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METODOS Y COMPOSICIONES PARA EDITAR ACIDOS RIBONUCLEICOS

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama prioridad a una solicitud internacional con la Solicitud
Internacional No. PCT/CN2018/110105 presentada el 12 de octubre de 2018 y una solicitud
internacional con la Solicitud Internacional No. CN2019/082713 presentada el 15 de abril de 2019, y

cuyo contenido se incorporan aqui como referencia en su totalidad.

ENVIO DE LISTADO DE SECUENCIAS EN ARCHIVO DE TEXTO ASCII

El contenido de la siguiente presentacién en archivo de texto ASCII es incorporado en
la presente por referencia en su totalidad: una forma legible por computadora (CRF) del Listado de
Secuencias (nombre del archivo: FC00158PCT-Nuevo-listado de secuencias-YZG-zhc.TXT, fecha de
registro: 11 de octubre de 2019, tamano: 104 KB).

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencion esta relacionada con métodos y composiciones para editar ARN
usando un ARN disefiado capaz de reclutar una adenosina desaminasa para desaminar una o0 mas

adenosinas en ARN objetivo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La edicién del genoma es una herramienta poderosa para la investigacion biomédica y
el desarrollo de terapias para enfermedades. Hasta ahora, la tecnologia de edicién de genes mas
popular es el sistema de repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y regularmente interespaciadas
(CRISPR)-Cas, que se desarrollé a partir del sistema inmunoldgico adaptativo de bacterias y arqueas.
CRISPR-Cas puede dirigir y escindir con precision el ADN del genoma, generando rupturas de ADN de
doble cadena (DSB). El DSB se puede reparar a través de vias de union de extremos no homdlogos
(NHEJ), lo que da como resultado una insercién o delecién (Indel), que, en la mayoria de los casos,
inactiva el gen. Alternativamente, la via de reparacion dirigida por homologia (HDR) puede reparar el
DSB usando plantillas homologas ADNds o ADNSss, y asi lograr una edicién precisa del genoma.

Recientemente, aprovechando las proteinas desaminasas, como la Adenosina

Desaminasa que Actua sobre el ARN (ADAR), se desarrollaron herramientas novedosas para la edicion
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de ARN. En las células de mamiferos, hay tres tipos de proteinas ADAR, Adarl (dos isoformas, p110 y
p150), Adar2 y Adar3 (cataliticamente inactivas). El sustrato catalitico de la proteina ADAR es ARN de
cadena doble y puede eliminar el grupo -NHz2 de una nucleobase de adenosina (A), cambiando A a
inosina (I), que se reconoce como guanosina (G) y se combina con citidina (C) durante los posteriores
procesos de transcripcion y traduccion celular. Los investigadores fusionaron el péptido AN con el
dominio de desaminasa Adarl o Adar2 humano para construir el sistema AN-ADARDD, que podria
guiarse para unirse a objetivos especificos de ARN mediante un ARN de fusidén que consta de un bucle
de tallo BoxB y ARN antisentido. Este método puede editar el objetivo A a I mediante la introduccion de
un desajuste A-C en la base A objetivo, lo que da como resultado la edicién de la base del ARN A a G.
Otros métodos para la edicion de ARN incluyen fusionar ARN antisentido con el motivo R/G (andamio
de ARN de reclutamiento de ADAR) para editar el ARN objetivo sobreexpresando las proteinas Adarl o
Adar2 en células de mamiferos, y usando dCas13-ADAR para dirigir y editar con precision el ARN.

Las descripciones de todas las publicaciones, patentes, solicitudes de patente y
solicitudes de patente publicadas a las que se hace referencia en este documento se incorporan aqui

como referencia en su totalidad.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La edicién de acidos nucleicos tiene un enorme potencial para la investigacion
bioldgica y el desarrollo de terapias. Las herramientas actuales para la edicién de ADN o ARN se basan
en la introduccion de proteinas exdgenas en organismos vivos, que estan sujetos a riesgos potenciales
o0 barreras técnicas debido a la posible actividad efectora aberrante, limites de entrega e
inmunogenicidad. En algunos aspectos, la presente solicitud proporciona un enfoque programable que
emplea un ARN corto para aprovechar las proteinas ADAR (Adenosina Desaminasa que Actian sobre el
ARN) endogenas para la edicion de ARN dirigida. En algunos aspectos, la presente solicitud
proporciona un ARN disefiado que es parcialmente complementario al transcripto objetivo para reclutar
ADAR1 o ADAR2 nativo para cambiar adenosina en inosina en un sitio especifico en un ARN objetivo.
Los métodos descritos en este documento se denominan colectivamente "LEAPER" (Aprovechamiento
de ADAR Enddgeno para la Edicion Programable en ARN) y los ARN de reclutamiento de ADAR se
denominan indistintamente "ARNd" o "ARNar".

En un aspecto, la presente solicitud proporciona un método para editar un ARN
objetivo en una célula hospedera, que comprende introducir un ARN de reclutamiento de desaminasas
(ARNd) o una construccion que codifica el ARN de reclutamiento de desaminasas en la célula
hospedera, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el

ARN obijetivo, y en donde el ARNd es capaz de reclutar una adenosina desaminasa que actta sobre el
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ARN (ADAR) para desaminar una adenosina objetivo (A) en el ARN objetivo.

En determinadas modalidades, la célula hospedera es una célula eucariota. En algunas
modalidades, la célula hospedera es una célula de mamifero. En algunas modalidades, la célula
hospedera es una célula humana. En algunas modalidades, la célula hospedera es una célula de ratdn.
En algunas modalidades, la célula hospedera es una célula procariota.

En determinadas modalidades, la ADAR esta presente de forma natural o endégena en
la célula hospedera, por ejemplo, esta presente de forma natural o enddgena en la célula eucariota. En
algunas modalidades, la ADAR se expresa de forma enddgena por la célula hospedera. En
determinadas modalidades, la ADAR es exdgena a la célula hospedera. En algunas modalidades, ADAR
esta codificada por un acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN). En algunas modalidades, el método
comprende introducir ADAR o una construccion que codifica ADAR en la célula hospedera. En algunas
modalidades, el método no comprende la introduccion de ninguna proteina en la célula hospedera. En
determinadas modalidades, ADAR es ADAR1 y/o ADAR 2. En algunas modalidades, ADAR es una o0 mas
ADAR seleccionadas del grupo que consiste en hADAR1, hADAR2, ADAR1 murina y ADAR2 murina.

En ciertas modalidades, el ARNd no es reconocido por un Cas. En algunas modalidades,
el ARNd no comprende ARNcr, ARNtracr o ARNg usados en un sistema CRISPR/Cas. En algunas
modalidades, el método no comprende la introduccion de una Cas o proteina de fusidn Cas en la célula
hospedera.

En determinadas modalidades, la desaminacion del objetivo A en el ARN objetivo da
como resultado una mutacion sin sentido, un codén de terminacion temprano, empalme aberrante o
empalme alternativo en el ARN objetivo. En algunas modalidades, el ARN objetivo codifica una
proteina, y la desaminacion del objetivo A en el ARN objetivo da como resultado una mutacién puntual,
truncamiento, alargamiento y/o plegamiento incorrecto de la proteina. En algunas modalidades, la
desaminacion del objetivo A en el ARN objetivo da como resultado la inversién de una mutacion sin
sentido, un coddn de terminacion temprano, empalme aberrante o empalme alternativo en el ARN
objetivo. En algunas modalidades, en las que el ARN objetivo codifica una proteina truncada, alargada,
mutada o mal plegada, la desaminaciéon del objetivo A en el ARN objetivo da como resultado una
proteina funcional, de longitud completa, correctamente plegada y/o de tipo salvaje por reversion de
una mutaciéon sin sentido, un codén de terminacion temprano, empalme aberrante o empalme
alternativo en el ARN objetivo. En algunas modalidades, el ARN objetivo es un ARN regulador, y la
desaminacion del objetivo A da como resultado un cambio en la expresidn corriente abajo de una
molécula regulada por el ARN objetivo. En ciertas modalidades, el método es para aprovechar una
adenosina desaminasa enddgena para editar en un ARN objetivo para generar una mutacién puntual
y/o plegamiento incorrecto de la proteina codificada por el ARN objetivo, y/o generar un codoén de

terminacion temprano, un sitio de empalme aberrante, y/o un sitio de empalme alternativo en el ARN
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En determinadas modalidades, se proporciona un método para editar una pluralidad
de ARN objetivo en células hospederas, en el que el método comprende introducir una pluralidad de
ARNd o construcciones que codifican una pluralidad de ARNd en las células hospederas, en donde cada
uno de la pluralidad de ARN que recluta desaminasas comprende una secuencia de ARN
complementaria que se hibrida con un ARN objetivo correspondiente en la pluralidad de ARN objetivo,
y donde cada ARNd es capaz de reclutar una adenosina desaminasa que actla sobre el ARN (ADAR)
para desaminar una adenosina objetivo (A) en el ARN objetivo correspondiente.

En algunas modalidades, se proporciona un ARN editado o una célula hospedera que
tiene un ARN editado producido por cualquiera de los métodos de edicion de ARN descritos
anteriormente.

En un aspecto, la presente solicitud proporciona un método para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccién en un individuo, que comprende editar un ARN objetivo asociado con la
enfermedad o afeccion en una célula del individuo de acuerdo con cualquiera de los métodos para la
edicion de ARN como se describe arriba. En algunas modalidades, el método comprende editar el ARN
objetivo en la célula ex vivo. En algunas modalidades, el método comprende administrar la célula
editada al individuo. En algunas modalidades, el método comprende administrar al individuo una
cantidad eficaz del ARNd o la construccién que codifica el ARNd. En algunas modalidades, el método
comprende ademas introducir en la célula la ADAR o una construccion (por ejemplo, un vector viral)
gue codifica la ADAR. En algunas modalidades, el método comprende ademas administrar al individuo
la ADAR o una construccion (por ejemplo, un vector viral) que codifica la ADAR. En algunas
modalidades, la enfermedad o afeccion es una enfermedad genética hereditaria. En algunas
modalidades, la enfermedad o afeccion esta asociada con una o mas mutaciones genéticas adquiridas,
por ejemplo, resistencia a farmacos.

Un aspecto de la presente solicitud proporciona un ARNd para la desaminacion de una
adenosina objetivo en un ARN objetivo mediante el reclutamiento de una Adenosina Desaminasa que
Actlia sobre el ARN (ADAR), que comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con
el ARN objetivo. En algunas modalidades, el ARNd comprende una secuencia de acido nucleico de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 25-44, 142-205, 341-342.

En algunas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o ARNd descritos
en este documento, el ARNd comprende una secuencia de ARN que comprende una citidina (C),
adenosina (A) o uridina (U) directamente opuesta a la adenosina objetivo que se va a editar en el ARN
objetivo. En determinadas modalidades, la secuencia de ARN comprende ademas una o mas
guanosinas, cada una directamente opuesta a una adenosina no objetivo en el ARN objetivo. En ciertas

modalidades, el vecino mas cercano 5’ del objetivo A en la secuencia de ARN objetivo es un nucledtido
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seleccionado entre U, C, Ay G con la preferencia U > Cx=A > Gy el vecino mas cercano 3' del objetivo

A en la secuencia de ARN objetivo es un nucledtido seleccionado de G, C, Ay U con la preferencia G >

C > A=U. En ciertas modalidades, el objetivo A esta en un motivo de tres bases seleccionado del
grupo que consiste en UAG, UAC, UAA, UAU, CAG, CAC, CAA, CAU, AAG, AAC, AAA, AAU, GAG, GAC,

GAA y GAU en el ARN objetivo. En determinadas modalidades, en las que el motivo de tres bases es

UAG, el ARNd comprende una A directamente opuesta a la U en el motivo de tres bases, una C

directamente opuesta a la A objetivo y una C, G o U directamente opuesta a la G en el motivo de tres

bases. En determinadas modalidades, en donde el motivo de tres bases es UAG en el ARN objetivo, el
ARNd comprende ACC, ACG o ACU opuesto a la UAG del ARN objetivo.

En algunas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o ARNd descritos

en este documento, el ARN de reclutamiento de desaminasas comprende mas de 40, 45, 50, 55, 60, 65,

70, 75 u 80 nucledtidos. En ciertas modalidades, el ARN de reclutamiento de desaminasas tiene 40-260,
45-250, 50-240, 60-230, 65-220, 70-210, 70-200, 70-190, 70-180, 70-170, 70-160, 70-150, 70-140,
70-130, 70-120, 70-110, 70-100, 70-90, 70-80, 75-200, 80-190, 85-180, 90-170, 95-160, 100-150 o

105-140 nucledtidos de longitud. En ciertas modalidades, el ARN objetivo es un ARN seleccionado del

grupo que consiste en un ARN pre-mensajero, un ARN mensajero, un ARN ribosémico, un ARN de

transferencia, un ARN largo no codificante y un ARN pequeiio (por ejemplo, ARNmi).

En algunas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o ARNd descritos

en este documento, el ARNd es un ARN de cadena sencilla. En algunas modalidades, la secuencia de

ARN complementaria es de cadena sencilla y en la que el ARNd comprende ademas una o mas

regiones de cadena doble. En algunas modalidades, el ARNd comprende una o mas modificaciones,

tales como modificacion con 2'-O-metilo y/o modificacion con fosforotioato.

En algunas modalidades, se proporciona una construccion (por ejemplo, vector viral o

plasmido) que codifica cualquiera de los ARNd descritos anteriormente. En algunas modalidades, la

construccion comprende un promotor operativamente unido a una secuencia que codifica el ARNd. En

algunas modalidades, la construccién es una construccién de ADN. En algunas modalidades, la

construccion es un vector viral, como un AAV, como AAVS.

En algunas modalidades, se proporciona una biblioteca que comprende una pluralidad

de ARNd de conformidad con cualquiera de los ARNd descritos anteriormente o una pluralidad de

construcciones de conformidad con cualquiera de las construcciones descritas anteriormente.

También se proporcionan composiciones, células hospederas, kits y articulos de

fabricacion que comprenden cualquiera de los ARNd descritos en este documento, cualquiera de las

construcciones descritas en este documento o cualquiera de las bibliotecas descritas en este

documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
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Las figuras 1A a 1H muestran la edicion de ARN con un solo ARNd que utiliza la
proteina Adarl enddgena. La figura 1A y 1B muestran representaciones esquematicas de edicion de
ARN con la proteina Adarl enddgena. La figura 1C muestra la edicion de ARNm reportero con ARNd
utilizando la proteina Adar1 enddgena. La figura 1D muestra el analisis estadistico de los resultados de
la figura 1B. La figura 1E muestra la desactivacion de Adarl y los resultados de rescate de Adarl
(p110), Adar1 (p150) y Adar2. La figura 1F muestra el analisis estadistico de los resultados en la figura
1D. La figura 1G muestra el efecto de la sobreexpresion de Adar1(p110), Adar1(p150) o Adar2 en la
edicién de ARN mediada por ARNd en células 293T-WT. La figura 1H muestra que los resultados de la
secuenciacion profunda (es decir, secuenciacion de préxima generacion, NGS) confirmaron la edicién A
a G en el sitio de direccionamiento.

Las figuras 2A a 2H muestran la optimizacién de ARNd. La figura 2A muestra una
representacion esquematica de cuatro tipos de bases (A, U, C y G) que se identifican frente a la
adenosina dirigida. La figura 2B muestra los efectos de la identificacion de bases opuestas a la
adenosina de direccionamiento en la eficiencia de edicién del ARN mediante el ARNd. La figura 2C
muestra una representacion esquematica de ARNd con una, dos o tres bases que no coinciden con el
sitio de direccionamiento de UAG. La figura 2D muestra los efectos de una, dos o tres bases que no
coinciden con el sitio de direccionamiento de UAG en la edicion del ARN reportero mediante ARNd. El
ARNd prefirid el desajuste A-C en la adenosina de direccionamiento. La figura 2E muestra una
representacion esquematica de ARNd con longitud variable. La figura 2F muestra el efecto de la
longitud del ARNd sobre la eficiencia de edicién del ARN basado en el reportero-2 de fluorescencia dual.
La figura 2G muestra una representacion esquematica de diferentes posiciones de desajuste A-C. La
figura 2H muestra el efecto de la posicion de desajuste A-C sobre la eficiencia de edicion de ARN.

Las figuras 3A a 3B muestran flexibilidad de edicion para la edicién de ARN enddgeno
a través del método de edicion de ARN ejemplar de la presente solicitud. La figura 3A muestra la
cuantificacion porcentual de la eficacia de edicion del ARN enddgeno en los 16 motivos de 3 bases
diferentes. La figura 3B muestra el mapa de calor de las preferencias de base 5’y 3’ de la edicidn de
ARN enddgeno para 16 motivos de 3 bases diferentes.

Las figuras 4A a 4H muestran la edicién del ARNm de genes enddgenos con ARNd en
células 293T. La figura 4A muestra una representacion esquematica de ARNm objetivo y ARNd KRAS
con longitud variable. La figura 4B muestra la edicion del ARNm del gen KRAS endégeno con ARNd en
células 293T. El vector vacio, los plasmidos ARNd-91nt se transfectaron en células 293T-WT,
respectivamente. 60 horas mas tarde, se aisld el ARN para RT-PCR vy, a continuacién, se amplificd y
secuencid el ADNc en Illumina NextSeq. La figura 4C muestra la representacion esquematica del
objetivo de ARNm PPIB (sitio1, sitio2 y sitio3) y el disefio de ARNd correspondiente. Las figuras 4D, 4E
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y 4F muestran la edicién del ARNm del gen PPIB enddgeno con ARNd en células 293T. La figura 4G
muestra una representacion esquematica del objetivo de ARNm de B-actina y el ARNd (71-nt y 131-nt).
La figura 4H muestra la edicién del ARNm del gen de la B-actina endégena con ARNd en células 293T.

Las figuras 5A a 5G muestran el andlisis fuera del objetivo. La figura 5A muestra la
representacion esquematica de la ventana de secuencia en la que se analizaron las ediciones Aa I para
el objetivo de ARNm PPIB (sitio 1 de PPIB). La flecha negra indica la adenosina dirigida. La figura 5B
muestra la cuantificacion de secuenciacion profunda de la edicion de ARN de A a I mediante ARNd
151-nt dirigido al objetivo de ARNm PPIB (sitio 1 de PPIB). La figura 5C muestra la representacion
esquematica de la ventana de secuencia en la que se analizaron las ediciones A a I para el objetivo de
ARNm KRAS. La flecha negra indica la adenosina dirigida. La figura 5D muestra la cuantificacion de
secuenciacién profunda de la edicion de ARN de A a I mediante ARNd 91-nt y 111-nt dirigido al
objetivo de ARNm KRAS. La figura 5E muestra una representacion esquematica de cuatro tipos
disenados de variantes de ARNd 91-nt o 111-nt que contienen diferentes combinaciones de desajustes
A-G. El desajuste A-G se disefid basandose en los resultados estadisticos de la figura 5D vy
conocimiento existente sobre codigos génicos para diferentes aminoacidos. La figura 5F muestra los
resultados de la edicion de A56 dirigida por ARNd y diferentes tipos de variantes de ARNd en la figura
5E. La figura 5G muestra la cuantificacién de secuenciacion profunda de la edicién de ARN de A a I
mediante ARNd 111-nt y cuatro tipos de variantes de ARNd 111-nt dirigidas al objetivo de ARNm KRAS.

Las figuras 6A a 6H muestran la edicién de ARN con un solo ARNd que utiliza la
proteina Adarl enddgena. La figura 6A muestra una representacion esquematica de la edicién de ARN
mediante proteinas de fusién dLbuCas13-ADARDD. El dLbuCas13 cataliticamente inactivo se fusiond
con los dominios de ARN desaminasa de ADAR1 o ADAR2. La figura 6B muestra la representacién
esquematica del disefo de ARN guia y objetivo de ARNm reportero de fluorescencia dual. La figura 6C
muestra el analisis estadistico de los resultados en las figuras 6A y 6B. La figura 6D muestra el nivel de
ARNm de Adarl y Adar2 en células 293T-WT. La figura 6E muestra los resultados de la genotipificacion
del gen ADAR1 en lineas celulares 293T-ADAR1-KO mediante PCR del genoma. La figura 6F muestra el
nivel de expresion de Adar1(p110) y Adarl(p150) en lineas celulares 293T-WT y 293T-ADAR1-KO
mediante Western blotting. La figura 6G muestra los efectos de la sobreexpresion de Adar1(p110),
Adar1(p150) o Adar2 en la edicion de ARN mediada por ARNd en células 293T-WT a través de FACS. La
figura 6H muestra que los resultados de la secuenciacion de Sanger mostraron una edicion de Aa G en
el sitio de adenosina dirigida.

Las figuras 7A a 7C muestran la optimizacién de los ARNd. La figura 7A muestra la
representacion esquematica de ARNd con longitud variante y los resultados de la edicidon de ARNm
dirigido por ARNd con longitud variante basada en el reportero-1 de fluorescencia dual. La figura 7B

muestra la representacion esquematica de diferentes posiciones de desajuste A-C y el efecto de la
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posicion de desajuste A-C sobre la eficiencia de edicion de ARN basada en el reportero-1 de
fluorescencia dual. La figura 7C muestra una representacion esquematica de diferentes posiciones de
desajuste A-C y el efecto de la posicién de desajuste A-C sobre la eficiencia de edicién de ARN basada
en el reportero-3 de fluorescencia dual.

Las figuras 8A a 8B muestran la edicidn del ARNm de genes enddgenos con ARNd en
células 293T. La figura 8A muestra la edicion del ARNm del gen de B-actina enddgena (sitio 2) con
ARNd en células 293T. La figura 8B muestra la edicién del ARNm del gen GAPDH enddgeno con ARNd
en células 293T.

La figura 9 muestra la edicién de ARN por ARNd en diferentes lineas celulares. La
figura 9 muestra que los plasmidos reporteros y los plasmidos de ARNd se cotransfectaron en
diferentes lineas celulares, y los resultados mostraron que el ARNd podria funcionar bien en multiples
lineas celulares, lo que indica la universalidad de la aplicacion del ARNd.

Las figuras 10A a 10D muestran la exploracion de una plataforma de edicién de ARN
ejemplar eficiente. La figura 10A, esquema de la proteina de fusién dLbuCas13a-ADAR1pp (E1008Q) y
el ARNcr correspondiente. La LbuCas13a catalitica inactiva se fusiond con el dominio desaminasa de
ADAR1 (variante E1008Q hiperactiva) usando un enlazador 3x GGGGS. EI ARNcr (ARNcrcasi3a)
constaba de un andamio Lbu-ARNcr y un espaciador, que era complementario al ARN de
direccionamiento con un desajuste A-C como se indica. La figura 10B, esquema del sistema reportero
fluorescente dual y el Lbu-ARNcr con varias longitudes de espaciadores como se indica. La figura 10C,
cuantificacion de las células EGFP positivas (EGFP*). Se transfectaron células HEK293T que
expresaban de forma estable reportero-1 con las longitudes indicadas de ARNcr®®!3, con o sin
coexpresiéon de dLbuCas13a-ADAR1pp (E1008Q), seguido de analisis FACS. Los datos se presentan
como la media £ s.e.m. (n = 3). La figura 10D, FACS representativo resultado del experimento
realizado con el control (ARNcr7o Ctrl) o el espaciador de direccionamiento (ARNcr7o).

Las figuras 11A a 11G muestran métodos ejemplares para aprovechar la proteina
ADAR1 enddgena para la edicion de ARN dirigida. La figura 11A, esquema del reportero-1 y el ARNar
70-nt. La figura 11B, analisis FACS representativo de la expresion de EGFP inducida por ARNar en
células de tipo salvaje (HEK293T, superior) o desactivadas por ADAR1 (HEK293T ADAR1~~, inferior)
gue expresan de forma estable el reportero-1. La figura 11C, andlisis Western blot que muestra niveles
de expresion de proteinas ADAR1 en células de tipo salvaje y HEK293T ADAR1~~, asi como en células
HEK293T ADAR1~~ transfectadas con isoformas de ADAR1 (p110 y p150). La figura 11D, analisis
Western blot que muestra niveles de expresién de proteinas ADAR2 en células de tipo salvaje y
HEK293T ADAR1~-, asi como en células HEK293T ADAR1~/~ transfectadas con ADAR?2. La figura 11E,
cuantificacion de las células EGFP positivas (EGFP*). El reportero-1 y las construcciones indicadas que

expresan ADAR se cotransfectaron en células HEK293T ADAR1~-, junto con ARN7o Ctrl o con el ARNarzo
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de direccionamiento, seguido de analisis FACS. Los porcentajes de EGFP* se normalizaron mediante la
eficiencia de transfeccion, que fue determinada por mCherry*. Los datos son valores medios + s.e.m.
(n = 4). La figura 11F, los electroferogramas que muestran los resultados de secuenciacidon de Sanger
en la regidn objetivo ARN7o Ctrl (superior) o ARNarzo (inferior). La figura 11G, cuantificacion de la tasa
de conversion de A a I en el sitio de dirigido mediante secuenciacion profunda.

Las figuras 12A a 12B muestran el nivel de expresion de ARNm de ADAR1/ADAR2 vy la
edicién de ARN mediada por ARNar. La figura 12A, PCR cuantitativa que muestra los niveles de ARNm
de ADAR1 y ADAR2 en células HEK293T. Los datos se presentan como la media + s.e.m. (n = 3). La
figura 12B, FACS representativo resulta de la figura 1E.

La figura 13 muestra resultados de PCR cuantitativa que demuestran los efectos de un
método LEAPER ejemplar sobre los niveles de expresidn de transcriptos de reportero-1 dirigidos por
ARNar 111-nt o ARN de control en células HEK293T. Los datos se presentan como la media + s.e.m. (n
= 3); prueba t de Student de dos lados no apareados, ns, no significativa.

Las figuras 14A a 14D muestran la edicién de ARN dirigido con un método LEAPER
ejemplar en mdltiples lineas celulares. La figura 14A, resultados del Western blot que muestran los
niveles de expresion de ADAR1, ADAR2 y ADAR3 en las lineas celulares humanas indicadas. Se utilizd
B-tubulina como control de carga. Los datos mostrados son representativos de tres experimentos
independientes. ADAR17-/ADAR2 representa células HEK293T inactivas para ADAR1 que
sobreexpresan ADAR2. La figura 14B, niveles de expresién de la proteina ADAR relativa normalizados
por la expresién de B-tubulina. La figura 14C, se transfectaron células humanas indicadas con
reportero-1, junto con el ARNar de control 71-nt (ARN71 Ctrl ) o con el ARNar objetivo 71-nt (ARNar71)
seguido de analisis FACS. La figura 14D, las lineas celulares de ratén indicadas se analizaron como se
describe en la figura 14C. Los porcentajes de EGFP* se normalizaron mediante la eficiencia de
transfeccion, que fue determinada por mCherry™*. Las barras de error en las figuras 14B, 14C y 14D
indican la media + s.e.m. (n = 3); prueba t de Student de dos lados no apareados, *P < 0.05; ** P <
0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001; ns, no significativo.

Las figuras 15A a 15C muestran esquemas de reportero-1 (a), -2 (b) y -3 (c), asi como
sus correspondientes ARNar.

Las figuras 16A a 16G muestran la caracterizacion y optimizacién de métodos LEAPER
ejemplares. La figura 16A, arriba, esquema del disefio de ARNar con triplete cambiado (5'-CNA, N
denota A, U, C o G) opuesto al UAG objetivo. Abajo, porcentaje de EGFP* que muestra los efectos de
bases variables opuestas a la adenosina objetivo sobre la eficiencia de edicién de ARN. La figura 16B,
arriba, el disefio de ARNar con bases vecinas cambiadas que flanquean la citidina en el desajuste A-C
(5’-N'CN?). Abajo, los efectos de 16 combinaciones diferentes de N'CN? sobre la eficiencia de la edicion

de ARN. La figura 16C, resumen de la preferencia de los sitios vecinos mas cercanos 5’ y 3’ de la
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citidina en el desajuste A-C. La figura 16D, superior, el disefio de ARNar de longitud variable. Abajo, el
efecto de la longitud del ARNar sobre la eficiencia de edicion del ARN basado en reportero-1 y
reportero-2. La figura 16E, arriba, el disefio de ARNar con posicién variable de desajuste A-C. Abajo, el
efecto de la posicidon de desajuste A-C en la eficiencia de edicion de ARN basado en el reportero 1y
reportero-2. La figura 16F, superior, el disefio de los motivos de triplete en el reportero-3 con bases
vecinas mas cercanas variables que rodean la adenosina de direccionamiento (5'-NCN?) y el motivo
opuesto (5'-NN2CN') en el ARNar 111-nt (ARNari11). Abajo, resultados de secuenciacion profunda que
muestran la tasa de edicion en la adenosina objetivo en el motivo 5'-N?CN!. La figura 16G, resumen de

las preferencias basicas de 5’y 3' de la edicion mediada por LEAPER en reportero-3. Las barras de error

en las figuras 16A, 16B, 16D, 16E y 16F indican valores medios + s.e.m. (n = 3).

Las figuras 17A a 171 muestran la edicion de transcriptos enddgenos con métodos
LEAPER ejemplares. La figura 17A, esquema de los transcriptos endégenos de direccionamiento de
cuatro genes relacionados con la enfermedad (PPIB, KRAS, SMAD4 y FANCC) y los ARNar
correspondientes. La figura 17B, resultados de secuenciacion profunda que muestran la tasa de edicién
en la adenosina dirigida de los transcriptos de PPIB, KRAS, SMAD4 y FANCC mediante la introduccion
de las longitudes indicadas de ARNar. La figura 17C, resultados de secuenciacion profunda que
muestran la tasa de edicion en sitios no UAN de transcriptos enddgenos de PPIB, FANCC e IDUA. La
figura 17D, velocidad de edicion multiplexada por dos ARNar 111-nt. Los ARNar indicados se
transfectaron solos o se cotransfectaron en las células HEK293T. La edicién dirigida en los dos sitios se
midi6 a partir de células cotransfectadas. La figura 17E, esquema de la secuencia de transcripcion de
PPIB cubierta por el ARNar 151-nt. La flecha negra indica la adenosina dirigida. Todas las adenosinas
se marcaron en rojo. La figura 17F, mapa de calor de la tasa de edicidén en adenosinas cubiertas por las
longitudes indicadas de ARNar que se dirigen al gen PPIB (marcado en azul en negrita). Para la region
cubierta de ARNar 111-nt o ARNarisi-PPIB, las tasas de edicion de A22, A30, A33 y A34 se
determinaron mediante ARN-sec debido a la falta de cebadores de PCR efectivos para amplificar esta
region. De lo contrario, la tasa de edicion se determind mediante un analisis de secuenciacion profunda
dirigida. La figura 17G, arriba, el disefio de los motivos del triplete en el reportero-3 con bases vecinas
mas cercanas variables que rodean la adenosina de direccionamiento (5'-NAN2) y el motivo opuesto
(5'-N?GN") en el ARNar 111-nt (ARNar111). Abajo, resultados de secuenciacion profunda que muestran
la tasa de edicion. La figura 17H, arriba, el disefio de ARNar con dos desajustes consecutivos en el
motivo 5-N'GN? opuesto al motivo 5-UAG o los motivos 5-AAG. Resultados de la secuenciacion
profunda que muestran la velocidad de edicién de un ARNari11 con dos desajustes consecutivos en el
motivo 5-N'GN? opuesto al motivo 5-UAG (parte inferior izquierda) o el motivo 5-AAG (parte inferior
derecha). La figura 171, mapa de calor de la tasa de edicidén en adenosinas cubiertas por variantes de
ARNar11: disefiadas que se dirigen al gen KRAS. Los datos de las figuras 17B, 17C, 17D, 17Gy 17H se
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presentan como la media + s.e.m. (n = 3); prueba t de Student de dos lados no apareados, * P < 0.05;
**p < 0.01; ¥**P < 0.001; ****P < 0.0001; NS, no significativo. Los datos en (f e i) se presentan
como la media (n = 3).

Las figuras 18A a 18B muestran efectos de métodos LEAPER ejemplares sobre los
niveles de expresion de productos proteicos y transcritos dirigidos. La figura 18A, PCR cuantitativa que
muestra los niveles de expresion de transcriptos dirigidos de PPIB, KRAS, SMAD4 y FANCC mediante el
ARNar 151-nt correspondiente o el ARN de control en células HEK293T. Los datos se presentan como la
media + s.e.m. (n = 3); prueba t de Student de dos lados no apareados, * P < 0.05; ** P < 0.01; ***
P < 0.001; **** P < 0.0001; ns, no significativo. La figura 18B, resultados de Western blot que
muestran los efectos sobre los productos proteicos del gen KRAS dirigido por ARNar 151-nt en células
HEK293T. Se utilizd B-tubulina como un control de carga.

Las figuras 19A a 19F muestran la edicién de transcriptos enddgenos con métodos
LEAPER ejemplares. La figura 19A, esquema de la secuencia del transcripto de KARS cubierto por el
ARNar 151-nt. La flecha indica la adenosina dirigida. Todas las adenosinas se marcaron en rojo. La
figura 19B, mapa de calor de la velocidad de edicidn en adenosinas cubiertas por ARNar indicados en el
transcripto de KARS (marcado en azul en negrita). La figura 19C, esquema del transcripto de SMAD4
cubierto por el ARNar 151-nt. La figura 19D, mapa de calor de la tasa de edicidon en adenosinas
cubiertas por ARNar indicados en el transcripto de SMAD4. La figura 19E, esquema del transcripto de
FANCC cubierto por el ARNar 151-nt. La figura 19F, mapa de calor de la tasa de edicion en adenosinas
cubiertas por ARNar indicados en el transcripto de FANCC. Para cada ARNar, la region del ARN duplex
se resalta con un marco en negrita en azul. Datos (figuras 19B, 19D y 19F) se presentan como la media
(n=3).

Las figuras 20A a 20D muestran la especificidad de todo el transcriptoma de la edicién
de ARN por LEAPER. Las figuras 20A y 20B, analisis fuera del objetivo de todo el transcriptoma de
ARN1s1 Ctrl y ARNaris1-PPIB. El sitio de direccionamiento (PPIB) esta resaltado en rojo. Los posibles
sitios fuera del objetivo identificados tanto en ARN Ctrl como en los grupos de ARN dirigidos a PPIB
estan marcados en azul. La figura 20C, la afinidad de hibridacion predicha entre sitios fuera del
objetivo y el correspondiente ARN1s: Ctrl o ARNaris:-

PPIB. La energia libre minima (AG) del ARN de doble cadena formado por sitios fuera
del objetivo (150-nt corriente arriba y corriente abajo de los sitios de edicidn) y el correspondiente
ARN1s1 Ctrl o ARNaris1-PPIB se predijo con ARNhibrido, una herramienta de sitio web en linea. La figura
20D, superior, esquema de la region altamente complementaria entre ARNaris1-PPIB y los sitios
potenciales fuera del objetivo indicados, que se predijeron mediante la busqueda de secuencias
homdlogas a través de NCBI-BLAST. Abajo, secuenciacion profunda que muestra la tasa de edicién en

el sitio objetivo y todos los sitios fuera del objetivo previstos de ARNaris1-PPIB. Los datos se presentan
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como la media = s.e.m. (n = 3).

Las figuras 21A a 21B muestran la evaluacion de posibles fuera de objetivos. La figura
21A, esquema de la region altamente complementaria de ARNari11:-FANCC y la secuencia potencial
indicada fuera del objetivo, que se predijeron mediante la busqueda de secuencias homodlogas a través
de NCBI-BLAST. La figura 21B, secuenciacion profunda que muestra la tasa de edicidon en el sitio
objetivo y todos los sitios fuera del objetivo predichos de ARNari11:-FANCC. Todos los datos se
presentan como la media £ s.e.m. (n = 3).

Las figuras 22A a 22F muestran la evaluacién de seguridad de la aplicacién de
métodos LEAPER ejemplares en células de mamifero. Las figuras 22A y 22B, analisis de todo el
transcriptoma de los efectos de ARN1s: Ctrl (a) ARNaris:-PPIB (b) en sitios de edicidn nativos mediante
la secuenciacion de ARN de todo el transcriptoma. El analisis del coeficiente de correlacion de Pearson
se utilizo para evaluar la tasa de edicidén de ARN diferencial en sitios de edicién nativos. Las figuras 22C
y 22D, analisis de expresion génica diferencial de los efectos de ARN1s:1 Ctrl () ARNaris1-PPIB (d) con
datos de ARN-sec a nivel del transcriptoma. Se utilizd el analisis del coeficiente de correlacion de
Pearson para evaluar la expresidn genética diferencial. Las figuras 22E y 22F, efecto de la transfeccion
de ARNar sobre la respuesta inmune innata. Los ARNar indicados o el poli(I:C) se transfectaron en

células HEK293T. Luego se analizd el ARN total usando PCR cuantitativa para determinar los niveles de

expresion de IFN-B (e) e IL-6 (f). Los datos (e y f) se presentan como la media + s.e.m. (n = 3).

Las figuras 23A a 23D muestran la recuperacién de la actividad reguladora
transcripcional del mutante TP53W53X por LEAPER. La figura 23A, arriba, esquema de la secuencia del
transcripto de TP53 cubierto por el ARNar 111-nt que contiene c.158G>A mutacion sin sentido
clinicamente relevante (Trp53Ter). La flecha negra indica la adenosina dirigida. Todas las adenosinas
se marcaron en rojo. Abajo, el disefio de dos ARNar optimizados dirigidos a transcriptos TP53%>3X con
desajuste A-G en A%° para ARNari111-AG1, y en Al®, A%6c Adlo y A% juntos para ARNariii-AG4 para
minimizar los posibles fuera de objetivos en motivos "propensos a la edicion". La figura 23B, resultados
de secuenciacion profunda que muestran la edicion dirigida en transcriptos TP53%>3X por ARNari11,
ARNar111-AG1 y ARNar111-AG4. La figura 23C, Western blot que muestra la produccién recuperada de la
proteina p53 de longitud completa a partir de los transcriptos 7P53">3X en las células HEK293T TP537/~.
La figura 23D, deteccion de la actividad reguladora de la transcripcion de la proteina p53 restaurada
usando un sistema indicador de luciferasa p53-luciérnaga, normalizado por el vector de luciferasa
Renilla cotransfectado. Los datos (b, ¢ y d) se presentan como la media + s.e.m. (n = 3); prueba t de
Student de dos lados no apareados, * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001; ns, no
significativo.

La figura 24 muestran la edicién de transcriptos de TP53W53X mutantes mediante un

método LEAPER ejemplar. Arriba, esquema de la secuencia del transcripto de TP53 cubierto por los
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ARNar 111-nt. La flecha indica la adenosina dirigida. Todas las adenosinas se marcaron en rojo. Abajo,
un mapa de calor de la velocidad de edicion de las adenosinas cubiertas por los ARNar indicados en el
transcripto de TP53.

La figura 25 muestra una representacion esquematica del ADNc relevante para la
enfermedad seleccionada que contiene la mutacion G a A de los datos de Clinvar y el ARNar 111-nt
correspondiente.

La figura 26 muestra la correccion de mutaciones patégenas mediante un método
LEAPER ejemplar. Correccidn de A a I de la mutacién G>A relevante para la enfermedad de los datos
de Clinvar mediante el ARNar 111-nt correspondiente, dirigido a mutaciones relacionadas con la clinica
de seis genes patdgenos como se indica (figura 25 y los cuadros de las secuencias de ARNar y ARN de
control y ADNc relacionado con la enfermedad a continuacion). Los datos se presentan como la media
+ s.e.m. (n = 3); prueba t de Student de dos lados no apareados, * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P <
0.001; **** P < 0.0001; ns, no significativo.

Las figuras 27A a 27C muestran la edicion de ARN en mudltiples células primarias
humanas mediante métodos LEAPER ejemplares. La figura 27A, cuantificacién de las células EGFP
positivas (EGFP*) inducidas por edicion de ARN mediada por LEAPER. Se transfectaron fibroblastos
pulmonares primarios humanos y células epiteliales bronquiales primarias humanas con reportero-1,
junto con el ARN de control 151-nt (ARN1s: Ctrl) o el ARNar de direccionamiento 151-nt (ARNaris1)
seguido de andlisis FACS. Las figuras 27B y 27C, resultados de secuenciacion profunda que muestran la
tasa de edicion en los transcriptos de PPIB en fibroblastos pulmonares primarios humanos, células
epiteliales bronquiales primarias humanas (b), y células T primarias humanas (c). Los datosen a, b y
grupo no tratado (c) se presentan como la media = s.e.m. (n = 3); los datos de ARN1s: Ctrl y ARNaris:
(c) se presentan como la media + s.e.m. (n = 2).

Las figuras 28A a 28D muestran la edicién dirigida mediante transduccion lentiviral de
ARNar y electroporacién de oligonucledtidos de ARNar sintetizados. La figura 28A, cuantificacion de las
células EGFP*. Las células HEK293T que expresan de manera estable reportero-1 se infectaron con
lentivirus que expresaban 151-nt de ARN Ctrl o el ARNar objetivo. Los analisis FACS se realizaron 2 dias
y 8 dias después de la infeccion. Las proporciones de células EGFP* se normalizaron mediante la
eficiencia de transduccion lentiviral (proporciones BFP*). La figura 28B, resultados de secuenciacion
profunda que muestran la tasa de edicion en los transcriptos de PPIB tras la transduccion lentiviral de
ARNa 151-nt en células HEK293T. La figura 28C, esquema de la secuencia PPIB y el ARNar de
direccionamiento 111-nt correspondiente. *(en rojo) representa un nucledtido con modificaciones de
enlace 2'-O-metilo y fosforotioato. La figura 28D, resultados de secuenciacion profunda que muestran
la velocidad de edicién en los transcriptos de PPIB tras la electroporacién de oligonucleétidos de ARNar

sintéticos 111-nt en células T primarias humanas.
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Las figuras 29A a 29E muestran la restauracion de la actividad de a-L-iduronidasa en
fibroblasto primario derivado del paciente con sindrome de Hurler mediante un método LEAPER
ejemplar. La figura 29A, superior, informacion genética de la mutacion patdgena en fibroblasto
GMO06214 derivado del paciente; medio, esquema de la secuencia de ARNm maduro de IDUA de células
GM06214 (negro) que contiene una mutacién homocigética TGG>TAG en el exén 9 del gen IDUA
(Trp402Ter), y el correspondiente ARNari11-IDUA-V1 111-nt dirigido (azul); abajo, esquema de la
secuencia de pre-ARNm de IDUA de células GM06214 (negro) y el ARNariii-IDUA-V2 de
direccionamiento 111-nt correspondiente (azul). *(en rojo) representa nucledtidos con modificaciones
de enlace 2'-O-metilo y fosforotioato. La figura 29B, medicién de la actividad catalitica de
a-L-iduronidasa con sustrato de 4-metilumbeliferil a-L-iduronidasa en diferentes momentos. Los datos
se presentan como la media £ s.e.m. (n = 2). La figura 29C, resultados de secuenciacion profunda que
muestran la tasa de edicion dirigida en transcriptos de IDUA en células GM06214, 48 horas después de
la electroporacion. La figura 29D, arriba, esquema de la secuencia del transcripto de IDUA cubierta por
los ARNar 111-nt La flecha indica la adenosina dirigida. Todas las adenosinas se marcaron en rojo.
Abajo, un mapa de calor de la tasa de edicion de las adenosinas cubiertas por los ARNar indicados en
el transcripto de IDUA (marcado en azul en negrita). €, PCR cuantitativa que muestra las expresiones
de interferdn de tipo I, genes estimulados por interferdn y genes proinflamatorios en la electroporacion
de ARNar o poli(I:C). Los datos se presentan como la media (n = 3).

Las figuras 30A a 30C muestran tres versiones de reporteros de fluorescencia dual
(reportero-1, -2 y -3), mCherry y EGFP. La figura 30A, estructura del reportero-1, figura 30B, estructura
del reportero-2 y figura 30C, estructura del reportero-3.

La figura 31 muestra la informacion del plasmido de AAV8-IDUA-ARNad151-KD2 vy
AAV8-Aleatorio151-KD2.

Las figuras 32A a 32B muestran la actividad enzimatica relativa de a-L-iduronidasa de
ratones MPSI inyectados con AAV8-IDUA-ARNad151-KD2 y AAV8-Aleatorio151-KD2. Células GM01323
como un control.

Las figuras 33A a 33B muestran la eficiencia de edicidon de ARN de ratones MPSI
inyectados con AAV8-IDUA-ARNad151-KD2 y AAV8-Aleatorio151-KD2.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente solicitud proporciona métodos de edicion de ARN (denominados aqui
métodos "LEAPER") y ARN especialmente disenados, denominados aqui ARN de reclutamiento de
desaminasas ("ARNd") o ARN de reclutamiento de ADAR ("ARNar"), para editar ARN objetivo en una

célula hospedera. Sin estar ligado a ninguna teoria o hipédtesis, el ARNd actua hibridando con su ARN
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objetivo de una manera especifica de secuencia para formar un ARN de cadena doble, que recluta una
adenosina desaminasa que actla sobre el ARN (ADAR) para desaminar una adenosina objetivo en el
ARN objetivo. Como tal, se puede lograr una edicion de ARN eficiente en algunas modalidades sin
sobreexpresion o ectdpica de las proteinas ADAR en la célula hospedera. También se proporcionan
métodos y composiciones para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion en un individuo usando los
métodos de edicion de ARN.

Los métodos de edicion de ARN descritos en este documento no usan proteinas de
fusién que comprenden una ADAR y una proteina que se une especificamente a un acido nucleico guia,
como Cas. Los ARN de reclutamiento de desaminasas ("ARNd") descritos en el presente documento no
comprenden ARNcr, ARNtracr o ARNg utilizados en el sistema CRISPR/Cas. En algunas modalidades, el
ARNd no comprende un dominio de reclutamiento de ADAR o modificaciones quimicas. En algunas
modalidades, el ARNd puede expresarse a partir de un plasmido o un vector viral, o sintetizarse como
un oligonucledtido, lo que podria lograr una eficiencia de edicién deseable.

Los métodos LEAPER descritos en este documento tienen tasas de fuera del objetivo
manejables en los transcriptos objetivo y raras fuera de objetivos globales. Los inventores han utilizado
el método LEAPER para restaurar la funcion de p53 mediante la reparacion de una mutacion puntual
especifica relevante para el cancer. Los métodos LEAPER descritos en el presente documento también
se pueden aplicar a un amplio espectro de tipos de células que incluyen multiples células primarias
humanas, y se pueden usar para restaurar la actividad catalitica de a-L-iduronidasa en fibroblastos
primarios derivados de pacientes con sindrome de Hurler sin provocar respuestas inmunes innatas. En
algunas modalidades, el método LEAPER implica un sistema de una sola molécula (es decir, ARNd). Los
métodos LEAPER descritos en este documento permiten una edicién de ARN precisa y eficiente, que
ofrece un potencial transformador para la investigacion basica y terapéutica.

Definiciones

La presente invencion se describird con respecto a modalidades particulares y con
referencia a ciertos dibujos, pero la invencién no se limita a las mismas, sino Unicamente a las
reivindicaciones. Cualquier signo de referencia en las reivindicaciones no se interpretara como una
limitacion del alcance. Cuando el término "que comprende" se usa en la presente descripcion y
reivindicaciones, no excluye otros elementos o pasos. Donde se usa un articulo indefinido o definido
cuando se hace referencia a un sustantivo singular, por ejemplo “un” o “una”, “el/la”, esto incluye un
plural de ese sustantivo a menos que se indique especificamente algo mas. Para la enumeracion de
intervalos numéricos de nucledtidos en el presente documento, se contempla explicitamente cada
numero intermedio entre ellos. Por ejemplo, para el intervalo de 40-260 nucleédtidos, se contempla
cualquier nimero entero de nucledtidos entre 40 y 260 nucledtidos ademas de los nimeros de 40

nucledtidos y 260 nucledtidos.
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Los siguientes términos o definiciones se proporcionan Unicamente para ayudar en la
comprension de la invencion. A menos que se defina especificamente en el presente documento, todos
los términos utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que tendrian para un
experto en la técnica de la presente invencion. Los profesionales estan especialmente dirigidos a
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Press, Plainsview,
Nueva York (1989); y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (Suplemento 47), John
Wiley & Sons, Nueva York (1999), para definiciones y términos de la técnica. Las definiciones
proporcionadas en el presente documento no deben interpretarse como que tienen un alcance menor
gue el comprendido por una persona con conocimientos ordinarios en la técnica.

Los términos "ARN de reclutamiento de desaminasa", "ARNd", "ARN de reclutamiento
de ADAR" y "ARNar" se usan aqui indistintamente para referirse a un ARN disefiado capaz de reclutar
una ADAR para desaminar una adenosina objetivo en un ARN.

Los términos "polinucledtido”, "secuencia de nucledtidos" y "acido nucleico" se usan
indistintamente. Se refieren a una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya sea
desoxiribonucleétidos o ribonucledtidos, o analogos de los mismos.

Los términos "adenina", "guanina", "citosina", "timina", "uracilo" e "hipoxantina",
como se usan en el presente documento, se refieren a las nucleobases como tales. Los términos
"adenosina", "guanosina", "citidina", "timidina", "uridina" e "inosina" se refieren a las nucleobases
unidas al radical de azucar ribosa o desoxirribosa. El término "nucledsido" se refiere a la nucleobase
unida a la ribosa o desoxirribosa. El término "nucledtido" se refiere a la respectiva
nucleobase-ribosil-fosfato o0 nucleobase-desoxirribosil-fosfato. A veces, los términos adenosina y
adenina (con la abreviatura "A"), guanosina y guanina (con la abreviatura "G"), citosina y citidina (con
la abreviatura "C"), uracilo y uridina (con la abreviatura, "U"), timina y timidina (con la abreviatura "T"),
inosina e hipoxantina (con la abreviatura "I"), se usan indistintamente para referirse a la nucleobase,
nucledsido o nucledtido correspondiente. A veces, los términos nucleobase, nucledsido y nucledtido se
usan indistintamente, a menos que el contexto claramente requiera lo contrario.

En el contexto de la presente solicitud, "ARN objetivo" se refiere a una secuencia de
ARN a la que se disefia una secuencia de ARN de reclutamiento de desaminasas para que tenga una
complementariedad perfecta o una complementariedad sustancial, y la hibridacion entre la secuencia
objetivo y el ARNd forma un ARN de cadena doble (ARNds) que contiene una adenosina objetivo, que
recluta una adenosina desaminasa que actua sobre el ARN (ADAR) que desamina la adenosina objetivo.
En algunas modalidades, la ADAR esta presente de forma natural en una célula hospedera, tal como
una célula eucariota (preferiblemente, una célula de mamifero, mas preferiblemente, una célula
humana). En algunas modalidades, la ADAR se introduce en la célula hospedera.

Como se usa en el presente documento, "complementariedad" se refiere a la



10

15

20

25

30

35

17

capacidad de un acido nucleico para formar enlaces de hidrogeno con otro acido nucleico mediante el
acoplamiento de bases tradicional de Watson-Crick. Un porcentaje de complementariedad indica el
porcentaje de residuos en una molécula de acido nucleico que puede formar enlaces de hidrogeno (es
decir, acoplamiento de bases Watson-Crick) con un segundo acido nucleico (por ejemplo,
aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10 de cada 10, siendo aproximadamente un 50%, 60%, 70%, 80%,
90% y 100% complementarios respectivamente). "Perfectamente complementario” significa que todos
los residuos contiguos de una secuencia de acido nucleico forman enlaces de hidrégeno con el mismo
numero de residuos contiguos en una segunda secuencia de acido nucleico. "Sustancialmente
complementario”, como se usa en este documento, se refiere a un grado de complementariedad que
es al menos aproximadamente cualquiera de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o
100 % sobre una regidn de aproximadamente 40, 50, 60, 70, 80, 100, 150, 200, 250 o mas nucledtidos,
o se refiere a dos acidos nucleicos que se hibridan en condiciones rigurosas.

Como se usa en el presente documento, las "condiciones rigurosas" para la hibridacién
se refieren a condiciones en las que un acido nucleico que tiene complementariedad con una secuencia
objetivo se hibrida predominantemente con la secuencia objetivo y sustancialmente no hibrida con
secuencias no objetivo. Las condiciones rigurosas generalmente dependen de la secuencia y varian
segun una serie de factores. En general, cuanto mas larga es la secuencia, mayor es la temperatura a
la que la secuencia se hibrida especificamente con su secuencia objetivo. Los ejemplos no limitantes de
condiciones rigurosas se describen en detalle en Tijssen (1993), Laboratory Techniques In
Biochemistry And Molecular Biology- Hybridization With Nucleic Acid Probes Part I, segundo capitulo
"Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assay", Elsevier, N,Y.

"Hibridacién" se refiere a una reaccion en la que uno o mas polinucledtidos reaccionan
para formar un complejo que se estabiliza mediante enlaces de hidrdgeno entre las bases de los
residuos de nucledtidos. El enlace de hidrégeno puede producirse mediante acoplamiento de bases de
Watson Crick, unidon de Hoogstein o de cualquier otra manera especifica de secuencia. Una secuencia
capaz de hibridar con una secuencia dada se denomina "complemento" de la secuencia dada.

Como se usa en este documento, los términos "célula", "linea celular" y "cultivo
celular" se usan indistintamente y todas estas designaciones incluyen progenie. Se entiende que toda
la progenie puede no ser exactamente idéntica en contenido de ADN, debido a mutaciones deliberadas
o inadvertidas. Se incluye la progenie variante que tiene la misma funcién o actividad bioldgica que las
células originales.

Métodos de edicion de ARN

En algunas modalidades, se proporciona un método para editar un ARN objetivo en

una célula hospedera (por ejemplo, célula eucariota), que comprende introducir un ARN de

reclutamiento de desaminasas (ARNd) o una construccién que codifica el ARNd en la célula hospedera,
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donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida al ARN objetivo, y en
donde el ARNd es capaz de reclutar una adenosina desaminasa que actlia sobre el ARN (ADAR) para
desaminar una adenosina objetivo (A) en el ARN objetivo.

En algunas modalidades, se proporciona un método para editar un ARN objetivo en
una célula hospedera (por ejemplo, célula eucariota), que comprende introducir un ARNd o una
construccion que codifica el ARNd en la célula hospedera, donde el ARNd comprende una secuencia de
ARN complementaria que hibrida al ARN objetivo, y en el que el ARNd recluta una ADAR expresada
endégenamente de la célula hospedera para desaminar una objetivo A en el ARN objetivo. En algunas
modalidades, el método no comprende la introduccidon de ninguna proteina o construccién que
codifique una proteina (por ejemplo, Cas, ADAR o una proteina de fusién de ADAR y Cas) en la célula
hospedera.

En algunas modalidades, se proporciona un método para editar un ARN objetivo en
una célula hospedera (por ejemplo, una célula eucariota), que comprende introducir: (a) un ARNd o
una construccion que codifica el ARNd, y (b) una ADAR o una construccion que codifica la ADAR en la
célula hospedera, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida
con el ARN objetivo, y donde el ARNd recluta a la ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN
objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR codificada endégenamente de la célula
hospedera, en donde la introduccion de la ADAR comprende sobreexpresar la ADAR en la célula
hospedera. En algunas modalidades, la ADAR es exdgena a la célula hospedera. En algunas
modalidades, la construccion que codifica ADAR es un vector, como un plasmido, o un vector viral (por
ejemplo, un vector lentiviral).

En algunas modalidades, se proporciona un método para editar una pluralidad (por
ejemplo, al menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 10, 20, 50, 100 o mas) de ARN objetivo en una célula
hospedera (por ejemplo, una célula eucariota ), que comprende introducir una pluralidad de ARNd o
construcciones que codifican la pluralidad de ARNd en la célula hospedera, donde cada ARNd
comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con un ARN objetivo
correspondiente en la pluralidad de ARN objetivo, y donde cada ARNd es capaz de reclutar una ADAR
para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo correspondiente.

En algunas modalidades, se proporciona un método para editar una pluralidad (por
ejemplo, al menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 10, 20, 50, 100 o mas) de ARN objetivo en una célula
hospedera (por ejemplo, una célula eucariota ), que comprende introducir una pluralidad de ARNd o
construcciones que codifican la pluralidad de ARNd en la célula hospedera, donde cada ARNd
comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con un ARN objetivo
correspondiente en la pluralidad de ARN objetivo, y donde cada ARNd recluta una ADAR expresada

enddgenamente para desaminar una objetivo A en el ARN objetivo correspondiente.
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En algunas modalidades, se proporciona un método para editar una pluralidad (por
ejemplo, al menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 10, 20, 50, 100, 1000 o mas) de ARN objetivo en una
célula hospedera (por ejemplo, un célula eucariota), que comprende introducir: (a) una pluralidad de
ARNd o construcciones que codifican la pluralidad de ARNd, y (b) una ADAR o una construccién que
codifica ADAR en la célula hospedera, donde cada ARNd comprende una secuencia de ARN
complementaria que se hibrida con un ARN objetivo correspondiente en la pluralidad de ARN objetivo,
y en el que cada ARNd recluta la ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo
correspondiente.

En un aspecto, la presente solicitud proporciona un método para editar una
pluralidad de ARN en células hospederas mediante la introduccién de una pluralidad de ARN de
reclutamiento de desaminasas, una o mas construcciones que codifican los ARN de reclutamiento de
desaminasas, o una biblioteca descrita en este documento, en las células hospederas.

En ciertas modalidades, el método para editar en un ARN objetivo comprende
introducir multiples ARN de reclutamiento de desaminasas 0 una o mas construcciones que
comprenden los ARN de reclutamiento de desaminasas multiples en las células hospederas para
reclutar adenosina desaminasa que actGa sobre ARN (ADAR) para realizar una reaccién de
desaminacion en una o mas adenosinas objetivo en uno o0 mas ARN objetivo, en donde cada ARN de
reclutamiento de desaminasas comprende una secuencia de ARN complementaria a un ARN objetivo
correspondiente.

En un aspecto, la presente solicitud proporciona un método para generar una o mas
modificaciones en un ARN objetivo y/o la proteina codificada por un ARN objetivo en una célula
hospedera (por ejemplo, una célula eucariota), que comprende introducir un ARNd o una construccién
gue codifica el ARNd en la célula hospedera, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN
complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, y donde una o mas modificaciones se seleccionan
del grupo que consiste en una mutacion puntual de la proteina codificada por el ARN obijetivo,
plegamiento incorrecto del proteina codificada por el ARN objetivo, un coddn de terminacion temprana
en el ARN objetivo, un sitio de empalme aberrante en el ARN objetivo y un sitio de empalme alternativo
en el ARN objetivo.

En algunas modalidades, la presente solicitud proporciona un método para restaurar
la expresion o actividad de un ARN objetivo o la proteina codificada por un ARN objetivo en una célula
hospedera (por ejemplo, una célula eucariota), que comprende introducir un ARNd o una construccién
gue codifica el ARNd en la célula hospedera, en donde el ARNd comprende una secuencia de ARN
complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, en donde el ARN objetivo tiene una mutacién de G
a A que da como resultado un coddn de terminacion temprana, un sitio de empalme aberrante o un

sitio de empalme alternativo en el ARN objetivo, o plegamiento incorrecto de la proteina, y en donde el
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ARNd recluta una ADAR para editar la mutacién A, restaurando asi la expresidon o actividad del ARN

objetivo o la proteina codificada por el ARN objetivo.

En determinadas modalidades, el método para generar una o mas modificaciones en
una pluralidad de ARN objetivo y/o las proteinas codificadas por los ARN objetivo en una célula
hospedera (por ejemplo, célula eucariota), comprende introducir una pluralidad de ARN de
reclutamiento de desaminasas o construcciones que codifican la pluralidad de ARN de reclutamiento de
desaminasas en la célula hospedera, donde cada ARNd comprende una secuencia de ARN
complementaria que se hibrida con un ARN objetivo correspondiente en la pluralidad de ARN objetivo,
y donde cada ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo
correspondiente.

En un aspecto, la presente solicitud proporciona el uso de un ARN de reclutamiento
de desaminasas de acuerdo con cualquiera de los ARNd descritos en el presente documento para
editar un ARN objetivo en una célula hospedera. En determinadas modalidades, el ARN de
reclutamiento de desaminasas comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el
ARN objetivo que se va a editar.

En un aspecto, la presente solicitud proporciona el uso de un ARN de reclutamiento
de desaminasas de acuerdo con cualquiera de los ARNd descritos en este documento para generar una
0 mas modificaciones en un ARN objetivo y/o la proteina codificada por un ARN objetivo, en donde las
modificaciones, una 0 mas, se seleccionan de un grupo que consiste en una mutacién puntual de la
proteina codificada por el ARN objetivo, plegamiento incorrecto de la proteina codificada por el ARN
objetivo, un codon de terminacion temprana en el ARN objetivo, un sitio de empalme aberrante en el
ARN objetivo y un sitio de empalme alternativo en el ARN objetivo. En determinadas modalidades, el
ARN de reclutamiento de desaminasas comprende una secuencia de ARN complementaria que se
hibrida con el ARN objetivo que se va a editar.

La invencidon también se refiere a un método para aprovechar una adenosina
desaminasa enddgena para editar un ARN objetivo en una célula eucariota, que comprende introducir
un ARNd o una construccion que codifica el ARNd, como se describe en este documento, en la célula
eucariota para reclutar adenosina desaminasa endogena natural que actia sobre ARN (ADAR) para
realizar una reaccidén de desaminacion en una adenosina objetivo en la secuencia de ARN objetivo.

En ciertas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos descritos
en este documento, el ARNd comprende mas de aproximadamente cualquiera de 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240 o 250
nucledtidos. En ciertas modalidades, el ARNd es aproximadamente cualquiera de 40-260, 45-250,
50-240, 60-230, 65-220, 70-220, 70-210, 70-200, 70-190, 70-180, 70-170, 70-160, 70-150, 70-140,
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70-130, 70-120, 70-110, 70-100, 70-90, 70-80, 75-200, 80-190, 85-180, 90-170, 95-160, 100-200,
100-150, 100-175, 110-200, 110-175, 110-150 o 105-140 nucledtidos de longitud. En algunas
modalidades, el ARNd tiene una longitud de aproximadamente 71 nucledtidos. En algunas
modalidades, el ARNd tiene una longitud de aproximadamente 111 nucledtidos.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en el presente documento, el ARNd no comprende un dominio de reclutamiento de ADAR. El
"dominio de reclutamiento de ADAR" puede ser una secuencia o estructura de nucledtidos que se une
con alta afinidad a ADAR, o una secuencia de nucledtidos que se une a un compafero de unién
fusionado a ADAR en una construccion ADAR disefiada. Los dominios de reclutamiento de ADAR
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, GluR-2, GIuR-B (R/G), GIuR-B (Q/R), GIuR-6 (R/G), 5HT2Cy
el dominio FInA (Q/R); ver, por ejemplo, Wahlstedt, Helene and Marie, "Site-selective versus
promiscuous A-to-I editing." Wiley Interdisciplinary Reviews: ARN 2.6 (2011): 761-771, que se
incorpora en la presente para referencia en su totalidad. En algunas modalidades, el ARNd no
comprende una porcién de cadena doble. En algunas modalidades, el ARNd no comprende una
horquilla, como el tallo bucle de MS2. En algunas modalidades, el ARNd es de cadena sencilla. En
algunas modalidades, la ADAR no comprende un dominio de unién a DSB. En algunas modalidades, el
ARNd consiste en (o consiste esencialmente en) la secuencia de ARN complementaria.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en el presente documento, el ARNd no comprende modificaciones quimicas. En algunas
modalidades, el ARNd no comprende un nucleétido modificado quimicamente, tal como
2'-O-metilnucledtido o un nucledtido que tenga un enlace fosforotioato. En algunas modalidades, el
ARNd comprende modificaciones de enlace de 2'-O-metilo y fosforotioato solo en los primeros tres y
ultimos tres residuos. En algunas modalidades, el ARNd no es un oligonucledtido antisentido (ASO).

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en el presente documento, la célula hospedera es una célula procariota. En algunas
modalidades, la célula hospedera es una célula eucariota. En algunas modalidades, la célula hospedera
es una célula de mamifero. En algunas modalidades, la célula hospedera es una célula humana. En
algunas modalidades, la célula hospedera es una célula murina. En algunas modalidades, la célula
hospedera es una célula vegetal o una célula fungica.

En algunas modalidades segln cualquiera de los métodos o usos descritos en el
presente documento, la célula hospedera es una linea celular, como HEK293T, HT29, A549, HepG2, RD,
SF268, SW13 y célula Hela. En algunas modalidades, la célula hospedera es una célula primaria, como
fibroblasto, célula epitelial o inmunitaria. En algunas modalidades, la célula hospedera es una célula T.
En algunas modalidades, la célula hospedera es una célula posmitosis. En algunas modalidades, la

célula hospedera es una célula del sistema nervioso central (CNS), como una célula cerebral, por
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ejemplo, una célula del cerebelo.

En algunas modalidades, se proporciona un método para editar un ARN objetivo en
una célula hospedera primaria (por ejemplo, una célula T o una célula del CNS) que comprende la
introducciéon de un ARNd o una construccidén que codifica el ARNd en la célula hospedera, donde el
ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, y en
donde el ARNd recluta una ADAR expresada enddgenamente de la célula hospedera para desaminar un
objetivo A en el ARN objetivo.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en el presente documento, la ADAR es enddgena a la célula hospedera. En algunas
modalidades, la adenosina desaminasa que actta sobre el ARN (ADAR) esta presente de forma natural
o enddgena en la célula hospedera, por ejemplo, esta presente de forma natural o enddgena en la
célula eucariota. En algunas modalidades, la ADAR se expresa de forma enddgena por la célula
hospedera. En determinadas modalidades, la ADAR se introduce de forma exdgena en la célula
hospedera. En algunas modalidades, ADAR es ADAR1 y/o ADAR2. En determinadas modalidades, la
ADAR es una o mas ADAR seleccionadas del grupo que consiste en hADAR1, hADAR2, ADAR1 de ratdn
y ADAR?2. En algunas modalidades, ADAR es ADAR1, como la isoforma p110 de ADAR1 ("ADAR1P!10")
y/o la isoforma p150 de ADAR1 ("ADAR1P!0"), En algunas modalidades, ADAR es ADAR2. En algunas
modalidades, la ADAR es una ADAR2 expresado por la célula hospedera, por ejemplo, ADAR2
expresado por las células del cerebelo.

En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR exodgena a la célula hospedera. En
algunas modalidades, la ADAR es un mutante hiperactivo de una ADAR de origen natural. En algunas
modalidades, ADAR es ADAR1 que comprende una mutacién E1008Q. En algunas modalidades, ADAR
no es una proteina de fusién que comprende un dominio de unién. En algunas modalidades, la ADAR
no comprende un dominio de unién de acido nucleico de cadena doble modificado por ingenieria
genética. En algunas modalidades, la ADAR no comprende un dominio MCP que se una a la horquilla
de MS2 que se fusiona con la secuencia de ARN complementaria en el ARNd. En algunas modalidades,
ADAR no comprende un dominio de unién a DSB.

En algunas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos descritos en
este documento, la célula hospedera tiene un alto nivel de expresion de ADAR1 (como ADAR1P0 y/o
ADAR1P0) por ejemplo, al menos aproximadamente cualquiera de 10%, 20%, 50%, 100%, 2X, 3X,
5x 0 mas en relacidn con el nivel de expresion de proteina de B-tubulina. En algunas modalidades, la
célula hospedera tiene un alto nivel de expresion de ADAR2, por ejemplo, al menos aproximadamente
cualquiera de 10%, 20%, 50%, 100%, 2x, 3x, 5x 0 mas en relacion con el nivel de expresion de
proteinas de B-tubulina. En algunas modalidades, la célula hospedera tiene un nivel de expresion bajo

de ADAR3, por ejemplo, no mas de aproximadamente uno cualquiera de 5x, 3x, 2x, 100%, 50%, 20%
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0 menos con respecto al nivel de expresién de proteina de p-tubulina.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en el presente documento, la secuencia de ARN complementaria comprende una citidina,
adenosina o uridina directamente opuesta al objetivo A en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la
secuencia de ARN complementario comprende un desajuste de citidina directamente opuesto al
objetivo A en el ARN objetivo. En algunas modalidades, el desajuste de citidina se localiza al menos 5
nucledtidos, por ejemplo, al menos 10, 15, 20, 25, 30 o mas nucledtidos, lejos del extremo 5’ de la
secuencia de ARN complementaria. En algunas modalidades, el desajuste de citidina se localiza al
menos a 20 nucledtidos, por ejemplo, al menos a 25, 30, 35 o mas nucledtidos, lejos del extremo 3’ de
la secuencia de ARN complementaria. En algunas modalidades, el desajuste de citidina no se localiza
en 20 (por ejemplo, 15, 10, 5 o menos) nucledtidos del extremo 3’ de la secuencia de ARN
complementaria. En algunas modalidades, el desajuste de citidina se localiza al menos 20 nucledtidos
(por ejemplo, al menos 25, 30, 35 o mas nucledtidos) lejos del extremo 3’y al menos 5 nucledtidos
(por ejemplo, al menos 10, 15, 20, 25, 30 o mas nucledtidos) del extremo 5’ de la secuencia de ARN
complementaria. En algunas modalidades, el desajuste de citidina se localiza en el centro de la
secuencia de ARN complementaria. En algunas modalidades, el desajuste de citidina se localiza dentro
de los 20 nucledtidos (por ejemplo, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucledtidos) del centro de la
secuencia complementaria en el ARNd.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en este documento, la secuencia de ARN complementaria comprende ademas una o mas
guanosinas, tales como 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas G, es decir, cada una directamente opuesta a una
adenosina no objetivo en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la secuencia de ARN
complementario comprende dos o mas nucledtidos con desajuste consecutivos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5
0 mas nucledtidos con desajuste) opuestos a una adenosina no objetivo en el ARN objetivo. En algunas
modalidades, el ARN objetivo comprende no mas de aproximadamente 20 As no objetivo, tal como no
mas de aproximadamente cualquiera de 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 A no objetivo. La Gs y los
nucledtidos de desajuste consecutivos opuestos a As no objetivo pueden reducir los efectos de edicion
fuera del objetivo por ADAR.

En ciertas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos descritos en
este documento, el vecino mas cercano 5’ del objetivo A es un nucledtido seleccionado entre U, C, Ay
G con la preferencia U > C=A > G y el vecino mas cercano 3’ del objetivo A es un nucleédtido
seleccionado entre G, C, Ay U con la preferencia G > C > A=U. En ciertas modalidades, el objetivo
A esta en un motivo de tres bases seleccionado del grupo que consiste en UAG, UAC, UAA, UAU, CAG,
CAC, CAA, CAU, AAG, AAC, AAA, AAU, GAG, GAC, GAA y GAU en el ARN objetivo. En ciertas

modalidades, el motivo de tres bases es UAG, y el ARNd comprende una A directamente opuesta ala U
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en el motivo de tres bases, una C directamente opuesta al objetivo A y una C, G o U directamente
opuesta a la G en el motivo de tres bases. En ciertas modalidades, el motivo de tres bases es UAG en
el ARN objetivo, y el ARNd comprende ACC, ACG o ACU que es opuesto a la UAG del ARN objetivo. En
determinadas modalidades, el motivo de tres bases es UAG en el ARN objetivo, y el ARNd comprende
ACC que esta opuesta a la UAG del ARN objetivo.

En ciertas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos descritos en
este documento, el ARN objetivo es cualquiera seleccionado del grupo que consiste en un ARN
pre-mensajero, un ARN mensajero, un ARN ribosdomico, un ARN de transferencia, un ARN largo no
codificante y un ARN pequefio (por ejemplo, ARNmi). En algunas modalidades, el ARN objetivo es un
ARN pre-mensajero. En algunas modalidades, el ARN objetivo es un ARN mensajero.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en el presente documento, el método comprende ademas introducir un inhibidor de ADAR3
en la célula hospedera. En algunas modalidades, el inhibidor de ADAR3 es un ARNi contra ADAR3, tal
como un ARNsh contra ADAR3 o un ARNsi contra ADAR3. En algunas modalidades, el método
comprende ademas introducir un estimulador de interferén en la célula hospedera. En algunas
modalidades, ADAR es inducible por interferon, por ejemplo, ADAR es ADARP', En algunas
modalidades, el estimulador de interferéon es IFNa. En algunas modalidades, el inhibidor de ADAR3 y/o
el estimulador de interferén estan codificados por la misma construccion (por ejemplo, vector) que
codifica el ARNd.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en este documento, la eficiencia de edicion del ARN objetivo es de al menos
aproximadamente el 5%, tal como al menos aproximadamente cualquiera de 6%, 7%, 8%, 9%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65% o mas. En algunas modalidades, la
eficacia de edicion del ARN objetivo es de al menos aproximadamente un 5% (por ejemplo, al menos
aproximadamente un 7%) /nvivo, por ejemplo, en un animal. En algunas modalidades, la eficacia de la
edicion del ARN objetivo es de al menos aproximadamente el 10% (por ejemplo, al menos
aproximadamente el 15%) en una célula /7 vitro o ex vivo. En algunas modalidades, la eficiencia de la
edicion estd determinada por la secuenciacion de Sanger. En algunas modalidades, la eficacia de la
edicion se determina mediante la secuenciacion de proxima generacion.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en el presente documento, el método tiene una baja tasa de edicion fuera del objetivo. En
algunas modalidades, el método tiene menos de aproximadamente 1% (por ejemplo, no mas de
aproximadamente cualquiera de 0.5%, 0.1%, 0.05%, 0.01%, 0.001% o menos) de eficiencia de
edicién en As no objetivo en el ARN objetivo. En algunas modalidades, el método no edita el As no

objetivo en el ARN objetivo. En algunas modalidades, el método tiene menos de aproximadamente
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0.1% (por ejemplo, no mas de aproximadamente cualquiera de 0.05%, 0.01%, 0.005%, 0.001%,
0.0001% o menos) de eficiencia de edicion en As en ARN no objetivo.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en el presente documento, el método no induce una respuesta inmune, tal como una
respuesta inmune innata. En algunas modalidades, el método no induce la expresion de interferdn y/o
interleucina en la célula hospedera. En algunas modalidades, el método no induce la expresiéon de
IFN-B y/o IL-6 en la célula hospedera.

También se proporcionan ARN editado o células hospederas que tienen un ARN
editado producido por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. En algunas
modalidades, el ARN editado comprende una inosina. En algunas modalidades, la célula hospedera
comprende un ARN que tiene una mutacion sin sentido, un coddn de terminacion temprano, un sitio de
empalme alternativo o un sitio de empalme aberrante. En algunas modalidades, la célula hospedera
comprende una proteina mutante, truncada o mal plegada.

"Célula hospedera", como se describe en el presente documento, se refiere a cualquier
tipo de célula que pueda usarse como célula hospedera siempre que pueda modificarse como se
describe en el presente documento. Por ejemplo, la célula hospedera puede ser una célula hospedera
con adenosina desaminasa expresada de forma enddgena que actua sobre el ARN (ADAR), o puede ser
una célula hospedera en la que se introduce una adenosina desaminasa que actta sobre el ARN (ADAR)
mediante un método conocido en la técnica. Por ejemplo, la célula hospedera puede ser una célula
procariota, una célula eucariota o una célula vegetal. En algunas modalidades, la célula hospedera se
deriva de una linea celular preestablecida, como lineas celulares de mamiferos que incluyen lineas
celulares humanas o lineas celulares no humanas. En algunas modalidades, la célula hospedera se
deriva de un individuo, como un individuo humano.

"Que introduce" o "introduccion" utilizado en el presente documento significa entregar
uno o mas polinucledtidos, tales como ARNd o una o mas construcciones que incluyen vectores como
se describe en el presente documento, uno 0 mas transcriptos de los mismos, a una célula hospedera.
La invencidn sirve como una plataforma basica para permitir la edicién dirigida de ARN, por ejemplo,
ARN pre-mensajero, ARN mensajero, ARN ribosémico, ARN de transferencia, ARN largo no codificante
y ARN pequeiio (como ARNmi). Los métodos de la presente solicitud pueden emplear muchos sistemas
de administracion, que incluyen, pero no se limitan a, virus, liposomas, electroporacion, microinyeccién
y conjugacion, para lograr la introduccidn del ARNd o construccién como se describe en este
documento en una célula hospedera. Pueden usarse métodos convencionales de transferencia de
genes basados en virus y no virus para introducir acidos nucleicos en células de mamiferos o tejidos
objetivo. Dichos métodos se pueden usar para administrar acidos nucleicos que codifican el ARNd de la

presente solicitud a células en cultivo o en un organismo hospedero. Los sistemas de administracion de
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vectores no virales incluyen plasmidos de ADN, ARN (por ejemplo, un transcripto de una construccién
descrita en este documento), acido nucleico desnudo y acido nucleico complejado con un vehiculo de
administracidon, como un liposoma. Los sistemas de administracion de vectores virales incluyen virus de
ADN y ARN, que tienen genomas episomales o integrados para su administracion a la célula
hospedera.

Los métodos de suministro no viral de acidos nucleicos incluyen lipofeccion,
nucleofeccion, microinyeccion, biolistica, virosomas, liposomas, inmunoliposomas, polication o lipido:
conjugados de acido nucleico, electroporacion, nanoparticulas, exosomas, microvesiculas o pistola de
genes, ADN desnudo vy viriones artificiales.

El uso de sistemas basados en virus de ARN o ADN para la administracién de acidos
nucleicos tiene una alta eficiencia para dirigir un virus a células especificas y transportar la carga Util
viral a los nucleos celulares.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los métodos o usos
descritos en este documento, el método comprende introducir un vector viral (tal como un vector
lentivirico) que codifica el ARNd en la célula hospedera. En algunas modalidades, el vector viral es un
AAV, por ejemplo, AAV8. En algunas modalidades, el método comprende introducir un plasmido que
codifica el ARNd en la célula hospedera. En algunas modalidades, el método comprende introducir (por
ejemplo, mediante electroporacion) el ARNd (por ejemplo, ARNd sintético) en la célula hospedera. En
algunas modalidades, el método comprende la transfeccion del ARNd en la célula hospedera.

Después de la desaminacién, se puede determinar la modificacion del ARN objetivo
y/o la proteina codificada por el ARN objetivo usando diferentes métodos dependiendo de las
posiciones de las adenosinas objetivo en el ARN objetivo. Por ejemplo, para determinar si "A" se ha
editado en "I" en el ARN objetivo, se pueden usar métodos de secuenciacion de ARN conocidos en la
técnica para detectar la modificacién de la secuencia de ARN. Cuando la adenosina objetivo se
encuentra en la region codificante de un ARNm, la edicion del ARN puede provocar cambios en la
secuencia de aminoacidos codificada por el ARNm. Por ejemplo, pueden introducirse mutaciones
puntuales en el ARNm de una mutacion puntual innata o adquirida en el ARNm que pueden revertirse
para producir productos génicos de tipo salvaje debido a la conversion de "A" en "I". La secuenciacion
de aminoacidos por métodos conocidos en la técnica puede usarse para encontrar cualquier cambio de
residuos de aminoacidos en la proteina codificada. Las modificaciones de un coddn de terminacion se
pueden determinar evaluando la presencia de una proteina funcional, alargada, truncada, de longitud
completa y/o de tipo salvaje. Por ejemplo, cuando la adenosina objetivo se encuentra en un codén de
terminacion UGA, UAG o UAA, la modificacion del objetivo A (UGA o UAG) o As (UAA) puede crear una
mutacion de lectura completa y/o una proteina alargada, o una proteina truncada codificada por el

ARN objetivo puede invertirse para crear una proteina funcional, de longitud completa y/o de tipo
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salvaje. La edicién de un ARN objetivo también puede generar un sitio de empalme aberrante, y/o un
sitio de empalme alternativo en el ARN obijetivo, lo que conduce a una proteina alargada, truncada o
mal plegada, o un empalme aberrante o un sitio de empalme alternativo codificado en el ARN objetivo
puede invertirse para crear una proteina funcional, de plegado correcto, de longitud completa y/o de
tipo salvaje. En algunas modalidades, la presente solicitud contempla la edicion de cambios genéticos
tanto innatos como adquiridos, por ejemplo, mutacién sin sentido, codén de terminacién temprano,
empalme aberrante o sitio de empalme alternativo codificado por un ARN objetivo. El uso de métodos
conocidos para evaluar la funcién de la proteina codificada por el ARN objetivo puede averiguar si la
edicién del ARN logra los efectos deseados. Debido a que la desaminacién de la adenosina (A) a una
inosina (I) puede corregir una A mutada en la posicion objetivo en un ARN mutante que codifica una
proteina, la identificacion de la desaminacion en inosina puede proporcionar una evaluacion de si una
proteina funcional esta presente, o si un ARN asociado a una enfermedad o resistencia a farmacos
causado por la presencia de una adenosina mutada se invierte o se invierte parcialmente. De manera
similar, debido a que la desaminacion de la adenosina (A) a una inosina (I) puede introducir una
mutacion puntual en la proteina resultante, la identificacion de la desaminaciéon en inosina puede
proporcionar una indicacion funcional para identificar una causa de enfermedad o un factor relevante
de una enfermedad.

Cuando la presencia de una adenosina objetivo provoca un empalme aberrante, la
lectura puede ser la evaluacidn de la aparicion y la frecuencia de empalmes aberrantes. Por otro lado,
cuando es deseable la desaminacion de una adenosina objetivo para introducir un sitio de empalme, se
pueden utilizar enfoques similares para comprobar si se produce el tipo de empalme requerido. Un
método adecuado ejemplar para identificar la presencia de una inosina después de la desaminacién de
la adenosina objetivo es la RT-PCR vy la secuenciacion, usando métodos que son bien conocidos por los
expertos en la técnica.

Los efectos de la desaminacion de la o las adenosinas objetivo incluyen, por ejemplo,
mutacion puntual, coddn de terminacion temprano, sitio de empalme aberrante, sitio de empalme
alternativo y plegamiento incorrecto de la proteina resultante. Estos efectos pueden inducir cambios
estructurales y funcionales de ARN y/o proteinas asociadas con enfermedades, ya sean heredadas
genéticamente o causadas por mutaciones genéticas adquiridas, o pueden inducir cambios
estructurales y funcionales de ARN y/o proteinas asociados con la aparicion de resistencia a farmacos.
Por lo tanto, los ARNd, las construcciones que codifican los ARNd y los métodos de edicién de ARN de
la presente solicitud pueden usarse en la prevencion o el tratamiento de enfermedades o afecciones
genéticas hereditarias, o enfermedades o afecciones asociadas con mutaciones genéticas adquiridas
cambiando la estructura y/o funcion de los ARN y/o proteinas asociadas a la enfermedad.

En algunas modalidades, el ARN objetivo es un ARN regulador. En algunas
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modalidades, el ARN objetivo que se va a editar es un ARN ribosémico, un ARN de transferencia, un
ARN largo no codificante o un ARN pequefio (por ejemplo, ARNmi, ARNpre-mi, ARNpre-mi, ARNpi,
ARNSsi, ARNsno, ARNsn, ARNex o ARNsca). Los efectos de la desaminacion de las adenosinas objetivo
incluyen, por ejemplo, cambios estructurales y funcionales del ARN ribosdmico, ARN de transferencia,
ARN largo no codificante o ARN pequefio (por ejemplo, ARNmi), incluidos cambios de estructura
tridimensional y/o pérdida de la funcidn o ganancia de la funcién del ARN objetivo. En algunas
modalidades, la desaminacion del As objetivo en el ARN objetivo cambia el nivel de expresion de una o
mas moléculas corriente abajo (por ejemplo, proteina, ARN y/o metabolitos) del ARN objetivo. Los
cambios del nivel de expresion de las moléculas corriente abajo pueden aumentar o disminuir en el
nivel de expresion.

Algunas modalidades de la presente solicitud implican la edicion multiplex del ARN
objetivo en células hospederas, que son Utiles para seleccionar diferentes variantes de un gen objetivo
o diferentes genes en las células hospederas. En algunas modalidades, en las que el método
comprende introducir una pluralidad de ARNd en las células hospederas, al menos dos de los ARNd de
la pluralidad de ARNd tienen diferentes secuencias y/o tienen diferentes ARN objetivo. En algunas
modalidades, cada ARNd tiene una secuencia diferente y/o un ARN objetivo diferente. En algunas
modalidades, el método genera una pluralidad (por ejemplo, al menos 2, 3, 5, 10, 50, 100, 1000 o0 mas)
de modificaciones en un Unico ARN objetivo en las células hospederas. En algunas modalidades, el
método genera una modificacién en una pluralidad (por ejemplo, al menos 2, 3, 5, 10, 50, 100, 1000 o
mas) de ARN objetivo en las células hospederas. En algunas modalidades, el método comprende editar
una pluralidad de ARN objetivo en una pluralidad de poblaciones de células hospederas. En algunas
modalidades, cada poblacién de células hospederas recibe un ARNd diferente o un ARNd que tiene un
ARN objetivo diferente de las otras poblaciones de células hospederas.

ARN, construccion y biblioteca de reclutamiento de desaminasas

En un aspecto, la presente solicitud proporciona un ARN de reclutamiento de
desaminasas Util para cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. Cualquiera de los
ARNd descritos en esta seccion puede usarse en los métodos de edicion y tratamiento de ARN
descritos en este documento. Se pretende que cualquiera de las caracteristicas y parametros descritos
en este documento para los ARNd se puedan combinar entre si, como si todas y cada una de las
combinaciones se describieran individualmente. Los ARNd descritos en el presente documento no
comprenden un ARNtracr, ARNcr o ARNg usados en un sistema CRISPR/Cas.

En algunas modalidades, se proporciona un ARN de reclutamiento de desaminasa
(ARNd) para la desaminacién de una adenosina objetivo en un ARN objetivo mediante el reclutamiento
de una ADAR, que comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN
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En un aspecto, el presente proporciona una construccion que comprende cualquiera
de los ARN de reclutamiento de desaminasas descritos en el presente documento. En determinadas
modalidades, la construccién es un vector viral (como un vector lentivirus) o un plasmido. En algunas
modalidades, el vector viral es un AAV, como AAVS. En algunas modalidades, la construccion codifica
un solo ARNd. En algunas modalidades, la construccion codifica una pluralidad (por ejemplo,
aproximadamente cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 o mas) ARNd.

En un aspecto, la presente solicitud proporciona una biblioteca que comprende una
pluralidad de ARN de reclutamiento de desaminasas o una pluralidad de las construcciones descritas
en el presente documento.

En un aspecto, la presente solicitud proporciona una composicién o una célula
hospedera que comprende el ARN de reclutamiento de desaminasas o la construccion descrita en el
presente documento. En determinadas modalidades, la célula hospedera es una célula procariota o
una célula eucariota. Preferiblemente, la célula hospedera es una célula de mamifero. Lo mas
preferiblemente, la célula hospedera es una célula humana.

En determinadas modalidades segun cualquiera de los ARNd, construcciones,
bibliotecas o composiciones descritas en el presente documento, la secuencia de ARN complementaria
comprende una citidina, adenosina o uridina directamente opuesta a la adenosina objetivo que se va a
editar en el ARN objetivo. En determinadas modalidades, la secuencia de ARN complementario
comprende ademas una 0 mas guanosinas que estan cada una directamente opuesta a una adenosina
no objetivo en el ARN objetivo. En ciertas modalidades, el vecino mas cercano 5’ del objetivo A es un
nucledtido seleccionado entre U, C, Ay G con preferencia U > C=A > Gy el vecino mas cercano 3'
del objetivo A es un nucledtido seleccionado entre G, C, A y U con preferencia G > C > A=U. En
algunas modalidades, el vecino mas cercano 5’ del objetivo A es U. En algunas modalidades, el vecino
mas cercano 5' del objetivo A es C o A. En algunas modalidades, el vecino mas cercano 3’ del objetivo
A es G. En algunas modalidades, el vecino mas cercano 3’ del objetivo A es C.

En ciertas modalidades de acuerdo con cualquiera de los ARNd, construcciones,
bibliotecas o composiciones descritas en este documento, el objetivo A esta en un motivo de tres bases
seleccionado del grupo que consiste en UAG, UAC, UAA, UAU, CAG, CAC, CAA, CAU, AAG, AAC, AAA,
AAU, GAG, GAC, GAA y GAU en el ARN obijetivo. En ciertas modalidades, el motivo de tres bases es
UAG, y el ARNd comprende una A directamente opuesta a la U en el motivo de tres bases, una C
directamente opuesta al objetivo A y una C, G o U directamente opuesta a la G en el motivo de tres
bases. En ciertas modalidades, el motivo de tres bases es UAG en el ARN objetivo, y el ARNd
comprende ACC, ACG o ACU que es opuesto a la UAG del ARN objetivo.

En algunas modalidades, el ARNd comprende un desajuste de citidina directamente

opuesto al objetivo A en el ARN objetivo. En algunas modalidades, el desajuste de citidina esta cerca
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del centro de la secuencia de ARN complementario, tal como a 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 o 1 nucledtido del
centro de la secuencia de ARN complementario. En algunas modalidades, el desajuste de citidina
esta al menos a 5 nucledtidos del extremo 5’ de la secuencia de ARN complementaria. En algunas
modalidades, el desajuste de citidina esta al menos a 20 nucledtidos del extremo 3’ de la secuencia de
ARN complementaria.

En determinadas modalidades de acuerdo con cualquiera de los ARNd, construcciones,
bibliotecas o composiciones descritas en el presente documento, el ARNd comprende mas de
aproximadamente 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,
190, 200, 210, 220, 230, 240 o 250 nucledtidos. En ciertas modalidades, el ARNd es aproximadamente
cualquiera de 40-260, 45-250, 50-240, 60-230, 65-220, 70-210, 70-200, 70-190, 70-180, 70-170,
70-160, 70-150, 70-140, 70-130, 70-120, 70-110, 70-100, 70-90, 70-80, 75-200, 80-190, 85-180,
90-170, 95-160, 100-150 o 105-140 nucledtidos de longitud.

En algunas modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de
cualquiera de las SEQ ID NO: 25-44, 142-205, 341-342.

El ARNd de la presente solicitud comprende una secuencia de ARN complementaria
que se hibrida con el ARN objetivo. La secuencia de ARN complementaria es perfectamente
complementaria o sustancialmente complementaria al ARN objetivo para permitir la hibridacion de la
secuencia de ARN complementaria al ARN objetivo. En algunas modalidades, la secuencia de ARN
complementario tiene una complementariedad de secuencia del 100% como ARN objetivo. En algunas
modalidades, la secuencia de ARN complementaria es al menos aproximadamente cualquiera de 70%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% o0 mas complementaria a mas de un tramo continuo
de al menos aproximadamente cualquiera de 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 o mas nucledtidos en el
ARN objetivo. En algunas modalidades, el ARNds formado por hibridacion entre la secuencia de ARN
complementaria y el ARN objetivo tiene uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas)
pares de base que no son Watson-Crick (es decir, desajustes).

ADAR, por ejemplo, las enzimas ADAR humanas editan estructuras de ARN de cadena
doble (ARNdSs) con especificidad variable, dependiendo de varios factores. Un factor importante es el
grado de complementariedad de las dos cadenas que forman la secuencia de ARNds. La
complementariedad perfecta entre el ARNd y el ARN objetivo generalmente hace que el dominio
catalitico de ADAR desamine las adenosinas de una manera no discriminativa. La especificidad y la
eficacia de ADAR se pueden modificar introduciendo desajustes en la region de ARNds. Por ejemplo, se
recomienda preferiblemente el desajuste A-C para aumentar la especificidad y la eficacia de la
desaminacion de la adenosina que se va a editar. Por el contrario, en las otras posiciones A (adenosina)
distintas del objetivo A (es decir, "A no objetivo"), el desajuste de G-A puede reducir la edicion fuera del

objetivo. No se requiere necesariamente una complementariedad perfecta para la formaciéon de ARNds
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entre el ARNd y su ARN objetivo, siempre que exista una complementariedad sustancial para la
hibridacion y formacion del ARNds entre el ARNd y el ARN objetivo. En algunas modalidades, la
secuencia de ARNd o region de ARN de cadena sencilla de la misma tiene al menos aproximadamente
cualquiera de 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de complementariedad de
secuencia con el ARN objetivo, cuando se alinea de manera 6ptima. La alineacion éptima se puede
determinar con el uso de cualquier algoritmo adecuado para alinear secuencias, cuyos ejemplos no
limitantes incluyen el algoritmo Smith-Waterman, el algoritmo Needleman-Wimsch, algoritmos
basados en la transformada de Burrows-Wheeler (por ejemplo, el alineador de Burrows Wheeler).

Los nucledtidos vecinos de la adenosina objetivo también afectan la especificidad y
eficacia de la desaminacion. Por ejemplo, el vecino mas cercano 5’ de la adenosina objetivo que se va
a editar en la secuencia de ARN objetivo tiene la preferencia U > CxA > Gy el vecino mas cercano
3' de la adenosina objetivo que se va a editar en la secuencia de ARN objetivo tiene la preferencia G >
C > A=U en términos de especificidad y eficiencia de desaminacion de adenosina. En algunas
modalidades, cuando la adenosina objetivo puede estar en un motivo de tres bases seleccionado del
grupo que consiste en UAG, UAC, UAA, UAU, CAG, CAC, CAA, CAU, AAG, AAC, AAA, AAU, GAG, GAC,
GAA y GAU en el ARN obijetivo, la especificidad y eficiencia de la desaminacién de la adenosina son mas
altas que las adenosinas en otros motivos de tres bases. En algunas modalidades, donde la adenosina
objetivo que se va a editar esta en el motivo de tres bases UAG, UAC, UAA, UAU, CAG, CAC, AAG, AAC
0 AAA, la eficacia de la desaminacion de la adenosina es mucho mayor que la de las adenosinas en
otros motivos. Con respecto al mismo motivo de tres bases, diferentes disefios de ARNd también
pueden conducir a diferente eficiencia de desaminacion. Tomando el motivo de tres bases UAG como
ejemplo, en algunas modalidades, cuando el ARNd comprende citidina (C) directamente opuesta a la
adenosina objetivo que se va a editar, adenosina (A) directamente opuesta a la uridina, y citidina (C),
guanosina (G) o uridina (U) directamente opuesta a la guanosina, la eficiencia de desaminacion de la
adenosina objetivo es mayor que la que se utiliza con otras secuencias de ARNd. En algunas
modalidades, cuando el ARNd comprende ACC, ACG o ACU opuesto a UAG del ARN objetivo, la
eficiencia de edicion de la A en la UAG del ARN objetivo puede alcanzar aproximadamente el 25% al
30%.

Ademas de las adenosinas objetivo, puede haber una o mas adenosinas en el ARN
objetivo, que no es deseable editar. Con respecto a estas adenosinas, es preferible reducir su eficiencia
de edicién tanto como sea posible. Se encuentra mediante esta invencidon que cuando la guanosina
esta directamente opuesta a una adenosina en el ARN objetivo, la eficacia de desaminacién disminuye
significativamente. Por lo tanto, para disminuir la desaminacién fuera del objetivo, los ARNd pueden
diseflarse para que comprendan una o mas guanosinas directamente opuestas a una o mas

adenosinas distintas de la adenosina objetivo que se va a editar en el ARN objetivo.
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El nivel deseado de especificidad y eficiencia de la edicion de la secuencia de ARN
objetivo puede depender de diferentes aplicaciones. Siguiendo las instrucciones de la presente
solicitud de patente, los expertos en la técnica seran capaces de disefar un ARNd que tenga una
secuencia complementaria o sustancialmente complementaria a la secuencia de ARN objetivo de
acuerdo con sus necesidades y, con algo de prueba y error, obtener los resultados deseados. Como
se usa en este documento, el término "desajuste" se refiere a nucledtidos opuestos en un ARN de
cadena doble (ARNds) que no forman pares de bases perfectos de acuerdo con las reglas de
acoplamiento de bases de Watson-Crick. Los pares de bases que no coinciden incluyen, por ejemplo,
pares de bases G-A, C-A, U-C, A-A, G-G, C-C, U-U. Tomando la coincidencia de A-C como ejemplo,
donde se va a editar un objetivo A en el ARN objetivo, se disefia un ARNd para que comprenda una C
opuesta a la A que se va a editar, generando un desajuste de A-C en el ARNds formado por hibridacion
entre el ARN objetivo y ARNd.

En algunas modalidades, el ARNds formado por hibridacion entre el ARNd y el ARN
objetivo no comprende un desajuste. En algunas modalidades, el ARNds formado por hibridacion entre
el ARNd y el ARN objetivo comprende uno o mas, tal como cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas
desajustes (por ejemplo, el mismo tipo de diferentes tipos de desajustes). En algunas modalidades, el
ARNds formado por hibridacion entre el ARNd y el ARN objetivo comprende uno o mas tipos de
desajustes, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 tipos de desajustes seleccionados del grupo que consiste en
G-A, C-A, U-C, A-A, G-G, C-Cy U-U.

Los nucleétidos con desajuste en el ARNds formados por hibridacién entre el ARNd vy el
ARN objetivo pueden formar protuberancias, que pueden promover la eficiencia de edicion del ARN
objetivo. Puede haber una (que solo se forma en la adenosina objetivo) o mas protuberancias
formadas por los desajustes. Los desajustes adicionales que inducen protuberancias pueden ser
corriente arriba y/o corriente abajo de la adenosina objetivo. Las protuberancias pueden ser
protuberancias de un solo desajuste (causadas por un par de bases de desajuste) o abultamientos de
multiples desajustes (causadas por mas de un par de bases de desajuste consecutivas,
preferiblemente dos o tres pares de bases de desajuste consecutivos).

La secuencia de ARN complementaria en el ARNd es de cadena sencilla. El ARNd
puede ser completamente de cadena sencilla o tener una o mas (por ejemplo, 1, 2, 3 0 mas) regiones
de cadena doble y/o una o mas regiones de tallo bucle. En algunas modalidades, la secuencia de ARN
complementaria es al menos aproximadamente cualquiera de 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200 o mas nucledtidos. En ciertas modalidades, la
secuencia de ARN complementaria es aproximadamente cualquiera de 40-260, 45-250, 50-240,
60-230, 65-220, 70-220, 70-210, 70-200, 70-190, 70 -180, 70-170, 70-160, 70-150, 70-140, 70-130,
70-120, 70-110, 70-100, 70-90, 70-80, 75-200, 80-190, 85-180, 90-170, 95-160, 100-200, 100-150,
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100-175, 110-200, 110-175, 110-150 o 105-140 nucleétidos de longitud. En algunas modalidades, la
secuencia de ARN complementaria tiene una longitud de aproximadamente 71 nucleétidos. En algunas
modalidades, la secuencia de ARN complementaria tiene una longitud de aproximadamente 111
nucledtidos.

En algunas modalidades, el ARNd, ademas de la secuencia de ARN complementaria,
comprende ademas regiones para estabilizar el ARNd, por ejemplo, una o mas regiones de cadena
doble y/o regiones de tallo bucle. En algunas modalidades, la region de cadena doble o la region del
tallo bucle del ARNd comprende no mas de aproximadamente cualquiera de 200, 150, 100, 50, 40, 30,
20, 10 o menos pares de bases. En algunas modalidades, el ARNd no comprende un tallo bucle o una
region de cadena doble. En algunas modalidades, el ARNd comprende un dominio de reclutamiento de
ADAR. En algunas modalidades, el ARNd no comprende un dominio de reclutamiento de ADAR.

El ARNd puede comprender una o mas modificaciones. En algunas modalidades, el
ARNd tiene uno o mas nucledtidos modificados, incluida la modificacion de la nucleobase y/o la
modificacién de la estructural fundamental. Las modificaciones ejemplares del ARN incluyen, pero no
se limitan a, modificacion de la estructura fundamental de fosforotioato, sustituciones 2’ en la ribosa
(tales como sustituciones 2'-O-metilo y 2'-fluoro), LNA y L-ARN. En algunas modalidades, el ARNd no
tiene modificaciones en la nucleobase o la estructura fundamental.

La presente solicitud también contempla una construccién que comprende el ARNd
descrito en el presente documento. El término "construccidon", como se usa en este documento, se
refiere @ moléculas de ADN o ARN que comprenden una secuencia de nucledtidos codificante que
puede transcribirse en ARN o expresarse en proteinas. En algunas modalidades, la construccion
contiene uno o mas elementos reguladores operativamente unidos a la secuencia de nucleétidos que
codifica el ARN o la proteina. Cuando la construccion se introduce en una célula hospedera, en
condiciones adecuadas, la secuencia de nucledtidos codificante en la construccion se puede transcribir
0 expresar.

En algunas modalidades, la construccién comprende un promotor que esta
operativamente enlazado o conectado espacialmente a la secuencia de nucledtidos codificante, de
modo que el promotor controla la transcripcion o expresion de la secuencia de nucleétidos codificante.
Un promotor puede colocarse 5’ (corriente arriba) de una secuencia de nucledtidos codificante bajo su
control. La distancia entre el promotor y la secuencia codificante puede ser aproximadamente la misma
que la distancia entre ese promotor y el gen que controla en el gen del que se deriva el promotor.
Como se sabe en la técnica, la variacion en esta distancia se puede acomodar sin la pérdida de la
funcion del promotor. En algunas modalidades, la construccién comprende una UTR 5’ y/o una UTR 3’
que regula la transcripcion o expresion de la secuencia de nucledtidos codificante.

En algunas modalidades, la construccidn es un vector que codifica cualquiera de los
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ARNd descritos en la presente solicitud. El término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico
capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Los vectores incluyen, pero no se limitan a,
moléculas de acido nucleico que son de cadena sencilla, de cadena doble o parcialmente de cadena
doble; moléculas de acido nucleico que comprenden uno o mas extremos libres, sin extremos libres
(por ejemplo, circulares); moléculas de acido nucleico que comprenden ADN, ARN o ambos; y otras
variedades de polinucledtidos conocidas en la técnica. Un tipo de vector es un "plasmido", que se
refiere a un bucle circular de ADN de doble cadena en el que se pueden insertar segmentos de ADN
adicionales, como mediante técnicas estandar de clonacion molecular. Ciertos vectores son capaces de
replicacion auténoma en una célula hospedera en la que se introducen (por ejemplo, vectores
bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacion y vectores de mamiferos episomales). Otros
vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no episomales) se pueden integrar en el genoma de una
célula hospedera tras la introduccion en la célula hospedera, y por lo tanto se replicaron junto con el
genoma hospedero. Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la transcripcion o expresion de
secuencias de nucledtidos codificantes a las que estan operativamente enlazados. Dichos vectores se
denominan en el presente documento "vectores de expresion.

Los vectores de expresion recombinantes pueden comprender un acido nucleico de la
invencion en una forma adecuada para la transcripcion o expresion del acido nucleico en una célula
hospedera. En algunas modalidades, el vector de expresion recombinante incluye uno o mas
elementos reguladores, que pueden seleccionarse sobre la base de las células hospederas que se
utilizardn para la transcripcion o expresidn, que estan operativamente enlazadas a la secuencia de
acido nucleico que se va a transcribir o expresar. Dentro de un vector de expresién recombinante,
“enlazada operativamente” pretende dar a entender que la secuencia de nucledtidos de interés esta
enlazada al elemento o elementos reguladores en una manera que permite la expresion de la
secuencia de nucledtidos (por ejemplo en un sistema de transcripcién/traduccion in vitro o en una
célula hospedera cuando el vector se introduce dentro de la célula hospedera).

En algunas modalidades, se proporciona una construccion (por ejemplo, un vector, tal
como un vector viral) que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el ARNd. En algunas
modalidades, se proporciona una construccion (por ejemplo, un vector, tal como un vector viral) que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica ADAR. En algunas modalidades, se proporciona
una construccion que comprende una primera secuencia de nucledtidos que codifica el ARNd y una
segunda secuencia de nucledtidos que codifica ADAR. En algunas modalidades, la primera secuencia
de nucledtidos y la segunda secuencia de nucledtidos estan unidas operativamente al mismo promotor.
En algunas modalidades, la primera secuencia de nucledtidos y la segunda secuencia de nucleétidos
estan unidas operativamente a diferentes promotores. En algunas modalidades, el promotor es

inducible. En algunas modalidades, la construccidon no codifica la ADAR. En algunas modalidades, el
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vector comprende ademas secuencia o secuencias de acido nucleico que codifican un inhibidor de
ADAR3 (por ejemplo, ARNsh o ARNsi de ADAR3) y/o un estimulador de interferon (por ejemplo, IFN-a.).
En algunas modalidades, la construccion es un AAV, como AAVS.

Métodos de tratamiento

Los métodos y composiciones de edicion de ARN descritos en el presente documento
pueden usarse para tratar o prevenir una enfermedad o afeccidn en un individuo, incluidas, entre otras,
enfermedades genéticas hereditarias y resistencia a farmacos.

En algunas modalidades, se proporciona un método para editar un ARN objetivo en
una célula de un individuo (por ejemplo, un individuo humano) ex vivo, que comprende editar el ARN
objetivo usando cualquiera de los métodos de edicion de ARN descritos en este documento.

En algunas modalidades, se proporciona un método para editar un ARN objetivo en
una célula de un individuo (por ejemplo, un individuo humano) ex vivo, que comprende introducir un
ARNd o una construccion que codifica el ARNd en la célula del individuo, en donde el ARNd comprende
una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, y en donde el ARNd es
capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo. En algunas modalidades,
el ARN objetivo esta asociado con una enfermedad o afeccién del individuo. En algunas modalidades,
la enfermedad o afeccién es una enfermedad genética hereditaria o una enfermedad o afeccion
asociada con una o mas mutaciones genéticas adquiridas (por ejemplo, resistencia a farmacos). En
algunas modalidades, el método comprende ademas obtener la célula del individuo.

En algunas modalidades, se proporciona un método para restaurar la expresion o
actividad de un ARN o proteina objetivo codificada por el ARN objetivo en una célula de un individuo
gue tiene una enfermedad o afeccion, que comprende editar el ARN objetivo utilizando cualquiera de
los métodos de edicion de ARN descrita en este documento, en donde el ARN objetivo tiene una
mutacion de G a A asociada con la enfermedad o afeccidn. En algunas modalidades, el método se lleva
a cabo en una célula aislada de un individuo ex vivo. En algunas modalidades, el método se lleva a
cabo /n vivo.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccion en un individuo (por ejemplo, un individuo humano), que comprende editar un
ARN objetivo asociado con la enfermedad o afeccién en una célula del individuo usando cualquiera de
los métodos de la edicién del ARN descrita en este documento.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccién en un individuo (por ejemplo, un individuo humano), que comprende introducir
un ARNd o una construccién que codifica el ARNd en una célula aislada del individuo ex vivo, donde el
ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con un ARN objetivo asociado

con la enfermedad o afeccidn, y en donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un
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objetivo A en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada
endogenamente en la célula aislada. En algunas modalidades, el método comprende introducir la
ADAR o una construccion que codifica la ADAR en la célula aislada. En algunas modalidades, el método
comprende ademas cultivar la célula que tiene el ARN editado. En algunas modalidades, el método
comprende ademas administrar la célula que tiene el ARN editado al individuo. En algunas
modalidades, la enfermedad o afeccidn es una enfermedad genética hereditaria o una enfermedad o
afeccién asociada con una o mas mutaciones genéticas adquiridas (por ejemplo, resistencia a
farmacos).

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccién en un individuo (por ejemplo, un individuo humano), que comprende introducir
un ARNd o una construccion que codifica el ARNd en una célula aislada del individuo ex vivo, donde el
ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con un ARN objetivo asociado
con la enfermedad o afeccion, y en donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR expresada
enddgenamente de la célula hospedera para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo. En algunas
modalidades, el método comprende ademas cultivar la célula que tiene el ARN editado. En algunas
modalidades, el método comprende ademas administrar la célula que tiene el ARN editado al individuo.
En algunas modalidades, la enfermedad o afeccion es una enfermedad genética hereditaria o una
enfermedad o afeccién asociada con una o mas mutaciones genéticas adquiridas (por ejemplo,
resistencia a farmacos).

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccion en un individuo (por ejemplo, un individuo humano), que comprende
administrar una cantidad eficaz de un ARNd o una construccion que codifica el ARNd al individuo,
donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con un ARN objetivo
asociado con la enfermedad o afeccidn, y en donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para
desaminar un objetivo A en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada
endégenamente en las células del individuo. En algunas modalidades, el método comprende
administrar la ADAR o una construccion que codifica la ADAR al individuo. En algunas modalidades, la
enfermedad o afeccion es una enfermedad genética hereditaria o una enfermedad o afeccidn asociada
con una 0 mas mutaciones genéticas adquiridas (por ejemplo, resistencia a farmacos).

Las enfermedades y afecciones adecuadas para el tratamiento utilizando los métodos
de la presente solicitud incluyen enfermedades asociadas con una mutacién, tales como una mutacién
de G a A, por ejemplo, una mutacion de G a A que da como resultado una mutacion sin sentido, codén
de terminacién temprano, empalme aberrante o empalme alternativo en un transcripto de ARN.
Ejemplos de mutaciones asociadas a enfermedades que pueden restaurarse mediante los métodos de

la presente solicitud incluyen, pero no se limitan a, TP53%*3* (por ejemplo, 158G> A) asociado con
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cancer, IDUAW492X (por ejemplo, mutacion TGG> TAG en el exdn 9) asociado con mucopolisacaridosis
tipo I (MPS I), COL3A1"!278X (por ejemplo, mutacion 3833G> A) asociado con el sindrome de
Ehlers-Danlos, BMPR2%2%8X (por ejemplo, 893G> A) asociado con hipertension pulmonar primaria,
AHI1W725X (por ejemplo, 2174G> A) asociado con el sindrome Joubert, FANCCY>%X (por ejemplo,
1517G> A) asociado con anemia de Fanconi, MYBPC3"10%8X (por ejemplo, 3293G> A) asociado con
miocardiopatia hipertrofica familiar primaria e IL2RGY27X (por ejemplo, 710G> A) asociado con
inmunodeficiencia combinada grave ligada a X. En algunas modalidades, la enfermedad o afeccién es
un cancer. En algunas modalidades, la enfermedad o afeccidn es una enfermedad monogenética. En
algunas modalidades, la enfermedad o afeccidn es una enfermedad poligenética.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar un cancer asociado
con un ARN objetivo que tiene una mutacidon (por ejemplo, mutacion G>A) en un individuo, que
comprende introducir un ARNd o una construccién que codifica el ARNd en una célula aislada del
individuo ex vivo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con
el ARN objetivo, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el
ARN objetivo, rescatando asi la mutacién en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una
ADAR expresada enddgenamente en la célula aislada. En algunas modalidades, el método comprende
introducir la ADAR o una construccidn que codifica la ADAR en la célula aislada. En algunas
modalidades, el ARN objetivo es TP53 "X (por ejemplo, 158G> A). En algunas modalidades, el ARNd
comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 195, 196 o 197.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir un cancer
con un ARN objetivo que tiene una mutacién (por ejemplo, mutacion G> A) en un individuo, que
comprende administrar una cantidad eficaz de un ARNd o una construccion que codifica el ARNd al
individuo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN
objetivo asociado con la enfermedad o condicidn, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para
desaminar un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En algunas
modalidades, la ADAR es una ADAR expresada endégenamente en las células del individuo. En algunas
modalidades, el método comprende administrar la ADAR o una construccion que codifica la ADAR al
individuo. En algunas modalidades, el ARN objetivo es TP53">3X (por ejemplo, 158G> A). En algunas
modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 195, 196 o 197.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar MPS I (por ejemplo, el
sindrome de Hurler o sindrome de Scheie) asociado con un ARN objetivo que tiene una mutacién (por
ejemplo, mutacién G> A) en un individuo, que comprende introducir un ARNd o una construccién que
codifica el ARNd en una célula aislada del individuo ex vivo, donde el ARNd comprende una secuencia
de ARN complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, y donde el ARNd es capaz de reclutar una

ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi la mutacién en el ARN objetivo.
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En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada endogenamente en la célula aislada. En
algunas modalidades, el método comprende introducir la ADAR o una construccion que codifica la
ADAR en la célula aislada. En algunas modalidades, el ARN objetivo es IDUAW402X (por ejemplo,
mutacion TGG> TAG en el exon 9). En algunas modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO: 204 o 205.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir MPS I (por
ejemplo, el sindrome de Hurler o sindrome de Scheie) con un ARN objetivo que tiene una mutacién
(por ejemplo, mutacién G> A) en un individuo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un
ARNd o una construccion que codifica el ARNd para el individuo, donde el ARNd comprende una
secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN objetivo asociado con la enfermedad o
condicién, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN
objetivo, rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una
ADAR expresada endégenamente en las células del individuo. En algunas modalidades, el método
comprende administrar la ADAR o una construccion que codifica la ADAR al individuo. En algunas
modalidades, el ARN objetivo es IDUAW402X (por ejemplo, mutacion TGG> TAG en el exon 9). En
algunas modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 204 o 205.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir el sindrome
de Ehlers-Danlos asociado con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por ejemplo, mutacién G>A)
en un individuo, que comprende introducir un ARNd o una construccion que codifica el ARNd en un
célula aislada del individuo ex vivo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria
que se hibrida con el ARN objetivo, y en donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar
un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En algunas
modalidades, la ADAR es una ADAR expresada enddgenamente en la célula aislada. En algunas
modalidades, el método comprende introducir la ADAR o una construccién que codifica la ADAR en la
célula aislada. En algunas modalidades, el ARN objetivo es COL3A1W!278X (por ejemplo, mutacion
3833G> A). En algunas modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:
198.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir el sindrome
de Ehlers-Danlos con un ARN objetivo que tiene una mutacién (por ejemplo, mutacion G>A) en un
individuo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un ARNd o una construccion que codifica
el ARNd para el individuo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se
hibrida con el ARN objetivo asociado con la enfermedad o condicién, y donde el ARNd es capaz de
reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi la mutacién en el
ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada endégenamente en las

células del individuo. En algunas modalidades, el método comprende administrar la ADAR o una
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construccion que codifica la ADAR al individuo. En algunas modalidades, el ARN objetivo es
COL3A1Y1278X (por ejemplo, mutacion 3833G> A). En algunas modalidades, el ARNd comprende la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 198.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar la hipertension
pulmonar primaria asociada con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por ejemplo, mutacion G>A)
en un individuo, que comprende introducir un ARNd o una construccion que codifica el ARNd en una
célula aislada del individual ex vivo, en donde el ARNd comprende una secuencia de ARN
complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, y en el que el ARNd es capaz de reclutar una ADAR
para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En
algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada enddgenamente en la célula aislada. En
algunas modalidades, el método comprende introducir la ADAR o una construccion que codifica la
ADAR en la célula aislada. En algunas modalidades, el ARN objetivo es BMPR2%2%8X (por ejemplo,
893G>A). En algunas modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:
199.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir la
hipertensién pulmonar primaria con un ARN objetivo que tiene una mutacién (por ejemplo, mutacion
G>A) en un individuo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un ARNd o una construccion
que codifica el ARNd para el individuo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN
complementaria que se hibrida con el ARN objetivo asociado con la enfermedad o condicién, y donde el
ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi
la mutacién en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada
endégenamente en las células del individuo. En algunas modalidades, el método comprende
administrar la ADAR o una construccion que codifica la ADAR al individuo. En algunas modalidades, el
ARN objetivo es BMPR2%2%8X (por ejemplo, 893G>A). En algunas modalidades, el ARNd comprende la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 199.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar el sindrome de Joubert
asociado con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por ejemplo, mutacién G>A) en un individuo,
gue comprende introducir un ARNd o una construccion que codifica el ARNd en una célula aislada del
individuo ex vivo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con
el ARN objetivo, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el
ARN objetivo, rescatando asi la mutacién en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una
ADAR expresada enddgenamente en la célula aislada. En algunas modalidades, el método comprende
introducir la ADAR o una construccidn que codifica la ADAR en la célula aislada. En algunas
modalidades, el ARN objetivo es AHI1 725X (por ejemplo, 2174G> A). En algunas modalidades, el ARNd

comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 200.
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En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir el sindrome
de Joubert con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por ejemplo, mutaciéon G>A) en un individuo,
gue comprende administrar una cantidad eficaz de un ARNd o una construccion que codifica el ARNd al
individuo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN
objetivo asociado con la enfermedad o condicidn, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para
desaminar un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi la mutacién en el ARN objetivo. En
algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada endégenamente en las células del individuo. En
algunas modalidades, el método comprende administrar la ADAR o una construccién que codifica la
ADAR al individuo. En algunas modalidades, el ARN objetivo es AHI1%7?*X (por ejemplo, 2174G> A). En
algunas modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 200.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar la anemia de Fanconi
asociada con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por ejemplo, mutacién G>A) en un individuo,
gue comprende introducir un ARNd o una construccién que codifica el ARNd en una célula aislada del
individuo ex vivo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con
el ARN objetivo, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el
ARN obijetivo, rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una
ADAR expresada enddgenamente en la célula aislada. En algunas modalidades, el método comprende
introducir la ADAR o una construccion que codifica la ADAR en la célula aislada. En algunas
modalidades, el ARN objetivo es FANCC">%X (por ejemplo, 1517G>A). En algunas modalidades, el
ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 201.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir la anemia
de Fanconi con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por ejemplo, mutacién G>A) en un individuo,
gue comprende administrar una cantidad eficaz de un ARNd o una construccion que codifica el ARNd a
la individuo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el
ARN objetivo asociado con la enfermedad o condicion, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR
para desaminar un objetivo A en el ARN obijetivo, rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En
algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada endégenamente en las células del individuo. En
algunas modalidades, el método comprende administrar la ADAR o una construccién que codifica la
ADAR al individuo. En algunas modalidades, el ARN objetivo es FANCC"?%* (por ejemplo, 1517G>A).
En algunas modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 201.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar la miocardiopatia
hipertrofica familiar primaria asociada con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por ejemplo,
mutacion G>A) en un individuo, que comprende introducir un ARNd o una construccidn que codifica el
ARNd en una célula aislada del individuo ex vivo, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN

complementaria que hibrida con el ARN objetivo, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para
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desaminar un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En algunas
modalidades, la ADAR es una ADAR expresada enddgenamente en la célula aislada. En algunas
modalidades, el método comprende introducir la ADAR o una construccién que codifica la ADAR en la
célula aislada. En algunas modalidades, el ARN objetivo es MYBPC3W1098X (por ejemplo, 3293G>A). En
algunas modalidades, el ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 202.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir la
miocardiopatia hipertrdfica familiar primaria con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por ejemplo,
mutacion G>A) en un individuo, que comprende administrar una cantidad eficaz de un ARNd o una
construccion que codifica el ARNd para el individuo, en donde el ARNd comprende una secuencia de
ARN complementaria que se hibrida con el ARN objetivo asociado con la enfermedad o afeccién, y en
donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo,
rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR
expresada enddgenamente en las células del individuo. En algunas modalidades, el método
comprende administrar la ADAR o una construccion que codifica la ADAR al individuo. En algunas
modalidades, el ARN objetivo es MYBPC3%10%8X (por ejemplo, 3293G>A). En algunas modalidades, el
ARNd comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 202.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar la inmunodeficiencia
combinada grave ligada al cromosoma X asociada con un ARN objetivo que tiene una mutacion (por
ejemplo, mutacién G>A) en un individuo, que comprende la introduccién de un ARNd o una
construccion que codifica el ARNd en una célula aislada del individuo ex vivo, donde el ARNd
comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, y donde el
ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN objetivo, rescatando asi
la mutacién en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una ADAR expresada
endégenamente en la célula aislada. En algunas modalidades, el método comprende introducir la
ADAR o una construccién que codifica la ADAR en la célula aislada. En algunas modalidades, el ARN
objetivo es IL2RG"?37X (por ejemplo, 710G>A). En algunas modalidades, el ARNd comprende la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 203.

En algunas modalidades, se proporciona un método para tratar o prevenir la
inmunodeficiencia combinada grave ligada al cromosoma X con un ARN objetivo que tiene una
mutacion (por ejemplo, mutacion G>A) en un individuo, que comprende administrar una cantidad
eficaz de un ARNd o una construccién que codifica el ARNd al individuo, donde el ARNd comprende una
secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN objetivo asociado con la enfermedad o
condicién, y donde el ARNd es capaz de reclutar una ADAR para desaminar un objetivo A en el ARN
objetivo, rescatando asi la mutacion en el ARN objetivo. En algunas modalidades, la ADAR es una

ADAR expresada endégenamente en las células del individuo. En algunas modalidades, el método
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comprende administrar la ADAR o una construccidén que codifica la ADAR al individuo. En algunas
modalidades, el ARN objetivo es IL2RG"%37X (por ejemplo, 710G>A). En algunas modalidades, el ARNd
comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 203.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” o "que trata" es un enfoque
para obtener resultados beneficiosos o deseados, incluidos los resultados clinicos. Para los propdsitos
de esta invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan a, uno o
mas de los siguientes: disminuir uno mas de los sintomas resultantes de la enfermedad, disminuir la
extension de la enfermedad, estabilizar la enfermedad (por ejemplo, prevenir o retrasar el
empeoramiento de la enfermedad), prevenir o retrasar la propagacién (por ejemplo, metastasis) de la
enfermedad, prevenir o retrasar la aparicién o recurrencia de la enfermedad, retrasar o ralentizar la
progresion de la enfermedad, mejorar el estado de la enfermedad, proporcionar una remision (ya sea
parcial o total) de la enfermedad, disminuyendo la dosis de uno o mas medicamentos necesarios para
tratar la enfermedad, retrasando la progresion de la enfermedad, aumentando la calidad de vida y/o
prolongando la supervivencia. También se incluye por "tratamiento" una reduccidn de las
consecuencias patoldgicas de la enfermedad o afeccion. Los métodos de la invencién contemplan uno
0 mas de estos aspectos del tratamiento.

Los términos "individuo", "sujeto" y "paciente" se usan indistintamente en el presente
documento para describir un mamifero, incluidos los seres humanos. Un individuo incluye, pero no se
limita a, humano, bovino, caballo, felino, canino, roedor o primate. En algunas modalidades, el
individuo es humano. En algunas modalidades, un individuo padece una enfermedad o afecciéon, como
resistencia a los farmacos. En algunas modalidades, el individuo necesita tratamiento.

Como se entiende en la técnica, una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de una
composicion (por ejemplo, ARNd o construcciones que codifican el ARNd) suficiente para producir un
resultado terapéutico deseado (por ejemplo, reducir la gravedad o duracién de, estabilizar la gravedad
de o eliminar uno o mas sintomas de una enfermedad o afeccion). Para uso terapéutico, los resultados
beneficiosos o deseados incluyen, por ejemplo, disminuir uno o mas sintomas resultantes de la
enfermedad (bioquimicos, histoldgicos y/o conductuales), incluidas sus complicaciones y fenotipos
patoldgicos intermedios presentados durante el desarrollo de la enfermedad, aumentando la calidad
de vida de los que padecen la enfermedad o afeccidn, disminuir la dosis de otros medicamentos
necesarios para tratar la enfermedad, potenciar el efecto de otro medicamento, retrasar la progresion
de la enfermedad y/o prolongar la supervivencia de los pacientes.

Generalmente, las dosis, programas y vias de administracion de las composiciones
(por ejemplo, ARNd o construccién que codifica el ARNd) se pueden determinar segun el tamaiio y la
condicién del individuo y segun la practica farmacéutica estandar. Las vias de administracion

ejemplares incluyen intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intrapulmonar, intravesicular,



10

15

20

25

30

35

43

intramuscular, intratraqueal, subcutanea, intraocular, intratecal o transdérmica.

Los métodos de edicion de ARN de la presente solicitud no solo pueden usarse en
células animales, por ejemplo células de mamiferos, sino que también pueden usarse en la
modificacién de ARN de plantas u hongos, por ejemplo, en plantas u hongos que tienen ADAR
expresada endégenamente. Los métodos descritos en este documento pueden usarse para generar
plantas y hongos modificados genéticamente con propiedades mejoradas.

Composiciones, kits y articulos manufacturados

También se proporcionan en el presente documento composiciones (tales como
composiciones farmacéuticas) que comprenden cualquiera de los ARNd, construcciones, bibliotecas o
células hospederas que tienen ARN editado como se describe en el presente documento.

En algunas modalidades, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende cualquiera de los ARNd o construcciones que codifican el ARNd descrito en este documento,
y un vehiculo, excipiente o estabilizador farmacéuticamente aceptable. Se han descrito vehiculos,
excipientes y estabilizadores farmacéuticamente aceptables ejemplares, por ejemplo, en Remington's
Pharmaceutical Sciences 162 edicidn, Osol, A. Ed. (1980). Los vehiculos, excipientes o estabilizadores
aceptables no son toxicos para los receptores en las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen
reguladores de pH tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen
acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecil dimetilbencil amonio;
cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o
bencilico; alquil parabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol;
3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10
residuos); proteinas, como alblimina sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos como
olivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina;
monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes
guelantes como EDTA; azlicares como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores
de sal tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o agentes
tensoactivos no iénicos como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). En algunas
modalidades, se proporcionan formulaciones liofilizadas. Las composiciones farmacéuticas que se
utilizardn para la administracion /n vivo deben ser estériles. Esto se logra faciimente, por ejemplo,
mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Se proporcionan ademas kits o articulos de fabricacion utiles para cualquiera de los
métodos de edicién de ARN o métodos de tratamiento descritos en este documento, que comprenden
cualquiera de los ARNd, construcciones, composiciones, bibliotecas o células hospederas editadas
como se describe en este documento.

En algunas modalidades, se proporciona un kit para editar un ARN objetivo en una
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célula hospedera, que comprende un ARNd, en el que el ARNd comprende una secuencia de ARN
complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, en el que el ARNd es capaz de reclutar una ADAR
para desaminar una A en el ARN objetivo. En algunas modalidades, el kit comprende ademas una
ADAR o0 una construccion que codifica una ADAR. En algunas modalidades, el kit comprende ademas
un inhibidor de ADAR3 o una construccion del mismo. En algunas modalidades, el kit comprende
ademas un estimulador de interferén o una construccion del mismo. En algunas modalidades, el kit
comprende ademas una instruccion para llevar a cabo cualquiera de los métodos de edicion de ARN
descritos en el presente documento.

Los kits de la presente solicitud estan en un envasado adecuado. El envasado
adecuado incluye, pero no se limita a, viales, botellas, frascos, envases flexibles (por ejemplo, Mylar o
bolsas de plastico selladas) y similares. Los kits pueden proporcionar opcionalmente componentes
adicionales tales como transfeccion o reactivos de transduccion, medio de cultivo celular, reguladores
de pH e informacion interpretativa.

Por tanto, la presente solicitud también proporciona articulos manufacturados. El
articulo de fabricacién puede comprender un recipiente y una etiqueta o prospecto sobre el recipiente
o asociado con él. Los recipientes adecuados incluyen viales (tales como viales sellados), botellas,
tarros, envases flexibles y similares. En algunas modalidades, el recipiente contiene una composicion
farmacéutica y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa
de solucidn intravenosa o un vial que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion
hipodérmica). El recipiente que contiene la composicion farmacéutica puede ser un vial de usos
multiples, que permite administraciones repetidas (por ejemplo, de 2 a 6 administraciones) de la
formulacién reconstituida. El prospecto se refiere a las instrucciones que habitualmente se incluyen en
los paquetes comerciales de productos terapéuticos que contienen informacion sobre las indicaciones,
el uso, la dosis, la administracion, las contraindicaciones y/o advertencias relativas al uso de dichos
productos. Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo recipiente que
comprende un regulador de pH farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para
inyeccion (BWFI), solucion salina amortiguada con fosfato, solucion de Ringer y solucion de dextrosa.
Puede incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario,
incluidos otros reguladores de pH, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Los kits o el articulo de fabricacion pueden incluir multiples dosis unitarias de las
composiciones farmacéuticas e instrucciones de uso, empaquetadas en cantidades suficientes para su
almacenamiento y uso en farmacias, por ejemplo, farmacias hospitalarias y farmacias de compuestos.

Modalidades ejemplares

Entre las modalidades proporcionadas en este documento se encuentran:

1. Un método para editar un ARN objetivo en una célula hospedera, que comprende introducir un
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ARN de reclutamiento de desaminasas (ARNd) o una construccién que codifica el ARNd en la célula
hospedera, donde el ARNd comprende una secuencia de ARN complementaria que hibrida con el
ARN objetivo, y el ARN de reclutamiento de desaminasa es capaz de reclutar una adenosina
desaminasa que actua sobre el ARN (ADAR) para desaminar una adenosina objetivo en el ARN
objetivo.

El método de la modalidad 1, en el que la secuencia de ARN comprende una citidina, adenosina o
uridina directamente opuesta a la adenosina objetivo en el ARN objetivo.

El método de la modalidad 2, en el que la secuencia de ARN comprende un desajuste de citidina
directamente opuesto a la adenosina objetivo en el ARN objetivo.

El método de la modalidad 3, en el que el desajuste de citidina se localiza al menos a 20
nucledtidos del extremo 3’ de la secuencia complementaria y al menos a 5 nucledtidos del extremo
5' de la secuencia complementaria en el ARNd.

El método de la modalidad 4, en el que el desajuste de citidina se localiza dentro de los 10
nucledtidos del centro (por ejemplo, en el centro) de la secuencia complementaria en el ARNd.

El método de cualquiera de las modalidades 1-5, en el que la secuencia de ARN comprende
ademas una o mas guanosinas, cada una opuesta a una adenosina no objetivo en el ARN objetivo.
El método de cualquiera de las modalidades 1-6, en el que la secuencia complementaria
comprende dos o mas nucledtidos errdneos consecutivos opuestos a una adenosina no objetivo en
el ARN objetivo.

El método de cualquiera de las modalidades 1-7, en el que el vecino mas cercano 5’ de la
adenosina objetivo en el ARN objetivo es un nucledtido seleccionado entre U, C, Ay G con
preferencia U > C>A > Gy el vecino mas cercano 3’ de la adenosina objetivo en el ARN
objetivo es un nucledtido seleccionado entre G, C, Ay U con preferencia G > C > A=U.

El método de cualquiera de las modalidades 1-8, en el que la adenosina objetivo esta en un motivo
de tres bases seleccionado del grupo que consiste en UAG, UAC, UAA, UAU, CAG, CAC, CAA, CAU,
AAG, AAC, AAA, AAU, GAG, GAC, GAA y GAU en el ARN objetivo.

El método de la modalidad 9, en el que el motivo de tres bases es UAG, y en el que el ARN de
reclutamiento de desaminasas comprende una A directamente opuesta a la uridina en el motivo de
tres bases, una citidina directamente opuesta a la adenosina objetivo y una citidina, guanosina o
uridina directamente opuesta a la guanosina en el motivo de tres bases.

El método de cualquiera de las modalidades 1 a 10, en el que el ARN de reclutamiento de
desaminasas tiene una longitud de aproximadamente 40 a 260 nucledtidos.

El método de la modalidad 11, en el que el ARN de reclutamiento de desaminasas tiene una
longitud de aproximadamente 60-230 nucledtidos.

El método de la modalidad 11 o 12, en el que el ARNd tiene mas de aproximadamente 70
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nucledtidos de longitud.

El método de cualquiera de las modalidades 11-13, en el que el ARNd tiene una longitud de
aproximadamente 100 a aproximadamente 150 (por ejemplo, aproximadamente 110-150)
nucledtidos.

El método de cualquiera de las modalidades 1-14, en el que el ARN objetivo es un ARN
seleccionado del grupo que consiste en un ARN pre-mensajero, un ARN mensajero, un ARN
ribosdmico, un ARN de transferencia, un ARN largo no codificante y un ARN pequeio.

El método de la modalidad 15, en el que el ARN objetivo es un ARN pre-mensajero.

El método de cualquiera de las modalidades 1-16, en donde la ADAR es expresada
enddgenamente por la célula hospedera.

El método de cualquiera de las modalidades 1-16, en el que la ADAR es exdgena a la célula
hospedera.

El método de la modalidad 18, que comprende ademas introducir la ADAR en la célula hospedera.
El método de la modalidad 18 o 19, en el que ADAR comprende una mutacion E1008.

El método de cualquiera de las modalidades 1-20, en el que el ARN de reclutamiento de
desaminasas es un ARN de cadena sencilla.

El método de cualquiera de las modalidades 1-20, en el que la secuencia de ARN complementaria
es de cadena sencilla y en el que el ARN de reclutamiento de desaminasas comprende ademas una
0 mas regiones de cadena doble.

El método de cualquiera de las modalidades 1-22, en el que el ARNd no comprende un dominio de
reclutamiento de ADAR (por ejemplo, un dominio de unién a DSB, un dominio GIuR2 o un dominio
MS2).

El método de una cualquiera de las modalidades 1-23, en el que el ARNd no comprende un
nucledtido modificado quimicamente (por ejemplo, modificacidon con 2'-O-metilo o fosforotioato).
El método de la modalidad 24, que comprende introducir una construccién que codifica el ARNd en
la célula hospedera, en el que el construccion es un vector viral (por ejemplo, vector lentiviral) o un
plasmido.

El método de cualquiera de las modalidades 1-25, en el que la desaminacion de la adenosina
objetivo en el ARN objetivo da como resultado una mutacion sin sentido, un codén de terminacion
temprano, empalme aberrante o empalme alternativo en el ARN objetivo, o la reversion de una
mutacion sin sentido, un coddén de terminacion temprano, empalme aberrante o empalme
alternativo en el ARN obijetivo.

El método de la modalidad 26, en donde la desaminacion de la adenosina objetivo en el ARN
objetivo da como resultado una mutacién puntual, truncamiento, alargamiento y/o plegamiento

incorrecto de la proteina codificada por el ARN objetivo, o una proteina funcional, de longitud
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completa, plegada correctamente y/o de tipo salvaje mediante la inversion de una mutacion sin
sentido, un coddn de terminacion temprano, empalme aberrante o empalme alternativo en el ARN
objetivo.

El método de cualquiera de las modalidades 1-27, en donde la célula hospedera es una célula
eucariota.

El método de la modalidad 28, en el que la célula hospedera es una célula de mamifero.

El método de la modalidad 29, en el que la célula hospedera es una célula humana o de raton.
El método de la modalidad 29 o 30, en donde ADAR es ADAR1 y/o ADAR2.

El método de cualquiera de las modalidades 1 a 31, en el que la célula hospedera es una célula
primaria.

El método de la modalidad 32, en el que la célula hospedera es una célula T.

El método de la modalidad 32, en el que la célula hospedera es una célula posmitdtica.

El método de cualquiera de las modalidades 1-34, que comprende ademas la introduccion de un
inhibidor de ADAR3 en la célula hospedera.

El método de cualquiera de las modalidades 1 a 35, que comprende ademas la introduccion de un
estimulador de interferdn en la célula hospedera.

El método de cualquiera de las modalidades 1-36, que comprende introducir una pluralidad de
ARNd, cada uno de los cuales se dirige a un ARN objetivo diferente.

El método de cualquiera de las modalidades 1-37, en el que la eficiencia de editar el ARN objetivo
es al menos aproximadamente el 5% (por ejemplo, al menos aproximadamente el 10%, 20% o
30%).

El método de cualquiera de las modalidades 1 a 38, en el que el ARNd no induce una respuesta
inmune.

Un ARN editado o una célula hospedera que tiene un ARN editado producido por el método de
cualquiera de las modalidades 1-39.

Un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién en un individuo, que comprende
editar un ARN objetivo asociado con la enfermedad o afeccién en una célula del individuo segin
cualquiera de las modalidades 1-39.

El método de la modalidad 41, en el que la enfermedad o afeccién es una enfermedad genética
hereditaria o una enfermedad o afeccidn asociada con una o mas mutaciones genéticas
adquiridas.

El método de la modalidad 41 o 42, en el que el ARN objetivo tiene una mutacién de G a A.

El método de cualquiera de las modalidades 41-43, en el que la enfermedad o afeccién es una
enfermedad o afeccion monogenética.

El método de cualquiera de las modalidades 41-44, en el que la enfermedad o afeccién es una
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enfermedad o afeccidn poligenética.

46. El método de cualquiera de las modalidades 41 a 45, en donde:

(i) el ARN objetivo es TP53 y la enfermedad o afeccion es cancer;

(i) el ARN obijetivo es IDUA vy la enfermedad o afeccion es mucopolisacaridosis tipo I (MPS I);

(iii) el ARN objetivo es COL3A1 y la enfermedad o afeccion es el sindrome de Ehlers-Danlos;

(iv) el ARN objetivo es BMPR2 y la enfermedad o afeccidn es el sindrome de Joubert;

(v) el ARN objetivo es FANCC y la enfermedad o afeccion es anemia de Fanconi;

(vi) el ARN objetivo es MYBPC3 y la enfermedad o afeccion es una miocardiopatia hipertréfica familiar

primaria; o

(vii) el ARN objetivo es IL2RG y la enfermedad o afeccidn es inmunodeficiencia combinada grave ligada

al cromosoma X.

47. Un ARN de reclutamiento de desaminasa (ARNd) para la desaminacion de una adenosina objetivo
en un ARN objetivo mediante el reclutamiento de una adenosina desaminasa que actta sobre el
ARN (ADAR), que comprende una secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN
objetivo.

48. El ARN de reclutamiento de desaminasa de la modalidad 47, en el que la secuencia de ARN
comprende una citosina, adenosina o U directamente opuesta a la adenosina objetivo en el ARN
objetivo.

49. El ARNd de la modalidad 48, en el que la secuencia de ARN comprende un desajuste de citidina
directamente opuesto a la adenosina objetivo en el ARN objetivo.

50. ElI ARNd de la modalidad 49, en el que el desajuste de citidina esta ubicado al menos a 20
nucledtidos del extremo 3’ de la secuencia complementaria, y al menos a 5 nucledtidos del
extremo 5' de la secuencia complementaria en el ARNd.

51. El ARNd de la modalidad 50, en el que el desajuste de citidina se localiza dentro de los 10
nucledtidos del centro (por ejemplo, en el centro) de la secuencia complementaria en el ARNd.

52. El ARN de reclutamiento de desaminasa de cualquiera de las modalidades 47-51, en el que la
secuencia de ARN comprende ademas una o mas guanosinas, cada una directamente opuesta a
una adenosina no objetivo en el ARN objetivo.

53. El ARNd de cualquiera de las modalidades 47-51, en el que la secuencia complementaria
comprende dos o mas nucledtidos errdneos consecutivos opuestos a una adenosina no objetivo en
el ARN objetivo.

54. El ARN de reclutamiento de desaminasa de cualquiera de las modalidades 47-53, en el que la
adenosina objetivo esta en un motivo de tres bases seleccionado del grupo que consiste en UAG,
UAC, UAA, UAU, CAG, CAC, CAA, CAU, AAG, AAC, AAA, AAU, GAG, GAC, GAA y GAU en el ARN

objetivo.
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El ARN de reclutamiento de desaminasa de la modalidad 54, en el que el motivo de tres bases es
UAG, vy en el que el ARNd comprende una adenosina directamente opuesta a la uridina en el
motivo de tres bases, una citosina directamente opuesta a la adenosina objetivo y una citidina,
guanosina o uridina directamente opuesta a la guanosina en el motivo de tres bases.

El ARN de reclutamiento de desaminasas de la modalidad 55, en el que el motivo de tres bases es
UAG en el ARN objetivo, y en el que el ARN de reclutamiento de desaminasas comprende ACC,
ACG o ACU opuesto a UAG del ARN obijetivo.

El ARN de reclutamiento de desaminasas de cualquiera de las modalidades 47-56, en el que el ARN
de reclutamiento de desaminasas tiene una longitud de aproximadamente 40-260 nucledtidos.

El ARNd de la modalidad 57, en el que el ARNd tiene mas de aproximadamente 70 nucledtidos de
longitud.

El ARNd de la modalidad 57 o 58, en el que el ARNd tiene aproximadamente 100 a
aproximadamente 150 nucledtidos (por ejemplo, aproximadamente 110-150) de longitud.

El ARNd de cualquiera de las modalidades 47-59, en el que el ARNd no comprende un dominio de
reclutamiento de ADAR (por ejemplo, un dominio de unién a DSB, un dominio GIuR2 o un dominio
MS2).

El ARNd de cualquiera de las modalidades 47-60, en el que el ARNd no comprende un nucleédtido
modificado quimicamente (por ejemplo, modificacion con 2'-O-metil o fosforotioato).

Una construccion que codifica el ARN de reclutamiento de desaminasas de cualquiera de las
modalidades 47-61.

La construccion de la modalidad 62, en la que la construccion es un vector viral (por ejemplo, un
vector lentiviral) o un plasmido.

Una biblioteca que comprende una pluralidad de ARN de reclutamiento de desaminasas de
cualquiera de las modalidades 47-61 o la construccién de la modalidad 62 o 63.

Una composicion que comprende el ARN de reclutamiento de desaminasas de cualquiera de las
modalidades 47-61, la construccion de la modalidad 62 o 63, o la biblioteca de la modalidad 64.
Una célula hospedera que comprende el ARN de reclutamiento de desaminasas de cualquiera de
las modalidades 47-61 o la construccién de la modalidad 62 o 63.

La célula hospedera de la modalidad 66, en la que la célula hospedera es una célula eucariota.
La célula hospedera de la modalidad 66 o 67, en la que la célula hospedera es una célula primaria.
Un kit para editar un ARN objetivo en una célula hospedera, que comprende un ARN de
reclutamiento de desaminasas, en el que el ARN de reclutamiento de desaminasas comprende una
secuencia de ARN complementaria que se hibrida con el ARN objetivo, en el que el ARN de
reclutamiento de desaminasas es capaz de reclutar una ADAR para desaminar una adenosina

objetivo en el ARN objetivo.
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EJEMPLO

Se pretende que los ejemplos siguientes sean puramente ejemplares de la presente
solicitud y, por lo tanto, no se debe considerar que limitan la invencién de ninguna manera. Los

siguientes ejemplos y descripcion detallada se ofrecen a modo de ilustracién y no a modo de limitacion.

Materiales y métodos

Construccion de plasmidos

El reportero de fluorescencia dual se clond mediante PCR amplificando mCherry y
EGFP (se elimind el primer codon ATG de EGFP) que codificaba el ADN, el enlazador 3xGS y la
secuencia de ADN dirigida se agregaron mediante cebadores durante la PCR. Luego, los productos de
la PCR se escindieron y se unieron mediante la enzima de restriccién BsmB1 (Thermo) de tipo Il y la
ADN ligasa T4 (NEB), que luego se insertaron en la estructura fundamental pLenti
(pLenti-CMV-MCS-SV-Bsd, Stanley Cohen Lab, Stanford University).

El ADN de dLbuCas13 se amplificd por PCR a partir de los plasmidos Lbu (Addgene
#83485). La ADAR1DD y ADAR2DD se amplificaron a partir de ADNc de Adar1(p150) y ADNc de Adar2,
ambos obsequios del laboratorio de Han en la Universidad de Xiamen. La ADAR1DD o ADAR2DD se
fusionaron con el ADN de dLbuCas13 mediante superposicion-PCR, y los productos de PCR fusionados
se insertaron en la estructura fundamental pLenti.

Para la expresion de ARNd en células de mamiferos, las secuencias de ARNd se
sintetizaron directamente (para ARNd cortos) y se reasociaron o amplificaron mediante PCR
sintetizando ADNss superpuesto, y los productos se clonaron en los vectores correspondientes bajo
expresion de U6 mediante clonacién Golden-gate.

La Adarl de longitud completa (p110) y Adarl (p150) se amplificaron por PCR a partir
de ADNc de Adarl (p150), y el Adar2 de longitud completa se amplificé por PCR a partir de ADNc de
Adar2, que luego se clonaron en la estructura fundamental pLenti, respectivamente.

Para las tres versiones de los reporteros de fluorescencia dual (reportero-1, -2 y -3),
las secuencias codificantes de mCherry y EGFP (se elimind el codén de inicio ATG de EGFP) se
amplificaron por PCR, se digirieron usando BsmBI (Thermo Fisher Scientific, ER0452), seguido por
ligadura mediada por ligasa de ADN T4 (NEB, M0202L) con enlazadores GGGGS. El producto de
ligacion se insertd posteriormente en la estructura fundamental pLenti-CMV-MCS-PURO.

Para la construccion que expresa dLbuCas13-ADAR pp (E1008Q), el gen ADAR1 bp se
amplificd a partir de la construccion de ADAR1P*® (un regalo del laboratorio de Jiahuai Han,

Universidad de Xiamen). El gen dLbuCas13 se amplific6 mediante PCR a partir del plasmido
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Lbu_C2c2_R472A_H477A_R1048A_ H1053A (Addgene #83485). La ADAR1DD (variante hiperactiva de
E1008Q) se generd por superposicion-PCR y luego se fusiond con dLbuCas13. Los productos de
ligacion se insertaron en la estructura fundamental pLenti-CMV-MCS-BSD.

Para la construccién que expresa ARNar, las secuencias de ARNar se sintetizaron y se
clonaron con Golden-gate en la estructura fundamental pLenti-sARNg-lib 2.0 (Addgene #89638), y la
transcripcion del ARNar fue impulsada por el promotor hU6. Para las construcciones que expresan
ADAR, la ADAR1P!10 y ADARI1P0 de longitud completa se amplificaron por PCR a partir de la
construccion de ADAR1P'0, y la ADAR2 de longitud completa se amplificd por PCR a partir de la
construccion de ADAR2 (un obsequio del laboratorio de Jiahuai Han, Universidad de Xiamen). A
continuacién, los productos amplificados se clonaron en la estructura fundamental
pLenti-CMV-MCS-BSD.

Para las construcciones que expresan genes con mutaciones patégenas, secuencias
codificantes completas de TP53 (ordenadas a Vigenebio) y otros 6 genes relevantes para la
enfermedad (COL3A1, BMPR2, AHI1, FANCC, MYBPC3 e ILZRG, obsequios del laboratorio de Jianwei
Wang, Instituto de biologia de patégenos, Academia China de Ciencias Médicas) se amplificaron a
partir de las construcciones que codifican los genes correspondientes con la introduccion de
mutaciones G>A mediante mutagénesis PCR. Los productos amplificados se clonaron en la estructura
fundamental pLenti-CMV-MCS-mCherry mediante el método de clonacion de Gibson®®.

Lineas celulares de mamiferos y cultivo celular

Se cultivaron lineas celulares de mamiferos en medio Eagle modificado de Dulbecco
(10-013-CV, Corning, Tewksbury, MA, E.U.A.), agregando suero bovino fetal al 10% (Lanzhou Bailing
Biotechnology Co., Ltd., Lanzhou, China), suplementado con penicilina-estreptomicina al 1% en CO: al
5% a 37°C. La linea celular Adar1-KO se adquiri6 de EdiGene China, y EdiGene China también
proporciond los resultados de la genotipificacion.

Las lineas celulares Hela y B16 eran del laboratorio de Z. Jiang (Universidad de Pekin).
Y la linea celular HEK293T era del laboratorio de C. Zhang (Universidad de Pekin). La linea celular RD
era del laboratorio de J Wang (Instituto de Biologia de Patégenos, Colegio Médico de la Unién de Pekin
y Academia China de Ciencias Médicas). Las lineas celulares SF268 eran del Centro Celular, Instituto de
Ciencias Médicas Basicas, Academia China de Ciencias Médicas. Las lineas celulares A549 y SW13 eran
de EdiGene Inc. Las lineas celulares HepG2, HT29, NIH3T3 y MEF se mantuvieron en nuestro
laboratorio en la Universidad de Pekin. Estas lineas de células de mamiferos se cultivaron en medio
Eagle modificado de Dulbecco (Corning, 10-013-CV) con suero bovino fetal al 10% (CellMax,
SA201.02), adicionalmente suplementado con penicilina-estreptomicina al 1% bajo CO2 al 5% a 37°C.
A menos que se describa lo contrario, las células se transfectaron con el reactivo de transfeccion de
ADN de X-tremeGENE HP (Roche, 06366546001) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Los fibroblastos pulmonares primarios humanos (#3300) y las células epiteliales
bronquiales primarias humanas (#3210) se adquirieron en ScienCell Research Laboratories, Inc. y se
cultivaron en medio de fibroblastos (ScienCell, #2301) y medio de células epiteliales bronquiales
(ScienCell, #3211), respectivamente. Ambos medios se complementaron con suero bovino fetal (BI) al
15% vy penicilina-estreptomicina al 1%. Las células primarias GM06214 y GM01323 se solicitaron al
Instituto Coriell de Investigacion Médica y se cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco
(Corning, 10-013-CV) con suero bovino fetal (BI) al 15% y penicilina-estreptomicina al 1%. Todas las
células se cultivaron bajo CO: al 5% a 37°C.

Transfeccion del sistema reportero, andlisis FACS y secuenciacion de
Sanger

Para los experimentos de edicion de reportero de fluorescencia dual, se sembraron
células 293T-WT o células 293T-Adar1-KO en placas de 6 pozos (6 x 10° células/pozo), 24 horas
después, se cotransfectaron 1.5 ug de plasmidos reporteros y 1.5 ug de plasmidos de ARNd utilizando
el reactivo de transfeccion de ADN X-tremeGENE HP (06366546001; Roche, Mannheim, Alemania), de
acuerdo con los protocolos del proveedor. De 48 a 72 horas después, se recogieron las células y se
realizd el analisis FACS. Para confirmar aun mas la edicion del ARNm reportero, clasificamos las células
positivas para EGFP de las células 293T-WT transfectadas con plasmidos reporteros y ARNd utilizando
un citdbmetro de flujo FACS Aria (BD Biosciences), seguido de aislamiento total de ARN (TIANGEN,
DP430). Luego, el ARN se transcribié de forma inversa en ADNc mediante RT-PCR (TIANGEN,
KR103-04), y el locus objetivo se amplificd por PCR con los pares de cebadores correspondientes (23
ciclos de PCR) y los productos de PCR se purificaron para la secuenciacién de Sanger.

Para los experimentos de sobreexpresion y rescate de Adar1(p110), Adar1(p150) o
Adar2, se sembraron células 293T-WT o células 293T-Adar1-KO en placas de 12 pozos (2.5 x 10°
células/pozo), 24 horas después, 0.5 ug de plasmidos reporteros, 0.5 pg de plasmidos de ARNd y 0.5
Mg de plasmidos Adar1/2 (estructura fundamental pLenti como control) se contransfectaron utilizando
el reactivo de transfeccién de DNA X-tremeGENE HP (06366546001, Roche, Mannheim, Alemania). De
48 a 72 horas después, se recogieron las células y se realizo el analisis FACS.

Para los experimentos de ARNm enddgeno, se sembraron células 293T-WT en placas
de 6 pozos (6 x 10° células/pozo). Cuando aproximadamente un 70% de confluencia, se transfectaron
3 pg de plasmidos de ARNd utilizando el reactivo de transfeccion de ADN X-tremeGENE HP
(06366546001, Roche, Mannheim, Alemania). 72 horas mas tarde, se recogieron las células y se
clasificaron las células positivas para GFP o positivas para BFP (seguln el fabricante de fluorescencia
correspondiente) mediante FACS para el siguiente aislamiento de ARN.

Aislamiento y cultivo de células T primarias humanas

Se aislaron células T humanas primarias a partir de productos de leucaféresis de un
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donante humano sano. Brevemente, las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron
mediante centrifugacion Ficoll (Dakewei, AS1114546), y las células T se aislaron mediante seleccion
magnética negativa usando un kit de aislamiento de células T humanas EasySep (STEMCELL, 17951)
de PBMC. Después del aislamiento, las células T se cultivaron en medio X-vivo15, FBS al 10% e IL2
(1000 U/ml) y se estimularon con DynaBeads CD3/CD28 (ThermoFisher, 11131D) durante 2 dias. Los
productos de leucaféresis de donantes sanos se adquirieron de AllCells LLC China. Todos los donantes
sanos dieron su consentimiento informado.

Construccion de la linea de células reporteras y paquete de lentivirus

El plasmido de expresién se cotransfectd en células HEK293T-WT, junto con dos
plasmidos de empaquetado viral, pR8.74 y pVSVG (Addgene) mediante el reactivo de transfeccidn de
ADN X-tremeGENE HP. 72 horas después, se recogio el virus sobrenadante y se almacend a -80°C. Las
células HEK293T-WT se infectaron con lenti-virus, 72 horas mas tarde, las células positivas para
mCherry se clasificaron mediante FACS y se cultivaron para seleccionar lineas celulares de un solo clon
gue expresan de manera estable el sistema reportero de fluorescencia dual con un fondo de EGFP muy
bajo mediante el método de dilucion limitante.

Para las lineas celulares reporteras estables, las construcciones reporteras (estructura
fundamental pLenti-CMV-MCS-PURO) se cotransfectaron en células HEK293T, junto con dos plasmidos
de empaquetamiento viral, pR8.74 y pVSVG. 72 horas después, se recogid el virus sobrenadante y se
almacend a -80°C. Las células HEK293T se infectaron con lentivirus, luego las células positivas para
mCherry se clasificaron mediante FACS y se cultivaron para seleccionar lineas celulares de un solo clon
que expresan de manera estable el sistema indicador de fluorescencia dual sin un fondo de EGFP
detectable. Las lineas celulares HEK293T ADAR1~~y TP53~ se generaron de acuerdo con un método
previamente informado®. EI ARNsg que dirige ADAR1 y el ADN del donante amplificado por PCR que
contiene el gen resistente a puromicina accionado por CMV se cotransfectaron en células HEK293T.
Luego, las células se trataron con puromicina 7 dias después de la transfeccion. Se aislaron clones
individuales de células resistentes a puromicina seguido de verificacion mediante secuenciacion y
Western blot.

Edicion del ARN de transcriptos de expresion endogena o exdgena

Para evaluar la edicion de ARN en el reportero de fluorescencia dual, se sembraron
células HEK293T o células HEK293T ADAR1~~ en placas de 6 pozos (6 x 10° células/pozo). 24 horas
mas tarde, las células se cotransfectaron con 1.5 pg de plasmidos reporteros y 1.5 ug de plasmidos de
ARNar. Para examinar el efecto de la expresion de la proteina ADAR1P!?, ADAR1P!5® 0 ADAR2, se
evaluo la eficiencia de edicion mediante la proporcién positiva de EGFP y la secuenciacién profunda.

Se sembraron células HEK293T ADAR17~ en placas de 12 pozos (2.5 x 10°

células/pozo). 24 horas después, las células se cotransfectaron con 0.5 ug de plasmidos reporteros,
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0.5 pg de plasmidos de ARNar y 0.5 ug de plasmidos ADAR1/2 (estructura fundamental pLenti como
control). La eficiencia de edicion se evalué mediante la proporcion positiva de EGFP y la secuenciacion
profunda.

Para evaluar la edicion de ARN en los transcriptos de ARNm enddgeno, se sembraron
células HEK293T en placas de 6 pozos (6 x 10° células/pozo). Veinticuatro horas mas tarde, las células
se transfectaron con 3 pg de plasmidos de ARNar. La eficacia de la edicion se evalué mediante
secuenciacion profunda.

Para evaluar la eficacia de la edicion de ARN en muiltiples lineas celulares, se
sembraron células de 8-9x104 (RD, SF268, HelLa) o 1.5x10° (HEK293T) en placas de 12 pozos. Para
las células dificiles de transfectar, como HT29, A549, HepG2, SW13, NIH3T3, MEF y B16, se sembraron
2-2.5 x 10° células en una placa de 6 pozos. Veinticuatro horas mas tarde, los reporteros y el plasmido
de ARNar se cotransfectaron en estas células. La eficiencia de edicion se evalué mediante la proporcidn
positiva de EGFP.

Para evaluar la proporcion positiva de EGFP, de 48 a 72 horas después de la
transfeccion, las células se clasificaron y recolectaron mediante analisis de clasificacién de células
activadas por fluorescencia (FACS). La sefial de mCherry se utilizd como marcador de seleccion
fluorescente para las células que expresan el reportero/ARNar, y los porcentajes de células
EGFP*/mCherry* se calcularon como la lectura para la eficiencia de edicion.

Para la cuantificacion de NGS de la velocidad de edicion de A a I, de 48 a 72 horas
después de la transfeccidn, las células se clasificaron y recogieron mediante el ensayo FACS y luego se
sometieron a aislamiento de ARN (TIANGEN, DP420). Luego, los ARN totales se transcribieron de
manera inversa en ADNc mediante RT-PCR (TIANGEN, KR103-04) y el locus dirigido se amplificd por

PCR con los cebadores correspondientes enumerados en el siguiente cuadro.

cN:IE z:: del Secuencia (5'--->3")
TATAACTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

(SEQ ID NO: 206)
TATACGTCTCATCTACAGATTCTTCCGGCGTGTATACCTTC

(SEQ ID NO: 207)
TATACGTCTCATAGAGATCCCCGGTCGCCACCGTGAGCAAGGGCGAGGAG
CTG

(SEQ ID NO: 208)

TATAGGCGCGCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

(SEQ ID NO: 209)
TATACGTCTCAAGGCGCTGCCTCCTCCGCCGCTGCCTCCTCCGCCGCTGCC
mCherry-BsmBI-R2 TCCTCCGCCCTGCAGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGCCGGTG

(SEQ ID NO: 210)
TATACGTCTCAGCCTGCTCGCGATGCTAGAGGGCTCTGCCAGTGAGCAAGG
GCGAGGAGCTG

(SEQ ID NO: 211)

mCherry-Spel-F

mCherry-BsmBI-R1

EGFP-BsmBI-F1
(Reportero-1)

EGFP-AscI-R

EGFP-BsmBI-F2
(Reportero-2)
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TATAACTAGTATGGTGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATGAAAGTGAC
GAAGGTAGGAGGCATTTCG
(SEQ ID NO: 212)

LbuCas13-AscI-R

ATATGGCGCGCCGTTTTCAGACTTTTTCTCTTCCATTTTGTATTCAAACATAA
TCTTCAC
(SEQ ID NO: 213)

hADAR1pp-Ascl-F

TATAGGCGCGCCAGGCGGAGGAGGCAGCGGCGGAGGAGGCAGCCTCCTC
CTCTCAAGGTCCCCAGAAGC
(SEQ ID NO: 214)

hADAR1pp-SbfI-R

TATACCTGCAGGCTACACCTTGCGTTTTTTCTTGGGTACTGGGCAGAGATAA
AAGTTCTTTTCC
(SEQ ID NO: 215)

sec-Profunda-F
(Reportero-1)

CACTCCACCGGCGGCATGGACGAG
(SEQ ID NO: 216)

sec-Profunda-R
(Reportero-1)

CACGCTGAACTTGTGGCCGTTTACGTCG
(SEQ ID NO: 217)

ADAR1-p150-Spel-F

TATAACTAGTATGAATCCGCGGCAGGGGTATTCCCTCAGC
(SEQ ID NO: 218)

ADAR1-p150-AscI-R

TATAGGCGCGCCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCTACTGGGCAGAGA
TAAAAGTTCTTTTCCTCCTGG
(SEQ ID NO: 219)

ADAR2-Spel-F

TATAACTAGTATGGATATAGAAGATGAAGAAAACATGAGTTC
(SEQ ID NO: 220)

ADAR2-AscI-R

TATAGGCGCGCCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGGGCGTGAGTGA
GAACTGGTCCTGCTCG
(SEQ ID NO: 221)

ADAR1-p110-Spel-F

TATAACTAGTATGGCCGAGATCAAGGAGAAAATCTGC
(SEQ ID NO: 222)

ADAR1-p110-AscI-R

TATAGGCGCGCCCTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCTACTGGGCAGAGA
TAAAAGTTCTTTTCCTCCTGG
(SEQ ID NO: 223)

KRAS-sec-profunda-F

CGCCATTTCGGACTGGGAG
(SEQ ID NO: 224)

KRAS-sec-profunda-
R

AGAGACAGGTTTCTCCATCAATTAC
(SEQ ID NO: 225)

GAGCCCGCGAGCAACC
PPIB-sec-profunda-F (SEQ ID NO: 226)

GCAGCAGGAAGAAGACGGAC
PPIB-sec-profunda-R (SEQ ID NO: 227)
FANCC-sec-profunda | AGAAGCAGTTGAAGACCAGACTC
-F1 (sitio TAC) (SEQ ID NO: 228)
FANCC-sec-profunda | GGCCTTCACCTGGACCATAG
-R (sitio TAC) (SEQ ID NO: 229)
FANCC-sec-profunda | AGAGAAGCAGTTGAAGACCAGA
-F2 (sitio TAC) (SEQ ID NO: 230)
FANCC-sec-profunda | CGGCCTTCACCTGGACCATA
-R2 (sitio TAC) (SEQ ID NO: 231)
FANCC-sec-profunda | CAGAGAAGCAGTTGAAGACCAGA
-F3 (sitio TAC) (SEQ ID NO: 232)
FANCC-sec-profunda | CGGCCTTCACCTGGACCATA

-R3 (sitio TAC)

(SEQ ID NO: 233)
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TTTGTGAAAGGCTGGGGACC
(SEQ ID NO: 234)

SMAD4-sec-profunda
-R1

ACAGGATTGTATTTTGTAGTCCACC
(SEQ ID NO: 235)

SMAD4-sec-profunda
-F2

AGGATGAGTTTTGTGAAAGGCTG
(SEQ ID NO: 236)

SMAD4-sec-profunda
-R2

ATTTTGTAGTCCACCATCCTGATA
(SEQ ID NO: 237)

SMAD4-sec-profunda
-F3

GATGAGTTTTGTGAAAGGCTGG
(SEQ ID NO: 238)

SMAD4-sec-profunda
-R3

ATTTTGTAGTCCACCATCCTGATAA
(SEQ ID NO: 239)

TRAPPC12-sec-profu
nda-F

CGAAGAGAACGAGACCGCAT
(SEQ ID NO: 240)

TRAPPC12-sec-profu
nda-R

GAAGATGGTGCACACCGGG
(SEQ ID NO: 241)

TARDBP-sec-profund
a-F

GACAGATGCTTCATCAGCAGTG
(SEQ ID NO: 242)

TARDBP-sec-profund | CGAACAAAGCCAAACCCCTTT
a-R (SEQ ID NO: 243)
COL3A1-sec-profund | TCTGTTAATGGACAAATAGAAAGCC
a-F (SEQ ID NO: 244)
COL3A1-sec-profund | GGAACATTCAAAGGATTGGCACT
a-R (SEQ ID NO: 245)
BMPR2-sec-profunda | AGTCACTGCAGATGGACGCA
-F (SEQ ID NO: 246)
BMPR2-sec-profunda | ATCTCGATGGGAAATTGCAGGT
-R (SEQ ID NO: 247)
TCAGAGTTTTACCTCATCCTTCTTT

AHI1-sec-profunda-F

(SEQ ID NO: 248)

AHI1-sec-profunda-R

CCTGAATACATATGATGACCTTCAG
(SEQ ID NO: 249)

FANCC-sec-profunda | AGGGCACAGACACAGACCTC
-F (Sitio2) (SEQ ID NO: 250)
FANCC-sec-profunda | AGGGCTTTCAATGCCAAGACG
-R (Sitio2) (SEQ ID NO: 251)
MYBPC3-sec-profund | TGACAAGCCAAGTCCTCCC
a-F (SEQ ID NO: 252)
MYBPC3-sec-profund | ATTGCCAATGATGAGCTCTGG
a-R (SEQ ID NO: 253)
IL2RG-sec-profunda- | TTATAGACATAAGTTCTCCTTGCCT
F (SEQ ID NO: 254)
IL2RG-sec-profunda- | TCAATCCCATGGAGCCAACA

R

(SEQ ID NO: 255)

1-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTTAAGTAGAGGCCGCCACTCCACCGGCGGC

(SEQ ID NO: 256)

2-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTATCATGCTTAGCCGCCACTCCACCGGCGGC

(SEQ ID NO: 257)

3-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTGATGCACATCTGCCGCCACTCCACCGGCGG

C
(SEQ ID NO: 258)




4-sec-profunda-F
(Reportero-3)
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TACACGACGCTCTTCCGATCTCGATTGCTCGACGCCGCCACTCCACCGGCG
GC
(SEQ ID NO: 259)

5-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTTCGATAGCAATTCGCCGCCACTCCACCGGC
GGC
(SEQ ID NO: 260)

6-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTATCGATAGTTGCTTGCCGCCACTCCACCGGC
GGC
(SEQ ID NO: 261)

7-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTGATCGATCCAGTTAGGCCGCCACTCCACCG
GCGGC
(SEQ ID NO: 262)

8-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTCGATCGATTTGAGCCTGCCGCCACTCCACC
GGCGGC
(SEQ ID NO: 263)

9-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTACGATCGATACACGATCGCCGCCACTCCACC
GGCGGC
(SEQ ID NO: 264)

10-sec-profunda-F
(Reportero-3)

TACACGACGCTCTTCCGATCTTACGATCGATGGTCCAGAGCCGCCACTCCA
CCGGCGGC
(SEQ ID NO: 265)

1-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTTAAGTAGAGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG
(SEQ ID NO: 266)

2-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTATCATGCTTATCGCCGTCCAGCTCGACCAG
(SEQ ID NO: 267)

3-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTGATGCACATCTTCGCCGTCCAGCTCGACCA
G
(SEQ ID NO: 268)

4-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTCGATTGCTCGACTCGCCGTCCAGCTCGACC
AG
(SEQ ID NO: 269)

5-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCGATAGCAATTCTCGCCGTCCAGCTCGAC
CAG
(SEQ ID NO: 270)

6-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTATCGATAGTTGCTTTCGCCGTCCAGCTCGAC
CAG
(SEQ ID NO: 271)

7-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTGATCGATCCAGTTAGTCGCCGTCCAGCTCG
ACCAG
(SEQ ID NO: 272)

8-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTCGATCGATTTGAGCCTTCGCCGTCCAGCTC
GACCAG
(SEQ ID NO: 273)

9-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTACGATCGATACACGATCTCGCCGTCCAGCT
CGACCAG
(SEQ ID NO: 274)

10-sec-profunda-R
(Reportero-3)

AGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACGATCGATGGTCCAGATCGCCGTCCAGC
TCGACCAG
(SEQ ID NO: 275)

ST3GAL1-sec-profun

da-F

GGGGAACTCGGGCAACCT
(SEQ ID NO: 276)
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ST3GAL1-sec-profun | GAATCGGATCTGCCCCGTG
da-R (SEQ ID NO: 277)
EHD2-sec-profunda- | CATCGAGGCCAAGCTGGAA
F (SEQ ID NO: 278)
EHD2-sec-profunda- | GTAGTGAGGAGGGAGACCCC
R (SEQ ID NO: 279)
OSTM1-AS1-sec-prof | AAGCCTCCTTCCTTCCCCAA

unda-F

(SEQ ID NO: 280)

OSTM1-AS1-sec-prof
unda-R

ATCGATACACTCCCTAGCCCA
(SEQ ID NO: 281)

IL6-qPCR-F1

ACAAATTCGGTACATCCTCGAC
(SEQ ID NO: 282)

IL6-qPCR-R1

TTCAGCCATCTTTGGAAGGTT
(SEQ ID NO: 283)

INF-B-qPCR-F1

ACGCCGCATTGACCATCTAT
(SEQ ID NO: 284)

INF-B-qPCR-R1

TAGCCAGGAGGTTCTCAACA
(SEQ ID NO: 285)

GAPDH-F1

GGCATGGACTGTGGTCATGAG
(SEQ ID NO: 286)

GAPDH-R1

TGCACCACCAACTGCTTAGC
(SEQ ID NO: 287)

Reportero-1-qPCR-F

CCCCGTAATGCAGAAGAAGACC
(SEQ ID NO: 288)

Reportero-1-gPCR-R (G;;ECSECI\?SF;S)AGCCTCTG
PPIB-qPCR-F ??EQG?%C&TZGQ)A)GGTGCTC
PPIB-gPCR-R ?S?E(:J; SANCSFZT;‘;CT”GGG
v | o
KRAS-GPCR-R ?SEGQAICDC/RE:GZGQEA)CATCWCAGAG
SMAD4-GPCR-F (CS(iEAQAgg'?\j%-I;Tng-E}A)TCACCTGGA
SMAD4-GPCR-R (CS?E’ET ?S%TOG;TZCQCSC)TCAAAGT
FANCC-GPCR-F ?&gfgkmg;*CTCAAGGTC
TTCTCTCTGAGTTCAGACGCT

FANCC-gPCR-R

(SEQ ID NO: 297)

PPIB-sec-profunda-F

TACACGACGCTCTTCCGATCTTAAGTAGAGTGGCACAGGAGGAAAGAGCAT
C

(sitio AAG) (SEQ ID NO: 298)

PPIB-sec-profunda-R | AGACGTGTGCTCTTCCGATCTTAAGTAGAGGCACCACCTCCATGCCCTC

(sitio AAG) (SEQ ID NO: 299)

PPIB-sec-profunda-F | TACACGACGCTCTTCCGATCTTAAGTAGAGCATCGCAGACTGCGGCAAG

(sitio CAG) (SEQ ID NO: 300)
AGACGTGTGCTCTTCCGATCTTAAGTAGAGAGTCCATGGGCCTGTGGAATG

PPIB-sec-profunda-R T

(sitio CAG)

(SEQ ID NO: 301)
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FANCC-sec-profunda | GAAAAACTGGCCCGAGAGC
-F2 (sitio AAG/CAG) | (SEQ ID NO: 302)
FANCC-sec-profunda | CTGAGTCTGGGCTGAGGGAC
-R2 (sitio AAG/CAG) | (SEQ ID NO: 303)
IDUA-sec-profunda-F (CS?ECQ-I_{S(:'\]ASG;(? 4A)A CAACAC
IDUA-sec-profunda-R (Cgé:g (I:g LA()G A;-OC SA)GCACCG
CCCCTCTGAGTCAGGAAACAT
p53-sec-profunda-F (SEQ ID NO: 306)
GAAGATGACAGGGGCCAGG
p53-sec-profunda-R (SEQ ID NO: 307)
TAGCACTGGCTGGAATGAG
IFN-B-qPCR-F (SEQ ID NO: 308)
GTTTCGGAGGTAACCTGTAAG
IFN-B-qPCR-R (SEQ ID NO: 309)
TACAGCAACCATGAGTACAA
15G56-gPCR-F (SEQ ID NO: 310)
TCAGGTGTTTCACATAGGC
15G56-gPCRR (SEQ ID NO: 311)
CTGCAACCATGAGTGAGAA
15G>4-gPCR-F (SEQ ID NO: 312)
CCTTTGAGGTGCTTTAGATAG
15G54-gPCRR (SEQ ID NO: 313)
GCCCTGAGAAAGGAGACAT
1L-6-qPCR-F (SEQ ID NO: 314)
CTGTTCTGGAGGTACTCTAGGTAT
IL-6-gPCR-R (SEQ ID NO: 315)
TTTGAAGAGGGCTGAGAA
IL-8-qPCR-F (SEQ ID NO: 316)
TGTTCTGGATATTTCATGG
IL-8-gPCR-R (SEQ ID NO: 317)
CATCTGCCTCCCCATATTCC

RANTES-gPCR-F

(SEQ ID NO: 318)

RANTES-gPCR-R

TCCATCCTAGCTCATCTCCAAA
(SEQ ID NO: 319)

TGCTCCAGAAGGCCAGAC

L-12-qPCRT (SEQ ID NO: 320)
1L-12-qPCRR ( ;‘ErSAIBAﬁgT:Agl/;CTAAGGCACAGG
N
s e
MCP1-qPCR-F (CéAI;I'QI'?'IgG'\IGOC:CQZA‘}G)GAGATCTG
MCP1-GPCR-R (CSEF QC(IESA?\J%T%G)GWGCW
TTE o
TGTGGAATCTGCCGGGAG

MIP1A-gqPCR-R

(SEQ ID NO: 327)
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CTGACTCTAAGTGGCATT

IP10-gPCR-F (SEQ ID NO: 328)
TGATGGCCTTCGATTCTG

IP10-gPCRR (SEQ ID NO: 329)
CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTA

GAPDH-gPCR-F2 (SEQ ID NO: 330)

AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
(SEQ ID NO: 331)

GAPDH-qPCR-R2

Los productos de PCR se purificaron para secuenciacién Sanger o NGS (Illumina HiSeq
X Ten).

Secuenciacion profunda

Para los experimentos de edicion de ARNm enddgeno, se sembraron células 293T-WT
en placas de 6 pozos (6x10° células/pozo). Cuando hay aproximadamente un 70% de confluencia, las
células HEK293 se transfectaron con 3 pg de ARNd utilizando el reactivo de transfeccién de ADN
X-tremeGENE HP (Roche). 72 horas mas tarde, se clasificaron las células positivas para GFP o positivas
para BFP (segun el marcador de fluorescencia correspondiente) mediante FACS, seguido de
aislamiento de ARN. Luego, el ARN aislado se transcribié de forma inversa en ADNc mediante RT-PCR,
y se amplificd el locus del gen objetivo especifico con los pares de cebadores correspondientes (23
ciclos de PCR) y se secuenciaron en un Illumina NextSeg.

Prueba en miiltiples lineas celulares

Ademas de las células HEK293T (control positivo) y HEK293T ADAR1” (control
negativo), una linea celular de raton (NIH3T3) y siete lineas celulares humanas (RD, HelLa, SF268,
A549, HepG2, HT-29, SW13) se originan de diferentes tejidos y drganos fueron seleccionados para
realizar el experimento. Para las lineas celulares con mayor eficiencia de transfeccion, se sembraron en
placa aproximadamente 8-9 x 10* células (RD, HelLa, SF268) o 1.5 x 10° (HEK293T) en cada pozo de la
placa de 12 pozos, como para las (A549, HepG2, HT-29, SW13, NIH3T3) que son dificiles de transfectar,
se sembraron 2-2.5 x 10° células en placas de 6 pozos. Y todas estas células se mantuvieron en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Corning) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS,
CellMax) con CO2 al 5% a 37°C. 24 horas mas tarde, el reportero CG2 y el plasmido de ARNd 71nt
(35-C-35) se cotransfectaron en diferentes tipos de células con el reactivo de transfeccién de ADN
X-tremeGENE HP (Roche). 48 horas después de la transfeccion, las células se tripsinizaron y analizaron
mediante FACS (BD). Debido a que las células con baja eficiencia de transfeccidn tenian bastante
menos células positivas para mCherry y BFP, aumentamos el nimero total de células para el analisis
FACS a 1 x 10° para las células colocadas en placas de 6 pozos.

Anadlisis de edicion de ARN para sitios especificos

Para el analisis de secuenciacion profunda, se generd un indice utilizando la secuencia

del sitio objetivo (corriente arriba y corriente abajo 20-nt) de las secuencias que cubren el ARNar. Las
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lecturas se alinearon y cuantificaron utilizando BWA versién 0.7.10-r789. Samtools clasific las BAM de
alineacion y los sitios de edicion de ARN se analizaron utilizando REDitools version 1.0.4. Los
parametros son los siguientes: -U [AG o TC] -t 8 -n 0.0 -T 6-6 -e -d -u. Toda la conversién A>G
significativa dentro de la regidn de seleccion de ARNar calculada mediante la prueba exacta de Fisher
(valor de p < 0.05) se consideré como ediciones por ARNar. Las conversiones, a excepcion de la
adenosina dirigida, fueron ediciones fuera del objetivo. Las mutaciones que aparecieron en los grupos
control y experimental simultaneamente fueron consideradas como SNP.

Andlisis de secuenciacion de ARN en todo el transcriptoma

Los plasmidos que expresan ARNis1 Ctrl o ARNaris1-PPIB con casete de expresion de
BFP se transfectaron en células HEK293T. Las células BFP* se enriquecieron con FACS 48 horas
después de la transfeccion y los ARN se purificaron con el kit ARNprep Pure Micro (TIANGEN, DP420).
A continuacién, se purifico el ARNm utilizando el mddulo de aislamiento magnético de ARNm de
NEBNext Poli(A) (New England Biolabs, E7490), procesado con el kit de preparacidn de bibliotecas de
ARN NEBNext Ultra II para Illumina (New England Biolabs, E7770), seguido de un analisis de
secuenciacion profunda con la plataforma Illumina HiSeq X Ten (extremo emparejado 2x150 pb; 30G
para cada muestra). Para excluir el efecto inespecifico causado por la transfeccion, incluimos el grupo
simulado en el que solo tratamos células con reactivo de transfeccion. Cada grupo contenia cuatro
réplicas.

La tuberia de analisis bioinformatico fue referido al trabajo de Vogel et al?2. El control
de calidad del analisis se realizd mediante FastQC, y el recorte de calidad se basd en Cutadapt (los
primeros 6 pb de cada lectura se recortaron y hasta 20 pb se recortaron en calidad). Se utilizaron
textos AWK para filtrar los ARNar introducidos. Después de recortar, se filtraron las lecturas con
longitudes inferiores a 90-nt. Posteriormente, las lecturas filtradas se mapearon en el genoma de
referencia (GRCh38-hg38) mediante el software STAR®!. Usamos el GATK Haplotypcaller62%? para
llamar a las variantes. Los archivos VCF sin procesar generados por GATK fueron filtrados y anotados
por GATK VariantFiltration, bcftools y ANNOVAR®3, Se filtraron las variantes en dbSNP, 1000 Genoma®,
EVS. Las variantes compartidas en cuatro réplicas de cada grupo se seleccionaron luego como los sitios
de edicién de ARN. El nivel de edicion de ARN del grupo simulado se consideré como el fondo, y los
objetivos globales de ARNis:1 Ctrl y ARNaris1-PPIB se obtuvieron restando las variantes en el grupo
simulado.

Para evaluar si LEAPER perturba la homeostasis de ediciéon natural, analizamos los
sitios de edicién global compartidos por el grupo simulado y el grupo ARNaris1-PPIB (0 grupo ARNis1
Ctrl). Las tasas de edicion de ARN diferencial en los sitios de edicidn nativos de A a I se evaluaron con
el andlisis del coeficiente de correlacién de Pearson. Las correlaciones de Pearson de la tasa de edicién

entre el grupo simulado y el grupo ARNar1s1-PPIB (o grupo ARN1s: Ctrl) se calcularon y anotaron en la
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figura 6.
E[(X = pux)(Y = py)]

Ox0y

pXY) =

X significa la tasa de edicién de cada sitio en el grupo simulado; Y significa la tasa de edicion de cada
sitio en el grupo ARNis: Ctrl (figura 6A) o el grupo ARNaris1-PPIB (figura 6B); ox es la desviacion
estandar de X; oy es la desviacion estandar de ¥ uxes la media de X; pyves la mediade ¥ Ees la
expectativa.

Los datos de ARN-Sec se analizaron para el interrogatorio de posibles cambios
transcripcionales inducidos por eventos de edicion de ARN. El analisis de la expresion génica de todo el
transcriptoma se realizé utilizando el software HISAT2 y STRINGTIE®>. Usamos Cutadapt y FastQC para
el control de calidad de los datos de secuenciacion. Las lecturas de secuenciacién se mapearon luego al
genoma de referencia (GRCh38-hg38) utilizando HISAT2, seguido del andlisis del coeficiente de
correlaciéon de Pearson como se menciond anteriormente.

Western blot

Usamos los anticuerpos primarios monoclonales de ratén respectivamente contra
ADAR1 (Santa Cruz, sc-271854), ADAR2 (Santa Cruz, sc-390995), ADAR3 (Santa Cruz, sc-73410), p53
(Santa Cruz, sc-99), KRAS (Sigma, SAB1404011); GAPDH (Santa Cruz, sc-47724) y B-tubulina
(CwBiotech, CW0098). El anticuerpo secundario IgG de cabra anti-ratdon conjugado con HRP (H+L,
115-035-003) se adquirio de Jackson ImmunoResearch. Se clasificaron 2x10° células para su lisis y se
cargd una cantidad igual de cada lisado para SDS-PAGE. Luego, las proteinas de muestra se
transfirieron a la membrana de PVDF (Bio-Rad Laboratories) y se inmunotransfirieron con anticuerpos
primarios contra una de las enzimas ADAR (anti-ADAR1, 1:500; anti-ADAR2, 1:100; anti-ADARS3,
1:800), seguido de incubacion de anticuerpos secundarios (1:10,000) y exposicién. La B-tubulina se
volvié a sondear en la misma membrana de PVDF después de eliminar las proteinas ADAR con el
regulador de pH de extraccién (CWBiotech, CW0056). Los experimentos se repitieron tres veces. El
analisis semicuantitativo se realizd con el software Image Lab.

Ensayo de expresion de citocinas

Se sembraron células HEK293T en placas de 12 pozos (2 x 10° células/pozo). Cuando
aproximadamente un 70% de confluencia, las células se transfectaron con 1.5 ug de ARNar. Como un
control positivo, se transfectd 1 pg de poli(I: C) (Invitrogen, tlrl-picw). Cuarenta y ocho horas después,
las células se recolectaron y se sometieron a aislamiento de ARN (TIANGEN, DP430). Luego, los ARN
totales se transcribieron de forma inversa en ADNc mediante RT-PCR (TIANGEN, KR103-04) y se midio
la expresion de IFN-B e IL-6 mediante PCR cuantitativa (TAKARA, RR820A). Las secuencias de los

cebadores se enumeraron en el cuadro anterior.
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Ensayo de actividad reguladora transcripcional de p53

Los plasmidos que expresan ADNc de TP53%33X y |os plasmidos que expresan ARNar se
cotransfectaron en células HEK293T TP537/-, junto con plasmidos reporteros en cis
p53-Luciérnaga-luciferasa (YRGene, VXS0446) y plasmidos Renilla-luciferasa (un regalo del
Laboratorio de Z. Jiang, Universidad de Pekin) para detectar la actividad reguladora transcripcional de
p53. 48 horas después, las células se recolectaron y analizaron con el sistema de ensayo de luciferasa
Promega Dual-Glo (Promega, E4030) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, se
agregaron 150 pl de reactivo de luciferasa Dual-Glo al sedimento celular cosechado y, 30 minutos
después, se midid la luminiscencia de luciérnaga agregando 100 pl de reactivo de luciferasa Dual-Glo
(lisis celular) a una placa blanca de 96 pozos con el lector Infinite M200 (TECAN). 30 minutos mas
tarde, se afiadieron secuencialmente 100 pl de terminacion Dual-Glo y reactivo Glo a cada pozo para
medir la luminiscencia de Renilla y calcular la relacién entre la luminiscencia de luciérnaga vy la
luminiscencia de Renilla.

Electroporacion en celdas primarias

Para la electroporacion de plasmidos que expresan ARNar en fibroblastos pulmonares
primarios humanos o células epiteliales bronquiales primarias humanas, se electroporaron 20 ug de
plasmidos con el dispositivo Nucleofector™ 2b (Lonza) y el kit Basic Nucleofector™ (Lonza, VPI-1002),
y el programa de electroporacién fue U-023. Para la electroporacion de plasmidos que expresan ARNar
en células T primarias humanas, se electroporaron 20 ug de plasmidos en T primaria humana con el
dispositivo Nucleofector™ 2b (Lonza) y el kit Nucleofector™ de células T humanas (Lonza, VPA-1002),
y el programa de electroporacion fue T-024. Cuarenta y ocho horas después de la electroporacion, las
células se clasificaron y recolectaron mediante el ensayo FACS y luego se sometieron a la siguiente
secuenciacion profunda para el ensayo de edicion de ARN dirigido. La eficacia de la electroporacion se
normalizd segln el marcador de fluorescencia.

Para la electroporacion de ARNar quimiosintético o ARN de control en células T
primarias humanas o células GM06214 primarias, se disolvid oligo de ARN en 100 pl de medio
opti-MEM (Gbico, 31985070) con la concentracion final 2 pM. A continuacion, se resuspendieron 1 x
10E6 células GM06214 o 3 x 10E6 células T con la mezcla de electroporacion anterior y se
electroporaron con dispositivo Agile Pulse In Vivo (BTX) a 450 V durante 1 ms. Luego, las células se
transfirieron a un medio de cultivo caliente para los siguientes ensayos.

Ensayo de actividad catalitica de a-L-iduronidasa (IDUA)

El sedimento de células recolectadas se resuspendid y se lisd con 28 pl de Triton X-100
al 0.5% en regulador de pH 1xPBS en hielo durante 30 minutos. Y luego se agregaron 25 pl de la lisis
celular a 25 pl de de sustrato de 4-metilumbeliferil-a-L-iduronidasa 190 uM (Cayman, 2A-19543-500),

que se disolvié en regulador de pH de formiato de sodio 0.4 M que contenia Triton X-100 al 0.2%, pH
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3.5 y se incubd durante 90 minutos a 37°C en la oscuridad. La reaccién catalitica se templd mediante la
adicién de 200 pl de regulador de pH de NaOH/glicina 0.5 M, pH 10.3, y luego se centrifugd durante 2
minutos a 4°C. El sobrenadante se transfirié a una placa de 96 pozos y se midid la fluorescencia a una
longitud de onda de excitacién de 365 nm y una longitud de onda de emisién de 450 nm con un lector
Infinite M200 (TECAN).

EJEMPLO 1
Prueba del método de ediciéon de ARN de la invencién en un reportero

Se ha informado que las proteinas de la familia Cas13 (C2c2) pueden editar ARN en
células de mamiferos. Ademas, probamos este sistema en varias condiciones. Primero, construimos un
sistema indicador de fluorescencia dual basado en la fluorescencia de mCherryy EGFP mediante la
introduccién de una secuencia de direccionamiento del enlazador 3 x GS que contiene el codon de
terminacion entre el gen mCherry y EGFP. Ademas, eliminamos el coddn de inicio ATG de EGFP para
reducir la pérdida de traduccion de EGFP.

El reportero-1 de fluorescencia dual comprende la secuencia de mCherry (SEQ ID
NO:1), la secuencia que comprende el enlazador 3xGS y la A dirigida (SEQ ID NO:2), y la secuencia de
eGFP (SEQ ID NO:3).
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACATGGAGG
GCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACC
GCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACG
GCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAA
GTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGG
CGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACC
ATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGG
CTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAG
CTGCCCGGCGCCTACAACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACA
GTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAG (secuencia de mCherry)
(SEQ ID NO:1)
CTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGGCGGAGGAGGCAGCGGCGGAGGAGGCAGCAGAAGGTATACACG
CCGGAAGAATCTGTAGAGATCCCCGGTCGCCACC (secuencia que comprende el enlazador 3xGS (se
muestra como caracteres en cursiva y negrita) y la A dirigida (se muestra como A mas grande y en
negrita)) (SEQ ID NO:2)
GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGC
CACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCA
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CCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCG
CTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACC
ATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACC
GCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAA
CAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACA
TCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGC
TGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGT
CCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAA (secuencia de
eGFP) (SEQ ID NO:3)

El reportero-2 de fluorescencia dual comprende la secuencia de mCherry (SEQ ID NO:
1), la secuencia que comprende el enlazador 3xGS (mostrada en cursiva y negrita) y la A dirigida
(mostrada como A mas grande y en negrita) (SEQ ID NO:4) , y secuencia de eGFP (SEQ ID NO: 3).

CTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGGCGGAGGAGGCAGCGGCGGAGGAGGCAGCGC
CTGCTCGCGATGCTAGAGGGCTCTGCCA (secuencia que comprende el enlazador 3xGS (se muestra
como caracteres en cursiva y negrita) y la A dirigida (se muestra como caracteres mas grandes y en
negrita)) (SEQ ID NO:4))

El reportero-3 de fluorescencia dual comprende la secuencia de mCherry (SEQ ID NO:
1), la secuencia que comprende el enlazador 1xGS (que se muestra como caracteres en cursiva y
negrita) y la A dirigida (SEQ ID NO:5), y la secuencia de eGFP (SEQ ID NO:3).

CTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCTAGAGGGCTCTGCCA
(secuencia que comprende el enlazador 1xGS (que se muestra en cursiva y negrita) y la A dirigida (que
se muestra como A mas grande y en negrita)) (SEQ ID NO:5)

Clonamos mCherry-enlazador 3xGS-TAG-EGFP en pLenti-estructura fundamental, y el
plasmido reportero se empaquetd en lentivirus, que infectd células 293T que construian una linea
celular estable que expresaba el reportero de fluorescencia dual. Luego, seleccionamos un solo clon
con un fondo de fluorescencia de EGFP bajo como sistema reportero. Colocamos en mosaico guia de
ARNcr de LbucC2c2 con espaciadores de 28 a 78 nucledtidos de largo a través de la adenosina dirigida
para probar el disefio de ARNcr dptimo. Encontramos que las guias de ARNcr mas largas conferian una
mayor eficiencia positiva de EGFP. Sorprendentemente, cuando transfectamos plasmidos de ARNcr
dirigidos sin cotransfeccion de ningln plasmido que exprese dC2c2-ADARDD, la proteina EGFP se
expresa sustancialmente. Por ejemplo, la guia de ARNcr con la secuencia:
GGACCACCCCAAAAAUGAAUAUAACCAAAACUGAACAGCUCCUCGCCCUUGCUCACUGGCAGAGCCCUCCAG
CAUCGCGAGCAGGCGCUGCCUCCUCCGCC (SEQ ID NO: 6) conferia una eficiencia positiva de EGFP
superior al 25%. Esto indica que la adenina en el codén de terminacion UAG se edita en gran medida.

Por el contrario, el ARNcr aleatorio no pudo convertir las células EGFP negativas en positivas (figuras
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6A, 6B y 6C). Basandonos en estos resultados, inferimos que la sobreexpresién de un transcripto de
ARN por si solo podria aprovechar la enzima ADAR enddgena para editar el ARN.

Ademas, eliminamos la secuencia de ARN de andamio en las guias de ARN, creando un
ARN guia lineal. Encontramos ARN de 70 nucleétidos de longitud
(AAACCGAGGGAUCAUAGGGGACUGAAUCCACCAUUCUUCUCCCAAUCCCUGCAACUCCUUCUUCCCCUGC(
SEQ ID NO: 7)) complementario al ARN dirigido con un desajuste A-C podria convertir de manera
eficiente las células negativas EGFP en células positivas EGFP, mientras que el ARN aleatorio 70-nt
(UGAACAGCUCCUCGCCCUUGCUCACUGGCAGAGCCCUCCAGCAUCGCGAGCAGGCGCUGCCUCCUCCGCC(
SEQ ID NO: 8)) no pudo (figuras 1A, 1B, 1C y 1D). Por lo tanto, designamos este ARN como ARNd
(ARN de reclutamiento de desaminasas). Para verificar que la ADAR enddgena celular podria ser
reclutada para llevar a cabo la desaminacion de la adenina por el ARNd, realizamos experimentos en
las lineas celulares 293T de doble desactivadas Adarl p110 y Adarl p150 (figuras 6E y 6F). Porque
Adarl se expresa de forma ubicua, mientras que Adar2 se expresa principalmente en el cerebro a alto
nivel. Asi que propusimos que la desaminacion de adenina dirigida por ARNd estaba mediada
principalmente por Adarl pero no por Adar2. Como se esperaba, el ARNd dirigido no podria
desencadenar la expresion de EGFP en células 293T-Adar1-/-, pero la sobreexpresion de Adarl p110,
p150 o Adar2 exdgena podria rescatar la expresién de EGFP en células 293T-Adar1-/- (figuras 1E y 1F),
lo que sugiere que en las células 293T, el ARNd podria reclutar Adarl o Adar2 para mediar en la
desaminacion de adenina en un ARN objetivo. Ademas, encontramos que Adar1-p110 y Adar2 tienen
una mayor actividad de edicion que Adar1-p150 (figura 1G y la figura 6G), posible debido a la diferente
localizacién celular de Adar1-p110 y Adar1-p150.

Para determinar que la restauracion de la fluorescencia de EGFP se debid a los eventos
de edicién de ARN de direccionamiento, medimos directamente la edicion mediada por ARNd de los
transcriptos del reportero-2 a través de RT-PCR seguida de secuenciacion de Sanger dirigida y
secuenciacion de préxima generacion. Los resultados de la secuenciacién mostraron la conversion de
bases A a G en la adenina objetivo (sitio de desajuste A-C) y la tasa de edicidn podria alcanzar el 13%
(figura 6H vy la figura 1H). Ademas, también observamos una edicion leve de A a G durante las
ventanas de secuencia cerca de la adenina dirigida, muy posiblemente debido al aumento de las
regiones de ARN duplex, mas tarde, intentariamos deshacernos de la edicion inesperada con varias

estrategias.

EJEMPLO 2
Optimizacidn de los factores para disefiar ARNd

A continuacién, nos propusimos optimizar el ARNd para lograr una mayor eficiencia de
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edicion. Primero, nuestro objetivo fue determinar qué base en el sitio opuesto de la adenina objetivo
favorece la edicidén. Estudios anteriores mostraron que la base opuesta de la adenosina dirigida
afectaria la edicién de manera eficiente. Por lo tanto, disefiamos ARNd 71nt con un desajuste N (A, U,
Cy G) en la posicion media opuesta al objetivo A. Segun los resultados de FACS, encontramos que los
cuatro ARNd diferentes se editan de manera eficiente de la siguiente manera: C> A> U> G (figuras 2A
y 2B). Recientemente, se ha informado de que una pequeia burbuja en el sitio UAG objetivo puede ser
beneficiosa para la eficiencia de la edicion. Por lo tanto, disenamos ARNd que contienen dos o tres
bases de desajuste con el sitio UAG objetivo para probar nuestra hipotesis. Se disefaron y
construyeron 16 ARNd 71-nt diferentes en el vector ARNd con marcador BFP utilizando el método de
clonacion Golden Gate. Encontramos que los ARNd con secuencia CCA y GCA son de la mayor eficiencia,
lo que significa que la pequefia burbuja contribuye poco a la edicidon A-I, al menos en el caso del sitio
objetivo UAG. Ademas, cuatro ARNd de la secuencia de NCA tienen un mayor porcentaje de células
positivas para GFP, lo que lleva a la conclusidn de que el par de bases U-A complementarias puede ser
importante para la edicion de ADAR (figuras 2C y 2D). Posteriormente, probamos la eficiencia de
diferentes longitudes de ARNd basados en el reportero. Los ARNd se disefiaron con un desajuste C en
la posicion media con diferentes longitudes que van desde 31-nt a 221-nt. Descubrimos que la
eficiencia de edicion aumenta con un ARNd mas largo. El pico de edicidn del sistema reportero se
encuentra en ARNd 171-nt. El ARNd de 51-nt podria iluminar el sistema indicador con una buena
eficiencia (18%) (figuras 2E y 2F). Finalmente, examinamos si la posicion del desajuste C del ARNd
afecta la eficiencia de edicion. Los ARNd se mantuvieron con la misma longitud de 71-nt, se disefid un
desajuste C en una posicion diferente desde el comienzo de la transcripcién. Basandonos en los
resultados de FACS, encontramos que la ubicacién del desajuste opuesto C podria afectar la eficiencia
de edicion, y el desajuste C ubicado en 5’ 0 3’ del ARNd tiene una eficiencia menor (figuras 2G y 2H).
Se construyeron 16 reporteros diferentes que comprenden secuencias objetivo que
contienen todos los posibles motivos de 3 bases mediante clonacion de Gibson, y luego se clonaron en
la estructura fundamental pLenti (pLenti-CMV-MCS-SV-Bsd, Stanley Cohen Lab, Universidad de
Stanford). Las secuencias objetivo se muestran a continuacion.
Secuencias objetivo que contienen todos los motivos de 3 bases posibles:
TAT:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCTATAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 9)
TAA:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCTAAAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 10)
TAC:
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ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCTACAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 11)

TAG:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCTAGAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 12)

AAT:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCAATAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 13)

AAA:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCAAAAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 14)

AAC:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCAACAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 15)

AAG:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCAAGAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 16)

CAT:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCCATAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 17)

CAA:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCCAAAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 18)

CAC:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCCACAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 19)

CAG:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCCAGAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 20)

GAT:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCGATAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 21)

GAA:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCGAAAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 22)
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GAC:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCGACAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 23)

GAG:
ATGGACGAGCTGTACAAGCTGCAGGGCGGAGGAGGCAGCGCCTGCTCGCGATGCGAGAGGGCTCTGCCAGTG
AGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC (SEQ ID NO: 24)

Los ARNd se mantuvieron con la misma longitud de 111 pb y disefiaron un desajuste C en el centro
hacia el objetivo A.

En el grupo de cultivo celular de 12 pozos, se sembraron en placa 2x10° células
HEK293T en cada pozo y cada experimento se realizd para tres repeticiones. 24 horas después, se
cotransfectaron 0.5 pg de plasmido de ARNd y 0.5 pg de plasmido objetivo reportero a las células
utilizando el reactivo de transfeccion de DNA X-tremeGENE HP (Roche). 48 horas mas tarde, las células
se tripsinizaron y se seleccionaron para células positivas para mCherry a través de FACS (BD). Se
recogid un total de 4x10° células y se extrajo el ARN total usando el kit de células/bacterias ARNprep
puro (TIANGEN DP430). Los ADNc se sintetizaron a partir de 2 pg de ARN total usando el kit
Quantscript RT (TIANGEN KR103-04). Y las 111 regiones objetivo se amplificaron mediante PCR y se
enviaron para una secuenciacion profunda.

Encontramos que los 16 motivos de 3 bases diferentes pueden editarse a través de un
método de edicion de ARN ejemplar de la presente solicitud, aunque con una eficiencia variable. En
resumen, los resultados indican que el vecino mas cercano 5’ de A que se va a editar tiene Ide
preferencia U > Cx=A > Gy el vecino mas cercano 3' de A que se va a editar tiene la preferencia G
> C > A=U. Los datos se presentaron como grafico de barras en la figura 3A 0 mapa de calor de la

figura 3B.

EJEMPLO 3
Edicidon de ARN transcrito a partir de genes endégenos

A continuacion, probamos si el ARNd pudiera mediar el ARNm transcrito de genes
endodgenos. Disefiamos ARNd dirigido a cuatro genes KRAS, PPIB, B-Actina y GAPDH. Para el ARNm de
KRAS, disefiamos ARNd de 91, 111, 131, 151, 171 y 191 nucledtidos de longitud (figura 4A) con
secuencias como se muestra a continuacion.
91-nt KRAS-ARNd
UAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCUUGCCUACGCCACCAGCUCCAACCACCACAAGUUUAUAUUCAGUCAUUU
UCAGCAGGCCUCUCUCCCGC (SEQ ID NO: 25)
111-nt KRAS-ARNd
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GAUUCUGAAUUAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCUUGCCUACGCCACCAGCUCCAACUACCACAAGUUUAUAU
UCAGUCAUUUUCAGCAGGCCUCUCUCCCGCACCUGGGAGC (SEQ ID NO: 26)

131-nt KRAS-ARNd
UCCACAAAAUGAUUCUGAAUUAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCUUGCCUACGCCACCAGCUCCAACUACCAC
AAGUUUAUAUUCAGUCAUUUUCAGCAGGCCUCUCUCCCGCACCUGGGAGCCGCUGAGCCU (SEQ ID NO:
27)

151-nt KRAS-ARNd
AUCAUAUUCGUCCACAAAAUGAUUCUGAAUUAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCUUGCCUACGCCACCAGCUC
CAACCACCACAAGUUUAUAUUCAGUCAUUUUCAGCAGGCCUCUCUCCCGCACCUGGGAGCCGCUGAGCCUC
UGGCCCCGC (SEQ ID NO: 28)

171-nt KRAS-ARNd
CUAUUGUUGGAUCAUAUUCGUCCACAAAAUGAUUCUGAAUUAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCUUGCCUACG
CCACCAGCUCCAACCACCACAAGUUUAUAUUCAGUCAUUUUCAGCAGGCCUCUCUCCCGCACCUGGGAGCC
GCUGAGCCUCUGGCCCCGCCGCCGCCUUC (SEQ ID NO: 29)

191-nt KRAS-ARNd
UAGGAAUCCUCUAUUGUUGGAUCAUAUUCGUCCACAAAAUGAUUCUGAAUUAGCUGUAUCGUCAAGGCACU
CUUGCCUACGCCACCAGCUCCAACCACCACAAGUUUAUAUUCAGUCAUUUUCAGCAGGCCUCUCUCCCGCA
CCUGGGAGCCGCUGAGCCUCUGGCCCCGCCGCCGCCUUCAGUGCCUGCG (SEQ ID NO: 30)

Los resultados de la secuenciacion de proxima generacion mostraron que los ARNd podrian editar el
ARNm de KRAS objetivo con hasta un 11.7% de eficiencia de edicidn (figura 4B). Para el ARNm de PPIB
enddgeno, los tres sitios se enfocaron: sitiol, sitio2 y sitio3. Disenamos ARNd de 151 nucledtidos de
largo para cada sitio (figura 4C) con secuencias como se muestra a continuacion.

PPIB-ARNd de 151-nt (sitio 1)
GAGGCGCAGCAUCCACAGGCGGAGGCGAAAGCAGCCCGGACAGCUGAGGCCGGAAGAGGGUGGGGCCGCG
GUGGCCAGGGAGCCGGCGCCGCCACGCGCGGGUGGGGGGGACUGGGGUUGCUCGCGGGCUCCGGGCGGG
CGGCGGGCGCCG (SEQ ID NO: 31)

PPIB-ARNd de 151-nt (sitio 2)
UCCUGUAGCUAAGGCCACAAAAUUAUCCACUGUUUUUGGAACAGUCUUUCCGAAGAGACCAAAGAUCACCC
GGCCCACAUCUUCAUCUCCAAUUCGUAGGUCAAAAUACACCUUGACGGUGACUUUGGGCCCCUucuUUcCUuC
UCAUCGGCC (SEQ ID NO: 32)

PPIB-ARNd de 151-nt (sitio 3)
GCCCUGGAUCAUGAAGUCCUUGAUUACACGAUGGAAUUUGCUGUUUUUGUAGCCAAAUCCUUUCUCUCCU
GUAGCCAAGGCCACAAAAUUAUCCACUGUUUUUGGAACAGUCUUUCCGAAGAGACCAAAGAUCACCCGGCC
UACAUCUUCA (SEQ ID NO: 33)

Los resultados de la secuenciacion de préxima generacion mostraron que el ARNd podria editar el sitio
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1 del ARNm de PPIB de manera eficiente con una tasa de edicion de hasta el 14% (figura 4D). Para el
sitio 2 y el sitio 3 del ARNm de PPIB, la eficiencia de edicion fue del 1.5% y del 0.6% (figura 4E y 4F).
Para el ARNm de B-actina endégeno, seleccionamos dos sitios objetivo y diseflamos ARNd para cada
sitio (figura 4G) con secuencias como se muestra a continuacion.

72-nt B-Actina-ARNd (sitio 1)
GCGCAAGUUAGGUUUUGUCAAGAAAGGGUGUAACGCAACCAAGUCAUAGUCCGCCUAGAAGCAUUUGCGG
UG (SEQ ID NO: 34)

131-nt B-Actina-ARNd (sitio 1)
GCCAUGCCAAUCUCAUCUUGUUUUCUGCGCAAGUUAGGUUUUGUCAAGAAAGGGUGUAACGCAACCAAGU
CAUAGUCCGCCUAGAAGCAUUUGCGGUGGACGAUGGAGGGGCCGGACUCGUCAUACUCCUG (SEQ ID NO:
35)

70-nt B-Actina-ARNd (sitio 2)
GGACUUCCUGUAACAACGCAUCUCAUAUUUGGAAUGACCAUUAAAAAAACAACAAUGUGCAAUCAAAGUC
(SEQ ID NO: 36)

Encontramos que el ARNd podria editar el ARNm de B-actina tanto en el sitio 1 como
en el sitio 2, con una eficiencia de edicion de hasta el 1.4% para cada sitio (figura 4H y la figura 8A).
También observamos que el ARNd mas largo conferia una mayor eficiencia de edicién, con un 0.6%
para el ARNd-71nt y un 1.4% para el ARNd-131nt (figura 3H). Para otro gen de limpieza GAPDH,
usamos ARNd 71nt
(CAAGGUGCGGCUCCGGCCCCUCCCCUCUUCAAGGGGUCCACAUGGCAACUGUGAGGAGGGGAGAUUCAGU
G (SEQ ID NO: 37)), vy la eficiencia de edicién es del 0.3%, tal vez debido a la corta longitud del ARNd
(figura 8B).

EJEMPLO 4

Analisis fuera del objetivo en un método LEAPER ejemplar

Para la aplicacion terapéutica, la precision de la edicion es fundamental. A
continuacion, intentamos caracterizar la especificidad de un sistema de edicion de ARN ejemplar de la
presente solicitud. Seleccionamos el sitio PPIB enddgeno 1 y el sitio KRAS para el analisis. Para el sitio
1 de PPIB, pudimos ver que durante las regiones cubiertas de ARNd, habia varias bases A flanqueando
el A76 objetivo, como A22, A30, A33, A34, A39, A49, A80, A91, A107 y A140. Reveld que las bases A
flanqueantes apenas se editaron, mientras que la base A76 objetivo (desajuste A-C) mostrd hasta un
14% de eficiencia de edicidn (figuras 5A y 5B).

En cuanto al sitio KRAS, pudimos ver en la regidén cubierta de ARNd, hay muchas

adeninas flanqueando la base A56 dirigida, hasta 29 bases A flanqueantes. A partir de los resultados



10

15

20

25

30

35

72

de la edicion de ARNm de KRAS, encontramos que mientras que la base A56 dirigida (desajuste A-C)
mostraba hasta un 11.7% de eficiencia de edicién, la adenina flanqueante podia editarse (figuras 5C y
5D). Se editaron una variedad de adeninas no dirigidas, mientras que las adeninas como A41, A43, A45,
A46, A74, A79 mostraron mas edicién. Encontramos que el vecino 5’ mas cercano de esas bases A no
editadas era G o C, mientras que el vecino 5' mas cercano de esas adeninas editadas eficientemente
era T o A. Con base en esta observacion, nos propusimos disefiar ARNd para minimizar el fuera de
destino edicion de aquellas adeninas que son propensas a ser editadas. En nuestro estudio, hemos
encontrado que ADAR preferia el desajuste A-C a A-A, A-U, y el desajuste A-G era el menos preferido.
Por lo tanto, propusimos que para las bases A fuera de la focalizacion en las que el vecino mas cercano
de 5’ era U 0 A, la falta de desajuste A-G podria reducir o disminuir los efectos fuera de la focalizacién.
Un estudio anterior informd que el desajuste A-G podria bloquear la edicién de desaminacién por
ADAR.

Asi que a continuacién disefiamos tres tipos de variantes de ARNd 91-nt y cuatro tipos
de variantes de ARNd 111-nt (con secuencias como se muestra a continuaciéon) que contienen
diferentes combinaciones de desajustes A-G basados en los resultados estadisticos de la figura 5D y
conocimiento existente: ARNd-AG1 (A41, A46, A74); ARNd-AG2 (A41, A43, A45, A46, A74, A79);
ARNd-AG3 (A31, A32, A33, A41, A43, A45, A46, A47, A74, A79); ARNd-AG4 (A7, A31, A32, A33, A40,
A41, A43, A45, A46, A47, A74, A79, A95) (figura 4E).

KRAS-ARNd-91-AG2
UAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCgUGCCgACGCCACCAGCUCCAACCACCACAAGgggAgAgUCAGUCAggguC
AGCAGGCCUCUCUCCCGC (SEQ ID NO: 38)

KRAS-ARNd-91-AG3
UAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCUUGCCgACGCCACCAGCUCCAACCACCACAAGUgUAUAgUCAGUCAUUUU
CAGCAGGCCUCUCUCCCGC (SEQ ID NO: 39)

KRAS-ARNd-91-AG4
UAGCUGGAUCGUCAAGGCACUCGUGCCGACGCCACCAGCUCCAACCACCACAAGGGGAGAGGCAGUCAGGG
UCAGCAGGCCUCUCUCCCGC (SEQ ID NO: 40)

KRAS-ARNd-111-AG1
GAUUCUGAAUUAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCUUGCCgACGCCACCAGCUCCAACCACCACAAGUgUAUAgU
CAGUCAUUUUCAGCAGGCCUCUCUCCCGCACCUGGGAGC (SEQ ID NO:41)

KRAS-ARNd-111-AG2
GAUUCUGAAUUAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCgUGCCgACGCCACCAGCUCCAACCACCACAAGUggAgAgU
CAGUCAUUUUCAGCAGGCCUCUCUCCCGCACCUGGGAGC (SEQ ID NO:42)

KRAS-ARNd-111-AG3
GAUUCUGAAUUAGCUGUAUCGUCAAGGCACUCgUGCCgACGCCACCAGCUCCAACCACCACAAGgggAgAgu
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CAGUCAgggUCAGCAGGCCUCUCUCCCGCACCUGGGAGC (SEQ ID NO:43)

KRAS-ARNd-111-AG4
GCUCCCCGGUGCGGGAGAGAGGCCUGCUGACCCUGACUGCCUCUCCCCUUGUGGUGGUUGGAGCUGGUGG
CGUCGGCACGAGUGCCUUGACGAUCCAGCUAAUUCAGAAUC (SEQ ID NO: 44)

Luego, estos ARNds se transfectaron en células HEK293T y un vector vacio y un control de ARNd no
dirigido a 71-nt:
(TCTCAGTCCAATGTATGGTCCGAGCACAAGCTCTAATCAAAGTCCGCGGGTGTAGACCGGTTGCCATAGGA
(SEQ ID NO: 45)) se utilizaron como controles negativos. Para los ARNd 91-nt, los resultados de la
secuenciacion profunda mostraron que la edicion en el objetivo (A56) se redujo al 2.8% para el
ARNd-91-AG2, al 2.3% para el ARNd-91-AG3 y al 0.7% para el ARNd-91-AG4, en comparacion con la
eficiencia de edicidn en el objetivo (A56) del 7.9% para el ARNd-91 sin desajuste de A-G (figura 4F).
Para los ARNd 91-nt, la edicion en el objetivo (A56) se redujo al 5.1% para el ARNd-111-AG2 y al 4.9%
para el ARNd-111-AG3 en comparacion con la eficiencia de la edicion en el objetivo (A56) del 15.1%
para el ARNd- 111 sin desajuste de A-G (figura 4F), lo que indica un ARNd mas largo que podria tener
mas desajustes A-G. Entonces, a continuacién, seleccionamos ARNd 111-nt para un analisis detallado
fuera del objetivo. La edicién de las bases A flanqueantes se borrd drasticamente excepto para A7 y
A79 (figura 4G). Para la base A7, el efecto fuera del objetivo podria prevenirse mediante un disefio
adicional de desajuste A-G en este sitio, que esta ausente en el disefio actual de ARNd. Para la base
A79, la introduccidn de dos desajustes A-G adyacentes A78/A79 podria ayudar a eliminar los efectos
fuera del objetivo. Basandose en tales resultados, la aplicacién de los sistemas de edicién de ARN de la

presente solicitud para curar enfermedades genéticas es muy prometedora y alentadora.

EJEMPLO 5
Probando un método LEAPER ejemplar en multiples lineas celulares

A través de los resultados en células HEK293T, supusimos que el ARN de doble cadena
formado por el ARNd lineal y su ARN objetivo podria reclutar una proteina ADAR enddgena para la
edicién A-I. Para confirmar la hipétesis, elegimos mas lineas celulares para probar nuestro método de
edicion de ARN. Los resultados se muestran en la figura 9. Esos resultados en multiples lineas celulares
demostraron la universalidad de nuestro método de edicién de ARN. En primer lugar, a pesar de las
diversas eficiencias de edicion, el uso de ARNd para reclutar ADAR enddgena fue adecuado para
multiples lineas celulares humanas, que se origind a partir de 7 tejidos y érganos diferentes. Ademas,
este método no solo podria funcionar en células humanas, sino también en células de raton, lo que

brinda la posibilidad de realizar experimentos en un raton.
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EJEMPLO 6

Aprovechamiento de ADAR enddgena para la edicion de ARN

En un intento por explorar una plataforma de edicion de ARN eficiente, fusionamos el
dominio desaminasa del mutante E1008Q hiperactivo ADAR1 (ADAR1pp)* con el LbuCas13 inactivo
catalitico (dCas13a), un efector CRISPR dirigido a ARN guiado por ARN#! (figura 10A). Para evaluar la
eficiencia de edicién de ARN, construimos un reportero sustituto que alberga genes mCherry y EGFP
ligados por una secuencia que comprende una regién codificante de 3x GGGGS y un coddn de
terminacion UAG en marco (reportero-1, figura 10B). Las células transfectadas con reportero solo
expresaron la proteina mCherry, mientras que la edicion dirigida en el UAG del transcripto reportero
podria convertir el coddn de terminacion en UIG y, en consecuencia, permitir la expresion de EGFP
corriente abajo. Dicho reportero nos permite medir la eficiencia de edicién de A a I a través del
monitoreo del nivel de EGFP. A continuacion, disefiamos ARNcr impulsados por el promotor hU6 (ARN
de CRISPR) que contienen andamios 5’ sometidos al reconocimiento de Cas13a y longitudes variables
de secuencias espaciadoras para el direccionamiento (ARNcr¢132, siguiendo las secuencias de ARNcr
de LbuCas13).

Secuencias de ARNcr de LbuCas13

Nombre Secuencia Fuente
Andamio de ARNcr Ggaccaccccaaaaaugaa acuaaaac
de 9 (SEQ 1D ,%lo_ggg)g Figura 10
LbuCas13/Cas13a )
Aaaccgagggaucauaggggacugaauccaccauucuucucccaauc
ARNcr7o Ctrl ccugcaacuccuucuuccccuge Figura 10
(SEQ ID NO: 47)
Espaciador de gcagagccucCagc .
ARNCris (SEQ ID NO: 48) Figura 10
Espaciador de cucacuggcagagccucCagc .
ARNCr2 (SEQ ID NO: 49) Figura 10
Espaciador de cccuugcucacuggcagagcecucCagce Figura 10
ARNCr2s (SEQ ID NO: 50) 9
Espaciador de cucucgcccuugcucacuggcagagccucCagce Figura 10
ARNCr3s (SEQ ID NO: 51) 9
Espaciador de cucucgcccuugcucacuggcagagccucCagcaucge Figura 10
ARNCr40 (SEQ ID NO: 52) 9
Espaciador de ugaacagcucucgcccuugcucacuggcagagcecucCagcaucgc Figura 10
ARNCr47 (SEQ ID NO: 53) 9
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ugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccucCagcaucgc
gagcaggcgcugccuccuccgec Figura 10
(SEQ ID NO: 54)

Espaciador de
ARNcr7o

Todas las secuencias complementarias a los transcriptos objetivo contienen CCA
opuesto al codon UAG para introducir un emparejamiento incorrecto de citidina (C) con la adenosina (A)
(figura 10B) porque la desaminacion de adenosina se produce preferentemente en el sitio de desajuste
AC'314, Para probar la longitud dptima del ARNcr, se coexpresaron ARNcr no dirigidos o dirigidos de
diferentes longitudes con proteinas dCas13a-ADAR1op en células HEK293T que expresan de manera
estable el reportero-1. Se observaron efectos de edicion de ARN evidentes indicados por la aparicion
de expresion de EGFP con ARNcr que contenian secuencias coincidentes de al menos 40-nt de longitud,
y cuanto mas largos eran los ARNcr, mayor era el porcentaje positivo de EGFP (figura 10C).
Sorprendentemente, la expresion de ARNcr®®132 |arga sola parecid suficiente para activar la expresion
de EGFP, y la coexpresion de dCas13a-ADAR1pp disminuyd bastante la actividad de ARNcr (figuras 10C,
10d). La expresion de EGFP era claramente dependiente de la secuencia porque el ARN de control de
70-nt (exclusivo del andamio 5'para el calculo de la longitud) no podia activar la expresion de EGFP
(figuras 10C, 10D).

Con el sorprendente hallazgo de que ciertos ARNcrCasi3a de ingenieria larga
permitian la edicién de ARN independiente de dCas13a-ADAR1op, decidimos eliminar la secuencia de
andamio de reclutamiento de Cas13a del ARNcr. Debido a que el ARNcro tenia la actividad mas alta
para desencadenar la expresion de EGFP (figuras 10C, 10D), elegimos el mismo ARN guia de 70-nt de
largo sin el andamio de reclutamiento de Cas13a para una prueba adicional (figura 11Ay las siguientes

secuencias de ARNars y control ARN utilizados en los ejemplos).

Nombre Secuencia (5' ---> 3') Fuente
Aaaccgagggaucauaggggacugaauccaccauucuucucccaaucccugcaacuccuucuucce
ARNCcr7 Ctrl cugc
(SEQ ID NO: 55) Figura
ugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucCagcaucgcgagcaggcgcugcecuccuc 11
ARNar cgcc

(SEQ ID NO: 56)
Ucucaguccaauguaugguccgagcacaagcucuaaucaaaguccgcggguguagaccgguugec

ARNcr71 Ctrl auagga figura
(SEQ ID NO: 57) 14y
acagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucCagcaucgcgagcaggegeugecuccuccgee | figura

ARNar7; gcug 16

(SEQ ID NO: 58)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccucAagcaucgcgagcaggcgcugccuccuccgec
ARNar71-CAA gcug

(SEQ ID NO: 59)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucUagcaucgcgagcaggegeugecuccucegece | figura
ARNar71-CUA gcug 16A

(SEQ ID NO: 60)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucGagcaucgcgagcaggcgcugcecuccuccgec

gcug

ARNar7;-CGA
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(SEQ ID NO: 61)

ARNar71-GCA

acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuGCAgcaucgcgagcaggegcugccuccuccge
cgcug
(SEQ ID NO: 62)

ARNar71-UCA

acagcuccucgcccuugcucacuggcagageccuUCAgcaucgcgagcaggcgcugccuccuccge
cgcug
(SEQ ID NO: 63)

ARNar7;-ACA

acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuACAgcaucgcgagcaggegeugecuccuccge

cgcug
(SEQ ID NO: 64)

ARNar7;-CCU

acagcuccucgcccuugcucacuggcagageccuCCUgcaucgcgagcaggegcugccuccuccge

cgcug
(SEQ ID NO: 65)

ARNar7;-GCU

acagcuccucgcccuugcucacuggcagageccuGCUgcaucgcgagcaggegcugecuccuccge

cgcug
(SEQ ID NO: 66)

ARNar7:-UCU

acagcuccucgeccuugeucacuggcagageccuUCUgcaucgegageaggegeugecuccuccge

cgcug
(SEQ ID NO: 67)

ARNar1-ACU

acagcuccucgeccuugeucacuggcagageccuACUgcaucgcgagcaggegeugecuccuccge
cgeug

(SEQ ID NO: 68) figura
acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuCCCgcaucgcgagcaggegcugcecuccuccge 16B,
ARNar71-CCC cgcug 16C
(SEQ ID NO: 69)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuGCCgcaucgcgagcaggcgeugecuccuccge
ARNar7;-GCC cgcug
(SEQ ID NO: 70)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuUCCgcaucgcgagcaggcgcugecuccuccge
ARNar7;-UCC cgcug
(SEQ ID NO: 71)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuACCgcaucgcgagcaggcegcugccuccuccge
ARNar71-ACC cgcug
(SEQ ID NO: 72)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuCCGgcaucgcgagcaggcgcugecuccuccge
ARNar71-CCG cgcug
(SEQ ID NO: 73)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuGCUgcaucgcgagcaggegcugccuccuccge
ARNar71-GCG cgcug
(SEQ ID NO: 74)
acagcuccucgcccuugcucacuggcagagccculCGgcaucgcgagcaggcgcugccuccuccge
ARNar7,-UCG cgcug(SEQ ID NO: 75)
ARNar,1-ACG acagcuccucgcccuugcucacuggcagagcccuACGgcaucgcgagcaggcgcugecuccuccge
cgcug(SEQ ID NO: 76)
ARNars1-Repor acuggcagagcccucCagcaucgcgagcagg
tero-1 (SEQ ID NO: 77)
ARNars;-Repor gcccuugceucacuggcagageccucCagcaucgcgagcaggcgcugecucc fiqura
tero-1 (SEQ ID NO: 78) 9
16Dy
ARNare1-Repor | acagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucCagcaucgcgagcaggcgcugccuccuccgec f|gzu7ra

tero-1

gcug(SEQ ID NO: 79)

ARNarm—Repo

rtero-1

accccggugaacageuccucgceccuugeucacuggcagageccucCagcaucgcgagcaggegeug
ccuccuccgecgeugecuccuccge
(SEQ ID NO: 80)




ARNar131—Repo
rtero-1
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gcucgaccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccucC
agcaucgcgagcaggegeugecuccuccgecgcugccuccuccgecgcugecuccuccgeccuge
(SEQ ID NO: 81)

ARNarisi-Repo
rtero-1

ucgccguccageucgaccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggea
gagcccucCagcaucgcgagcaggcgcugecuccuccgccgcugecuccuccgecgeugecuccuce
gcccugcageuuguaca
(SEQ ID NO: 82)

ARNarm—Repo
rtero-1

gccguuuacgucgccguccagcucgaccaggaugggcaccaccccggugaacageuccucgeccuu
gcucacuggcagagcccucCagcaucgcgagcaggegcugccuccuccgccgcugccuccuccgecg
cugccuccuccgeccugcagcuuguacageucguccau
(SEQ ID NO: 83)

ARNar191—Repo
rtero-1

ugaacuuguggccguuuacgucgccguccagcucgaccaggaugggeaccaccccggugaacageu
ccucgcccuugeucacuggcagageccucCageaucgcgagcaggegcugecuccuccgecgeugee
uccuccgecgeugecuccuccgeccugcagcuuguacageucguccaugecgecggug
(SEQ ID NO: 84)

ARNarm—Repo
rtero-1

ccggacacgcugaacuuguggecguuuacgucgecguccagcucgaccaggaugggeaccaccccg
gugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucCagcaucgcgagcaggegeugecuccu
ccgecgeugecuccuccgecgeugecuccuccgeccugcagcuuguacageucguccaugecgecgg
uggaguggcgge
(SEQ ID NO: 85)

ARNars1-Repor
tero-2

gcgaccggggaucucCacagauucuuccgge
(SEQ ID NO: 86)

ARNars;-Repor
tero-2

gcucacgguggcgaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccu
(SEQ ID NO: 87)

ARNar71-Repor
tero-2

ccucgeccuugeucacgguggcegaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccuucug
cugccu(SEQ ID NO: 88)

ARNaro1-Repor
tero-2

gugaacagcuccucgcccuugeucacgguggegaccggggaucucCacagauucuuccggegugu
auaccuucugcugccuccuccgecge
(SEQ ID NO: 89)

ARNarm—Repo
rtero-2

caccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacgguggegaccggggaucucCacagauucuu
€Cggcguguauaccuucugcugecuccuccgccgeugecuccuce
(SEQ ID NO: 90)

ARNar131—Repo
rtero-2

ccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacgguggegaccggggaucucC
acagauucuuccggcguguauaccuucugcugecuccuccgecgcugecuccuccgccgeugecu
(SEQ ID NO: 91)

ARNarisi-Repo
rtero-2

uccagcucgaccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacgguggegace
ggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccuucugcugccuccuccgccgcugecuccuccg
ccgeugcecuccuccgeccu
(SEQ ID NO: 92)

ARNari71-Repo
rtero-2

cggcgacguauccagcucgaccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucac
gguggcgaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccuucugcugccuccuccgecge
ugccuccuccgecgeugecuccuccgeccugcageuugua
(SEQ ID NO: 93)

ARNar191—Repo
rtero-2

uguggccguuuacgucgccguccagcucgaccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucge
ccuugcucacgguggcgaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccuucugeugecu
ccuccgecgeugccuccuccgecgeugecuccuccgeccugcagcuuguacageucgucc
(SEQ ID NO: 94)
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acgcugaacuuguggccguuuacgucgccguccagcucgaccaggaugggcaccaccccggugaac
agcuccucgcccuugeucacgguggegaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccu
ucugcugccuccuccgecgeugecuccuccgecgeugecuccuccgcccugcagcuuguacageucg

rtero-2
uccaugccgecgg
(SEQ ID NO: 95)
ARNar7:(C+70 Cagcaucgcgagcaggcgcugccuccuccgecgcugcecuccuccgecgeugecuccuccgeccugea

)-Reportero-1

gcuu
(SEQ ID NO: 96)

ARNar71(5+C+
65)-Reportero-
1

cccucCagcaucgcgagcaggcgcugccuccuccgccgcugecuccuccgccgcugecuccuccgece
ugc
(SEQ ID NO: 97)

ARNar71(10+C | cagagcccucCagcaucgcgagcaggcgcugccuccuccgccgcugecuccuccgecgeugecuccu
+60)-Reporter ccge

o-1 (SEQ ID NO: 98)
ARNar71(15+C | acuggcagagcccuccCagcaucgcgagcaggcgcugccuccuccgecgcugecuccuccgecgeug
+55)-Reporter ccucc

ol (SEQ ID NO: 99)
ARNar71(20+C | ugcucacuggcagagcccucCagcaucgcgagcaggcgcugccuccuccgccgcugccuccuccgec
+50)-Reporter gcug

o-1 (SEQ ID NO: 100)
ARNar71(25+C | gcccuugcucacuggcagagcccucCagcaucgcgagcaggcgcugecuccuccgecgcugecuccu
+45)-Reporter ccgce

o-1 (SEQ ID NO: 101)
ARNar71(30+C | uccucgcccuugcucacuggcagagcccucCagcaucgcgagcaggcgcugccuccuccgecgeuge
+40)-Reporter cucc

o-1 (SEQ ID NO: 102)
ARNar71(40+C | ggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagagceccucCagcaucgcgagcaggcgcugecuce
+30)-Reporter uccgc

o-1 (SEQ ID NO: 103)
ARNar71(45+C | accccggugaacagcuccucgceccuugcucacuggcagagceccucCagcaucgcgagcaggegeug
+25)-Reporter ccucc

o-1 (SEQ ID NO: 104)
ARNar71(50+C | gcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugcucacuggcagageccucCagcaucgegagcagge
+20)-Reporter gcug

o-1 (SEQ ID NO: 105)
ARNar71(55+C | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucCagcaucgcga
+15)-Reporter gcagg

o-1 (SEQ ID NO: 106)
ARNar71(60+C | accaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggceagagceccucCageau
+10)-Reporter cgcga

o-1 (SEQ ID NO: 107)
ARNar71(65+C | gcucgaccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugcucacuggcagageccucC
+5)-Reportero agcau

-1 (SEQ ID NO: 108)
ARNar71(70+C guccagcucgaccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggcagage

)-Reportero-1

ccucC
(SEQ ID NO: 109)

ARNar71(C+70
)-Reportero-2

Cacagauucuuccggcguguauaccuucugcugccuccuccgccgeugecuccuccgecgeugecu
ccucc
(SEQ ID NO: 110)

figura
16E
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ARNar71(5+C+ | aucucCacagauucuuccggcguguauaccuucugcugccuccuccgecgcugecuccuccgecge
65)-Reportero- ugccu
2 (SEQ ID NO: 111)
ARNar71(10+C | cggggaucucCacagauucuuccggcguguauacCuucugcugccuccuccgecgcugecuccucc
+60)-Reporter gcegc
0-2 (SEQ ID NO: 112)
ARNar71(15+C | gcgaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccuucugcugccuccuccgecgcugecu
+55)-Reporter ccucc
0-2 (SEQ ID NO: 113)
ARNar71(20+C | cgguggcgaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccuucugcugccuccuccgecge
+50)-Reporter ugccu
0-2 (SEQ ID NO: 114)
ARNar71(25+C | gcucacgguggcgaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccuucugcugcecuccuc
+45)-Reporter cgcege
0-2 (SEQ ID NO: 115)
ARNar71(30+C | cccuugcucacgguggcgaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccuucugeugec
+40)-Reporter uccucc
0-2 (SEQ ID NO: 116)
ARNar71(40+C | cagcuccucgcccuugcucacgguggcgaccggggaucucCacagauucuuccggcguguauaccu
+30)-Reporter ucugc
0-2 (SEQ ID NO: 117)
ARNar71(45+C | gugaacagcuccucgcccuugcucacgguggcgaccggggaucucCacagauucuuccggcgugu
+25)-Reporter auaccu
0-2 (SEQ ID NO: 118)
ARNar71(50+C | cccecggugaacagcuccucgeccuugeucacgguggegaccggggaucucCacagauucuuccgge
+20)-Reporter gugua
0-2 (SEQ ID NO: 119)
ARNar71(55+C | caccaccccggugaacagcuccucgceccuugcucacgguggcegaccggggaucucCacagauucuu
+15)-Reporter ccggce
0-2 (SEQ ID NO: 120)
ARNar71(60+C | augggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacgguggcgaccggggaucucCacaga
+10)-Reporter uucuu
0-2 (SEQ ID NO: 121)
ARNar71(65+C | ccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacgguggegaccggggaucucC
+5)-Reportero acaga
-2 (SEQ ID NO: 122)
ARNar71(70+C cucgaccaggaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacgguggegaccgggga

)-Reportero-2

ucucC
(SEQ ID NO: 123)

ARNarm-CCA-

gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccucCagcaucgega

Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(UAG) (SEQ ID NO: 124)
ARNari11-GCA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccugCagcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(UAC) (SEQ ID NO: 125)
ARNar111-UCA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagagceccuuCagcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(UAA) (SEQ ID NO: 126)
ARNari13-ACA- | gaugggcaccaccccggugaacageuccucgeccuugeucacuggcagageccuaCagcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau

(UAU)

(SEQ ID NO: 127)

figura
16F,
16G
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gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgceccuugeucacuggcagageccucCggeaucgega

Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(CAG) (SEQ ID NO: 128)
ARNar;11-GCG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugcucacuggcagageccugCggcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(CAQ) (SEQ ID NO: 129)
ARNar111-UCG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggceagageccuuCggeaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(CAA) (SEQ ID NO: 130)
ARNar111-ACG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggcagageccuaCggeaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(CAU) (SEQ ID NO: 131)
ARNar111-CCU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgceccuugeucacuggceagageccucCugcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(AAG) (SEQ ID NO: 132)
ARNar111-GCU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccugCugcaucgcega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAC) (SEQ ID NO: 133)
ARNar11-ACU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccuaCugcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(AAA) (SEQ ID NO: 134)
ARNar111-UCU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccuuCugcaucgcega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAU) (SEQ ID NO: 135)
ARNar;13-CCC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccucCegcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(GAG) (SEQ ID NO: 136)
ARNar111-GCC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccugCegcaucgcega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(GAC) (SEQ ID NO: 137)
ARNar;1:-UCC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccuuCegcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(GAA) (SEQ ID NO: 138)
ARNar111-ACC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccuaCegcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(GAU) (SEQ ID NO: 139)

ARNcr111 Ctrl

Uaccgcuacagccacgcugauuucagcuauaccugcccgguauaaagggacguucacaccgcgau
guucucugcuggggaauugcgcgauauucaggauuaaaagaaguge
(SEQ ID NO: 140)

ARNcr151 Ctrl

Acuacaguugcuccgauauuuaggcuacgucaauaggcacuaacuuauuggegcuggugaacgg
acuuccucucgaguaccagaagaugacuacaaaacuccuuuccauugcgaguaucggagucugge
ucaguuuggccagggaggcacu
(SEQ ID NO: 141)

figura
17

ARNars;-PPIB

cggaagaggguggggcegegguggeCagggagecggegecgecacgegegg
(SEQ ID NO: 142)

ARNar7;-PPIB

cagcugaggccggaagaggguggggecgegguggeCagggageeggegecgecacgegegggugg
ggggga
(SEQ ID NO: 143)

ARNarm—PPIB

ggaggcgaaagcagcccggacagcugaggccggaagaggguggggccgcgguggcCagggagcc
ggcgecgecacgegegggugggggggacugggguugeucgegggeuc
(SEQ ID NO: 144)

figura
17B
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gaggcgcagcauccacaggcggaggcgaaagcagcccggacagcugaggccggaagagggugggg
ccgegguggcCagggageeggegeegecacgegegggugggggggacugggguugeucgegggeu
ccgggegggeggegggegecg
(SEQ ID NO: 145)

ARNars1-KRAS

ucuugccuacgccaccagcuccaacCaccacaaguuuauauucagucauuu
(SEQ ID NO: 146)

ARNar71-KRAS

gucaaggcacucuugccuacgccaccagcuccaacCaccacaaguuuauauucagucauuuucage
aggcc

ARNarm-KRAS

GauucugaauuagcuguaucgucaaggcacucuugccuacgccaccagcuccaacCaccacaagu
uuauauucagucauuuucagcaggccucucucccgecaccugggage
(SEQ ID NO: 147)

ARNar151-KRAS

aucauauucguccacaaaaugauucugaauuagcuguaucgucaaggcacucuugccuacgecac
cagcuccaacCaccacaaguuuauauucagucauuuucagcaggecucucucccgcaccugggage
cgcugagccucuggecccge
(SEQ ID NO: 148)

ARNars;-SMAD
4

ucggcaugguaugaaguacuucgucCaggagcuggagggcccgguguaagu
(SEQ ID NO: 149)

ARNar7;-SMAD
4

gggucugcaaucggcaugguaugaaguacuucgucCaggagcuggagggeccgguguaagugaa
uuucaau
(SEQ ID NO: 150)

ARNari11-SMA
D4

gaccucagucuaaagguugugggucugcaaucggcaugguaugaaguacuucgucCaggageug
gagggcccgguguaagugaauuucaauccagcaagguguuucuuuga
(SEQ ID NO: 151)

ARNar151—SMA
D4

uaagggccccaacgguaaaagaccucagucuaaagguugugggucugcaaucggcaugguauga
aguacuucgucCaggagcuggagggcccgguguaagugaauuucaauccagcaagguguuucuu
ugaugcucugucuuggguaaucc
(SEQ ID NO: 152)

ARNars;-FANC
C (sitio TAC)

ugggggguucggcugccgacaucagCaauugcucugccaccaucucagecc
(SEQ ID NO: 153)

ARNar;3-FANC
C (sitio TAC)

agcagggccgugggggguucggeugecgacaucagCaauugcucugecaccaucucageccauce
uccgaa
(SEQ ID NO: 154)

ARNarm—FANC
C (sitio TAC)

aguagaaggccaagagccacagcagggecgugggggguucggeugecgacaucagCaauugeucu
gccaccaucucageccauccuccgaagugaaugaacaggaaccage
(SEQ ID NO: 155)

ARNar151—FANC
C (sitio TAC)

ccucccaucacgggggecguaguagaaggccaagagecacagcagggecgugggggguucggeug
ccgacaucagCaauugcucugccaccaucucagcccauccuccgaagugaaugaacaggaaccage
ucucaaagggaccuccgcag
(SEQ ID NO: 156)

ARNar151-PPIB
(sitio AAG)

gccaaacaccacatgcttgccatctagccaggcetgtcttgactgtcgtgatgaagaactgggagcecgttggt
gtcCttgcctgegttggecatgctcacccagccaggeccgtagtgcttcagtttgaagttctcatcggggaag
cgctca
(SEQ ID NO: 157)

ARNar151-PPIB
(sitio CAG)

gggagtgggtccgctccaccagatgccagcaccggggcecagtgcagctcagagecctgtggeggactac
agggccCgcacagacggtcactcaaagaaagatgtccctgtgecctactecttggcgatggcaaagggctt
ctccacctcga
(SEQ ID NO: 158)

ARNaris1-FANC
C (sitio AAG)

tgcattttgtaaaatagatactagcagattgtcccaagatgtgtacagctcattctcacagcccagcgagggce
acCtactccacaaatgcgtggccacaggtcatcacctgtectgtggecctggegagectgateectcacgec

gggcac
(SEQ ID NO: 159)

ARNar151—FANC
C (sitio CAG)

gctcattctcacagcccagcgagggcacttactccacaaatgcgtggccacaggtcatcacctgtectgtgg
cccCggegagectgatccctcacgecgggcacccacacggectgegtgecttctagacttgagttcgeagcet
ctttaag

figura
17C
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(SEQ ID NO: 160)

ARNar151—IDUA

tcggecgggcecctgggggeggtgggegctggccaggacgcccaccgtgtggttgctgtccaggacggtec
cggccCgegacacttcggeccagagctgctectcatccagcagegccagcagecccatggecgtgageac

(sitio CAG) cggcttgcgea
(SEQ ID NO: 161)
ARNar;;-TARD ugaccagucuuaagaucuuucuugaccugcaccauaagaacuucuccaaagguacCaaaauacuc figura
BP uuucagguccuguucgguuguuuuccaugggagacccaacacuauu 17D
(SEQ ID NO: 162)
ARNar;1:-CGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccucGagcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(UAG) (SEQ ID NO: 163)
ARNari1:-GGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggcagageccugGagcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(UAC) (SEQ ID NO: 164)
ARNar111-UGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagagceccuuGageaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(UAA) (SEQ ID NO: 165)
ARNar111-AGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugceucacuggcagageccuaGagcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(UAU) (SEQ ID NO: 166)
ARNar111-CGG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggceagageccucGggeaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacageucguccau
(CAG) (SEQ ID NO: 167)
ARNar111-GGG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccugGggeaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(CAQC) (SEQ ID NO: 168)
ARNari1:-UGG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggcagageccuuGggeaucgega fiqura
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau 197G
(CAA) (SEQ ID NO: 169)
ARNar111-AGG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagagceccuaGggeaucgcega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(CAU) (SEQ ID NO: 170)
ARNar111-CGU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucGugcaucgcega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAG) (SEQ ID NO: 171)
ARNar111-GGU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccugGugcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAC) (SEQ ID NO: 172)
ARNar111-AGU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggcagageccuaGugeaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAA) (SEQ ID NO: 173)
ARNar1:-UGU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggcagageccuuGugeaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAU) (SEQ ID NO: 174)
ARNar111-CGC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggceagageccucGegeaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau

(GAG)

(SEQ ID NO: 175)
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gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccugGegeaucgega

Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(GAC) (SEQ ID NO: 176)
ARNar111-UGC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccuuGegeaucgcega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(GAA) (SEQ ID NO: 177)
ARNari13-AGC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccuaGegcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(GAU) (SEQ ID NO: 178)
ARNar111-CGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccucGagcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(UAG) (SEQ ID NO: 179)
ARNar1:-GGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugcucacuggcagageccuGGageaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(UAG) (SEQ ID NO: 180)
ARNar111-UGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagagecculGagcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(UAG) (SEQ ID NO: 181)
ARNar111-AGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccuAGageaucgcega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacageucguccau
(UAG) (SEQ ID NO: 182)
ARNar1;-CGU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccucGUgceaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(UAG) (SEQ ID NO: 183)
ARNar11:-CGG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggcagageccucGGgeaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(UAG) (SEQ ID NO: 184)
ARNar111-CGC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagagcccucGCgcaucgcega fiqura
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau f7H
(UAG) (SEQ ID NO: 185)
ARNar111-CGU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugcucacuggcagageccucGugcaucgcga
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAG) (SEQ ID NO: 186)
ARNar111-GGU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccuGGugcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAG) (SEQ ID NO: 187)
ARNar13-UGU- | gaugggcaccaccccggugaacageuccucgeccuugeucacuggcagagecculGugceaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAG) (SEQ ID NO: 188)
ARNar111-AGU- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgcccuugeucacuggcagageccuAGugcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAG) (SEQ ID NO: 189)
ARNar111-CGA- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagageccucGAgcaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgcccugcagcuuguacagcucguccau
(AAG) (SEQ ID NO: 190)
ARNar111-CGC- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugeucacuggcagagceccucGCgcaucgega
Reportero-3 gcaggcgceugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau

(AAG)

(SEQ ID NO: 191)
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ARNar111-CGG- | gaugggcaccaccccggugaacagcuccucgeccuugcucacuggcagagceccucGGgceaucgega
Reportero-3 gcaggcgcugccuccuccgeccugcagcuuguacagcucguccau
(AAG) (SEQ ID NO: 192)
ARNar1:-KRAS gauucugaauuagcuguaucgucaaggcacucgugccgacgccaccagcuccaacCaccacaagug
—/-186 gagagucagucauuuucagcaggccucucucccgcaccugggage
(SEQ ID NO: 193) figura
ARNars11-KRAS gauucugaauuagcuggaucgucaaggcacucgggccgacgccaccagcuccaacCaccacaagug 171
—Alg9 gagagucagucauuuucagcaggccucucucccgcaccggggage
(SEQ ID NO: 194)
gggagcagccucuggcauucugggagcuucaucuggaccugggucuucagugaacCauuguuca
ARNar11-TP53 auaucguccggggacagcaucaaaucauccauugcuugggacggcaa
(SEQ ID NO: 195)
ARNar+1:-TP53 gggagcagccucuggcauucugggagcuucaucuggaccugggucuucagugaacCauuguuca fiqura
-A1é11 agaucguccggggacagcaucaaaucauccauugcuugggacggcaa 923
(SEQ ID NO: 196)
ARNar::-TP53 gggagcagccucuggcagucggggagcuucaucuggaccugggucuucagugaacCauuguuca
-A1é14 agaucguccggggacagcaucaaaucauccagugcuugggacggcaa
(SEQ ID NO: 197)
ARNar:-COL3 cauauuacagaauaccuugauagcauccaauuugcauccuugguuagggucaaccCaguauucuc
Kll cacucuugaguucaggauggcagaauuucaggucucugcaguuucu
(SEQ ID NO: 198)
ARNar+1:-BMP gugaagauaagccaguccucuaguaacagaaugagcaagacggcaagagcuuaccCagucacuug
anl uguggagacuuaaauacuugcauaaagauccauugggauaguacuc
(SEQ ID NO: 199)
gugaacgucaaacugucggaccaauauggcagaaucuucucucaucucaacuuucCauauccgua
ARNari11-AHI1 ucauggaaucauagcauccuguaacuacuagcucucuuacagcugg
(SEQ ID NO: 200) figura
ARNar 11-FANC gccaaugaucucgugaguuaucucagcagugugagccaucagggugaugacauccCaggcgauc 26
c (Sli%ilo %) guguggccuccaggageccagagcaggaaguugaggagaaggugecu
(SEQ ID NO: 201)
ARNar:-MYB CaagacggugaaccacuccauggucuucuugucggcuuucugcacuguguaccccCagagcuccg
Plclé uguugccgacauccugggguggcuuccacuccagagccacauuaag
(SEQ ID NO: 202)
ARNar:-IL2R aggauucucuuuugaaguauugcucccccaguggauuggguggcuccauucacucCaaugcuga
El gcacuuccacagaguggguuaaagcggcuccgaacacgaaacgugua
(SEQ ID NO: 203)
ARNar+1:-IDUA gacgcccaccgugugguugcuguccaggacggucccggcecugegacacuucggecCagageugeuc
_{}i cucauccagcagcgccagcagcecccauggecgugagcaccggeuu
(SEQ ID NO: 204) figura
ARNary;;-IDUA gacgcccaccgugugguugcuguccaggacggucccggcecugegacacuucggecCagageugeuc 29
2 cucaucugcggggegggggggggecgucgecgeguggggucguug
(SEQ ID NO: 205)

Resultd que este ARN guia lineal inducia una fuerte expresion de EGFP en cerca del 40% de las células
totales que albergaban el reportero-1 (figura 11B, superior). Debido a que las proteinas ADAR
enddgenas podrian editar sustratos'?> de ARN de cadena doble (ARNds), razonamos que los ARN de
guia largos podrian aparearse con los transcriptos objetivo para formar sustratos de ARNds que a su

vez reclutan proteinas ADAR enddgenas para la edicién dirigida. Por lo tanto, designamos dicho ARN
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guia como ARNar (ARN de reclutamiento de ADAR).

Para verificar si las proteinas ADAR enddgenas son realmente responsables de la
observacion anterior, nos propusimos examinar la edicion de ARN mediada por ARNar en células
deficientes en ADAR. Dado que el ARNm de ADAR2 era apenas detectable en las células HEK293T
(figura 12A), generamos células HEK293T ADAR1~-, lo que hace que esta linea celular sea deficiente
tanto en ADAR1 como en ADAR2 (figuras 11C, 11D). De hecho, el agotamiento de ADAR1 anulé las
sefiales de EGFP inducidas por ARNarzo (figura 11B, inferior). Ademas, la expresion exdgena de
ADAR1PH0 ADAR1P130 o ADAR2 en células HEK293T ADAR1~~ (figura 11C, 11D) rescato con éxito la
pérdida de induccion de EGFP por ARNar7o (figura 11E, figura 12B), demostrando que la expresion del
reportero de EGFP inducido por ARNar dependia Unicamente de ADAR1 nativa, cuya actividad podria
ser reconstituida por sus isoformas (p110 y p150) o ADAR2. El andlisis de secuenciacién de Sanger en
la region de direccionamiento de ARNarzo mostrd un pico de solapamiento A/G en el sitio de adenosina
predicho dentro de UAG, lo que indica una conversidn significativa de A a I (G) (figura 11F). La
secuenciacion de préxima generacion (NGS) confirmé ademas que la tasa de conversion de A a I era
aproximadamente el 13% de los transcriptos de reportero totales (figura 11G). El andlisis de PCR
cuantitativo mostré que ARNarz no redujo la expresién de transcriptos dirigidos (figura 13),
descartando el posible efecto de ARNi del ARNar. En conjunto, nuestros datos demostraron que el
ARNar es capaz de generar un nivel significativo de edicidn en los transcriptos especificos a través del

desajuste A-C disefado.

EJEMPLO 7
LEAPER permite la edicion de ARN en miiltiples lineas celulares

Debido a que la expresion de proteinas ADAR enddgenas es un requisito previo para la
edicién de ARN mediada por LEAPER, probamos el rendimiento de LEAPER en un panel de lineas
celulares originadas a partir de distintos tejidos, incluidos HT29, A549, HepG2, RD, SF268, SW13 y
Hela. Primero examinamos la expresion enddgena de los tres tipos de proteinas ADAR utilizando
analisis Western blotting. ADAR1 se expresé altamente en todas las lineas celulares ensayadas, y su
identidad en el analisis Western blot se confirmd mediante el control negativo, linea HEK293T ADAR1~/~
(figuras 14A, 14B). Se detecté ADAR3 sdlo en células HepG2 y Hela (figuras 14A, 14B). ADAR2 no fue
detectable en ninguna célula, un resultado que no se debid al fracaso del Western blot porque la
proteina ADAR2 pudo detectarse a partir de células HEK293T que sobreexpresan ADAR2 (figuras 14A,
14B). Estos hallazgos concuerdan con informes anteriores de que ADAR1 se expresa de manera ubicua,
mientras que las expresiones de ADAR2 y ADAR3 estan restringidas a ciertos tejidos?!!.

Luego nos propusimos probar las eficiencias de edicion de un ARNar 71-nt redisenado
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(ARNar71) dirigido al reportero-1 (figura 15A y secuencias de ARNar y ARN de control utilizados en este
estudio enumerados anteriormente) en estas lineas celulares.

LEAPER trabajé en todas las células probadas para este ARNar;i, aunque con
eficiencias variables (figura 14C). Estos resultados estaban de acuerdo con el informe anterior de que
los niveles de proteina ADAR1/2 se correlacionan con el rendimiento de edicion de ARN%, con la
excepcion de las células HepG2 y Hela. Las correlaciones subdptimas de las eficiencias de edicién con
los niveles de ADAR1 probablemente se debieron a las abundantes expresiones de ADAR3 en estas dos
lineas (figuras 14A, 14B) porque se ha informado que ADAR3 desempeiia un papel inhibidor en la
edicién de ARN. Es importante destacar que LEAPER también trabajo en tres lineas celulares diferentes
de origen de ratdn (NIH3T3, fibroblasto embrionario de ratén (MEF) y B16) (figura 14D), allanando el
camino para probar su potencial terapéutico a través de modelos animales y de enfermedades.
Colectivamente, llegamos a la conclusion de que LEAPER es una herramienta versatil para un amplio

espectro de tipos de células y para diferentes organismos.

EJEMPLO 8

Caracterizacion y optimizacion de LEAPER

Para caracterizar y optimizar mejor LEAPER, investigamos las opciones de nucledtidos
opuestos a la adenosina dentro del triplete UAG del transcripto dirigido. En las células HEK293T, el
ARNar: dirigido a reportero-1 mostrd eficiencias de edicidn variables con un triplete cambiado (5'-CNA,
N denota uno de A/U/C/G) opuesto al UAG objetivo (secuencias de ARNar y ARN de control utilizados
en este estudio enumerado anteriormente). El desajuste A-C resulto en la mayor eficiencia de edicion,
y el desajuste A-G produjo las ediciones menos evidentes (figura 16A). Luego investigamos la
preferencia de los nucledtidos que flanquean el desajuste A-C en el ARNar. Probamos las 16
combinaciones de sitios vecinos 5’y 3' que rodean la citidina (5'-N'CN?) (secuencias de ARNar y ARN
de control usados en este estudio enumerados anteriormente), y encontramos que la adenosina vecina
3’ era necesaria para la edicion eficiente, mientras que la adenosina es el nucleétido menos favorable
en el sitio 5’ (figuras 16B, 16C). Por lo tanto, llegamos a la conclusion de que el motivo CCA en el ARNar
confiere la mayor eficiencia de edicién dirigida al sitio UAG. Vale la pena sefalar que la guanosina
vecina 3'(5'-N'CG) en el ARNar mostr6 un efecto inhibidor espectacular (figuras 16B, 16C).

La longitud del ARN parecio relevante para la eficiencia del ARNar al dirigir la edicidn
en los transcriptos objetivo (figura 10C), en consonancia con un informe anterior*?. Para comprender
completamente este efecto, probamos ARNar con longitudes variables dirigidas a dos transcriptos
reporteros diferentes: reportero-1 y reportero-2 (figuras 15A, 15B). Para cualquiera de los dos

indicadores, se disefaron y probaron ARNar de 10 tamaiios diferentes, que van de 31-nt a 211-nt, con
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triplete CCA (para direccionamiento de UAG) justo en el medio (secuencias de ARNar y ARN de control
utilizadas en este estudio enumeradas anteriormente). Segun las actividades de EGFP del reportero, la
longitud del ARNar se correlaciond positivamente con la eficiencia de edicién, para ambos reporteros,
alcanzando un maximo de 111 a 191-nt (figura 16D). Aunque un ARNars: parecia funcionar, 71-nt era
la longitud minima para que el ARNar funcionara para ambos reporteros (figura 16D).

A continuacidn, investigamos el efecto de la posicion de desajuste A-C dentro de un
ARNar sobre la eficiencia de edicién. Fijamos las longitudes de todos los ARNar para las pruebas en
71-nt y deslizamos el triplete ACC dirigido a UAG de 5’ a 3’ dentro de los ARNar (secuencias de ARNar
y ARN de control utilizadas en este estudio enumeradas anteriormente). Resultdé que colocar el
desajuste A-C en la regidon media resulté en un alto rendimiento de edicidn, y los ARNar con los sitios
de desajuste cerca del extremo 3’ superaron a los cercanos al extremo 5' en ambos reporteros (figura
16E). Por conveniencia, colocamos el desajuste A-C en el centro de los ARNar para todos nuestros
estudios posteriores.

También probamos la flexibilidad de direccionamiento de LEAPER e intentamos
determinar si UAG en el objetivo es el Unico motivo sujeto a edicidn de ARN. Para las 16 combinaciones
de tripletes (5'-N!'AN?) en reportero-3 (figura 15C), usamos los ARNar correspondientes con las
longitudes fijas (111-nt) y aseguramos la coincidencia de la secuenciacion perfecta para el ARNar y el
reportero excepto para el sitio de edicién (desajuste A-C) (figura 16F y secuencias de ARNar y ARN de
control usadas en este estudio enumeradas anteriormente). Los resultados de NGS mostraron que se
podian editar todos los motivos N'AN2. El UAN? y GAN? son los motivos mas y menos preferibles,
respectivamente (figuras 16F, 16G). En conjunto, la preferencia del vecino mas cercano de la
adenosina objetivo es 5" U>CxA>G y 3’ G>C>A=U (figura 16G).

EJEMPLO 9

Edicion de transcriptos endégenos con LEAPER

A continuacion, examinamos si LEAPER pudiera permitir la edicion eficaz de
transcriptos enddgenos. Usando ARNar de diferentes longitudes, nos enfocamos en los motivos UAG
en los transcriptos de los genes PPIB, KRASy SMAD4, y un motivo UAC en el transcripto del gen FANCC
(figura 17A, secuencias de ARNar y ARN de control usados en este estudio enumerado anteriormente).
De manera alentadora, los sitios de adenosina dirigidos en los cuatro transcriptos fueron editados por
sus ARNar correspondientes con los cuatro tamafos, aunque con eficiencias variables segun los
resultados de NGS (figura 17B). De acuerdo con nuestra observacion anterior, los ARNar mas largos
tendian a producir tasas de edicidn mas altas. Es de destacar que el ARNarPPIB de 151-nt edité ~50%

de los transcriptos totales del gen PPIB (figura 17B). Ningin ARNar mostré efectos de ARNi sobre sus
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transcriptos dirigidos (figura 18A) o el nivel de proteina final (por ejemplo, KRAS, figura 18B). Ademas,
LEAPER puede lograr una tasa de edicion deseable en sitios que no son UAN (figura 17C y secuencias
de ARNar y ARN de control usados en este estudio enumerados anteriormente), lo que muestra la
flexibilidad de LEAPER en la edicién de transcriptos endégenos. Para explorar mas a fondo el poder de
LEAPER, probamos si podia apuntar simultdneamente a varios sitios. Observamos la edicion multiplex
de los transcriptos de TARDBPy FANCC mediante la coexpresion de dos ARNar (secuencias de ARNar y
ARN de control utilizadas en este estudio enumeradas anteriormente), con una eficiencia incluso
mayor que con ARNar individuales (figura 17D), lo que indica que LEAPER es ideal para editar varios
objetivos en paralelo.

Es de destacar que ADAR1/2 tiende a desaminar de forma promiscua multiples
adenosinas en un dlplex de ARN* y el desajuste A-C no es el Unico motivo para guiar el cambio A-a-I
(figura 16A). Por lo tanto, es razonable suponer que todas las adenosinas en los transcriptos objetivo
dentro de las coberturas de ARNar estan sujetas a niveles variables de edicion, fuentes importantes de
modificaciones no deseadas. Cuanto mas largo sea el ARNar, mayor sera la posibilidad de que se
produzcan tales desvios. Por lo tanto, examinamos todos los sitios de adenosina dentro del ARNar que
cubren las regiones en estos transcriptos dirigidos. Para los transcriptos de PPIB, se observd muy poca
edicion fuera del objetivo a lo largo de la ventana de secuenciacion para tamafos variables de ARNar
(figuras 17E, 17F). Sin embargo, en los casos de dirigirse a los genes KRAS, SMAD4 y FANCC, se
detectaron multiples ediciones fuera del objetivo (figuras 19A a 19F). Para KRAS en particular, 11 de las
30 adenosinas experimentaron conversiones sustanciales de A a I en la ventana de secuenciacion del
ARNar11: (figuras 19A, 19B).

A continuacién, intentamos desarrollar estrategias para minimizar esos efectos no
deseados fuera del objetivo. Debido a que un desajuste A-G suprimid la edicion para la
direccionamiento de UAG (figura 16A), postulamos que emparejar una guanosina con una adenosina
no dirigida podria reducir la edicién no deseada. Luego probamos el efecto del desajuste A-G sobre la
adenosina en todas las combinaciones posibles de tripletes (5'-N'AN?) como en el reportero-3 (figura
15C y secuencias de ARNar y ARN de control usadas en este estudio enumeradas anteriormente). El
desajuste A-G de hecho disminuyd la edicién en adenosina en todos los objetivos probados, excepto
para el direccionamiento de UAG o AAG (~2%) (figura 17G), en comparacion con el desajuste A-C
(figura 16F). Para reducir aln mas las tasas de edicidn en sitios no deseados, continuamos probando el
efecto de dos desajustes consecutivos. Resultd que el desajuste adicional en el nucledtido del extremo
3’ del triplete opuesto a UAG o AAG, abolid su correspondiente edicion de adenosina (figura 17H y
secuencias de ARNar y ARN de control usadas en este estudio enumeradas anteriormente). A la luz de
estos hallazgos, intentamos aplicar esta regla para reducir los objetivos fuera de objetivos en los

transcriptos de KRAS (figura 19A). Primero disefiamos un ARNar (ARNari11-AG6) que creaba
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desajustes de A-G en todos los motivos "propensos a la edicion" cubiertos por ARNari1: (figura 171,
figura 19A y secuencias de ARNar y ARN de control utilizadas en este estudio enumeradas
anteriormente), incluida la AAU (el 61), UAU (el 63), UAA (el 65), AAA (el 66), UAG (el 94) y AAG (el
99). Este ARNar11:1-AG6 elimind la mayor parte de la edicién fuera del objetivo, mientras que mantuvo
una tasa de edicién en el objetivo de ~ 5%. De acuerdo con los hallazgos en la figura 17G, el Gnico
desajuste A-G no pudo minimizar completamente la edicién en el motivo AAG (el 99) (figura 171 y
figura 19A). Luego agregamos mas desajustes en ARNar111-AG6, incluido un desajuste dual (5'-CGG
opuesto al motivo objetivo 5'-AAG), mas tres desajustes de A-G adicionales para mitigar la edicion en
las adenosinas 27, 98 y 115 (ARNar111- AG9) (secuencias de ARNar y ARN de control utilizadas en este
estudio enumeradas anteriormente). En consecuencia, logramos una especificidad mucho mejor para
la edicidn, sin una pérdida adicional de la tasa de edicidn en el sitio objetivo (A76) (figura 17I). En
resumen, LEAPER disefiado que incorpora reglas adicionales permite una edicién de ARN mas eficiente

y precisa en los transcriptos endégenos.

EJEMPLO 10
Especificidad de edicion de ARN de LEAPER

Ademas de los posibles efectos fuera del objetivo dentro de la regién de ARNds
cubierta de ARNar, también estabamos preocupados por los posibles efectos fuera del objetivo en otros
transcriptos a través del acoplamiento parcial de bases de ARNar. Luego, realizamos un analisis de
secuenciacion de ARN en todo el transcriptoma para evaluar los efectos globales fuera del objetivo de
LEAPER. Las células se transfectaron con un ARNcrisi Ctrl o un ARNar especifico de PPIB
(ARNar151-PPIB) que expresaban plasmidos antes de someterlas a analisis de ARN-sec. Identificamos
seis potenciales desvios en el grupo ARNis: Ctrl (figura 20A) y cinco en el grupo ARNaris:-PPIB (figura
20B), y la tasa de PPIB dentro del objetivo basada en el analisis NGS fue ~37% (figura 20B). Un
analisis mas detallado reveld que todos los sitios, a excepcion de los dos sitios de los transcriptos de
EIF2AKZ, estaban ubicados en las regiones SINE (Alu) o LINE (figuras 20A, 20B), ambos son
propensos a la edicion mediada por ADAR*, lo que sugiere que estos desvios no pueden derivarse del
acoplamiento entre los transcriptos objetivo y el ARNar o el ARN de control. Es de destacar que en
ambos grupos aparecieron dos transcriptos no dirigidos, WDR73y SMYD4, lo que sugiere que es poco
probable que la edicion de ARN dependa de la secuencia. De hecho, el analisis de energia libre minima
sugirié que todos estss posibles transcriptos fuera del objetivo no pudieron formar un duplex estable
con ARNis: Ctrl o ARNaris:-PPIB (figura 20C). Para probar mas a fondo si ARNar genera fuera de
objetivos dependientes de la secuencia, seleccionamos sitios potenciales fuera de objetivo
comparando la similitud de secuencia utilizando NCBI BLAST para ARNaris:1-PPIB y ARNar11:-FANCC.
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Los transcriptos de TRAPPCI12 para ARNar1s1-PPIB y tres sitios en los transcritos ST3GAL1, OSTMI1-AS1
y EHDZ2 para ARNari11-FANCC fueron los mejores candidatos (figura 20D vy figura 21A). El analisis NGS
reveld que no se pudo detectar edicidon en ninguno de estos sitios fuera del objetivo predichos (figura
20D y figura 21B). Estos resultados indican que LEAPER permite la edicidn eficiente en el sitio objetivo,
mientras mantiene la especificidad de todo el transcriptoma sin ediciones fuera del objetivo

dependientes de la secuencia detectables.

EJEMPLO 11

Evaluacion de la sequridad de LEAPER en células de mamiferos

Debido a que los ARNar dependen de proteinas ADAR enddgenas para editar los
transcriptos objetivo, nos preguntamos si la adicién de ARNar exdgenos afecta los eventos de edicidn
de ARN nativo al ocupar demasiadas proteinas ADAR1 o ADAR2. Por lo tanto, analizamos los sitios de
edicién de ARN A-to-I compartidos por el grupo simulado y el grupo ARNar151-PPIB de los resultados de
secuenciacion de ARN de todo el transcriptoma, y también se analizé la comparacion entre el grupo
simulado y el grupo ARNis1 Ctrl. Ni el grupo ARNis: Ctrl ni el grupo ARNaris:-PPIB mostraron una
diferencia significativa en comparacién con el grupo simulado (figuras 22A, 22B), lo que indica que
LEAPER tuvo poco impacto en la funcién normal de ADAR1 enddgena para catalizar los eventos de
edicion nativos A-a-I.

Mientras tanto, realizamos un analisis diferencial de expresién génica utilizando datos
de ARN-sec para verificar si el ARNar afecta la expresion génica global. Encontramos que ni ARN1s: Ctrl
ni ARNar1s1-PPIB afectaron la expresion génica global en comparacion con el grupo simulado (figuras
22C, 22D). De acuerdo con nuestra observacion anterior (figura 18A), los ARNar no mostraron ningun
efecto de ARNi sobre la expresion de PPIB (figuras 22C, 22D).

Teniendo en cuenta que el ARNar forma duplex de ARN con el transcripto objetivo y
que el diplex de ARN podria provocar una respuesta inmune innata, investigamos si la introduccion de
ARNar tiene tal efecto. Para probar esto, seleccionamos ARNar dirigidos a cuatro transcriptos de genes
que habian demostrado ser eficaces. No observamos ninguna induccion de ARNm de interferén-B
(IFN-B) (figura 22E) o interleucina-6 (IL-6) (figura 22F), que son dos caracteristicas de la activacion
inmune innata. Como un control positivo, un andlogo sintético de ARN de cadena doble - poli(I:C)
indujo una fuerte expresién de IFN-B e IL-6 (figuras 22E, 22F). LEAPER no parece inducir

inmunogenicidad en las células objetivo, una caracteristica importante para terapias seguras.
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EJEMPLO 12

Recuperacion de la actividad reguladora transcripcional de p53 por LEAPER

Ahora que hemos establecido un método novedoso para la edicion de ARN sin la
necesidad de introducir proteinas extrafias, intentamos demostrar su utilidad terapéutica. Primero nos
enfocamos en el gen supresor de tumores 7P53, que se sabe que juega un papel vital en el
mantenimiento de la homeostasis celular, pero sufre mutaciones frecuentes en >50% de los canceres
humanos*. La mutaciéon c.158G>A en 7P53 es una mutacidn sin sentido clinicamente relevante
(Trp53Ter), que da como resultado una proteina truncada no funcional*®. Disefiamos un ARNarii1 y
dos ARNar alternativos (ARNar11:-AG1 y ARNar111-AG4) (secuencias de ARNar y ARN de control usadas
en este estudio enumeradas anteriormente), todos dirigidos a transcriptos de TP53W>3X (figura 23A), y
los dos Ultimos estan disenados para minimizar potenciales fuera de objetivos. Generamos la linea
celular HEK293T 7P537~ para eliminar los efectos de la proteina p53 nativa. Las tres formas de ARNar
dirigidos a 7P53">3* convirtieron ~25-35% de los transcriptos de 7P53"*3X en el sitio de adenosina
mutado (figura 23B), con reducciones variables de ediciones no deseadas para ARNari1:-AGl y
ARNar111-AG4 (figura 24). Western blot mostré que ARNari1:, ARNari11-AG1 y ARNari11-AG4 podrian
rescatar la produccion de proteina p53 de longitud completa basada en los transcriptos TP53%>3 en
células HEK293T 7P537~, mientras que ARN111 Ctrl no pudo (figura 23C).

Para verificar si las proteinas p53 reparadas son completamente funcionales,
probamos la actividad reguladora de la transcripcién de p53 con un sistema de notificacién en cis de
p53-luciferasa®’ 8, Las tres versiones de ARNar pudieron restaurar la actividad de p53, y la version
optimizada ARNar11:-AG1 tuvo el mejor rendimiento (figura 23D). En conclusién, demostramos que
LEAPER es capaz de reparar el codon de terminacion prematuro de TP53 relevante para el cancer y

restaurar su funcion.

EJEMPLO 13

Correcciones de mutaciones patogénicas por LEAPER

A continuacidn, investigamos si LEAPER podria usarse para corregir mas mutaciones
patdgenas. Apuntando a mutaciones clinicamente relevantes de seis genes patdgenos, COL3A1 del
sindrome de Ehlers-Danlos, BMPR2 de hipertensidn pulmonar primaria, AHI1 del sindrome de Joubert,
FANCC de anemia de Fanconi, MYBPC3 de miocardiopatia hipertréfica familiar primaria e 7L2RG de
inmunodeficiencia combinada severa ligada al cromosoma X, se disefid ARNar 111-nt para cada uno de
estos genes portadores de mutaciones patdgenas correspondientes G>A (figura 25 y secuencias de

ARNar y ARN de control usados en este estudio enumerados anteriormente, y los siguientes ADNc



10

15

20

92

relevantes para la enfermedad usados en este estudio).

ADNCc relacionados con la enfermedad utilizados en este estudio

Candidato Enfermedad Adenosina mutante

NM_000090.3 , i . €.3833G>A

(COL3A1) Sindrome de Ehlers-Danlos, tipo 4 (p.Trp1278Ter)
NM_001204.6 Hipertension pulmonar primaria C.893G>A

(BMPR2) P P P (p.Trp298Ter)
, €.2174G>A

NM_017651.4 (AHII) Sindrome de Joubert 3 (p.Trp725Ter)
NM_000136.2 Anemia de Fanconi, grupo de complementacion c.1517G>A

(FANCCO) C (p.Trp506Ter)
NM_000256.3 Miocardiopatia hipertréfica familiar primaria C.3293G>A

(MYBPC3) P P P (p.Trp1098Ter)
NM_000206.2 Inmunodeficiencia combinada severa ligada al c.710G>A

(IL2RG) cromosoma X (p.Trp237Ter)

Al coexpresar pares de ARNc/ADNc en células HEK293T, identificamos cantidades
significativas de transcriptos objetivo con correcciones A>G en todas las pruebas (figura 24). Debido a
que las mutaciones G>A representan casi la mitad de las mutaciones puntuales que causan
enfermedades conocidas en humanos!®*, la conversion A>G por LEAPER puede ofrecer inmensas

oportunidades para la terapéutica.

EJEMPLO 14

Edicion de ARN en miiltiples células primarias humanas por LEAPER

Para explorar mas a fondo la utilidad clinica de LEAPER, nos propusimos probar el
método en multiples células primarias humanas. Primero, probamos LEAPER en fibroblastos
pulmonares primarios humanos y células epiteliales bronquiales primarias humanas con ARNar 151-nt
(secuencias de ARNar y ARN de control usadas en este estudio enumeradas anteriormente) para editar
el reportero-1 (figura 15A). El 35-45% de las células positivas para EGFP se pudieron obtener mediante
LEAPER en ambas células primarias humanas (figura 27A). Luego probamos LEAPER en la edicion del
gen PPIB enddgeno en estas dos células primarias y células T primarias humanas, y encontramos que
ARNar151-PPIB podria alcanzar >40%, >80% y >30% de las tasas de edicién en fibroblastos
pulmonares primarios humanos, bronquios primarios células epiteliales (figura 27B) y células T

primarias (figura 27C), respectivamente. La alta eficiencia de edicion de LEAPER en células primarias
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humanas es particularmente alentadora por su potencial aplicacion en terapéutica.

EJEMPLO 15

Luego investigamos si LEAPER pudiera administrarse mediante métodos mas
relevantes desde el punto de vista clinico. Primero probamos el efecto del ARNar a través de la
expresion basada en lentivirus. ARNaris: dirigido a reportero-1 indujo una fuerte expresidon de EGFP en
mas del 40% de las células totales que albergan reportero-1 en células HEK293T 2 dias después de la
infeccion (dpi). A 8 dpi, la proporcién de EGFP se mantuvo en un nivel comparable de ~38% (figura
28A y secuencias de ARNar y ARN de control utilizadas en este estudio enumeradas anteriormente), lo
que sugiere que LEAPER podria adaptarse a las terapias que requieren una administracion continua.
Para la edicién de genes nativos, entregamos ARNaris: dirigido a PPIB a través de transduccién
lentiviral en células HEK293T y observamos mas del 6% de edicidn objetivo a 6 dpi (figura 28B).

A continuacion, probamos los oligonucledtidos de ARNar sintetizados y el método de
administracion de electroporacién para LEAPER. El ARNar de 111-nt dirigido a los transcriptos de PPIB,
asi como el ARN Ctrl, se sintetizaron quimicamente con modificaciones de enlace de 2'-O-metilo y
fosforotioato en los primeros tres y ultimos tres residuos de ARNar (figura 28C). Después de
introducirse en las células T mediante electroporacion, los oligonucleétidos ARNari11-PPIB lograron
~20% de edicién en los transcriptos de PPIB (figura 28D), lo que indica que LEAPER es prometedor

para el desarrollo de farmacos oligonucleotidicos.

EJEMPLO 16

Restauracion de la actividad de a-L-iduronidasa en fibroblasto primario derivado del
paciente con sindrome de Hurler por LEAPER

Finalmente, examinamos el potencial de LEAPER en el tratamiento de una enfermedad
monogénica - el sindrome de Hurler, el subtipo mas grave de mucopolisacaridosis tipo I (MPS I)
debido a la deficiencia de a-L-iduronidasa (IDUA), un metabolismo lisosémico enzima responsable de
la degradacion de mucopolisacaridos®. Elegimos un fibroblasto primario GM06214 que se aislo
originalmente de un paciente con sindrome de Hurler. Las células GM06214 contienen una mutacion
homocigotica TGG>TAG en el exdn 9 del gen IDUA, lo que da como resultado una mutacién Trp402Ter
en la proteina. Disefiamos dos versiones de ARNar mediante oligonucleétidos de ARN sintetizados con
modificaciones quimicas, ARNar111-IDUA-V1 y ARNari11-IDUA-V2, dirigidas al ARNm maduro y al
pre-ARNm de JDUA, respectivamente (figura 29A y secuencias de ARNar y ARN de control utilizado en
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este estudio enumerado anteriormente). Después de la introduccién de ARNariii-IDUA-V1 o
ARNar111-IDUA-V2 en células GM06214 mediante electroporacién, medimos las tasas de edicion de
ARN dirigido mediante analisis NGS y la actividad catalitica de a-L-iduronidasa con el sustrato
4-MU-a-L-iduronidasa en diferentes momentos. Tanto ARNari11-IDUA-V1 como ARNari1:-IDUA-V2
restauraron significativamente la actividad catalitica de IDUA en células GM06214 deficientes en IDUA
progresivamente con el tiempo después de la electroporacion, y ARNari11-IDUA-V2 funcioné6 mucho
mejor que ARNar111-IDUA-V1, mientras que no se pudo detectar actividad de la a-L-iduronidasa en tres
grupos de control (figura 29B).

Para evaluar mas a fondo hasta qué punto la actividad de IDUA restaurada en
GM06214 por LEAPER alivia el sindrome de Hurler, examinamos la actividad de IDUA en células
GMO01323, otros fibroblastos primarios de pacientes con sindrome de Scheie, un subtipo de MPS I
mucho mas leve que el sindrome de Hurler debido a la actividad de IDUA remanente resultante del
genotipo heterocigoto en el gen IDUA. Encontramos que la actividad catalitica de IDUA en células
GM06214 que albergan ARNari11-IDUA-V2 era mayor que la de las células GM01323 48 horas después
de la electroporacion (figura 29B). De acuerdo con estos resultados, el analisis NGS indicd que
ARNar111-IDUA-V2 convirtidé casi el 30% de la edicion de A en I, una tasa mucho mas alta que
ARNar111-IDUA-V1 (figura 29C). Un analisis adicional reveld que se detectaron ediciones no deseadas
minimas dentro de las regiones cubiertas de ARNar de los transcriptos de 7DUA (figura 29D). Es
importante destacar que LEAPER no desencadend respuestas inmunes en células primarias, ya que
demostramos que, a diferencia del ARN duplex poli(I:C) que sirve como un control positivo, ni
ARNar11:-IDUA-V1 ni ARNar111-IDUA-V2 indujeron expresiones de un panel de genes implicados en el
interferén de tipo I y las respuestas proinflamatorias (figura 29E). Estos resultados mostraron el

potencial terapéutico de LEAPER para dirigir ciertas enfermedades monogenéticas.

EJEMPLO 17

Restauracidn de la actividad de la a-L-iduronidasa en ratones con sindrome de Hurler por
LEAPER

Como LEAPER brinda la posibilidad de realizar experimentos en un ratén, examinamos
el potencial de LEAPER para tratar una enfermedad monogénica - el sindrome de Hurler in vivo. El virus
adenoasociado (AAV) se selecciona como el sistema de administracion. Las dos secuencias (Seq ID NO.
341 y Seq ID NO. 342) se insertaron en el vector plasmido AAV-U6-CMV-GFP y el plasmido se

empaqueto en el virus AAV8 por PackGene Biotech (ver la figura 31). El titulo de virus fue el siguiente:



10

15

20

95

nombre titulo volumen Cantidad total Secuencia ARNar 5'-3
Seq ID NO. 341:
AAVS-IDUA gggtgatgggtgctggccaggacacccactgtatg
_ARNad151 9.61E+1 500Ul 5 67E+12GC attgctgtccaacacagccccagcectttgagacctct
2GC/ml gcccagagttgttctccatccaacagggcecatgage
-KD2
cccatgactgtgagtactggctttcgcagcaactgca
catggg
Seq ID NO. 342:
A e .
orio151-KD  9.91E+12GC/ml  600ul  5.95E+12GC  J9 ggcgetggigaacgg
2 tctcgagtaccagaagatgactacaaaactccttt
ccattgcgagtatcggagtctggctcagtttggec
agggaggcact

Se seleccionaron seis ratones macho MPSI (ratones idua W392X,
B6.129S-Iduat™!-1kmke/) (4-10 semanas de edad) y se dividieron en dos grupos, y a cada uno de los tres
ratones del primer grupo se le inyectdé 1E12 GC de virus AAV8 empacado con plasmido
AAVS8-IDUA-aARNd151-KD2 a través de la vena de la cola, a cada uno de los otros tres ratones del
segundo grupo se les inyectd 1E12 GC de virus AAV8 empacado con plasmido AAV8-Aleatorio151-KD2
a través de la vena de la cola, asi como un control. Veintiocho dias después de la inyeccion, los ratones
se sacrificaron mediante dislocacion cervical y se extrajeron higados. . Medimos la actividad enzimatica
de a-L-iduronidasa en células hepaticas de raton con sustrato de 4-MU-a-L-iduronidasa para cada raton
en dos grupos. El higado se divide en trozos pequenos, una parte después de la trituracion se utiliza
para medir la actividad enzimatica (inmediatamente). La actividad enzimatica relativa media del primer
grupo es mayor que la del segundo grupo (Ver la figura 32A). La actividad enzimatica relativa de cada
ratdn del primer grupo es mayor que la del segundo grupo (Ver la figura 32B, GM01323 como control y
tiene 0.3% de actividad de la enzima a-L-iduronidasa en comparacion con las células de tipo salvaje).
Puede verse por el resultado de la actividad enzimdtica que se restaura la actividad de la
a-L-iduronidasa del primer grupo de ratones. Para confirmar que la mutacion TGG>TAG se restaura y el
LEAPER proporciona una edicion de ARN eficaz, medimos las tasas de edicién de ARN dirigido en las
células hepaticas de raton mediante un analisis de secuenciacion de préxima generacion para cada
ratdn en dos grupos mediante el uso de otra parte del higado triturado. La otra parte se agrega con
trizol para NGS. La eficiencia de edicién de ARN promedio del primer grupo es mayor que la del
segundo grupo (Ver la figura 33A). La eficiencia de edicion de ARN de cada ratén del primer grupo es

casi mayor que la del segundo grupo (Ver la figura 33B). Se puede ver en el resultado de la eficiencia
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de la edicién de ARN que el método LEAPER proporciona una edicién de ARN efectiva de hasta el 7%.
ADNc de ADAR1(p110)
5'-ATGGCCGAGATCAAGGAGAAAATCTGCGACTATCTCTTCAATGTGTCTGACTCCTCTGCCCTGAATTTGGCTA
AAAATATTGGCCTTACCAAGGCCCGAGATATAAATGCTGTGCTAATTGACATGGAAAGGCAGGGGGATGTCTAT
AGACAAGGGACAACCCCTCCCATATGGCATTTGACAGACAAGAAGCGAGAGAGGATGCAAATCAAGAGAAATA
CGAACAGTGTTCCTGAAACCGCTCCAGCTGCAATCCCTGAGACCAAAAGAAACGCAGAGTTCCTCACCTGTAAT
ATACCCACATCAAATGCCTCAAATAACATGGTAACCACAGAAAAAGTGGAGAATGGGCAGGAACCTGTCATAAA
GTTAGAAAACAGGCAAGAGGCCAGACCAGAACCAGCAAGACTGAAACCACCTGTTCATTACAATGGCCCCTCA
AAAGCAGGGTATGTTGACTTTGAAAATGGCCAGTGGGCCACAGATGACATCCCAGATGACTTGAATAGTATCCG
CGCAGCACCAGGTGAGTTTCGAGCCATCATGGAGATGCCCTCCTTCTACAGTCATGGCTTGCCACGGTGTTCAC
CCTACAAGAAACTGACAGAGTGCCAGCTGAAGAACCCCATCAGCGGGCTGTTAGAATATGCCCAGTTCGCTAGT
CAAACCTGTGAGTTCAACATGATAGAGCAGAGTGGACCACCCCATGAACCTCGATTTAAATTCCAGGTTGTCAT
CAATGGCCGAGAGTTTCCCCCAGCTGAAGCTGGAAGCAAGAAAGTGGCCAAGCAGGATGCAGCTATGAAAGCC
ATGACAATTCTGCTAGAGGAAGCCAAAGCCAAGGACAGTGGAAAATCAGAAGAATCATCCCACTATTCCACAGA
GAAAGAATCAGAGAAGACTGCAGAGTCCCAGACCCCCACCCCTTCAGCCACATCCTTCTTTTCTGGGAAGAGCC
CCGTCACCACACTGCTTGAGTGTATGCACAAATTGGGGAACTCCTGCGAATTCCGTCTCCTGTCCAAAGAAGGC
CCTGCCCATGAACCCAAGTTCCAATACTGTGTTGCAGTGGGAGCCCAAACTTTCCCCAGTGTGAGTGCTCCCAG
CAAGAAAGTGGCAAAGCAGATGGCCGCAGAGGAAGCCATGAAGGCCCTGCATGGGGAGGCGACCAACTCCAT
GGCTTCTGATAACCAGCCTGAAGGTATGATCTCAGAGTCACTTGATAACTTGGAATCCATGATGCCCAACAAGG
TCAGGAAGATTGGCGAGCTCGTGAGATACCTGAACACCAACCCTGTGGGTGGCCTTTTGGAGTACGCCCGCTC
CCATGGCTTTGCTGCTGAATTCAAGTTGGTCGACCAGTCCGGACCTCCTCACGAGCCCAAGTTCGTTTACCAAG
CAAAAGTTGGGGGTCGCTGGTTCCCAGCCGTCTGCGCACACAGCAAGAAGCAAGGCAAGCAGGAAGCAGCAG
ATGCGGCTCTCCGTGTCTTGATTGGGGAGAACGAGAAGGCAGAACGCATGGGTTTCACAGAGGTAACCCCAGT
GACAGGGGCCAGTCTCAGAAGAACTATGCTCCTCCTCTCAAGGTCCCCAGAAGCACAGCCAAAGACACTCCCT
CTCACTGGCAGCACCTTCCATGACCAGATAGCCATGCTGAGCCACCGGTGCTTCAACACTCTGACTAACAGCTT
CCAGCCCTCCTTGCTCGGCCGCAAGATTCTGGCCGCCATCATTATGAAAAAAGACTCTGAGGACATGGGTGTCG
TCGTCAGCTTGGGAACAGGGAATCGCTGTGTAAAAGGAGATTCTCTCAGCCTAAAAGGAGAAACTGTCAATGA
CTGCCATGCAGAAATAATCTCCCGGAGAGGCTTCATCAGGTTTCTCTACAGTGAGTTAATGAAATACAACTCCCA
GACTGCGAAGGATAGTATATTTGAACCTGCTAAGGGAGGAGAAAAGCTCCAAATAAAAAAGACTGTGTCATTCC
ATCTGTATATCAGCACTGCTCCGTGTGGAGATGGCGCCCTCTTTGACAAGTCCTGCAGCGACCGTGCTATGGAA
AGCACAGAATCCCGCCACTACCCTGTCTTCGAGAATCCCAAACAAGGAAAGCTCCGCACCAAGGTGGAGAACG
GAGAAGGCACAATCCCTGTGGAATCCAGTGACATTGTGCCTACGTGGGATGGCATTCGGCTCGGGGAGAGACT
CCGTACCATGTCCTGTAGTGACAAAATCCTACGCTGGAACGTGCTGGGCCTGCAAGGGGCACTGTTGACCCAC
TTCCTGCAGCCCATTTATCTCAAATCTGTCACATTGGGTTACCTTTTCAGCCAAGGGCATCTGACCCGTGCTATT
TGCTGTCGTGTGACAAGAGATGGGAGTGCATTTGAGGATGGACTACGACATCCCTTTATTGTCAACCACCCCAA
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GGTTGGCAGAGTCAGCATATATGATTCCAAAAGGCAATCCGGGAAGACTAAGGAGACAAGCGTCAACTGGTGT
CTGGCTGATGGCTATGACCTGGAGATCCTGGACGGTACCAGAGGCACTGTGGATGGGCCACGGAATGAATTGT
CCCGGGTCTCCAAAAAGAACATTTTTCTTCTATTTAAGAAGCTCTGCTCCTTCCGTTACCGCAGGGATCTACTGA
GACTCTCCTATGGTGAGGCCAAGAAAGCTGCCCGTGACTACGAGACGGCCAAGAACTACTTCAAAAAAGGCCT
GAAGGATATGGGCTATGGGAACTGGATTAGCAAACCCCAGGAGGAAAAGAACTTTTATCTCTGCCCAGTA
GATTACAAGGATGACGACGATAAG(etiqueta Flag) TAG-3" (SEQ ID NO:332)

ADNc de ADAR1(p150)
5’ATGAATCCGCGGCAGGGGTATTCCCTCAGCGGATACTACACCCATCCATTTCAAGGCTATGAGCACAGACAGC
TCAGATACCAGCAGCCTGGGCCAGGATCTTCCCCCAGTAGTTTCCTGCTTAAGCAAATAGAATTTCTCAAGGGG
CAGCTCCCAGAAGCACCGGTGATTGGAAAGCAGACACCGTCACTGCCACCTTCCCTCCCAGGACTCCGGCCAA
GGTTTCCAGTACTACTTGCCTCCAGTACCAGAGGCAGGCAAGTGGACATCAGGGGTGTCCCCAGGGGCGTGCA
TCTCGGAAGTCAGGGGCTCCAGAGAGGGTTCCAGCATCCTTCACCACGTGGCAGGAGTCTGCCACAGAGAGG
TGTTGATTGCCTTTCCTCACATTTCCAGGAACTGAGTATCTACCAAGATCAGGAACAAAGGATCTTAAAGTTCCT
GGAAGAGCTTGGGGAAGGGAAGGCCACCACAGCACATGATCTGTCTGGGAAACTTGGGACTCCGAAGAAAGA
AATCAATCGAGTTTTATACTCCCTGGCAAAGAAGGGCAAGCTACAGAAAGAGGCAGGAACACCCCCTTTGTGGA
AAATCGCGGTCTCCACTCAGGCTTGGAACCAGCACAGCGGAGTGGTAAGACCAGACGGTCATAGCCAAGGAGC
CCCAAACTCAGACCCGAGTTTGGAACCGGAAGACAGAAACTCCACATCTGTCTCAGAAGATCTTCTTGAGCCTT
TTATTGCAGTCTCAGCTCAGGCTTGGAACCAGCACAGCGGAGTGGTAAGACCAGACAGTCATAGCCAAGGATC
CCCAAACTCAGACCCAGGTTTGGAACCTGAAGACAGCAACTCCACATCTGCCTTGGAAGATCCTCTTGAGTTTT
TAGACATGGCCGAGATCAAGGAGAAAATCTGCGACTATCTCTTCAATGTGTCTGACTCCTCTGCCCTGAATTTG
GCTAAAAATATTGGCCTTACCAAGGCCCGAGATATAAATGCTGTGCTAATTGACATGGAAAGGCAGGGGGATGT
CTATAGACAAGGGACAACCCCTCCCATATGGCATTTGACAGACAAGAAGCGAGAGAGGATGCAAATCAAGAGAA
ATACGAACAGTGTTCCTGAAACCGCTCCAGCTGCAATCCCTGAGACCAAAAGAAACGCAGAGTTCCTCACCTGT
AATATACCCACATCAAATGCCTCAAATAACATGGTAACCACAGAAAAAGTGGAGAATGGGCAGGAACCTGTCAT
AAAGTTAGAAAACAGGCAAGAGGCCAGACCAGAACCAGCAAGACTGAAACCACCTGTTCATTACAATGGCCCC
TCAAAAGCAGGGTATGTTGACTTTGAAAATGGCCAGTGGGCCACAGATGACATCCCAGATGACTTGAATAGTAT
CCGCGCAGCACCAGGTGAGTTTCGAGCCATCATGGAGATGCCCTCCTTCTACAGTCATGGCTTGCCACGGTGTT
CACCCTACAAGAAACTGACAGAGTGCCAGCTGAAGAACCCCATCAGCGGGCTGTTAGAATATGCCCAGTTCGCT
AGTCAAACCTGTGAGTTCAACATGATAGAGCAGAGTGGACCACCCCATGAACCTCGATTTAAATTCCAGGTTGT
CATCAATGGCCGAGAGTTTCCCCCAGCTGAAGCTGGAAGCAAGAAAGTGGCCAAGCAGGATGCAGCTATGAAA
GCCATGACAATTCTGCTAGAGGAAGCCAAAGCCAAGGACAGTGGAAAATCAGAAGAATCATCCCACTATTCCAC
AGAGAAAGAATCAGAGAAGACTGCAGAGTCCCAGACCCCCACCCCTTCAGCCACATCCTTCTTTTCTGGGAAGA
GCCCCGTCACCACACTGCTTGAGTGTATGCACAAATTGGGGAACTCCTGCGAATTCCGTCTCCTGTCCAAAGAA
GGCCCTGCCCATGAACCCAAGTTCCAATACTGTGTTGCAGTGGGAGCCCAAACTTTCCCCAGTGTGAGTGCTCC
CAGCAAGAAAGTGGCAAAGCAGATGGCCGCAGAGGAAGCCATGAAGGCCCTGCATGGGGAGGCGACCAACTC
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CATGGCTTCTGATAACCAGCCTGAAGGTATGATCTCAGAGTCACTTGATAACTTGGAATCCATGATGCCCAACAA
GGTCAGGAAGATTGGCGAGCTCGTGAGATACCTGAACACCAACCCTGTGGGTGGCCTTTTGGAGTACGCCCGC
TCCCATGGCTTTGCTGCTGAATTCAAGTTGGTCGACCAGTCCGGACCTCCTCACGAGCCCAAGTTCGTTTACCA
AGCAAAAGTTGGGGGTCGCTGGTTCCCAGCCGTCTGCGCACACAGCAAGAAGCAAGGCAAGCAGGAAGCAGC
AGATGCGGCTCTCCGTGTCTTGATTGGGGAGAACGAGAAGGCAGAACGCATGGGTTTCACAGAGGTAACCCCA
GTGACAGGGGCCAGTCTCAGAAGAACTATGCTCCTCCTCTCAAGGTCCCCAGAAGCACAGCCAAAGACACTCC
CTCTCACTGGCAGCACCTTCCATGACCAGATAGCCATGCTGAGCCACCGGTGCTTCAACACTCTGACTAACAGC
TTCCAGCCCTCCTTGCTCGGCCGCAAGATTCTGGCCGCCATCATTATGAAAAAAGACTCTGAGGACATGGGTGT
CGTCGTCAGCTTGGGAACAGGGAATCGCTGTGTAAAAGGAGATTCTCTCAGCCTAAAAGGAGAAACTGTCAAT
GACTGCCATGCAGAAATAATCTCCCGGAGAGGCTTCATCAGGTTTCTCTACAGTGAGTTAATGAAATACAACTCC
CAGACTGCGAAGGATAGTATATTTGAACCTGCTAAGGGAGGAGAAAAGCTCCAAATAAAAAAGACTGTGTCATT
CCATCTGTATATCAGCACTGCTCCGTGTGGAGATGGCGCCCTCTTTGACAAGTCCTGCAGCGACCGTGCTATGG
AAAGCACAGAATCCCGCCACTACCCTGTCTTCGAGAATCCCAAACAAGGAAAGCTCCGCACCAAGGTGGAGAA
CGGAGAAGGCACAATCCCTGTGGAATCCAGTGACATTGTGCCTACGTGGGATGGCATTCGGCTCGGGGAGAGA
CTCCGTACCATGTCCTGTAGTGACAAAATCCTACGCTGGAACGTGCTGGGCCTGCAAGGGGCACTGTTGACCC
ACTTCCTGCAGCCCATTTATCTCAAATCTGTCACATTGGGTTACCTTTTCAGCCAAGGGCATCTGACCCGTGCTA
TTTGCTGTCGTGTGACAAGAGATGGGAGTGCATTTGAGGATGGACTACGACATCCCTTTATTGTCAACCACCCC
AAGGTTGGCAGAGTCAGCATATATGATTCCAAAAGGCAATCCGGGAAGACTAAGGAGACAAGCGTCAACTGGT
GTCTGGCTGATGGCTATGACCTGGAGATCCTGGACGGTACCAGAGGCACTGTGGATGGGCCACGGAATGAATT
GTCCCGGGTCTCCAAAAAGAACATTTTTCTTCTATTTAAGAAGCTCTGCTCCTTCCGTTACCGCAGGGATCTACT
GAGACTCTCCTATGGTGAGGCCAAGAAAGCTGCCCGTGACTACGAGACGGCCAAGAACTACTTCAAAAAAGGC
CTGAAGGATATGGGCTATGGGAACTGGATTAGCAAACCCCAGGAGGAAAAGAACTTTTATCTCTGCCCAGTA
GATTACAAGGATGACGACGATAAG(etiqueta Flag) TAG-3" (SEQ ID NO:333)

ADNc de ADAR2

5'-ATGGATATAGAAGATGAAGAAAACATGAGTTCCAGCAGCACTGATGTGAAGGAAAACCGCAATCTGGACAAC
GTGTCCCCCAAGGATGGCAGCACACCTGGGCCTGGCGAGGGCTCTCAGCTCTCCAATGGGGGTGGTGGTGGC
CCCGGCAGAAAGCGGCCCCTGGAGGAGGGCAGCAATGGCCACTCCAAGTACCGCCTGAAGAAAAGGAGGAAA
ACACCAGGGCCCGTCCTCCCCAAGAACGCCCTGATGCAGCTGAATGAGATCAAGCCTGGTTTGCAGTACACAC
TCCTGTCCCAGACTGGGCCCGTGCACGCGCCTTTGTTTGTCATGTCTGTGGAGGTGAATGGCCAGGTTTTTGA
GGGCTCTGGTCCCACAAAGAAAAAGGCAAAACTCCATGCTGCTGAGAAGGCCTTGAGGTCTTTCGTTCAGTTT
CCTAATGCCTCTGAGGCCCACCTGGCCATGGGGAGGACCCTGTCTGTCAACACGGACTTCACATCTGACCAGG
CCGACTTCCCTGACACGCTCTTCAATGGTTTTGAAACTCCTGACAAGGCGGAGCCTCCCTTTTACGTGGGCTCC
AATGGGGATGACTCCTTCAGTTCCAGCGGGGACCTCAGCTTGTCTGCTTCCCCGGTGCCTGCCAGCCTAGCCC
AGCCTCCTCTCCCTGCCTTACCACCATTCCCACCCCCGAGTGGGAAGAATCCCGTGATGATCTTGAACGAACTG
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CGCCCAGGACTCAAGTATGACTTCCTCTCCGAGAGCGGGGAGAGCCATGCCAAGAGCTTCGTCATGTCTGTGG
TCGTGGATGGTCAGTTCTTTGAAGGCTCGGGGAGAAACAAGAAGCTTGCCAAGGCCCGGGCTGCGCAGTCTG
CCCTGGCCGCCATTTTTAACTTGCACTTGGATCAGACGCCATCTCGCCAGCCTATTCCCAGTGAGGGTCTTCAG
CTGCATTTACCGCAGGTTTTAGCTGACGCTGTCTCACGCCTGGTCCTGGGTAAGTTTGGTGACCTGACCGACAA
CTTCTCCTCCCCTCACGCTCGCAGAAAAGTGCTGGCTGGAGTCGTCATGACAACAGGCACAGATGTTAAAGAT
GCCAAGGTGATAAGTGTTTCTACAGGAACAAAATGTATTAATGGTGAATACATGAGTGATCGTGGCCTTGCATTA
AATGACTGCCATGCAGAAATAATATCTCGGAGATCCTTGCTCAGATTTCTTTATACACAACTTGAGCTTTACTTAA
ATAACAAAGATGATCAAAAAAGATCCATCTTTCAGAAATCAGAGCGAGGGGGGTTTAGGCTGAAGGAGAATGTC
CAGTTTCATCTGTACATCAGCACCTCTCCCTGTGGAGATGCCAGAATCTTCTCACCACATGAGCCAATCCTGGAA
GAACCAGCAGATAGACACCCAAATCGTAAAGCAAGAGGACAGCTACGGACCAAAATAGAGTCTGGTGAGGGGA
CGATTCCAGTGCGCTCCAATGCGAGCATCCAAACGTGGGACGGGGTGCTGCAAGGGGAGCGGCTGCTCACCA
TGTCCTGCAGTGACAAGATTGCACGCTGGAACGTGGTGGGCATCCAGGGATCCCTGCTCAGCATTTTCGTGGA
GCCCATTTACTTCTCGAGCATCATCCTGGGCAGCCTTTACCACGGGGACCACCTTTCCAGGGCCATGTACCAGC
GGATCTCCAACATAGAGGACCTGCCACCTCTCTACACCCTCAACAAGCCTTTGCTCAGTGGCATCAGCAATGCA
GAAGCACGGCAGCCAGGGAAGGCCCCCAACTTCAGTGTCAACTGGACGGTAGGCGACTCCGCTATTGAGGTCA
TCAACGCCACGACTGGGAAGGATGAGCTGGGCCGCGCGTCCCGCCTGTGTAAGCACGCGTTGTACTGTCGCT
GGATGCGTGTGCACGGCAAGGTTCCCTCCCACTTACTACGCTCCAAGATTACCAAACCCAACGTGTACCATGAG
TCCAAGCTGGCGGCAAAGGAGTACCAGGCCGCCAAGGCGCGTCTGTTCACAGCCTTCATCAAGGCGGGGCTG
GGGGCCTGGGTGGAGAAGCCCACCGAGCAGGACCAGTTCTCACTCACGCCC
GATTACAAGGATGACGACGATAAG(etiqueta Flag) TAG-3" (SEQ ID NO:334)

Secuencia de codificacion (CDS) de los genes relevantes para la enfermedad

COL3A1
5’-atgatgagctttgtgcaaaaggggagctggctacttctegcetctgcttcatcecactattattttggcacaacaggaagctgttgaaggaggat
gttcccatcttggtcagtectatgcggatagagatgtctggaagccagaaccatgccaaatatgtgtcetgtgactcaggatecgttctctgegatg
acataatatgtgacgatcaagaattagactgccccaacccagaaattccatttggagaatgttgtgcagtttgcccacagectccaactgctecta
ctegecctectaatggtcaaggacctcaaggccccaagggagatccaggecctectggtattcctgggagaaatggtgaccctggtattccagg
acaaccagggtcccctggttctcctggeccccctggaatctgtgaatcatgecctactggtectcagaactattctecccagtatgattcatatgatg
tcaagtctggagtagcagtaggaggactcgcaggctatcctggaccagcetggecccccaggecctcecggteccectggtacatcetggtceatece
tggttcccctggatctccaggataccaaggacccectggtgaacctgggcaagetggtecttcaggecctccaggacctectggtgctataggte
catctggtcctgctggaaaagatggagaatcaggtagacccggacgacctggagagcgaggattgectggacctccaggtatcaaaggteca
gctgggatacctggattccctggtatgaaaggacacagaggcttcgatggacgaaatggagaaaagggtgaaacaggtgctectggattaaa
gggtgaaaatggtcttccaggcgaaaatggagctcctggacccatgggtccaagaggggctectggtgagegaggacggcecaggacttectg
gggctgcaggtgctcggggtaatgacggtgctcgaggcagtgatggtcaaccaggecctectggtectectggaactgecggatteectggate
ccctggtgctaagggtgaagttggacctgcagggtctectggttcaaatggtgeccctggacaaagaggagaacctggacctcagggacacg
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ctggtgctcaaggtectectggecctectgggattaatggtagtectggtggtaaaggcgaaatgggteccgetggeattectggagetectgga
ctgatgggagcccggggtectccaggaccageeggtgctaatggtgctectggactgcgaggtggtgcaggtgagectggtaagaatggtgc
caaaggagagcccggaccacgtggtgaacgcggtgaggcetggtattccaggtgttccaggagctaaaggcgaagatggcaaggatggatce
acctggagaacctggtgcaaatgggcttccaggagcetgcaggagaaaggggtgeccctgggttccgaggacctgctggaccaaatggeatec
caggagaaaagggtcctgctggagagegtggtgctccaggecctgcagggeccagaggagetgctggagaacctggcagagatggegtee
ctggaggtccaggaatgaggggceatgcccggaagtccaggaggaccaggaagtgatgggaaaccagggectcccggaagtcaaggagaa
agtggtcgaccaggtcctcctgggcecatctggtccccgaggtcagectggtgtcatgggettecceggtectaaaggaaatgatggtgetectgg
taagaatggagaacgaggtggccctggaggacctggecctcagggtectcctggaaagaatggtgaaactggacctcagggacceccaggg
cctactgggectggtggtgacaaaggagacacaggaccecctggtccacaaggattacaaggcttgectggtacaggtggtectccaggaga
aaatggaaaacctggggaaccaggtccaaagggtgatgccggtgcacctggagctccaggaggcaagggtgatgctggtgeccctggtgaa
cgtggacctcctggattggcaggggecccaggacttagaggtggagetggteccectggtcccgaaggaggaaagggtgetgetggtectect
gggccacctggtgctgctggtactcctggtctgcaaggaatgectggagaaagaggaggtcttggaagtcctggtccaaagggtgacaaggg
tgaaccaggcggtccaggtgctgatggtgtcccagggaaagatggceccaaggggtectactggtectattggtectectggeccagetggeca
gcctggagataagggtgaaggtggtgeccccggacttccaggtatagetggacctegtggtagecctggtgagagaggtgaaactggecctce
caggacctgctggtttcectggtgctcctggacagaatggtgaacctggtggtaaaggagaaagaggggctccgggtgagaaaggtgaagg
aggccctcctggagttgcaggaccccctggaggttetggacctgetggtectectggtecccaaggtgtcaaaggtgaacgtggeagtectggt
ggacctggtgctgctggctteectggtgctegtggtcttectggtectectggtagtaatggtaacccaggacceccaggteccageggtteteca
ggcaaggatgggcccccaggtectgegggtaacactggtgctectggcagecctggagtgtcetggaccaaaaggtgatgctggecaaccagg
agagaagggatcgcctggtgcccagggeccaccaggagctcecaggeccacttgggattgctgggatcactggagcacggggtcettgcagga
ccaccaggcatgccaggtcectaggggaagecctggecctcagggtgtcaagggtgaaagtgggaaaccaggagctaacggtctcagtggag
aacgtggtccccctggaccccagggtcttectggtetggetggtacagetggtgaacctggaagagatggaaaccctggatcagatggtettce
aggccgagatggatctectggtggcaagggtgategtggtgaaaatggctctectggtgeccctggegctectggtcatccaggeccacctggt
cctgtcggtccagctggaaagagtggtgacagaggagaaagtggecctgcetggecctgcetggtgcteceggtectgctggttcccgaggtgete
ctggtcctcaaggeccacgtggtgacaaaggtgaaacaggtgaacgtggagetgctggcatcaaaggacatcgaggattcectggtaatcca
ggtgccccaggttetccaggecctgetggtcagcagggtgcaatcggeagtccaggacctgcaggcecccagaggacctgttggacccagtgg
acctcctggcaaagatggaaccagtggacatccaggteccattggaccaccagggectcgaggtaacagaggtgaaagaggatctgaggge
tccccaggecacccagggcaaccaggcecctectggacctectggtgeccctggtecttgetgtggtggtgttggagecgctgcecattgctgggat
tggaggtgaaaaagctggcggttttgccccgtattatggagatgaaccaatggatttcaaaatcaacaccgatgagattatgacttcactcaagt
ctgttaatggacaaatagaaagcctcattagtcctgatggttctcgtaaaaaccccgctagaaactgcagagacctgaaattctgecatectgaa
ctcaagagtggagaatactgggttgaccctaaccaaggatgcaaattggatgctatcaaggtattctgtaatatggaaactggggaaacatgc
ataagtgccaatcctttgaatgttccacggaaacactggtggacagattctagtgctgagaagaaacacgtttggtttggagagtccatggatg
gtggttttcagtttagctacggcaatcctgaacttcctgaagatgtecttgatgtgcagetggeattecttegacttctctccagecgagctteccag
aacatcacatatcactgcaaaaatagcattgcatacatggatcaggccagtggaaatgtaaagaaggccctgaagcetgatggggtcaaatga
aggtgaattcaaggctgaaggaaatagcaaattcacctacacagttctggaggatggttgcacgaaacacactggggaatggagcaaaaca
gtctttgaatatcgaacacgcaaggctgtgagactacctattgtagatattgcaccctatgacattggtggtcctgatcaagaatttggtgtggac
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gttggccectgtttgctttttataa-3' (SEQ ID NO:335)

BMPR2
5’-atgacttcctegcetgcageggecctggegggtgcecctggctaccatggaccatectgetggtcagegetgeggetgcttcgcagaatcaaga
acggctatgtgegtttaaagatccgtatcagcaagaccttgggataggtgagagtagaatctctcatgaaaatgggacaatattatgctcgaaa
ggtagcacctgctatggectttgggagaaatcaaaaggggacataaatcttgtaaaacaaggatgttggtctcacattggagatccccaagagt
gtcactatgaagaatgtgtagtaactaccactcctccctcaattcagaatggaacataccgtttctgctgttgtagcacagatttatgtaatgtcaac
tttactgagaattttccacctcctgacacaacaccactcagtccacctcattcatttaaccgagatgagacaataatcattgctttggcatcagtctct
gtattagctgttttgatagttgccttatgctttggatacagaatgttgacaggagaccgtaaacaaggtcttcacagtatgaacatgatggaggcea
gcagcatccgaaccctctcttgatctagataatctgaaactgttggagctgattggccgaggtcgatatggagcagtatataaaggcetecttgga
tgagcgtccagttgctgtaaaagtgttttectttgcaaaccgtcagaattttatcaacgaaaagaacatttacagagtgectttgatggaacatgac
aacattgcccgctttatagttggagatgagagagtcactgcagatggacgcatggaatatttgcttgtgatggagtactatcccaatggatcttta
tgcaagtatttaagtctccacacaagtgactgggtaagctcttgcegtcttgctcattctgttactagaggactggcttatcttcacacagaattacc
acgaggagatcattataaacctgcaatttcccatcgagatttaaacagcagaaatgtcctagtgaaaaatgatggaacctgtgttattagtgactt
tggactgtccatgaggctgactggaaatagactggtgcgcccaggggaggaagataatgcagccataagcgaggttggcactatcagatata
tggcaccagaagtgctagaaggagctgtgaacttgagggactgtgaatcagctttgaaacaagtagacatgtatgctcttggactaatctattg
ggagatatttatgagatgtacagacctcttcccaggggaatccgtaccagagtaccagatggcttttcagacagaggttggaaaccatcccactt
ttgaggatatgcaggttctcgtgtctagggaaaaacagagacccaagttcccagaagcectggaaagaaaatagectggcagtgaggtcactc
aaggagacaatcgaagactgttgggaccaggatgcagaggctcggcttactgcacagtgtgctgaggaaaggatggcetgaacttatgatgat
ttgggaaagaaacaaatctgtgagcccaacagtcaatccaatgtctactgctatgcagaatgaacgcaacctgtcacataataggegtgtgceca
aaaattggtccttatccagattattcttectectcatacattgaagactctatccatcatactgacagcatcgtgaagaatatttectctgageattcta
tgtccagcacacctttgactataggggaaaaaaaccgaaattcaattaactatgaacgacagcaagcacaagctcgaatccccagecctgaaa
caagtgtcaccagcctctccaccaacacaacaaccacaaacaccacaggactcacgccaagtactggcatgactactatatctgagatgecata
cccagatgaaacaaatctgcataccacaaatgttgcacagtcaattgggccaaccectgtctgcttacagctgacagaagaagacttggaaacc
aacaagctagacccaaaagaagttgataagaacctcaaggaaagctctgatgagaatctcatggagcactctcttaaacagttcagtggecca
gacccactgagcagtactagttctagcttgctttacccactcataaaacttgcagtagaagcaactggacagcaggacttcacacagactgcaa
atggccaagcatgtttgattcctgatgttctgectactcagatctatectctccccaagcagcagaaccttcccaagagacctactagtttgectttg
aacaccaaaaattcaacaaaagagccccggctaaaatttggcagcaagcacaaatcaaacttgaaacaagtcgaaactggagttgccaagat
gaatacaatcaatgcagcagaacctcatgtggtgacagtcaccatgaatggtgtggcaggtagaaaccacagtgttaactcccatgctgecac
aacccaatatgccaatgggacagtactatctggccaaacaaccaacatagtgacacatagggcccaagaaatgttgcagaatcagtttattggt
gaggacacccggctgaatattaattccagtcctgatgagcatgagectttactgagacgagagcaacaagctggccatgatgaaggtgttctg
gatcgtcttgtggacaggagggaacggccactagaaggtggccgaactaattccaataacaacaacagcaatccatgttcagaacaagatgtt
cttgcacagggtgttccaagcacagcagcagatcctgggccatcaaagcccagaagagcacagaggcctaattctctggatctttcagecaca
aatgtcctggatggcagcagtatacagataggtgagtcaacacaagatggcaaatcaggatcaggtgaaaagatcaagaaacgtgtgaaaa
ctecctattctcttaageggtggegeccctecacctgggteatctccactgaategetggactgtgaagtcaacaataatggcagtaacagggcea
gttcattccaaatccagcactgctgtttaccttgcagaaggaggcactgctacaaccatggtgtctaaagatataggaatgaactgtctgtga-3’
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(SEQ ID NO:336)

AHI1
5’-atgcctacagctgagagtgaagcaaaagtaaaaaccaaagttcgctttgaagaattgcttaagacccacagtgatctaatgcgtgaaaaga
aaaaactgaagaaaaaacttgtcaggtctgaagaaaacatctcacctgacactattagaagcaatcttcactatatgaaagaaactacaagtg
atgatcccgacactattagaagcaatcttccccatattaaagaaactacaagtgatgatgtaagtgctgctaacactaacaacctgaagaagag
cacgagagtcactaaaaacaaattgaggaacacacagttagcaactgaaaatcctaatggtgatgctagtgtagaggaagacaaacaagga
aagccaaataaaaaggtgataaagacggtgccccagttgactacacaagacctgaaaccggaaactcctgagaataaggttgattctacaca
ccagaaaacacatacaaagccacagccaggcgttgatcatcagaaaagtgagaaggcaaatgagggaagagaagagactgatttagaag
aggatgaagaattgatgcaagcatatcagtgccatgtaactgaagaaatggcaaaggagattaagaggaaaataagaaagaaactgaaag
aacagttgacttactttccctcagatactttattccatgatgacaaactaagcagtgaaaaaaggaaaaagaaaaaggaagttccagtettctct
aaagctgaaacaagtacattgaccatctctggtgacacagttgaaggtgaacaaaagaaagaatcttcagttagatcagtttcttcagattctca
tcaagatgatgaaataagctcaatggaacaaagcacagaagacagcatgcaagatgatacaaaacctaaaccaaaaaaaacaaaaaaga
agactaaagcagttgcagataataatgaagatgttgatggtgatggtgttcatgaaataacaagccgagatageccggtttatcccaaatgtttg
cttgatgatgaccttgtcttgggagtttacattcaccgaactgatagacttaagtcagattttatgatttctcacccaatggtaaaaattcatgtggtt
gatgagcatactggtcaatatgtcaagaaagatgatagtggacggcectgtttcatcttactatgaaaaagagaatgtggattatattcttectatta
tgacccagccatatgattttaaacagttaaaatcaagacttccagagtgggaagaacaaattgtatttaatgaaaattttcectatttgcttcgagg
ctctgatgagagtcctaaagtcatcctgttctttgagattcttgatttcttaagcgtggatgaaattaagaataattctgaggttcaaaaccaagaat
gtggctttcggaaaattgcctgggcatttcttaagcttctgggagcecaatggaaatgcaaacatcaactcaaaacttcgcttgcagctatattace
cacctactaagcctcgatccccattaagtgttgttgaggeatttgaatggtggtcaaaatgtccaagaaatcattacccatcaacactgtacgtaa
ctgtaagaggactgaaagttccagactgtataaagccatcttaccgctctatgatggctcttcaggaggaaaaaggtaaaccagtgcattgtga
acgtcaccatgagtcaagctcagtagacacagaacctggattagaagagtcaaaggaagtaataaagtggaaacgactccctgggcaggctt
gccgtatcccaaacaaacacctcttctcactaaatgcaggagaacgaggatgtttttgtcttgatttctcccacaatggaagaatattagcagceag
cttgtgccagccgggatggatatccaattattttatatgaaattecttctggacgtttcatgagagaattgtgtggccacctcaatatcatttatgatce
tttcctggtcaaaagatgatcactacatccttacttcatcatctgatggcactgccaggatatggaaaaatgaaataaacaatacaaatactttca
gagttttacctcatccttcttttgtttacacggctaaattccatccagctgtaagagagctagtagttacaggatgctatgattccatgatacggatat
ggaaagttgagatgagagaagattctgccatattggtccgacagtttgacgttcacaaaagttttatcaactcactttgttttgatactgaaggtca
tcatatgtattcaggagattgtacaggggtgattgttgtttggaatacctatgtcaagattaatgatttggaacattcagtgcaccactggactata
aataaggaaattaaagaaactgagtttaagggaattccaataagttatttggagattcatcccaatggaaaacgtttgttaatccataccaaaga
cagtactttgagaattatggatctccggatattagtagcaaggaagtttgtaggagcagcaaattatcgggagaagattcatagtactttgactcc
atgtgggacttttctgtttgctggaagtgaggatggtatagtgtatgtttggaacccagaaacaggagaacaagtagccatgtattctgacttgec
attcaagtcacccattcgagacatttcttatcatccatttgaaaatatggttgcattctgtgcatttgggcaaaatgagcecaattcttctgtatatttac
gatttccatgttgcccagcaggaggctgaaatgttcaaacgctacaatggaacatttccattacctggaatacaccaaagtcaagatgecctatg
tacctgtccaaaactaccccatcaaggctcttttcagattgatgaatttgtccacactgaaagttcttcaacgaagatgcagctagtaaaacagag
gcttgaaactgtcacagaggtgatacgttcctgtgctgcaaaagtcaacaaaaatctctcatttacttcaccaccagcagtttcctcacaacagtct

aagttaaagcagtcaaacatgctgaccgctcaagagattctacatcagtttggtttcactcagaccgggattatcagcatagaaagaaagcecttg
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taaccatcaggtagatacagcaccaacggtagtggctctttatgactacacagcgaatcgatcagatgaactaaccatccatcgcggagacatt
atccgagtgtttttcaaagataatgaagactggtggtatggcagcataggaaagggacaggaaggttattttccagctaatcatgtggctagtg
aaacactgtatcaagaactgcctcctgagataaaggagcgatcccctectttaagecctgaggaaaaaactaaaatagaaaaatctccagctec
tcaaaagcaatcaatcaataagaacaagtcccaggacttcagactaggctcagaatctatgacacattctgaaatgagaaaagaacagagcec
atgaggaccaaggacacataatggatacacggatgaggaagaacaagcaagcaggcagaaaagtcactctaatagagta-3’ (SEQ ID
NO:337)

FANCC
5’-atggctcaagattcagtagatctttcttgtgattatcagttttggatgcagaagctttctgtatgggatcaggcttccactttggaaacccagcea
agacacctgtcttcacgtggctcagttccaggagttcctaaggaagatgtatgaagecttgaaagagatggattctaatacagtcattgaaagat
tccccacaattggtcaactgttggcaaaagcettgttggaatccttttattttagcatatgatgaaagccaaaaaattctaatatggtgcttatgttgtc
taattaacaaagaaccacagaattctggacaatcaaaacttaactcctggatacagggtgtattatctcatatactttcagcactcagatttgataa
agaagttgctcttttcactcaaggtcttgggtatgcacctatagattactatcctggtttgcttaaaaatatggttttatcattagcgtctgaactcaga
gagaatcatcttaatggatttaacactcaaaggcgaatggctcccgagegagtggegtecctgtcacgagtttgtgteccacttattacectgaca
gatgttgaccccctggtggaggctctectcatctgtcatggacgtgaacctcaggaaatcctccagecagagttctttgaggctgtaaacgagge
cattttgctgaagaagatttctctccccatgtcagetgtagtctgectctggcttcggcaccttcccagecttgaaaaagcaatgctgcatctttttga
aaagctaatctccagtgagagaaattgtctgagaaggatcgaatgctttataaaagattcatcgctgectcaagcagectgccaccctgecatat
tccgggttgttgatgagatgttcaggtgtgcactcctggaaaccgatggggecctggaaatcatagecactattcaggtgtttacgcagtgctttg
tagaagctctggagaaagcaagcaagcagctgcggtttgcactcaagacctactttecttacacttctccatctcttgccatggtgctgctgcaag
accctcaagatatccctcggggacactggcetccagacactgaagcatatttctgaactgctcagagaagcagttgaagaccagactcatgggtc
ctgcggaggtccctttgagagctggttectgttcattcacttcggaggatgggctgagatggtggcagagcaattactgatgtcggcagecgaa
ccecccacggecctgetgtggcetettggecttctactacggecccegtgatgggaggcagcagagagcacagactatggtccaggtgaaggec
gtgctgggccacctectggcaatgtccagaagcagcagectctcageccaggacctgcagacggtagcaggacagggcacagacacagacc
tcagagctcctgcacaacagctgatcaggceaccttctectcaacttectgcetctgggcetectggaggecacacgatcgectgggatgtcatcaccc
tgatggctcacactgctgagataactcacgagatcattggctttcttgaccagaccttgtacagatggaatcgtcttggcattgaaagcecctagat
cagaaaaactggcccgagagctccttaaagagctgcgaactcaagtctag-3' (SEQ ID NO:338)

MYBPC3
5’-atgcctgagccggggaagaagcecagtctcagcettttagcaagaagcecacggtcagtggaagtggecgcaggcagecctgecgtgttcga
ggccgagacagagcgggcaggagtgaaggtgegctggcagegcggaggcagtgacatcagegecagcaacaagtacggectggecaca
gagggcacacggcatacgctgacagtgcgggaagtgggcecctgecgaccagggatcttacgcagtcattgetggcetectccaaggtcaagtte
gacctcaaggtcatagaggcagagaaggcagagcccatgctggeccctgeccctgeccctgctgaggecactggageccctggagaagece
cggccccagecgctgagetgggagaaagtgecccaagtcccaaagggtcaagctcagcagcetctcaatggtectaccectggageccccgat
gaccccattggcctcttcgtgatgcggecacaggatggegaggtgaccgtgggtggcageatcaccttctcageccgegtggecggegecage
ctectgaagecgectgtggtcaagtggttcaagggcaaatgggtggacctgagcagcaaggtgggecageacctgcagcetgcacgacagceta
cgaccgcgcecagcaaggtctatctgttcgagetgcacatcaccgatgeccagectgecttcactggcagctacegetgtgaggtgtccaccaag

gacaaatttgactgctccaacttcaatctcactgtccacgaggccatgggcaccggagacctggacctectatcagecttccgecgeacgagect
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ggctggaggtggtcggeggatcagtgatagecatgaggacactgggattctggacttcagctcactgctgaaaaagagagacagtttccgga
ccccgagggactcgaagetggaggcaccagcagaggaggacgtgtgggagatectacggcaggeacccccatctgagtacgagegceateg
ccttccagtacggegtcactgacctgegeggcatgctaaagaggctcaagggcatgaggegegatgagaagaagagcacagectttcagaa
gaagctggagccggcectaccaggtgagcaaaggccacaagatccggetgaccgtggaactggctgaccatgacgctgaggtcaaatggete
aagaatggccaggagatccagatgagcggcagcaagtacatctttgagtccatcggtgccaagegtacectgaccatcagecagtgctcattg
gcggacgacgcagcectaccagtgegtggtgggtggcgagaagtgtagcacggagcetctttgtgaaagagecccctgtgctcatcacgegecc
cttggaggaccagctggtgatggtggggcagcgggtggagtttgagtgtgaagtatcggaggagggggcegcaagtcaaatggctgaagga
cggggtggagctgacccgggaggagaccttcaaataccggttcaagaaggacgggcagagacaccacctgatcatcaacgaggecatgctg
gaggacgcggggcactatgcactgtgcactagcgggggcecaggegcetggctgagctcattgtgcaggaaaagaagcetggaggtgtaccag
agcatcgcagacctgatggtgggcgcaaaggaccaggeggtgttcaaatgtgaggtctcagatgagaatgttcggggtgtgtggctgaagaa
tgggaaggagctggtgcccgacagccgcataaaggtgtcccacatcgggegggtcecacaaactgaccattgacgacgtcacacctgecgacg
aggctgactacagctttgtgcccgagggcttcgectgcaacctgtcagccaagetcecacttcatggaggtcaagattgacttcgtacccaggcag
gaacctcccaagatccacctggactgcccaggecgcataccagacaccattgtggttgtagctggaaataagctacgtctggacgtecctatctc
tggggaccctgctcccactgtgatctggcagaaggctatcacgcaggggaataaggccccagecaggcecagecccagatgccccagaggac
acaggtgacagcgatgagtgggtgtttgacaagaagctgctgtgtgagaccgagggcecgggtccgegtggagaccaccaaggaccgcage
atcttcacggtcgagggggcagagaaggaagatgagggcgtctacacggtcacagtgaagaaccctgtgggcgaggaccaggtcaacctc
acagtcaaggtcatcgacgtgccagacgcacctgcggeccccaagatcagcaacgtgggagaggactcctgcacagtacagtgggagecge
ctgcctacgatggcgggeageccatectgggctacatcctggagegcaagaagaagaagagcetaccggtggatgcggctgaacttcgacctg
attcaggagctgagtcatgaagcgcggegcatgatcgagggegtggtgtacgagatgcegegtctacgeggtcaacgecatcggceatgtecag
gcccagecctgecteccageccttcatgectatcggtecccccagegaacccacccacctggcagtagaggacgtctctgacaccacggtcetecc
tcaagtggcggcccccagagegegtgggagcaggaggectggatggctacagegtggagtactgcccagagggcetgctcagagtgggtgg
ctgccctgcaggggctgacagagcacacatcgatactggtgaaggacctgcccacgggggeccggcetgcttttccgagtgcgggeacacaat
atggcagggcctggageccctgttaccaccacggagecggtgacagtgcaggagatcctgcaacggccacggcttcagetgcccaggcacct
gcgccagaccattcagaagaaggtcggggagectgtgaaccttctcatcectttccagggcaagecccggectcaggtgacctggaccaaaga
ggggcagcccctggcaggegaggaggtgagceatccgcaacagecccacagacaccatectgttcatccgggecgctegecgegtgceattcag
gcacttaccaggtgacggtgcgcattgagaacatggaggacaaggccacgctggtgctgcaggttgttgacaagccaagtectccccaggate
tccgggtgactgacgectggggtcettaatgtggctctggagtggaagecaccccaggatgtcggcaacacggagcetctgggggtacacagtg
cagaaagccgacaagaagaccatggagtggttcaccgtcttggagcattaccgecgcacccactgegtggtgccagagcetcatcattggcaat
ggctactacttccgegtcttcagccagaatatggttggctttagtgacagagcggecaccaccaaggagcccgtctttatccccagaccaggceat
cacctatgagccacccaactataaggcecctggacttctccgaggecccaagcttcacccageccctggtgaaccgeteggtcatcgegggctac
actgctatgctctgctgtgctgtccggggtagccccaageccaagatttectggttcaagaatggectggacctgggagaagacgeccgcttecg
catgttcagcaagcagggagtgttgactctggagattagaaagccctgcccctttgacgggggcatctatgtctgcagggccaccaacttacag
ggcgaggcacggtgtgagtgccgectggaggtgcgagtgcectcagtga-3’ (SEQ ID NO:339)

IL2RG
5’-atgttgaagccatcattaccattcacatccctcttattcctgcagetgceccctgctgggagtggggcetgaacacgacaattctgacgeccaatg
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ggaatgaagacaccacagctgatttcttcctgaccactatgcccactgacteectcagtgtttccactctgeccctcccagaggttcagtgttttgtg
ttcaatgtcgagtacatgaattgcacttggaacagcagctctgagccccagectaccaacctcactctgcattattggtacaagaactcggataat
gataaagtccagaagtgcagccactatctattctctgaagaaatcacttctggctgtcagttgcaaaaaaaggagatccacctctaccaaacattt
gttgttcagctccaggacccacgggaacccaggagacaggccacacagatgctaaaactgcagaatctggtgatcccctgggetccagagaa
cctaacacttcacaaactgagtgaatcccagctagaactgaactggaacaacagattcttgaaccactgtttggagcacttggtgcagtacegg
actgactgggaccacagctggactgaacaatcagtggattatagacataagttctecttgcctagtgtggatgggcagaaacgctacacgtttc
gtgttcggagcegctttaacccactctgtggaagtgctcagcattggagtgaatggagcecacccaatccactgggggagceaatacttcaaaag
agaatcctttcctgtttgcattggaagecgtggttatctctgttggctccatgggattgattatcagecttcetctgtgtgtatttctggctggaacggac
gatgccccgaattceccaccctgaagaacctagaggatcttgttactgaataccacgggaacttttcggectggagtggtgtgtctaagggactgg
ctgagagtctgcagccagactacagtgaacgactctgcctcgtcagtgagattcccccaaaaggaggggeccttggggaggggectggggec

tccccatgcaaccagcatageccctactgggeccceccatgttacaccctaaagectgaaacctga-3' (SEQ ID NO:340)

Discusion

Las tecnologias de edicion del genoma estan revolucionando la investigacion
biomédica. Las nucleasas altamente activas, como las nucleasas con dedos de zinc (ZFN)!, las
nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALEN)2* y las proteinas Cas del sistema
CRISPR (repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas)®” se han
disefiado con éxito para manipular genoma en una miriada de organismos. Recientemente, se han
aprovechado las desaminasas para cambiar con precisién el codigo genético sin romper el ADN de
doble cadena. Al acoplar una citidina o una adenosina desaminasa con el sistema CRISPR-Cas9, los
investigadores crearon editores de base programables que permiten la conversionde CeGenTe Ao
A« TenGe Cen el ADN gendmico®'?, ofreciendo nuevas oportunidades para corregir mutaciones que
causan enfermedades.

Aparte del ADN, el ARN es un objetivo atractivo para la correccidén genética porque la
modificacién del ARN podria alterar la funcion de la proteina sin generar cambios permanentes en el
genoma. Las adenosina desaminasas ADAR se aprovechan actualmente para lograr una edicion de
base precisa en los ARN. Se han identificado tres tipos de proteinas ADAR en mamiferos, ADAR1
(isoformas p110 y p150), ADAR2 y ADAR3 (catalitico inactivo)'!?, cuyos sustratos son ARN de cadena
doble, en los que una adenosina (A) se empareja erréneamente con una citosina (C) se desamina
preferentemente a inosina (I). Se cree que la inosina imita a la guanosina (G) durante la traduccion'314,
Para lograr la edicion de ARN dirigida, la proteina ADAR o su dominio catalitico se fusioné con un
péptido AN'>'7, una etiqueta SNAP'822 o una proteina Cas (dCas13b)%, y se disefid un ARN guia para
reclutar la proteina ADAR quimérica para el sitio especifico. Alternativamente, también se informo que
la sobreexpresion de las proteinas ADAR1 o ADAR2 junto con un ARN guia que lleva el motivo R/G

permite la edicion de ARN dirigida®+?”.
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Todos estos métodos de edicién de acidos nucleicos informados en el sistema de
mamiferos se basan en la expresion ectdpica de dos componentes: una enzima y un ARN guia. Aunque
estos sistemas binarios funcionan de manera eficiente en la mayoria de los estudios, algunos
obstaculos inherentes limitan sus amplias aplicaciones, especialmente en terapias. Debido a que la
administracion /n vivo mas eficaz para la terapia génica es a través de vectores virales??, y los vectores
de virus adenoasociados (AAV) altamente deseables estan limitados con el tamarfio de la carga (~4.5
kb), lo que dificulta la adaptacion tanto de la proteina como del ARN guia?®3°, Recientemente se ha
informado que la sobreexpresion de ADAR1 confiere oncogenicidad en mielomas multiples debido a la
hiperedicion aberrante en los ARN3! y genera importantes ediciones globales fuera de la focalizacion3?.
Ademas, la expresion ectdpica de proteinas o sus dominios de origen no humano tiene un riesgo
potencial de provocar inmunogenicidad3®33, Ademas, la inmunidad adaptativa preexistente y la
respuesta al dano del ADN mediada por p53 pueden comprometer la eficacia de la proteina terapéutica,
como Cas93438, Aunque se ha intentado utilizar un mecanismo enddgeno para la edicion de ARN, esto
solo se intentd inyectando el transcripto objetivo preensamblado:ARN duplex en embriones de
Xenopus®®. Son muy necesarias tecnologias alternativas para la edicidon robusta de acidos nucleicos
gue no dependan de la expresién ectdpica de proteinas. Aqui, desarrollamos un enfoque novedoso que
aprovecha la ADAR enddgena para la edicion de ARN. Demostramos que la expresion de un ARN guia
disefado deliberadamente permite una edicion eficiente y precisa de ARN enddgenos y corrige
mutaciones patdgenas. Esta plataforma de edicién de acido nucleico unario puede abrir nuevas vias
para la terapéutica y la investigacion.

En particular, mostramos que la expresién de un ARNar lineal con una longitud
adecuada es capaz de guiar a las proteinas ADAR enddgenas para editar adenosina en inosina en los
transcriptos dirigidos. Este sistema, denominado LEAPER, utiliza proteinas ADAR enddgenas para
lograr la edicion programable de acidos nucleicos, por lo que posee ventajas sobre los enfoques
existentes.

La rara cualidad de LEAPER es su simplicidad porque solo se basa en un tamafio
pequeio de molécula de ARN para dirigir las proteinas enddgenas para la edicion de ARN. Esto
recuerda al ARNi, en el que un pequefio ARNds podria invocar un mecanismo nativo para la
degradacion del ARN dirigido®'. Debido al pequefio tamano, el ARNar se podria administrar facilmente
mediante una variedad de vehiculos virales y no virales. A diferencia del ARNi, LEAPER cataliza el
cambio preciso de A a I sin generar corte o degradacion de los transcriptos objetivo (figura 18A).
Aungue el requisito de longitud para el ARNar es mas largo que el ARNi, no induce efectos
inmunoestimuladores a nivel celular (figura 22E, figura 22F y figura 29E) ni afecta la funcion de las
proteinas ADAR enddgenas (figuras 22A, 22B), lo que hace es una estrategia segura para la seleccion

de ARN. Sorprendentemente, se ha informado que la expresion ectdpica de las proteinas ADAR o sus
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dominios cataliticos induce importantes ediciones globales fuera del objetivo3? y posiblemente
desencadena el cancer3!.

Recientemente, varios grupos informaron que el editor de bases de citosina podria
generar variantes sustanciales de un solo nucledtido fuera del objetivo en embriones de ratén, lineas
celulares de arroz o humanas debido a la expresion de una proteina efectora, lo que ilustra la ventaja
de LEAPER para una posible aplicacion terapéutica>?>*. Afortunadamente, LEAPER permite una edicion
eficiente mientras provoca una rara edicion global fuera del objetivo (figura 20 y figura 21). Ademas,
LEAPER podria minimizar la inmunogenicidad potencial o superar los obstaculos de administracién que
comunmente comparten otros métodos que requieren la introduccion de proteinas extrafias.

Para LEAPER, recomendamos usar ARNar con un tamaino minimo superior a 70-nt para
lograr la actividad deseada. En el contexto nativo, las proteinas ADAR editan de forma no especifica las
repeticiones Alu que tienen un diplex de mas de 300-nt>®. Es de destacar que las repeticiones Alu
forman un duplex intramolecular estable, mientras que LEAPER da como resultado un duplex
intermolecular entre ARNar y ARNm o pre-ARNm, que se supone que es menos estable y mas dificil de
formar. Por lo tanto, planteamos la hipdtesis de que un duplex de ARN de mas de 70-nt es
estequiométricamente importante para reclutar o acoplar proteinas ADAR para una edicion eficaz. De
hecho, un ARNar mas largo dio como resultado un mayor rendimiento de edicién tanto en los
reporteros expresados ectdpicamente como en los transcriptos enddgenos (figura 16D y figura 17B).
Sin embargo, debido a que las proteinas ADAR desaminan promiscuamente la base de adenosina en el
duplex de ARN, los ARNar mas largos pueden incurrir en mas objetivos desviados dentro de la ventana
de direccionamiento.

Si bien LEAPER podria apuntar eficazmente a los transcriptos nativos, sus eficiencias
de edicion y las tasas fuera del objetivo variaron. Para el direccionamiento del transcripto de PPIB,
podriamos convertir el 50% de la adenosina dirigida en inosina sin objetivos desviados evidentes
dentro de las ventanas de cobertura (figuras 17B, 17F). Los objetivos desviados se volvieron mas
severos para otros transcriptos. Hemos logrado reducir los objetivos desviados, como la introduccion
de desajustes A-G o desajustes consecutivos para reprimir la edicidn no deseada. Sin embargo,
demasiados desajustes podrian disminuir la eficiencia en el objetivo. Ponderando la eficiencia y los
posibles objetivos desviados, recomendamos ARNar con una longitud que va de 100 a 150-nt para la
edicién en transcriptos enddgenos. Si hay una opcidn, es mejor seleccionar regiones con menos
adenosina para minimizar la posibilidad de ediciones no deseadas. De manera alentadora, no hemos
detectado ningun objetivo desviado de los duplex del transcripto dirigido a ARNar (figura 20).

Hemos optimizado el disefio del ARNar para lograr una mayor eficiencia de edicién y
hemos demostrado que LEAPER podria aprovecharse para manipular la funcion genética o corregir la

mutacion patdgena. También hemos demostrado que LEAPER no se limita a trabajar solo en UAG, sino
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que funciona con posiblemente cualquier adenosina independientemente de sus nucledtidos
flanqueantes (figura 16F, G y figura 17C). Tal flexibilidad es ventajosa para la posible correccion
terapéutica de enfermedades genéticas causadas por determinadas mutaciones puntuales.
Curiosamente, al editar los transcriptos de 7DUA, el ARNar que se dirige al pre-ARNm es mas eficaz que
el que se dirige al ARN maduro, lo que indica que los nucleos son los principales sitios de accién de las
proteinas ADAR y LEAPER podria aprovecharse para manipular el empalme modificando los sitios de
empalme dentro de los pre-ARNm. Ademas, LEAPER ha demostrado una alta eficiencia para dirigir
simultaneamente a mdltiples transcriptos de genes (figura 17D). Esta capacidad de multiplexacion de
LEAPER podria desarrollarse para curar ciertas enfermedades poligenéticas en el futuro.

Es beneficioso realizar una correccién genética a nivel de ARN. En primer lugar, la
edicién de transcriptos dirigidos no cambiaria permanentemente el repertorio del genoma o
transcriptoma, lo que hace que los enfoques de edicion de ARN sean mas seguros para la terapéutica
que los medios de edicion del genoma. Ademas, la edicion transitoria es muy adecuada para el control
temporal del tratamiento de enfermedades causadas por cambios ocasionales en un estado especifico.
En segundo lugar, LEAPER y otros métodos de edicién de ARN no introducirian DSB en el genoma,
evitando el riesgo de generar deleciones indeseables de grandes fragmentos de ADN%’. Los métodos
de edicion de bases de ADN que adoptan la nickasa Cas9 aln podrian generar indeles en el genomas?.
Ademas, independientemente de la maquinaria de reparacién del ADN nativo, LEAPER también deberia
funcionar en células post-mitosis como las células del cerebelo con alta expresion de ADAR21!,

Hemos demostrado que LEAPER podria aplicarse a un amplio espectro de tipos de
células, como lineas celulares humanas (figura 14C), lineas celulares de ratdn (figura 14D) y células
primarias humanas, incluidas las células T primarias (figura 27 y figura 28D). La edicién eficiente a
través de la administracion lentiviral o el oligo sintetizado proporciona un mayor potencial para el
desarrollo terapéutico (figura 28). Ademas, LEAPER podria producir cambios fenotipicos o fisioldgicos
en una variedad de aplicaciones, incluida la recuperacion de la actividad reguladora transcripcional de
p53 (figura 7), la correccion de mutaciones patogénicas (figura 26) y la restauracién de la actividad de
a-L-iduronidasa en fibroblastos primarios derivados de pacientes con sindrome de Hurler (figura 29).
Por tanto, se puede considerar que LEAPER tiene un enorme potencial en el tratamiento de
enfermedades.

Stafforst y sus colegas informaron de un método de edicion de ARN nuevo y
aparentemente similar, llamado RESTORE, que funciona mediante el reclutamiento de ADAR
endogenas utilizando oligonucledtidos antisentido sintéticos®®. La diferencia fundamental entre
RESTORE y LEAPER radica en la naturaleza distinta del ARN guia para reclutar ADAR enddgenas. El
ARN guia de RESTORE se limita a oligonucledtidos antisentido quimiosintéticos (ASO) dependiendo de

la modificacion quimica compleja, mientras que el ARNar de LEAPER se puede generar de diversas
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formas, mediante sintesis quimica y expresion a partir de vectores virales o no virales (figura 28 y
figura 29). Es importante destacar que, al estar muy modificados quimicamente, los ASO estan
restringidos para actuar transitoriamente en el tratamiento de enfermedades. Por el contrario, el
ARNar podria producirse a través de la expresidn, una caracteristica particularmente importante para el
proposito de la edicion constante.

Todavia quedan espacios para mejorar la eficiencia y la especificidad de LEAPER.
Debido a que LEAPER se basa en la ADAR enddgena, el nivel de expresion de las proteinas ADAR en las
células objetivo es uno de los determinantes para una edicion exitosa. Segun el informe anterior®” y
nuestras observaciones (figuras 14A, 14B), la ADAR1P!10 se expresa de forma ubicua en los tejidos, lo
que garantiza la amplia aplicabilidad de LEAPER. La ADAR1P*0 es una isoforma®® inducible por
interferon y ha demostrado ser funcional en LEAPER (figura 11E, figura 12B). Por tanto, la
cotransfeccion de ARN estimuladores de interferon con ARNar podria mejorar alin mas la eficiencia de
edicion en determinadas circunstancias. Alternativamente, dado que ADAR3 desempeia funciones
inhibidoras, la inhibicion de ADAR3 podria mejorar la eficiencia de edicidn en las células que expresan
ADAR3. Ademas, la modificacion adicional de ARNar podria aumentar su eficiencia de edicion. Por
ejemplo, el ARNar fusionado con cierto andamio de reclutamiento de ADAR puede aumentar la
concentracion de proteina ADAR local y, en consecuencia, aumentar el rendimiento de la edicidn. Hasta
ahora, solo pudimos aprovechar las proteinas ADAR1/2 enddgenas para la conversion de la base A a 1.
Es emocionante explorar si mas mecanismos nativos podrian aprovecharse de manera similar para la
modificacién de elementos genéticos, especialmente para realizar una potente edicion de acidos
nucleicos.

En conjunto, proporcionamos una prueba de principio de que la maquinaria enddgena
en las células podria cooptarse para editar los transcriptos de ARN. Demostramos que LEAPER es un
sistema simple, eficiente y seguro, que arroja luz sobre un camino novedoso para la investigacién y la

terapéutica basadas en la edicién de genes.
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