA

CAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTGGGGCCGCCTC

TCCCGCAAGCTGATCAACGGTATTCGCGATAAACAGAGC

GGTAAAACTATCCTGGATTTCCTCAAATCGGATGGCTTC

GCTAATCGTAACTTCATGCAATTGATCCACGACGACAGC

CTGACCTTTAAGGAGGACATCCAAAAAGCACAAGTGTCC

GGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACATCGCGAATCT

GGCCGGTTCGCCGGCGATTAAGAAGGGAATTCTGCAAA

CTGTGAAGGTGGTCGACGAGCTGGTGAAGGTCATGGGA

CGGCACAAACCGGAGAATATCGTGATTGAAATGGCCCG

AGAAAACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAAAACTCCC

GCGAAAGGATGAAGCGGATCGAAGAAGGAATCAAGGA

GCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAGCACCCGGTGGAAA

ACACGCAGCTGCAGAACGAGAAGCTCTACCTGTACTATT

TGCAAAATGGACGGGACATGTACGTGGACCAAGAGCTG

GACATCAATCGGTTGTCTGATTACGACGTGGACCACATC

GTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGACTCGATCGATAAC

AAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAACAGAGGGAAGTC
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AGATAATGTGCCATCGGAGGAGGTCGTGAAGAAGATGA

AGAATTACTGGCGGCAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTA

CCCAGAGAAAGTTTGACAATCTCACTAAAGCCGAGCGC

GGCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTCATCAAA

CGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGATTACCAAGCACGT

GGCGCAGATCTTGGACTCCCGCATGAACACTAAATACGA

CGAGAACGATAAGCTCATCCGGGAAGTGAAGGTGATTA

CCCTGAAAAGCAAACTTGTGTCGGACTTTCGGAAGGACT

TTCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAATCAACAACTACCATC

ACGCGCATGACGCATACCTCAACGCTGTGGTCGGTACCG

CCCTGATCAAAAAGTACCCTAAACTTGAATCGGAGTTTG

TGTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTGAGGAAGATG

ATAGCCAAGTCCGAACAGGAAATCGGGAAAGCAACTGC

GAAATACTTCTTTTACTCAAACATCATGAACTTTTTCAAG

ACTGAAATTACGCTGGCCAATGGAGAAATCAGGAAGAG

GCCACTGATCGAAACTAACGGAGAAACGGGCGAAATCG

TGTGGGACAAGGGCAGGGACTTCGCAACTGTTCGCAAA

GTGCTCTCTATGCCGCAAGTCAATATTGTGAAGAAAACC

GAAGTGCAAACCGGCGGATTTTCAAAGGAATCGATCCTC

CCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCATTGCACGCAAGAA

AGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGATTCGC

CGACTGTCGCATACTCCGTCCTCGTGGTGGCCAAGGTGG

AGAAGGGAAAGAGCAAAAAGCTCAAATCCGTCAAAGAG

CTGCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCTCGTTCGAG

AAGAACCCGATTGATTTCCTCGAGGCGAAGGGTTACAAG

GAGGTGAAGAAGGATCTGATCATCAAACTCCCCAAGTA

CTCACTGTTCGAACTGGAAAATGGTCGGAAGCGCATGCT

GGCTTCGGCCGGAGAACTCCAAAAAGGAAATGAGCTGG

CCTTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTTGCTTC

GCACTACGAAAAACTCAAAGGGTCACCGGAAGATAACG

AACAGAAGCAGCTTTTCGTGGAGCAGCACAAGCATTATC

TGGATGAAATCATCGAACAAATCTCCGAGTTTTCAAAGC

GCGTGATCCTCGCCGACGCCAACCTCGACAAAGTCCTGT
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CGGCCTACAATAAGCATAGAGATAAGCCGATCAGAGAA

CAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCACCCTGACTAAC

CTGGGAGCCCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGATACTACT

ATCGATCGCAAAAGATACACGTCCACCAAGGAAGTTCTG

GACGCGACCCTGATCCACCAAAGCATCACTGGACTCTAC

GAAACTAGGATCGATCTGTCGCAGCTGGGTGGCGATTGA

TAGTCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCA

TGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAGCTTAT

TCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCC

TGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTT

TTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTC

GAG 

 

ORF de Cas9 

con uniones de 

empalme 

eliminadas; 

12.75 % de 

contenido de U 

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAAC

AAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACA

AGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACA

GACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT

GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGAC

TGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAA

GAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGA

AATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACcggCTGGAA

GAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG

ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATA

CCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGA

AGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTG

ATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGA

CACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAG

CGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATA

CAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCG

GAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGC

AAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCC

GGGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCG

CACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACT

250 
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TCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAG

GACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACA

GATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAA

AGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGA

GAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCA

AGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCT

GACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGG

AAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAAC

GGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGA

AGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGAT

GGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAG

AAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGA

AGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGC

AATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAA

GGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA

GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAAC

AGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAAC

AATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGG

GAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAAC

TTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAA

GCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGA

ACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAA

AGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATC

GTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTC

AAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATG

CTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGAT

TCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAG

ATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAA

CGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACT

GTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGA

CATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGC

TGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGC

AGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGG
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AAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC

AAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCT

GACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCG

GACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTG

GCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC

AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAA

GACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGA

GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCA

GAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGA

ACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAA

ACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACC

TGCAaAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTG

GACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACAT

CGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACA

ACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAG

AGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGAT

GAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGA

TCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAG

AGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCAT

CAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGC

ACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAG

TACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGT

CATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAA

AGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACT

ACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCG

GAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGC

GAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGA

AAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGC

AACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTT

CTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCA

GAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGA

GAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGT

CAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCA
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AGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAA

AGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGC

AAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGAT

TCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCG

CAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAG

CGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAA

GCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCA

AAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAA

GCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAA

GAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAG

GGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTT

CCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA

GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAA

CAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGAT

CAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAA

ACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGA

GACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCA

CCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATT

CAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACA

CAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCAC

CAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCT

GAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAG

AAGAAGAGAAAGGTCTAG 

 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 250, 

secuencia de 

Kozak y 3’ 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCAT

GGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAA

ACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAG

GTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGA

CAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGC

TGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTG

AAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGA

ACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAA

251 
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UTR de ALB TGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACcggCTGGAAGA

AAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGAC

ACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATACC

ACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAG

CTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGAT

CTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACA

CTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCG

ACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACA

ACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGA

GTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAA

GAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGG

GAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA

CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTC

GACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGA

CACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGA

TCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAG

AACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA

GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAG

CATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGA

CACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAA

AAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGG

ATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAG

AATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGG

ACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAA

GACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAG

CATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAAT

CCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGA

CAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAA

TCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGC

AGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAT

CACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAG

CAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTC

GACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
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CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACT

GACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGC

CGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTC

GACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAA

GCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCT

TCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTC

AACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGAT

CATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACG

AAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGT

TCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACA

TACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTG

AAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCA

GAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGA

AAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCA

AACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTG

ACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGG

ACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGG

CAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACA

GTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAG

ACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAG

AAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAG

AGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAA

CTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAA

CACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCT

GCAaAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGG

ACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATC

GTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAA

CAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGA

GCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATG

AAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGAT

CACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGA

GAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATC

AAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCA



325 

CGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGT

ACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTC

ATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAA

GGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA

CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGG

AACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCG

AATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAA

AGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCA

ACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC

TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAG

AAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAG

AAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTC

AGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAA

GAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAA

GCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCA

AGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATT

CGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGC

AAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGC

GTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAG

CAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAA

AGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAG

CTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAG

AAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGG

GAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCC

TGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGC

CCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACA

GCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCA

GCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAAC

CTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGA

CAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC

TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCA

AGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACA

AGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCA
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GAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGA

GCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAA

GAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCA

TCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAG

ATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTA

AAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAAT

CATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAAT

GGAAAGAACCTCGAG 

 

ORF de Cas9 

con codones de 

mínima uridina 

de uso 

frecuente en 

humanos en 

general; 12.75 

% de contenido 

de U 

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCAC

CAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACA

AGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACC

GACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCT

GCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCAGAC

TGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAG

AACAGAATCTGCTACCTGCAGGAGATCTTCAGCAACGAG

ATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAG

GAGAGCTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGAG

ACACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTA

CCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGA

AGCTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGAGACTG

ATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGC

CACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGC

GACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTAC

AACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGG

CGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAGCGCCAGACTGAGCA

AGAGCAGAAGACTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCC

GGCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGC

CCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTT

CGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGG

ACACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAG

ATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAG

AACCTGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA

252 
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GTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCAG

CATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGA

CCCTGCTGAAGGCCCTGGTGAGACAGCAGCTGCCCGAG

AAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGG

CTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGG

AGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATGG

ACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACAGAGAG

GACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACCTTCGACAACGGCAG

CATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCAT

CCTGAGAAGACAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGA

CAACAGAGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCAGAA

TCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCAACAGCA

GATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAGACCATC

ACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGC

CAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGAGAATGACCAACTTCGA

CAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACA

GCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGA

CCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGAGAAAGCCC

GCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGA

CCTGCTGTTCAAGACCAACAGAAAGGTGACCGTGAAGC

AGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTC

GACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACAGATTCAA

CGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCAT

CAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGG

ACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCG

AGGACAGAGAGATGATCGAGGAGAGACTGAAGACCTAC

GCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAA

GAGAAGAAGATACACCGGCTGGGGCAGACTGAGCAGAA

AGCTGATCAACGGCATCAGAGACAAGCAGAGCGGCAAG

ACCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAAC

AGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACC

TTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCA

GGGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCG
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GCAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTG

AAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCAGACA

CAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCAGAGAGA

ACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCAGAGAG

AGAATGAAGAGAATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGG

CAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCC

AGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGA

ACGGCAGAGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATC

AACAGACTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCC

CCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGG

TGCTGACCAGAAGCGACAAGAACAGAGGCAAGAGCGAC

AACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAA

CTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCA

GAGAAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCG

GCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGAGA

CAGCTGGTGGAGACCAGACAGATCACCAAGCACGTGGC

CCAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACCAAGTACGACG

AGAACGACAAGCTGATCAGAGAGGTGAAGGTGATCACC

CTGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCAGAAAGGACTT

CCAGTTCTACAAGGTGAGAGAGATCAACAACTACCACC

ACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCG

CCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGCGAGTTC

GTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGAGAAAGAT

GATCGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCG

CCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCA

AGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCAGAAAG

AGACCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGAT

CGTGTGGGACAAGGGCAGAGACTTCGCCACCGTGAGAA

AGGTGCTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAG

ACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCAT

CCTGCCCAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCCAGAA

AGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGCTTCGAC

AGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAG
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GTGGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGA

AGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGAGAAGCAGC

TTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGC

TACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCC

CAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAGA

GAATGCTGGCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAAC

GAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTAC

CTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGA

GGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGCAGCACA

AGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAG

TTCAGCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGAC

AAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCC

CATCAGAGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCAC

CCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTT

CGACACCACCATCGACAGAAAGAGATACACCAGCACCA

AGGAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATC

ACCGGCCTGTACGAGACCAGAATCGACCTGAGCCAGCT

GGGCGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGAGA

AAGGTGTGA 

 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 252, 

secuencia de 

Kozak y 3’ 

UTR de ALB 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCAT

GGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCA

ACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAG

GTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGA

CAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGC

TGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCAGACTG

AAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGA

ACAGAATCTGCTACCTGCAGGAGATCTTCAGCAACGAGA

TGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGG

AGAGCTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGAGA

CACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTAC

CACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAA

253 
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GCTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTGAGACTGA

TCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGCC

ACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCG

ACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACA

ACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGC

GTGGACGCCAAGGCCATCCTGAGCGCCAGACTGAGCAA

GAGCAGAAGACTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCG

GCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCC

CTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTC

GACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGA

CACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGAT

CGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAA

CCTGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGT

GAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCAGCA

TGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACC

CTGCTGAAGGCCCTGGTGAGACAGCAGCTGCCCGAGAA

GTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCT

ACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAG

TTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATGGAC

GGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACAGAGAGGA

CCTGCTGAGAAAGCAGAGAACCTTCGACAACGGCAGCA

TCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCC

TGAGAAGACAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACA

ACAGAGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCAGAATC

CCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCAACAGCAG

ATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAGACCATCA

CCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCC

AGCGCCCAGAGCTTCATCGAGAGAATGACCAACTTCGAC

AAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAG

CCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGAC

CAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGAGAAAGCCCG

CCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGAC

CTGCTGTTCAAGACCAACAGAAAGGTGACCGTGAAGCA
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GCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCG

ACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACAGATTCAAC

GCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATC

AAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGA

CATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGA

GGACAGAGAGATGATCGAGGAGAGACTGAAGACCTACG

CCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAG

AGAAGAAGATACACCGGCTGGGGCAGACTGAGCAGAAA

GCTGATCAACGGCATCAGAGACAAGCAGAGCGGCAAGA

CCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACA

GAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCT

TCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAG

GGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGG

CAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGA

AGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCAGACAC

AAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCAGAGAGAA

CCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCAGAGAGA

GAATGAAGAGAATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGC

AGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCA

GCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAA

CGGCAGAGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCA

ACAGACTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCC

AGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTG

CTGACCAGAAGCGACAAGAACAGAGGCAAGAGCGACAA

CGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACT

ACTGGAGACAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAG

AGAAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGG

CCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGAGAC

AGCTGGTGGAGACCAGACAGATCACCAAGCACGTGGCC

CAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACCAAGTACGACGA

GAACGACAAGCTGATCAGAGAGGTGAAGGTGATCACCC

TGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCAGAAAGGACTTC

CAGTTCTACAAGGTGAGAGAGATCAACAACTACCACCA
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CGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGC

CCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGCGAGTTCGT

GTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGAGAAAGATGA

TCGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCC

AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAG

ACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCAGAAAGAG

ACCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGATCG

TGTGGGACAAGGGCAGAGACTTCGCCACCGTGAGAAAG

GTGCTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGAC

CGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCATCC

TGCCCAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCCAGAAAG

AAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAG

CCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGT

GGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAG

GAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGAGAAGCAGCTTC

GAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTA

CAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCCA

AGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAGAGA

ATGCTGGCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGA

GCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTACCT

GGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGG

ACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGCAGCACAAG

CACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTC

AGCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAA

GGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCCCA

TCAGAGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCC

TGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTTCG

ACACCACCATCGACAGAAAGAGATACACCAGCACCAAG

GAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACC

GGCCTGTACGAGACCAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGG

CGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGAGAAAG

GTGTGACTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTAC

CATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAGCTT
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ATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACAC

CCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTC

TTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACC

TCGAG 

 

ORF de Cas9 

con codones de 

mínima uridina 

usados con 

poca frecuencia 

en humanos en 

general; 12.75 

% de contenido 

de U 

ATGGACAAAAAATACAGCATAGGGCTAGACATAGGGAC

GAACAGCGTAGGGTGGGCGGTAATAACGGACGAATACA

AAGTACCGAGCAAAAAATTCAAAGTACTAGGGAACACG

GACCGACACAGCATAAAAAAAAACCTAATAGGGGCGCT

ACTATTCGACAGCGGGGAAACGGCGGAAGCGACGCGAC

TAAAACGAACGGCGCGACGACGATACACGCGACGAAAA

AACCGAATATGCTACCTACAAGAAATATTCAGCAACGA

AATGGCGAAAGTAGACGACAGCTTCTTCCACCGACTAGA

AGAAAGCTTCCTAGTAGAAGAAGACAAAAAACACGAAC

GACACCCGATATTCGGGAACATAGTAGACGAAGTAGCG

TACCACGAAAAATACCCGACGATATACCACCTACGAAA

AAAACTAGTAGACAGCACGGACAAAGCGGACCTACGAC

TAATATACCTAGCGCTAGCGCACATGATAAAATTCCGAG

GGCACTTCCTAATAGAAGGGGACCTAAACCCGGACAAC

AGCGACGTAGACAAACTATTCATACAACTAGTACAAAC

GTACAACCAACTATTCGAAGAAAACCCGATAAACGCGA

GCGGGGTAGACGCGAAAGCGATACTAAGCGCGCGACTA

AGCAAAAGCCGACGACTAGAAAACCTAATAGCGCAACT

ACCGGGGGAAAAAAAAAACGGGCTATTCGGGAACCTAA

TAGCGCTAAGCCTAGGGCTAACGCCGAACTTCAAAAGC

AACTTCGACCTAGCGGAAGACGCGAAACTACAACTAAG

CAAAGACACGTACGACGACGACCTAGACAACCTACTAG

CGCAAATAGGGGACCAATACGCGGACCTATTCCTAGCG

GCGAAAAACCTAAGCGACGCGATACTACTAAGCGACAT

ACTACGAGTAAACACGGAAATAACGAAAGCGCCGCTAA

GCGCGAGCATGATAAAACGATACGACGAACACCACCAA

GACCTAACGCTACTAAAAGCGCTAGTACGACAACAACT

ACCGGAAAAATACAAAGAAATATTCTTCGACCAAAGCA

254 
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AAAACGGGTACGCGGGGTACATAGACGGGGGGGCGAGC

CAAGAAGAATTCTACAAATTCATAAAACCGATACTAGA

AAAAATGGACGGGACGGAAGAACTACTAGTAAAACTAA

ACCGAGAAGACCTACTACGAAAACAACGAACGTTCGAC

AACGGGAGCATACCGCACCAAATACACCTAGGGGAACT

ACACGCGATACTACGACGACAAGAAGACTTCTACCCGTT

CCTAAAAGACAACCGAGAAAAAATAGAAAAAATACTAA

CGTTCCGAATACCGTACTACGTAGGGCCGCTAGCGCGAG

GGAACAGCCGATTCGCGTGGATGACGCGAAAAAGCGAA

GAAACGATAACGCCGTGGAACTTCGAAGAAGTAGTAGA

CAAAGGGGCGAGCGCGCAAAGCTTCATAGAACGAATGA

CGAACTTCGACAAAAACCTACCGAACGAAAAAGTACTA

CCGAAACACAGCCTACTATACGAATACTTCACGGTATAC

AACGAACTAACGAAAGTAAAATACGTAACGGAAGGGAT

GCGAAAACCGGCGTTCCTAAGCGGGGAACAAAAAAAAG

CGATAGTAGACCTACTATTCAAAACGAACCGAAAAGTA

ACGGTAAAACAACTAAAAGAAGACTACTTCAAAAAAAT

AGAATGCTTCGACAGCGTAGAAATAAGCGGGGTAGAAG

ACCGATTCAACGCGAGCCTAGGGACGTACCACGACCTAC

TAAAAATAATAAAAGACAAAGACTTCCTAGACAACGAA

GAAAACGAAGACATACTAGAAGACATAGTACTAACGCT

AACGCTATTCGAAGACCGAGAAATGATAGAAGAACGAC

TAAAAACGTACGCGCACCTATTCGACGACAAAGTAATG

AAACAACTAAAACGACGACGATACACGGGGTGGGGGCG

ACTAAGCCGAAAACTAATAAACGGGATACGAGACAAAC

AAAGCGGGAAAACGATACTAGACTTCCTAAAAAGCGAC

GGGTTCGCGAACCGAAACTTCATGCAACTAATACACGAC

GACAGCCTAACGTTCAAAGAAGACATACAAAAAGCGCA

AGTAAGCGGGCAAGGGGACAGCCTACACGAACACATAG

CGAACCTAGCGGGGAGCCCGGCGATAAAAAAAGGGATA

CTACAAACGGTAAAAGTAGTAGACGAACTAGTAAAAGT

AATGGGGCGACACAAACCGGAAAACATAGTAATAGAAA

TGGCGCGAGAAAACCAAACGACGCAAAAAGGGCAAAA
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AAACAGCCGAGAACGAATGAAACGAATAGAAGAAGGG

ATAAAAGAACTAGGGAGCCAAATACTAAAAGAACACCC

GGTAGAAAACACGCAACTACAAAACGAAAAACTATACC

TATACTACCTACAAAACGGGCGAGACATGTACGTAGACC

AAGAACTAGACATAAACCGACTAAGCGACTACGACGTA

GACCACATAGTACCGCAAAGCTTCCTAAAAGACGACAG

CATAGACAACAAAGTACTAACGCGAAGCGACAAAAACC

GAGGGAAAAGCGACAACGTACCGAGCGAAGAAGTAGTA

AAAAAAATGAAAAACTACTGGCGACAACTACTAAACGC

GAAACTAATAACGCAACGAAAATTCGACAACCTAACGA

AAGCGGAACGAGGGGGGCTAAGCGAACTAGACAAAGCG

GGGTTCATAAAACGACAACTAGTAGAAACGCGACAAAT

AACGAAACACGTAGCGCAAATACTAGACAGCCGAATGA

ACACGAAATACGACGAAAACGACAAACTAATACGAGAA

GTAAAAGTAATAACGCTAAAAAGCAAACTAGTAAGCGA

CTTCCGAAAAGACTTCCAATTCTACAAAGTACGAGAAAT

AAACAACTACCACCACGCGCACGACGCGTACCTAAACG

CGGTAGTAGGGACGGCGCTAATAAAAAAATACCCGAAA

CTAGAAAGCGAATTCGTATACGGGGACTACAAAGTATA

CGACGTACGAAAAATGATAGCGAAAAGCGAACAAGAAA

TAGGGAAAGCGACGGCGAAATACTTCTTCTACAGCAAC

ATAATGAACTTCTTCAAAACGGAAATAACGCTAGCGAAC

GGGGAAATACGAAAACGACCGCTAATAGAAACGAACGG

GGAAACGGGGGAAATAGTATGGGACAAAGGGCGAGACT

TCGCGACGGTACGAAAAGTACTAAGCATGCCGCAAGTA

AACATAGTAAAAAAAACGGAAGTACAAACGGGGGGGTT

CAGCAAAGAAAGCATACTACCGAAACGAAACAGCGACA

AACTAATAGCGCGAAAAAAAGACTGGGACCCGAAAAAA

TACGGGGGGTTCGACAGCCCGACGGTAGCGTACAGCGT

ACTAGTAGTAGCGAAAGTAGAAAAAGGGAAAAGCAAAA

AACTAAAAAGCGTAAAAGAACTACTAGGGATAACGATA

ATGGAACGAAGCAGCTTCGAAAAAAACCCGATAGACTT

CCTAGAAGCGAAAGGGTACAAAGAAGTAAAAAAAGACC
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TAATAATAAAACTACCGAAATACAGCCTATTCGAACTAG

AAAACGGGCGAAAACGAATGCTAGCGAGCGCGGGGGAA

CTACAAAAAGGGAACGAACTAGCGCTACCGAGCAAATA

CGTAAACTTCCTATACCTAGCGAGCCACTACGAAAAACT

AAAAGGGAGCCCGGAAGACAACGAACAAAAACAACTAT

TCGTAGAACAACACAAACACTACCTAGACGAAATAATA

GAACAAATAAGCGAATTCAGCAAACGAGTAATACTAGC

GGACGCGAACCTAGACAAAGTACTAAGCGCGTACAACA

AACACCGAGACAAACCGATACGAGAACAAGCGGAAAAC

ATAATACACCTATTCACGCTAACGAACCTAGGGGCGCCG

GCGGCGTTCAAATACTTCGACACGACGATAGACCGAAA

ACGATACACGAGCACGAAAGAAGTACTAGACGCGACGC

TAATACACCAAAGCATAACGGGGCTATACGAAACGCGA

ATAGACCTAAGCCAACTAGGGGGGGACGGGGGGGGGAG

CCCGAAAAAAAAACGAAAAGTATGA 

 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 254, 

secuencia de 

Kozak y 3’ 

UTR de ALB 

GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCAT

GGACAAAAAATACAGCATAGGGCTAGACATAGGGACGA

ACAGCGTAGGGTGGGCGGTAATAACGGACGAATACAAA

GTACCGAGCAAAAAATTCAAAGTACTAGGGAACACGGA

CCGACACAGCATAAAAAAAAACCTAATAGGGGCGCTAC

TATTCGACAGCGGGGAAACGGCGGAAGCGACGCGACTA

AAACGAACGGCGCGACGACGATACACGCGACGAAAAAA

CCGAATATGCTACCTACAAGAAATATTCAGCAACGAAAT

GGCGAAAGTAGACGACAGCTTCTTCCACCGACTAGAAG

AAAGCTTCCTAGTAGAAGAAGACAAAAAACACGAACGA

CACCCGATATTCGGGAACATAGTAGACGAAGTAGCGTA

CCACGAAAAATACCCGACGATATACCACCTACGAAAAA

AACTAGTAGACAGCACGGACAAAGCGGACCTACGACTA

ATATACCTAGCGCTAGCGCACATGATAAAATTCCGAGGG

CACTTCCTAATAGAAGGGGACCTAAACCCGGACAACAG

CGACGTAGACAAACTATTCATACAACTAGTACAAACGTA

255 
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CAACCAACTATTCGAAGAAAACCCGATAAACGCGAGCG

GGGTAGACGCGAAAGCGATACTAAGCGCGCGACTAAGC

AAAAGCCGACGACTAGAAAACCTAATAGCGCAACTACC

GGGGGAAAAAAAAAACGGGCTATTCGGGAACCTAATAG

CGCTAAGCCTAGGGCTAACGCCGAACTTCAAAAGCAACT

TCGACCTAGCGGAAGACGCGAAACTACAACTAAGCAAA

GACACGTACGACGACGACCTAGACAACCTACTAGCGCA

AATAGGGGACCAATACGCGGACCTATTCCTAGCGGCGA

AAAACCTAAGCGACGCGATACTACTAAGCGACATACTA

CGAGTAAACACGGAAATAACGAAAGCGCCGCTAAGCGC

GAGCATGATAAAACGATACGACGAACACCACCAAGACC

TAACGCTACTAAAAGCGCTAGTACGACAACAACTACCG

GAAAAATACAAAGAAATATTCTTCGACCAAAGCAAAAA

CGGGTACGCGGGGTACATAGACGGGGGGGCGAGCCAAG

AAGAATTCTACAAATTCATAAAACCGATACTAGAAAAA

ATGGACGGGACGGAAGAACTACTAGTAAAACTAAACCG

AGAAGACCTACTACGAAAACAACGAACGTTCGACAACG

GGAGCATACCGCACCAAATACACCTAGGGGAACTACAC

GCGATACTACGACGACAAGAAGACTTCTACCCGTTCCTA

AAAGACAACCGAGAAAAAATAGAAAAAATACTAACGTT

CCGAATACCGTACTACGTAGGGCCGCTAGCGCGAGGGA

ACAGCCGATTCGCGTGGATGACGCGAAAAAGCGAAGAA

ACGATAACGCCGTGGAACTTCGAAGAAGTAGTAGACAA

AGGGGCGAGCGCGCAAAGCTTCATAGAACGAATGACGA

ACTTCGACAAAAACCTACCGAACGAAAAAGTACTACCG

AAACACAGCCTACTATACGAATACTTCACGGTATACAAC

GAACTAACGAAAGTAAAATACGTAACGGAAGGGATGCG

AAAACCGGCGTTCCTAAGCGGGGAACAAAAAAAAGCGA

TAGTAGACCTACTATTCAAAACGAACCGAAAAGTAACG

GTAAAACAACTAAAAGAAGACTACTTCAAAAAAATAGA

ATGCTTCGACAGCGTAGAAATAAGCGGGGTAGAAGACC

GATTCAACGCGAGCCTAGGGACGTACCACGACCTACTAA

AAATAATAAAAGACAAAGACTTCCTAGACAACGAAGAA
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AACGAAGACATACTAGAAGACATAGTACTAACGCTAAC

GCTATTCGAAGACCGAGAAATGATAGAAGAACGACTAA

AAACGTACGCGCACCTATTCGACGACAAAGTAATGAAA

CAACTAAAACGACGACGATACACGGGGTGGGGGCGACT

AAGCCGAAAACTAATAAACGGGATACGAGACAAACAAA

GCGGGAAAACGATACTAGACTTCCTAAAAAGCGACGGG

TTCGCGAACCGAAACTTCATGCAACTAATACACGACGAC

AGCCTAACGTTCAAAGAAGACATACAAAAAGCGCAAGT

AAGCGGGCAAGGGGACAGCCTACACGAACACATAGCGA

ACCTAGCGGGGAGCCCGGCGATAAAAAAAGGGATACTA

CAAACGGTAAAAGTAGTAGACGAACTAGTAAAAGTAAT

GGGGCGACACAAACCGGAAAACATAGTAATAGAAATGG

CGCGAGAAAACCAAACGACGCAAAAAGGGCAAAAAAA

CAGCCGAGAACGAATGAAACGAATAGAAGAAGGGATAA

AAGAACTAGGGAGCCAAATACTAAAAGAACACCCGGTA

GAAAACACGCAACTACAAAACGAAAAACTATACCTATA

CTACCTACAAAACGGGCGAGACATGTACGTAGACCAAG

AACTAGACATAAACCGACTAAGCGACTACGACGTAGAC

CACATAGTACCGCAAAGCTTCCTAAAAGACGACAGCAT

AGACAACAAAGTACTAACGCGAAGCGACAAAAACCGAG

GGAAAAGCGACAACGTACCGAGCGAAGAAGTAGTAAAA

AAAATGAAAAACTACTGGCGACAACTACTAAACGCGAA

ACTAATAACGCAACGAAAATTCGACAACCTAACGAAAG

CGGAACGAGGGGGGCTAAGCGAACTAGACAAAGCGGGG

TTCATAAAACGACAACTAGTAGAAACGCGACAAATAAC

GAAACACGTAGCGCAAATACTAGACAGCCGAATGAACA

CGAAATACGACGAAAACGACAAACTAATACGAGAAGTA

AAAGTAATAACGCTAAAAAGCAAACTAGTAAGCGACTT

CCGAAAAGACTTCCAATTCTACAAAGTACGAGAAATAA

ACAACTACCACCACGCGCACGACGCGTACCTAAACGCG

GTAGTAGGGACGGCGCTAATAAAAAAATACCCGAAACT

AGAAAGCGAATTCGTATACGGGGACTACAAAGTATACG

ACGTACGAAAAATGATAGCGAAAAGCGAACAAGAAATA
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GGGAAAGCGACGGCGAAATACTTCTTCTACAGCAACAT

AATGAACTTCTTCAAAACGGAAATAACGCTAGCGAACG

GGGAAATACGAAAACGACCGCTAATAGAAACGAACGGG

GAAACGGGGGAAATAGTATGGGACAAAGGGCGAGACTT

CGCGACGGTACGAAAAGTACTAAGCATGCCGCAAGTAA

ACATAGTAAAAAAAACGGAAGTACAAACGGGGGGGTTC

AGCAAAGAAAGCATACTACCGAAACGAAACAGCGACAA

ACTAATAGCGCGAAAAAAAGACTGGGACCCGAAAAAAT

ACGGGGGGTTCGACAGCCCGACGGTAGCGTACAGCGTA

CTAGTAGTAGCGAAAGTAGAAAAAGGGAAAAGCAAAAA

ACTAAAAAGCGTAAAAGAACTACTAGGGATAACGATAA

TGGAACGAAGCAGCTTCGAAAAAAACCCGATAGACTTC

CTAGAAGCGAAAGGGTACAAAGAAGTAAAAAAAGACCT

AATAATAAAACTACCGAAATACAGCCTATTCGAACTAGA

AAACGGGCGAAAACGAATGCTAGCGAGCGCGGGGGAAC

TACAAAAAGGGAACGAACTAGCGCTACCGAGCAAATAC

GTAAACTTCCTATACCTAGCGAGCCACTACGAAAAACTA

AAAGGGAGCCCGGAAGACAACGAACAAAAACAACTATT

CGTAGAACAACACAAACACTACCTAGACGAAATAATAG

AACAAATAAGCGAATTCAGCAAACGAGTAATACTAGCG

GACGCGAACCTAGACAAAGTACTAAGCGCGTACAACAA

ACACCGAGACAAACCGATACGAGAACAAGCGGAAAACA

TAATACACCTATTCACGCTAACGAACCTAGGGGCGCCGG

CGGCGTTCAAATACTTCGACACGACGATAGACCGAAAA

CGATACACGAGCACGAAAGAAGTACTAGACGCGACGCT

AATACACCAAAGCATAACGGGGCTATACGAAACGCGAA

TAGACCTAAGCCAACTAGGGGGGGACGGGGGGGGGAGC

CCGAAAAAAAAACGAAAAGTATGACTAGCCATCACATT

TAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGA

AAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTC

GTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAAT

TTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAA

TAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG 
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Transcrito de 

Cas9 con AGG 

como los 

primeros tres 

nucleótidos 

para el uso con 

CleanCapTM, 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 204, 

secuencia de 

Kozak y 3’ 

UTR de ALB 

AGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCAT

GGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAA

ACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAG

GTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGA

CAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGC

TGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTG

AAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGA

ACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAA

TGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAG

AAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGA

CACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATAC

CACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAA

GCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGA

TCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGAC

ACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC

GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATAC

AACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGG

AGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCA

AGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCG

GGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGC

ACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTT

CGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGG

ACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAG

ATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAA

GAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAG

AGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAA

GCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTG

ACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGA

AAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACG

GATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAA

GAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATG

256 
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GACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGA

AGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAA

GCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCA

ATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAG

GACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAG

AATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACA

GCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACA

ATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGG

AGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACT

TCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAG

CACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAA

CTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAA

GCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCG

TCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCA

AGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGC

TTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATT

CAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGA

TCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAAC

GAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTG

TTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGAC

ATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCT

GAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGC

AGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGG

AAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC

AAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCT

GACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCG

GACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTG

GCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC

AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAA

GACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGA

GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCA

GAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGA

ACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAA
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ACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACC

TGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTG

GACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACAT

CGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACA

ACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAG

AGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGAT

GAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGA

TCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAG

AGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCAT

CAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGC

ACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAG

TACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGT

CATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAA

AGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACT

ACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCG

GAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGC

GAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGA

AAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGC

AACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTT

CTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCA

GAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGA

GAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGT

CAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCA

AGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAA

AGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGC

AAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGAT

TCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCG

CAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAG

CGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAA

GCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCA

AAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAA

GCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAA

GAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAG
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GGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTT

CCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA

GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAA

CAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGAT

CAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAA

ACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGA

GACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCA

CCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATT

CAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACA

CAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCAC

CAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCT

GAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAG

AAGAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAG

CATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGA

AGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGT

GTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTT

AATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAA

AATGGAAAGAACCTCGAG 

 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de CMV, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 204, 

secuencia de 

Kozak y 3’ 

UTR de ALB 

GGGCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGAC

CTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGGC

CGGGAACGGTGCATTGGAACGCGGATTCCCCGTGCCAA

GAGTGACTCACCGTCCTTGACACGGCCACCATGGACAAG

AAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGT

CGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGA

GCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACAC

AGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGAC

AGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGAA

CAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAAT

CTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAA

GGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCTT

CCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGA

TCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAAA

257 
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AGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTC

GACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCT

GGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCT

GATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCG

ACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGC

TGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGAC

GCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAG

AAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA

AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGC

CTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTG

GCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATA

CGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAG

ACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA

GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACA

CAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATC

AAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCT

GAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACA

AGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCA

GGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTA

CAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGGACGGAA

CAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTG

CTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCC

GCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGA

GAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAAC

AGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCC

GTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGAT

TCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACA

CCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAG

CGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACA

AGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGC

CTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACA

AAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGC

ATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACC
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TGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAG

CTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGAC

AGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGC

AAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCA

AGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGAC

ATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAA

GACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGC

ACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGA

GAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAA

GCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGA

CAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACA

GAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT

TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAG

GGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGG

AAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCA

AGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACAC

AAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAA

CCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAA

AGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGG

AAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAACACAC

AGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGA

ACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATC

AACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCG

CAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGT

CCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGAC

AACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAA

CTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACAC

AGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGA

GGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAG

ACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCG

CACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGAC

GAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCAC

ACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACT
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TCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACC

ACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACA

GCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATT

CGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGA

TGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACA

GCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTC

AAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGAAA

GAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAA

TCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGA

AAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAA

GACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCA

TCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGA

AAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGA

CAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAA

GGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCA

AGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC

TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGG

ATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGC

CGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAGAAAG

AGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAA

CGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA

CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGG

AAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCAC

AAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGA

ATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGG

ACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAG

CCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTC

ACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTA

CTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCA

CAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGC

ATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCA

GCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAG

AGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCA
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GCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAA

TAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCC

AACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTT

GCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAA

GAACCTCGAG 

 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de HBB, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 204, 

secuencia de 

Kozak y 3’ 

UTR de HBB 

GGGACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAAC

CTCAAACAGACACCGGATCTGCCACCATGGACAAGAAG

TACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGG

ATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA

AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACACAGC

ATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGC

GGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGAACAG

CAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGC

TACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGT

CGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCTTCCT

GGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCT

TCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATACCACGAAAAG

TACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGAC

AGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGC

ACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGAT

CGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACA

AGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGT

TCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCA

AAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAG

ACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAAAGA

AGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGG

GACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAG

AAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGAC

GACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCA

GTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCG

ACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAG

AAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAG

258 
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AGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAA

GGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGG

AAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGA

TACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAA

GTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGGACGGAACAG

AAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTG

AGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGCA

CCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAA

GACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGA

GAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTA

CTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCG

CATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACCG

TGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGC

ACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGA

ACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTG

CTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAG

GTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATT

CCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGC

TGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTG

AAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAG

CGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAA

GCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAG

GACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACAT

CCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGA

CAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCAC

ACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGA

AGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCT

GATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAA

TCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAA

ACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCA

AGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGA

GACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAG

CCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGG
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TCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAG

CCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACCA

GACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGA

ATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAG

CCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAACACACAGC

TGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACG

GAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAAC

AGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAG

AGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCT

GACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAAC

GTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTA

CTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGA

GAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGA

CTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACA

GCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCAC

AGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAA

AACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACT

GAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCC

AGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCAC

GCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGC

ACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCG

TCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATG

ATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGC

AAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAA

GACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGAAAGA

GACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATC

GTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAAA

GGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGA

CAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATC

CTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAA

GAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACA

GCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGG

TCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAG
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GAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTT

CGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGGAT

ACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCG

AAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAGAAAGAG

AATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACG

AACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACC

TGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAA

GACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAA

GCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGAATT

CAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACA

AGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCG

ATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCAC

ACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTT

CGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCACAA

AGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATC

ACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCT

GGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGA

AAGGTCTAGCTAGCGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCT

ATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACT

GGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGC

CTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCCTCGAG 

 

Transcrito de 

Cas9 con 5’ 

UTR de XBG, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 204, 

secuencia de 

Kozak, y 3’ 

UTR de XBG 

GGGAAGCTCAGAATAAACGCTCAACTTTGGCCGGATCTG

CCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATC

GGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGA

ATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAA

ACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGA

GCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGA

AGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAG

CAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACA

GACTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGA

259 
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AGTCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCT

GAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACC

TGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGT

TCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCG

GACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTC

CAGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAA

CGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAA

GACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCA

CAGCTGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAA

CCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAA

GAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGC

TGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTG

CTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTG

GCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGA

CATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGC

TGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCAC

CAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCA

GCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGA

GCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCA

AGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTG

GAAAAGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT

GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCG

ACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAA

CTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCG

TTCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCT

GACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAG

AGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCG

AAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTC

GACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAAT

GACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCC

TGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCT

ACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGA

ATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAA
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GGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGG

TCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAG

ATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGA

AGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACC

TGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAAC

GAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGAC

ACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAA

GACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTC

ATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGG

AAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGC

GACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCAC

GACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGC

ACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACA

TCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGA

ATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAG

GTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGA

AATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAG

AAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAG

GAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACAC

CCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTA

CCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGA

CCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACG

TCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACA

GCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAAC

AGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGT

CAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACG

CAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACA

AAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGG

CAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAG

ATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAAT

GAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAG

AAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGC



353 

GACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAA

ATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAAC

GCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAA

GCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTA

CGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAA

TCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACA

TCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACG

GAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGA

GAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTT

CGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCA

ACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTC

AGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAA

GCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT

ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTC

CTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAA

GCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCA

TGGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTC

CTGGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCT

GATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGA

AAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAA

CTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTA

CGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCT

GAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGT

TCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCG

AACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCA

GACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAA

GCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACA

TCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGG

CAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAG

AGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACT

GATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAA

TCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGC

CCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCACCAGCCTC
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AAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAGCTACATAATACCA

ACTTACACTTTACAAAATGTTGTCCCCCAAAATGTAGCC

ATTCGTATCTGCTCCTAATAAAAAGAAAGTTTCTTCACA

TTCTCTCGAG 

 

Transcrito de 

Cas9 con AGG 

como los 

primeros tres 

nucleótidos 

para usar con 

CleanCapTM, 5’ 

UTR de XBG, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 204, 

secuencia de 

Kozak, y 3’ 

UTR de XBG 

AGGAAGCTCAGAATAAACGCTCAACTTTGGCCGGATCTG

CCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATC

GGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGA

ATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAA

ACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGA

GCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC

AAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGA

AGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAG

CAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACA

GACTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAG

CACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGA

AGTCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCT

GAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACC

TGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGT

TCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCG

GACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTC

CAGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAA

CGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAA

GACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCA

CAGCTGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAA

CCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAA

GAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGC

TGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTG

CTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTG

GCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGA

CATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGC

TGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCAC

CAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCA

260 
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GCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGA

GCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCA

AGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTG

GAAAAGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT

GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCG

ACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAA

CTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCG

TTCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCT

GACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAG

AGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCG

AAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTC

GACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAAT

GACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCC

TGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCT

ACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGA

ATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAA

GGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGG

TCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAG

ATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGA

AGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACC

TGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAAC

GAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGAC

ACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAA

GACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTC

ATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGG

AAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACA

AGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGC

GACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCAC

GACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGC

ACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACA

TCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGA

ATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAG

GTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGA
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AATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAG

AAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAG

GAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACAC

CCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTA

CCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGA

CCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACG

TCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACA

GCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAAC

AGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGT

CAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACG

CAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACA

AAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGG

CAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAG

ATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAAT

GAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAG

AAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGC

GACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAA

ATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAAC

GCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAA

GCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTA

CGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAA

TCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACA

TCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACG

GAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGA

GAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTT

CGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCA

ACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTC

AGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAA

GCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT

ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTC

CTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAA

GCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCA

TGGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTC



357 

CTGGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCT

GATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGA

AAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAA

CTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTA

CGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCT

GAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGT

TCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCG

AACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCA

GACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAA

GCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACA

TCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGG

CAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAG

AGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACT

GATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAA

TCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGC

CCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCACCAGCCTC

AAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAGCTACATAATACCA

ACTTACACTTTACAAAATGTTGTCCCCCAAAATGTAGCC

ATTCGTATCTGCTCCTAATAAAAAGAAAGTTTCTTCACA

TTCTCTCGAG 

 

Transcrito de 

Cas9 con AGG 

como los 

primeros tres 

nucleótidos 

para usar con 

CleanCapTM, 5’ 

UTR de HSD, 

ORF 

correspondiente 

a la SEQ ID 

NO: 204, 

AGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGT

GTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCGCCACCAT

GGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAA

ACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAG

GTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGA

CAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGC

TGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTG

AAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGA

ACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAA

TGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAG

AAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGA

CACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATAC

261 
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secuencia de 

Kozak y 3’ 

UTR de ALB 

CACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAA

GCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGA

TCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGAC

ACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC

GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATAC

AACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGG

AGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCA

AGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCG

GGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGC

ACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTT

CGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGG

ACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAG

ATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAA

GAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAG

AGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAA

GCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTG

ACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGA

AAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACG

GATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAA

GAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATG

GACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGA

AGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAA

GCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCA

ATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAG

GACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAG

AATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACA

GCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACA

ATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGG

AGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACT

TCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAG

CACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAA

CTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAA

GCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCG
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TCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCA

AGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGC

TTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATT

CAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGA

TCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAAC

GAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTG

TTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGAC

ATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCT

GAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGC

AGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGG

AAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGC

AAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCT

GACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCG

GACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTG

GCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAC

AGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAA

GACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGA

GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCA

GAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGA

ACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAA

ACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACC

TGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTG

GACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACAT

CGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACA

ACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAG

AGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGAT

GAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGA

TCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAG

AGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCAT

CAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGC

ACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAG

TACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGT

CATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAA
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AGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACT

ACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCG

GAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGC

GAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGA

AAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGC

AACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTT

CTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCA

GAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGA

GAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGT

CAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCA

AGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAA

AGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGC

AAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGAT

TCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCG

CAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAG

CGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAA

GCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCA

AAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAA

GCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAA

GAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAG

GGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTT

CCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA

GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAA

CAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGAT

CAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAA

ACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGA

GACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCA

CCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATT

CAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACA

CAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCAC

CAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCGACCT

GAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAG

AAGAAGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAG
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CATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGA

AGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGT

GTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTT

AATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAA

AATGGAAAGAACCTCGAG 

 

secuencia poli-

A 30/30/39 

No usado 262 

secuencia poli-

A 100 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

263 

ARN de guía 

única G209 

dirigido al gen 

TTR de ratón  

AAATAAGAGAGAAAAGAAGAGTAAGAAGAAATATAAG

AGCCACC 

264 

ORF que 

codifica Cas9 

de Neisseria 

meningitidis 

que usa 

codones de 

mínima uridina, 

con codones de 

inicio y parada 

ATGGCAGCATTCAAGCCGAACTCGATCAACTACATCCTG

GGACTGGACATCGGAATCGCATCGGTCGGATGGGCAAT

GGTCGAAATCGACGAAGAAGAAAACCCGATCAGACTGA

TCGACCTGGGAGTCAGAGTCTTCGAAAGAGCAGAAGTC

CCGAAGACAGGAGACTCGCTGGCAATGGCAAGAAGACT

GGCAAGATCGGTCAGAAGACTGACAAGAAGAAGAGCAC

ACAGACTGCTGAGAACAAGAAGACTGCTGAAGAGAGAA

GGAGTCCTGCAGGCAGCAAACTTCGACGAAAACGGACT

GATCAAGTCGCTGCCGAACACACCGTGGCAGCTGAGAG

CAGCAGCACTGGACAGAAAGCTGACACCGCTGGAATGG

TCGGCAGTCCTGCTGCACCTGATCAAGCACAGAGGATAC

CTGTCGCAGAGAAAGAACGAAGGAGAAACAGCAGACAA

GGAACTGGGAGCACTGCTGAAGGGAGTCGCAGGAAACG

CACACGCACTGCAGACAGGAGACTTCAGAACACCGGCA

GAACTGGCACTGAACAAGTTCGAAAAGGAATCGGGACA

CATCAGAAACCAGAGATCGGACTACTCGCACACATTCTC

GAGAAAGGACCTGCAGGCAGAACTGATCCTGCTGTTCG

AAAAGCAGAAGGAATTCGGAAACCCGCACGTCTCGGGA

265 
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GGACTGAAGGAAGGAATCGAAACACTGCTGATGACACA

GAGACCGGCACTGTCGGGAGACGCAGTCCAGAAGATGC

TGGGACACTGCACATTCGAACCGGCAGAACCGAAGGCA

GCAAAGAACACATACACAGCAGAAAGATTCATCTGGCT

GACAAAGCTGAACAACCTGAGAATCCTGGAACAGGGAT

CGGAAAGACCGCTGACAGACACAGAAAGAGCAACACTG

ATGGACGAACCGTACAGAAAGTCGAAGCTGACATACGC

ACAGGCAAGAAAGCTGCTGGGACTGGAAGACACAGCAT

TCTTCAAGGGACTGAGATACGGAAAGGACAACGCAGAA

GCATCGACACTGATGGAAATGAAGGCATACCACGCAAT

CTCGAGAGCACTGGAAAAGGAAGGACTGAAGGACAAGA

AGTCGCCGCTGAACCTGTCGCCGGAACTGCAGGACGAA

ATCGGAACAGCATTCTCGCTGTTCAAGACAGACGAAGAC

ATCACAGGAAGACTGAAGGACAGAATCCAGCCGGAAAT

CCTGGAAGCACTGCTGAAGCACATCTCGTTCGACAAGTT

CGTCCAGATCTCGCTGAAGGCACTGAGAAGAATCGTCCC

GCTGATGGAACAGGGAAAGAGATACGACGAAGCATGCG

CAGAAATCTACGGAGACCACTACGGAAAGAAGAACACA

GAAGAAAAGATCTACCTGCCGCCGATCCCGGCAGACGA

AATCAGAAACCCGGTCGTCCTGAGAGCACTGTCGCAGGC

AAGAAAGGTCATCAACGGAGTCGTCAGAAGATACGGAT

CGCCGGCAAGAATCCACATCGAAACAGCAAGAGAAGTC

GGAAAGTCGTTCAAGGACAGAAAGGAAATCGAAAAGAG

ACAGGAAGAAAACAGAAAGGACAGAGAAAAGGCAGCA

GCAAAGTTCAGAGAATACTTCCCGAACTTCGTCGGAGAA

CCGAAGTCGAAGGACATCCTGAAGCTGAGACTGTACGA

ACAGCAGCACGGAAAGTGCCTGTACTCGGGAAAGGAAA

TCAACCTGGGAAGACTGAACGAAAAGGGATACGTCGAA

ATCGACCACGCACTGCCGTTCTCGAGAACATGGGACGAC

TCGTTCAACAACAAGGTCCTGGTCCTGGGATCGGAAAAC

CAGAACAAGGGAAACCAGACACCGTACGAATACTTCAA

CGGAAAGGACAACTCGAGAGAATGGCAGGAATTCAAGG

CAAGAGTCGAAACATCGAGATTCCCGAGATCGAAGAAG
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CAGAGAATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAAGACGGATT

CAAGGAAAGAAACCTGAACGACACAAGATACGTCAACA

GATTCCTGTGCCAGTTCGTCGCAGACAGAATGAGACTGA

CAGGAAAGGGAAAGAAGAGAGTCTTCGCATCGAACGGA

CAGATCACAAACCTGCTGAGAGGATTCTGGGGACTGAG

AAAGGTCAGAGCAGAAAACGACAGACACCACGCACTGG

ACGCAGTCGTCGTCGCATGCTCGACAGTCGCAATGCAGC

AGAAGATCACAAGATTCGTCAGATACAAGGAAATGAAC

GCATTCGACGGAAAGACAATCGACAAGGAAACAGGAGA

AGTCCTGCACCAGAAGACACACTTCCCGCAGCCGTGGGA

ATTCTTCGCACAGGAAGTCATGATCAGAGTCTTCGGAAA

GCCGGACGGAAAGCCGGAATTCGAAGAAGCAGACACAC

TGGAAAAGCTGAGAACACTGCTGGCAGAAAAGCTGTCG

TCGAGACCGGAAGCAGTCCACGAATACGTCACACCGCT

GTTCGTCTCGAGAGCACCGAACAGAAAGATGTCGGGAC

AGGGACACATGGAAACAGTCAAGTCGGCAAAGAGACTG

GACGAAGGAGTCTCGGTCCTGAGAGTCCCGCTGACACA

GCTGAAGCTGAAGGACCTGGAAAAGATGGTCAACAGAG

AAAGAGAACCGAAGCTGTACGAAGCACTGAAGGCAAGA

CTGGAAGCACACAAGGACGACCCGGCAAAGGCATTCGC

AGAACCGTTCTACAAGTACGACAAGGCAGGAAACAGAA

CACAGCAGGTCAAGGCAGTCAGAGTCGAACAGGTCCAG

AAGACAGGAGTCTGGGTCAGAAACCACAACGGAATCGC

AGACAACGCAACAATGGTCAGAGTAGACGTCTTCGAAA

AGGGAGACAAGTACTACCTGGTCCCGATCTACTCGTGGC

AGGTCGCAAAGGGAATCCTGCCGGACAGAGCAGTCGTC

CAGGGAAAGGACGAAGAAGACTGGCAGCTGATCGACGA

CTCGTTCAACTTCAAGTTCTCGCTGCACCCGAACGACCT

GGTCGAAGTCATCACAAAGAAGGCAAGAATGTTCGGAT

ACTTCGCATCGTGCCACAGAGGAACAGGAAACATCAAC

ATCAGAATCCACGACCTGGACCACAAGATCGGAAAGAA

CGGAATCCTGGAAGGAATCGGAGTCAAGACAGCACTGT

CGTTCCAGAAGTACCAGATCGACGAACTGGGAAAGGAA
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ATCAGACCGTGCAGACTGAAGAAGAGACCGCCGGTCAG

ATCCGGAAAGAGAACAGCAGACGGATCGGAATTCGAAT

CGCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCGAATGA 

ORF que 

codifica Cas9 

de Neisseria 

meningitidis 

que usa 

codones de 

mínima uridina 

(sin codones de 

inicio o parada; 

adecuado para 

su inclusión en 

la secuencia de 

codificación de 

proteínas de 

fusión) 

GCAGCATTCAAGCCGAACTCGATCAACTACATCCTGGGA

CTGGACATCGGAATCGCATCGGTCGGATGGGCAATGGTC

GAAATCGACGAAGAAGAAAACCCGATCAGACTGATCGA

CCTGGGAGTCAGAGTCTTCGAAAGAGCAGAAGTCCCGA

AGACAGGAGACTCGCTGGCAATGGCAAGAAGACTGGCA

AGATCGGTCAGAAGACTGACAAGAAGAAGAGCACACAG

ACTGCTGAGAACAAGAAGACTGCTGAAGAGAGAAGGAG

TCCTGCAGGCAGCAAACTTCGACGAAAACGGACTGATC

AAGTCGCTGCCGAACACACCGTGGCAGCTGAGAGCAGC

AGCACTGGACAGAAAGCTGACACCGCTGGAATGGTCGG

CAGTCCTGCTGCACCTGATCAAGCACAGAGGATACCTGT

CGCAGAGAAAGAACGAAGGAGAAACAGCAGACAAGGA

ACTGGGAGCACTGCTGAAGGGAGTCGCAGGAAACGCAC

ACGCACTGCAGACAGGAGACTTCAGAACACCGGCAGAA

CTGGCACTGAACAAGTTCGAAAAGGAATCGGGACACAT

CAGAAACCAGAGATCGGACTACTCGCACACATTCTCGAG

AAAGGACCTGCAGGCAGAACTGATCCTGCTGTTCGAAA

AGCAGAAGGAATTCGGAAACCCGCACGTCTCGGGAGGA

CTGAAGGAAGGAATCGAAACACTGCTGATGACACAGAG

ACCGGCACTGTCGGGAGACGCAGTCCAGAAGATGCTGG

GACACTGCACATTCGAACCGGCAGAACCGAAGGCAGCA

AAGAACACATACACAGCAGAAAGATTCATCTGGCTGAC

AAAGCTGAACAACCTGAGAATCCTGGAACAGGGATCGG

AAAGACCGCTGACAGACACAGAAAGAGCAACACTGATG

GACGAACCGTACAGAAAGTCGAAGCTGACATACGCACA

GGCAAGAAAGCTGCTGGGACTGGAAGACACAGCATTCT

TCAAGGGACTGAGATACGGAAAGGACAACGCAGAAGCA

TCGACACTGATGGAAATGAAGGCATACCACGCAATCTCG

AGAGCACTGGAAAAGGAAGGACTGAAGGACAAGAAGTC

GCCGCTGAACCTGTCGCCGGAACTGCAGGACGAAATCG

266 



365 

GAACAGCATTCTCGCTGTTCAAGACAGACGAAGACATCA

CAGGAAGACTGAAGGACAGAATCCAGCCGGAAATCCTG

GAAGCACTGCTGAAGCACATCTCGTTCGACAAGTTCGTC

CAGATCTCGCTGAAGGCACTGAGAAGAATCGTCCCGCTG

ATGGAACAGGGAAAGAGATACGACGAAGCATGCGCAGA

AATCTACGGAGACCACTACGGAAAGAAGAACACAGAAG

AAAAGATCTACCTGCCGCCGATCCCGGCAGACGAAATC

AGAAACCCGGTCGTCCTGAGAGCACTGTCGCAGGCAAG

AAAGGTCATCAACGGAGTCGTCAGAAGATACGGATCGC

CGGCAAGAATCCACATCGAAACAGCAAGAGAAGTCGGA

AAGTCGTTCAAGGACAGAAAGGAAATCGAAAAGAGACA

GGAAGAAAACAGAAAGGACAGAGAAAAGGCAGCAGCA

AAGTTCAGAGAATACTTCCCGAACTTCGTCGGAGAACCG

AAGTCGAAGGACATCCTGAAGCTGAGACTGTACGAACA

GCAGCACGGAAAGTGCCTGTACTCGGGAAAGGAAATCA

ACCTGGGAAGACTGAACGAAAAGGGATACGTCGAAATC

GACCACGCACTGCCGTTCTCGAGAACATGGGACGACTCG

TTCAACAACAAGGTCCTGGTCCTGGGATCGGAAAACCAG

AACAAGGGAAACCAGACACCGTACGAATACTTCAACGG

AAAGGACAACTCGAGAGAATGGCAGGAATTCAAGGCAA

GAGTCGAAACATCGAGATTCCCGAGATCGAAGAAGCAG

AGAATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAAGACGGATTCAA

GGAAAGAAACCTGAACGACACAAGATACGTCAACAGAT

TCCTGTGCCAGTTCGTCGCAGACAGAATGAGACTGACAG

GAAAGGGAAAGAAGAGAGTCTTCGCATCGAACGGACAG

ATCACAAACCTGCTGAGAGGATTCTGGGGACTGAGAAA

GGTCAGAGCAGAAAACGACAGACACCACGCACTGGACG

CAGTCGTCGTCGCATGCTCGACAGTCGCAATGCAGCAGA

AGATCACAAGATTCGTCAGATACAAGGAAATGAACGCA

TTCGACGGAAAGACAATCGACAAGGAAACAGGAGAAGT

CCTGCACCAGAAGACACACTTCCCGCAGCCGTGGGAATT

CTTCGCACAGGAAGTCATGATCAGAGTCTTCGGAAAGCC

GGACGGAAAGCCGGAATTCGAAGAAGCAGACACACTGG
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AAAAGCTGAGAACACTGCTGGCAGAAAAGCTGTCGTCG

AGACCGGAAGCAGTCCACGAATACGTCACACCGCTGTTC

GTCTCGAGAGCACCGAACAGAAAGATGTCGGGACAGGG

ACACATGGAAACAGTCAAGTCGGCAAAGAGACTGGACG

AAGGAGTCTCGGTCCTGAGAGTCCCGCTGACACAGCTGA

AGCTGAAGGACCTGGAAAAGATGGTCAACAGAGAAAGA

GAACCGAAGCTGTACGAAGCACTGAAGGCAAGACTGGA

AGCACACAAGGACGACCCGGCAAAGGCATTCGCAGAAC

CGTTCTACAAGTACGACAAGGCAGGAAACAGAACACAG

CAGGTCAAGGCAGTCAGAGTCGAACAGGTCCAGAAGAC

AGGAGTCTGGGTCAGAAACCACAACGGAATCGCAGACA

ACGCAACAATGGTCAGAGTAGACGTCTTCGAAAAGGGA

GACAAGTACTACCTGGTCCCGATCTACTCGTGGCAGGTC

GCAAAGGGAATCCTGCCGGACAGAGCAGTCGTCCAGGG

AAAGGACGAAGAAGACTGGCAGCTGATCGACGACTCGT

TCAACTTCAAGTTCTCGCTGCACCCGAACGACCTGGTCG

AAGTCATCACAAAGAAGGCAAGAATGTTCGGATACTTC

GCATCGTGCCACAGAGGAACAGGAAACATCAACATCAG

AATCCACGACCTGGACCACAAGATCGGAAAGAACGGAA

TCCTGGAAGGAATCGGAGTCAAGACAGCACTGTCGTTCC

AGAAGTACCAGATCGACGAACTGGGAAAGGAAATCAGA

CCGTGCAGACTGAAGAAGAGACCGCCGGTCAGATCCGG

AAAGAGAACAGCAGACGGATCGGAATTCGAATCGCCGA

AGAAGAAGAGAAAGGTCGAA 

Transcrito que 

comprende la 

SEQ ID NO: 

265 (que 

codifica Cas9 

de Neisseria 

meningitidis) 

GGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGG

ATCCGCCACCATGGCAGCATTCAAGCCGAACTCGATCAA

CTACATCCTGGGACTGGACATCGGAATCGCATCGGTCGG

ATGGGCAATGGTCGAAATCGACGAAGAAGAAAACCCGA

TCAGACTGATCGACCTGGGAGTCAGAGTCTTCGAAAGAG

CAGAAGTCCCGAAGACAGGAGACTCGCTGGCAATGGCA

AGAAGACTGGCAAGATCGGTCAGAAGACTGACAAGAAG

AAGAGCACACAGACTGCTGAGAACAAGAAGACTGCTGA

AGAGAGAAGGAGTCCTGCAGGCAGCAAACTTCGACGAA

267 
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AACGGACTGATCAAGTCGCTGCCGAACACACCGTGGCA

GCTGAGAGCAGCAGCACTGGACAGAAAGCTGACACCGC

TGGAATGGTCGGCAGTCCTGCTGCACCTGATCAAGCACA

GAGGATACCTGTCGCAGAGAAAGAACGAAGGAGAAACA

GCAGACAAGGAACTGGGAGCACTGCTGAAGGGAGTCGC

AGGAAACGCACACGCACTGCAGACAGGAGACTTCAGAA

CACCGGCAGAACTGGCACTGAACAAGTTCGAAAAGGAA

TCGGGACACATCAGAAACCAGAGATCGGACTACTCGCA

CACATTCTCGAGAAAGGACCTGCAGGCAGAACTGATCCT

GCTGTTCGAAAAGCAGAAGGAATTCGGAAACCCGCACG

TCTCGGGAGGACTGAAGGAAGGAATCGAAACACTGCTG

ATGACACAGAGACCGGCACTGTCGGGAGACGCAGTCCA

GAAGATGCTGGGACACTGCACATTCGAACCGGCAGAAC

CGAAGGCAGCAAAGAACACATACACAGCAGAAAGATTC

ATCTGGCTGACAAAGCTGAACAACCTGAGAATCCTGGA

ACAGGGATCGGAAAGACCGCTGACAGACACAGAAAGAG

CAACACTGATGGACGAACCGTACAGAAAGTCGAAGCTG

ACATACGCACAGGCAAGAAAGCTGCTGGGACTGGAAGA

CACAGCATTCTTCAAGGGACTGAGATACGGAAAGGACA

ACGCAGAAGCATCGACACTGATGGAAATGAAGGCATAC

CACGCAATCTCGAGAGCACTGGAAAAGGAAGGACTGAA

GGACAAGAAGTCGCCGCTGAACCTGTCGCCGGAACTGC

AGGACGAAATCGGAACAGCATTCTCGCTGTTCAAGACA

GACGAAGACATCACAGGAAGACTGAAGGACAGAATCCA

GCCGGAAATCCTGGAAGCACTGCTGAAGCACATCTCGTT

CGACAAGTTCGTCCAGATCTCGCTGAAGGCACTGAGAAG

AATCGTCCCGCTGATGGAACAGGGAAAGAGATACGACG

AAGCATGCGCAGAAATCTACGGAGACCACTACGGAAAG

AAGAACACAGAAGAAAAGATCTACCTGCCGCCGATCCC

GGCAGACGAAATCAGAAACCCGGTCGTCCTGAGAGCAC

TGTCGCAGGCAAGAAAGGTCATCAACGGAGTCGTCAGA

AGATACGGATCGCCGGCAAGAATCCACATCGAAACAGC

AAGAGAAGTCGGAAAGTCGTTCAAGGACAGAAAGGAAA
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TCGAAAAGAGACAGGAAGAAAACAGAAAGGACAGAGA

AAAGGCAGCAGCAAAGTTCAGAGAATACTTCCCGAACT

TCGTCGGAGAACCGAAGTCGAAGGACATCCTGAAGCTG

AGACTGTACGAACAGCAGCACGGAAAGTGCCTGTACTC

GGGAAAGGAAATCAACCTGGGAAGACTGAACGAAAAGG

GATACGTCGAAATCGACCACGCACTGCCGTTCTCGAGAA

CATGGGACGACTCGTTCAACAACAAGGTCCTGGTCCTGG

GATCGGAAAACCAGAACAAGGGAAACCAGACACCGTAC

GAATACTTCAACGGAAAGGACAACTCGAGAGAATGGCA

GGAATTCAAGGCAAGAGTCGAAACATCGAGATTCCCGA

GATCGAAGAAGCAGAGAATCCTGCTGCAGAAGTTCGAC

GAAGACGGATTCAAGGAAAGAAACCTGAACGACACAAG

ATACGTCAACAGATTCCTGTGCCAGTTCGTCGCAGACAG

AATGAGACTGACAGGAAAGGGAAAGAAGAGAGTCTTCG

CATCGAACGGACAGATCACAAACCTGCTGAGAGGATTCT

GGGGACTGAGAAAGGTCAGAGCAGAAAACGACAGACAC

CACGCACTGGACGCAGTCGTCGTCGCATGCTCGACAGTC

GCAATGCAGCAGAAGATCACAAGATTCGTCAGATACAA

GGAAATGAACGCATTCGACGGAAAGACAATCGACAAGG

AAACAGGAGAAGTCCTGCACCAGAAGACACACTTCCCG

CAGCCGTGGGAATTCTTCGCACAGGAAGTCATGATCAGA

GTCTTCGGAAAGCCGGACGGAAAGCCGGAATTCGAAGA

AGCAGACACACTGGAAAAGCTGAGAACACTGCTGGCAG

AAAAGCTGTCGTCGAGACCGGAAGCAGTCCACGAATAC

GTCACACCGCTGTTCGTCTCGAGAGCACCGAACAGAAAG

ATGTCGGGACAGGGACACATGGAAACAGTCAAGTCGGC

AAAGAGACTGGACGAAGGAGTCTCGGTCCTGAGAGTCC

CGCTGACACAGCTGAAGCTGAAGGACCTGGAAAAGATG

GTCAACAGAGAAAGAGAACCGAAGCTGTACGAAGCACT

GAAGGCAAGACTGGAAGCACACAAGGACGACCCGGCAA

AGGCATTCGCAGAACCGTTCTACAAGTACGACAAGGCA

GGAAACAGAACACAGCAGGTCAAGGCAGTCAGAGTCGA

ACAGGTCCAGAAGACAGGAGTCTGGGTCAGAAACCACA
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ACGGAATCGCAGACAACGCAACAATGGTCAGAGTAGAC

GTCTTCGAAAAGGGAGACAAGTACTACCTGGTCCCGATC

TACTCGTGGCAGGTCGCAAAGGGAATCCTGCCGGACAG

AGCAGTCGTCCAGGGAAAGGACGAAGAAGACTGGCAGC

TGATCGACGACTCGTTCAACTTCAAGTTCTCGCTGCACC

CGAACGACCTGGTCGAAGTCATCACAAAGAAGGCAAGA

ATGTTCGGATACTTCGCATCGTGCCACAGAGGAACAGGA

AACATCAACATCAGAATCCACGACCTGGACCACAAGAT

CGGAAAGAACGGAATCCTGGAAGGAATCGGAGTCAAGA

CAGCACTGTCGTTCCAGAAGTACCAGATCGACGAACTGG

GAAAGGAAATCAGACCGTGCAGACTGAAGAAGAGACCG

CCGGTCAGATCCGGAAAGAGAACAGCAGACGGATCGGA

ATTCGAATCGCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCGAATGAT

AGCTAGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGA

TCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTG

TTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGC

CACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGC

ATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGG

TGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAG

ACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATG

G 

Secuencia de 

aminoácidos de 

Cas9 de 

Neisseria 

meningitidis 

MAAFKPNSINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLG

VRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRT

RRLLKREGVLQAANFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKL

TPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGV

AGNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRSDYSHT

FSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQR

PALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKL

NNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLL

GLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEG

LKDKKSPLNLSPELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRIQPEI

LEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIY

GDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVING

268 
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VVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDRE

KAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGK

EINLGRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQ

NKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRI

LLQKFDEDGFKERNLNDTRYVNRFLCQFVADRMRLTGKG

KKRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVV

ACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGEVLHQKT

HFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTLEKLRTLLA

EKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGQGHMETVKSAK

RLDEGVSVLRVPLTQLKLKDLEKMVNREREPKLYEALKAR

LEAHKDDPAKAFAEPFYKYDKAGNRTQQVKAVRVEQVQK

TGVWVRNHNGIADNATMVRVDVFEKGDKYYLVPIYSWQ

VAKGILPDRAVVQGKDEEDWQLIDDSFNFKFSLHPNDLVE

VITKKARMFGYFASCHRGTGNINIRIHDLDHKIGKNGILEGI

GVKTALSFQKYQIDELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGS

EFESPKKKRKVE 

ARN de guía 

única G390 

dirigido al gen 

TTR de rata 

mG*mC*mC*GAGUCUGGAGAGCUGCAGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

269 

ARNtr AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU

CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUUUUU 

270 

 Not Used 271 

ARN de guía 

única G534 

dirigido al gen 

TTR de rata 

mA*mC*mG*CAAAUAUCAGUCCAGCGGUUUUAGAmGmC

mUmAmGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCU

AGUCCGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmU

mGmGmCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*m

U*mU*mU 

272 

Secuencia 

modificada de 

ARNsg 

G000395 

mG*mC*mA*AUGGUGUAGCGGGUUUUAGAmGmCmUmA

mGmAmAmAmUmAmGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC

CGUUAUCAmAmCmUmUmGmAmAmAmAmAmGmUmGmG

mCmAmCmCmGmAmGmUmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*

273 



371 

inactiva 

truncada 5’ 

mU 

NLS de SV40 PKKKRKV 274 

NLS de SV40 

alterno 

PKKKRRV 275 

NLS de 

nucleoplasmina 

KRPAATKKAGQAKKKK 276 

Secuencia de 

Kozak ejemplar 

gccRccAUGG 277 

Secuencia de 

Kozak ejemplar 

gccgccRccAUGG 278 

* = Enlace PS; 'm' = nucleótido 2'-O-Me 

  


