REIVINDICACIONES

1. Una composicion de nanoparticulas lipidicas (“LNP”) que comprende:
un componente de ARN; en el que el componente de ARN comprende (i) un ARNm que
codifica un agente de unién a ADN guiado por ARN y (ii) un acido nucleico de ARNg; y
un componente lipidico, donde el componente lipidico comprende:

alrededor de 40-60 % molar de lipido de amina;

alrededor de 0-10 % molar de lipido neutro, donde el lipido neutro es un fosfolipido
neutro; y

alrededor de 1,5 - 10 % molar de lipido de PEG,
donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar, donde el lipido auxiliar es un
esteroide, esterol o alquil resorcinol,
el lipido de amina esta representado por la siguiente formula estructural
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donde R1y R2 son cada uno independientemente un alquilo C4-C12, y

donde la relacion N/P de la composicion es de alrededor de 5 - 7.

2. La composicion de la reivindicacion 1 donde el componente lipidico comprende:
alrededor de 50-60 % molar de lipido de amina;
alrededor de 8-10 % molar de lipido neutro; y
alrededor de 2,5 - 4 % molar de lipido de PEG,

donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar; y

donde la relacion N/P de la composicion es de alrededor de 6.

3. La composicion de la reivindicacion 1 donde el componente lipidico comprende:
alrededor de 50-60 % molar de lipido de amina;
alrededor de 8-10 % molar de lipido neutro;
alrededor de 2,5-4 % molar de lipido de PEG; y



en donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar.

4. La composicion de la reivindicacion 1, donde la relacion N/P es de alrededor de 6.

5. La composicion de la reivindicacion 1 donde el componente lipidico comprende:
alrededor de 50-60 % molar de lipido de amina;
alrededor de 5-10 % molar de lipido neutro; y
alrededor de 2,5-4 % molar de lipido de PEG,

donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar

6. La composicion de la reivindicacion 1 donde el componente lipidico comprende:
alrededor de 40-60 % molar de lipido de amina;
alrededor de 5-10 % molar de lipido neutro; y
alrededor de 2,5-4 % molar de lipido de PEG,

donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar; y

donde la relacion N/P de la composicion de la reivindicacion 1 es de alrededor de 6.

7. La composicion de la reivindicacion 1 donde el componente lipidico comprende:
alrededor de 50-60 % molar de lipido de amina;
alrededor de 5-10 % molar de lipido neutro; y
alrededor de 1,5-10 % molar de lipido de PEG,

donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar

donde la relacion N/P de la composicion de la reivindicacion 1 es de alrededor de 6.

8. La composicion de la reivindicacion 1 donde el componente lipidico comprende:
alrededor de 40-60 % molar de lipido de amina;
menos de 1 % molar de lipido neutro; y
alrededor de 1,5-10 % molar de lipido de PEG; y

donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar,



9. La composicion de la reivindicacion 1 donde el componente lipidico comprende:
alrededor de 40-60 % molar de lipido de amina; y
alrededor de 1,5-10 % molar de lipido de PEG,

donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar; y

la composicidn de LNP esta esencialmente libre o libre de fosfolipido neutro.

10.  Lacomposicion de la reivindicacion 1 donde el componente lipidico comprende:
alrededor de 50-60 % molar de lipido de amina;
alrededor de 8-10 % molar de lipido neutro; y
alrededor de 2,5-4 % molar de lipido de PEG; y
donde el resto del componente lipidico es lipido auxiliar.

11.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el componente de ARN

comprende un ARNm de nucleasa Cas clase 2.

12.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el componente de ARN

comprende un ARNm de nucleasa Cas9.

13.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el ARNm es un ARN

modificado.

14. La composicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el componente de ARN
comprende un ARN que comprende un marco de lectura abierto que codifica un agente de
unién a ADN guiada por ARN, donde el marco de lectura abierto tiene un contenido de
uridina gue oscila de su contenido minimo de uridina hasta 150 % del contenido minimo de

uridina.

15.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el componente de ARN
comprende un ARNm que comprende un marco de lectura abierto que codifica un agente

de unioén a ADN guiada por ARN, donde el marco de lectura abierto tiene un contenido de



dinucle6tido de uridina que oscila de su contenido minimo de dinucleétido de uridina hasta

150 % del contenido minimo de dinucleétido de uridina.

16.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el componente de ARN
comprende un ARNm que comprende una secuencia con al menos 90 % de identidad con
cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 4,7, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 18, 20, 21, 23, 24, 26, 27,
29, 30, 50, 52, 54, 65 0 66, donde el ARNm comprende un marco de lectura abierto que
codifica un agente de unién a ADN guiada por ARN.

17.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el acido nucleico de
ARNg es un ARNg.

18.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el componente de ARN

comprende un ARNm de nucleasa Cas clase 2 y un ARNGg.

19.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el &cido nucleico de
ARN(g es o codifica un ARN guia dual (ARNgd).

20.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el acido nucleico de

ARN(g es o codifica un ARN guia sencillo ARNgs.

21. La composicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el ARNg esta

modificado.

22.  Lacomposicion de la reivindicacion 21, donde el ARNg comprende una
modificacion seleccionada de un nucledtido modificado de 2’-O-metil (2°-O-Me), un

enlace fosforotioato (PS) entre nucle6tidos; y un nucledtido modificado de 2’-fluoro (2’-F).

23.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 21-22, donde el ARNg
comprende una modificacion en uno o mas de los cinco primeros nucledtidos del extremo
5.



24, La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 21-23, donde el ARNg

comprende una modificacion en uno o més de los cinco ultimos nucledtidos del extremo 3.

25.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 21-24, donde el ARNg

comprende enlaces PS entre los primeros cuatro nucle6tidos.

26.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 21-25, donde el ARNg

comprende enlaces PS entre los Gltimos cuatro nucle6tidos.

27.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 21-26, que comprende,
ademas, nucleétidos modificados en 2’-O-Me en los tres primeros nucleétidos en el

extremo 5°.

28.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 21-27, que comprende,
ademas, nucleétidos modificados en 2’-O-Me en los tres tltimos nucle6tidos en el extremo
3.

29.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 18-28, donde el ARNg y
ARNmM de nucleasa Cas clase 2 estan presente en una relacion que oscila de 10:1 a 1:10 en

peso.

30. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 18-28, donde el ARNg y
ARNmM de nucleasa Cas clase 2 estan presente en una relacion que oscilade 5:1 a 1:5 en

peso.

31. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 18-28, donde el ARNg y
ARNmM de nucleasa Cas clase 2 estan presente en una relacion que oscilade 3:1a 1:1 en

peso.



32. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 18-28, donde el ARNg y
ARNmM de nucleasa Cas clase 2 estan presente en una relacion que oscilade 2:1a 1:1 en

peso.

33. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 18-28, donde el ARNg y

ARNmM de nucleasa Cas clase 2 estan presente en una relacién de 2:1 en peso.

34.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 18-28, donde el ARNg y

ARNM de nucleasa Cas clase 2 estan presente en una relacion de 1:1 en peso.

35.  Lacomposicion de cualquier reivindicacién anterior, que comprende, ademas, al

menos una plantilla.

36.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el % molar del lipido de
PEG es 3.

37.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el % molar del lipido de

amina es 50.

38.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el % molar del lipido de

amina es 55.

39.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el % molar del lipido de

amina es = 3 % molar de un % en moles objetivo de lipido de amina.

40. La composicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el % molar del lipido de

amina es + 2 % molar de un % en moles objetivo de lipido de amina.

41.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el % molar del lipido de

amina es 47-53 % molar.



42. La composicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el % molar del lipido de

amina es 48-53 % molar.

43.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el % molar del lipido de

amina es 53-57 % molar.

44,  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde la relacion N/P es 6 + 1.

45, La composicion de cualquier reivindicacion anterior, donde la relacion N/P es 6 +
0,5.

46.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el lipido de amina es

lipido A, donde el lipido A esta representado por la siguiente formula estructural:
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47.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 — 45, en donde R1 y R2 son

independientemente un alquil Cs-Cy,.

48.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 — 45, en donde R' y R?son

independientemente un alquil Cs-Cyg

49.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-45, en la que Ry R? se
seleccionan cada uno independientemente de un analogo C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, C11
y C12.

50.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, en la que el lipido auxiliar se

selecciona de colesterol, 5-heptadecil resorcinol y hemisuccinato de colesterol.



51. La composicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el lipido auxiliar es

colesterol.

52.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, en la que el lipido neutro se
selecciona de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), diestearoilfosfatidilcolina (DSPC),
dioleilfosfatidilcolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 1-palmitoil-2-linoleoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (PLPC), 1,2-diaraquidoil-SN-glicero-3-fosfatidilcolina (DAPC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina de huevo (EPC) ), dilauroilfosfatidilcolina
(DLPC), 1-miristoil-2-palmitoil fosfatidilcolina (MPPC), 1-palmitoil-2-miristoil
fosfatidilcolina (PMPC), 1-palmitoil-2-estearoil fosfatidilcolina (PSPC), 1,2-dibehenoil-sn -
glicero-3-fosfocolina (DBPC), 1-estearoil-2-palmitoil fosfatidilcolina (SPPC), 1,2-
dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DEPC), palmitoiloleoil fosfatidilcolina (POPC),
lisofosfatidilcolina, dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE), dilinoleoilfosfatidilcolina,
diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE),
dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE), palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina (POPE),

lisofosfatidiletanolamina y combinaciones de los mismos.

53.  Lacomposicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el lipido neutro es
DSPC.

54.  Lacomposicion de las reivindicaciones 1-52, donde el lipido neutro es DPPC.

55.  Lacomposicién de cualquiera de las reivindicaciones 1-52, en la que el lipido

neutro es dimiristoil fosfatidiletanolamina (DMPE).

56. La composicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el lipido de PEG

comprende dimiristoilglicerol (DMG).

57.  Lacomposicion de cualquier reivindicacién anterior, donde el lipido de PEG
comprende PEG-2k.



58. La composicion de cualquier reivindicacion anterior, donde el lipido de PEG es
PEG-DMG.

59.  Lacomposicion de la reivindicacion 58, donde el PEG-DMG es un PEG2k-DMG.

60.  Lacomposicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-55, en la que el lipido PEG
se selecciona de PEG-dilauroilglicerol, PEG-dimiristoilglicerol (PEG-DMG), PEG-
dipalmitoilglicerol, PEG-diestearoilglicerol (PEG-DSPE), PEG-dilaurilglicamida, PEG-
dimiristilglicerina , PEG-dipalmitoilglicamida, PEG-diestearoilglicamida, PEG-colesterol
(1-[8'-(Colest-5-en-3[beta]-oxi)carboxamido-3',6'-dioxaoctanil]carbamoil-[omega]-metil -
poli(etilenglicol), PEG-DMB (3,4-ditetradecoxilbencil-[omega]-metil-
poli(etilenglicol)éter), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi
(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DMG), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi (polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DSPE), 1,2-diestearoil-sn -glicerol, metoxi
polietilenglicol (PEG2k-DSG), poli(etilenglicol)-2000-dimetacrilato (PEG2k-DMA) y 1,2-
diesteariloxipropil-3-amina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k -DSA).

61.  Lacomposicion de la reivindicacion 9, donde la composicion estd esencialmente

libre de fosfolipido neutro.

62.  Un meétodo in vitro de edicion génica, que comprende poner en contacto una célula

con una composicién de LNP de cualquier reivindicacién anterior.

63.  Un metodo in vitro de edicion génica, que comprende suministrar un ARNm de
nucleasa Cas de Clase 2 y un &cido nucleico de ARN guia en una célula, donde el ARNm
de nucleasa Cas de Clase 2 y el &cido nucleico de ARN guia se formulan en al menos una

composicion de LNP de cualquiera de las reivindicaciones 1-61.

64.  Un meétodo in vitro para producir una célula modificada genéticamente, que
comprende poner en contacto una célula con al menos una composicion de LNP de

cualquiera de las reivindicaciones 1-61.



65. El método de cualquiera de las reivindicaciones 62-64, en donde la célula se pone

en contacto con la composicion de LNP al menos dos veces.

66.  El método de la reivindicacion 65, en donde la célula se pone en contacto con la

composicion 2-5 veces.

67.  El método de cualquiera de las reivindicaciones 62-66, que comprende, ademas,

introducir al menos un acido nucleico plantilla en una célula.



