REIVINDICACIONES
Se reivindica lo siguiente:
1. Un ARN guia (ARNg) que comprende un conector interno.
2. El ARNg de la reivindicacion 1, en donde el conector interno tiene una
longitud de puente de aproximadamente 3 a 30 atomos, opcionalmente, de 12 a 21
atomos, y el conector sustituye al menos 2 nucleétidos del ARNg.
3. El ARNg de la reivindicacién 1 o 2, en donde el conector interno tiene una
longitud de puente de aproximadamente 6 a 18 atomos, opcionalmente, de 6 a 12
atomos, y el conector sustituye al menos 2 nucleétidos del ARNGg.
4. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el conector
interno sustituye 2 a 12 nucleétidos.
5. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el conector
interno esta en una region de repeticién y antirrepeticion del ARNg.
6. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el conector
interno sustituye al menos 4 nucleétidos de la region de repeticion y antirrepeticion
del ARNg.
7. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el conector
interno sustituye hasta 28 nucleotidos de la region de repeticion y antirrepeticion del
ARNQg.
8. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el conector
interno esta en una region de horquilla del ARNGg.
9. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el conector
interno esta en una regidon nexo del ARNg.
10. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el conector
interno esta en una regién de horquilla entre una primera porcion del ARNg y una
segunda porcion del ARNg, en donde la primera porcion y la segunda porcion juntas
forman una porcién duplex.
11. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el conector

interno en la region de repeticion y antirrepeticion esta en una horquilla entre una



primera porcidén y una segunda porcion de la region de repeticion y antirrepeticion,
en donde la primera porcion y la segunda porcién juntas forman una porcién duplex.
12.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el conector
interno sustituye una horquilla de ARNg.
13. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el ARNg es
un ARN guia Unico (ARNsQ).
14.  Un ARN guia (ARNg), en donde el ARNg es un ARN guia unico (ARNsg) que
comprende una regioén guia y una porcién conservada 3' con respecto a la region
guia, en donde la porcion conservada comprende una region de repeticion y
antirrepeticion, una regién nexo, una region horquilla 1 y una region horquilla 2, y
comprende al menos uno de:
1) un primer conector interno que sustituye al menos 2 nucleétidos de
una region del tallo superior de la region de repeticion y antirrepeticion;
2) un segundo conector interno que sustituye 1 o 2 nucle6tidos de la
region de nexo;y
3) un tercer conector interno que sustituye al menos 2 nucleétidos de la
horquilla 1.
15.  El ARNg de la reivindicacion 14, en donde el primer conector interno tiene
una longitud de puente de aproximadamente 9 a 30 atomos, opcionalmente, de
aproximadamente 15 a 21 atomos.
16. El ARNg de la reivindicacién 14 o la reivindicacion 15, en donde el primer
conector interno sustituye un bucle, o parte de este, de la region de tallo superior.
17.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en donde el primer
conector interno sustituye el bucle y el tallo, o parte de estos, de la region de tallo
superior.
18.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, en donde el primer
conector interno sustituye todos los nucleotidos que constituyen el bucle de la region
de tallo superior.
19. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 18, en donde el primer
conector interno sustituye todos los nucleétidos que constituyen el bucle y el tallo

de la region de tallo superior.



20.  El ARNg de cualquiera de las modalidades 14 a 19, en donde el segundo
conector interno tiene una longitud de puente de aproximadamente 6 a 18 atomos,
opcionalmente, aproximadamente de 6 a 12 atomos.
21. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 20, en donde el tercer
conector interno tiene una longitud de puente de aproximadamente 9 a 30,
opcionalmente, de aproximadamente 12 a 21 atomos.
22.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 21, en donde el tercer
conector interno sustituye un bucle, o parte de este, de la horquilla 1.
23.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 21, en donde el tercer
conector interno sustituye el bucle y el tallo, o parte de estos, de la horquilla 1.
24.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 23, en donde el tercer
conector interno sustituye todos los nucleotidos que constituyen el bucle de la
horquilla 1.
25.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 23, en donde el tercer
conector interno sustituye todos los nucleotidos que constituyen el bucle y el tallo
de la horquilla 1.
26. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 25, en donde la region de
horquilla 2 del ARNsg no contiene ningdn conector interno.
27.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 26, en donde el ARNsg
es un ARNsg de Cas9 S. pyogenes.
28. El ARNg de cualquiera de las modalidades 14 a 27, en donde el ARNsg
comprende una porcién conservada que comprende una secuencia de la SEQ ID
NO: 400.
29.  ElI ARNg de la reivindicacién 28, en donde
1) 2, 3 04 de los nucledtidos 13 a 16 (US5-US8 de la regién de tallo superior)
sustituyen el primer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400;
2) los nucleotidos 12 a 17 (US4-US9 de la region de tallo superior) sustituyen el
primer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400;
3) los nucledtidos 11 a 18 (US3-US10 de la region de tallo superior) sustituyen
el primer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400;



30.

31.

4)

5)

1)

2)

3)

4)

5)

los nucledtidos 10 a 19 (US2-US11 de la regién de tallo superior) sustituyen
el primer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400; o

los nucledtidos 9 a 20 (US1-US12 de la region de tallo superior) sustituyen
el primer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400.

El ARNg de la reivindicacion 28 o 29,

en donde los nucledtidos 36 a 37 (N6-N7 de la region nexo) sustituyen el
segundo conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400;

en donde 2, 3 0 4 de los nucledtidos 53 a 56 (H1-5-H1-8 de la horquilla 1)
sustituyen el tercer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400;

en donde los nucledtidos 52 a 57 (H1-4-H1-9 de la horquilla 1) sustituyen el
tercer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400;

en donde los nucledtidos 51 a 58 (H1-3-H1-10 de la horquilla 1) sustituyen el
tercer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400; o

en donde los nucle6tidos 50 a 59 (H1-1-H1-12 de la horquilla 1) sustituyen el
tercer conector interno con respecto a la SEQ ID NO: 400.

El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 28 a 30, en donde se eliminan

los nucledtidos 77 a 80 con respecto a la SEQ ID NO: 400.

32.

El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 27, en donde el ARNsg

comprende una secuencia de la SEQ ID NO: 201.

33.

34.

1)

2)

3)

4)

5)

El ARNg de la reivindicacion 32, en donde

2, 3 0 4 de los nucledtidos 33 a 36 sustituyen el tercer conector interno con
respecto a la SEQ ID NO: 201.

los nucleotidos 32 a 37 sustituyen el primer conector interno con respecto a
la SEQ ID NO: 201;

los nucledtidos 31 a 38 sustituyen el primer conector interno con respecto a
la SEQ ID NO: 201;

los nucleotidos 30 a 39 sustituyen el primer conector interno con respecto a
la SEQ ID NO: 201; 0

los nucledtidos 29 a 40 sustituyen el primer conector interno con respecto a
la SEQ ID NO: 201.

El ARNg de la reivindicacién 32 o 33, en donde



1) los nucledtidos 55 a 56 sustituyen el segundo conector interno con respecto
ala SEQ ID NO: 201.
2) 2, 3 04 de los nucledtidos 50 a 53 sustituyen el tercer conector interno con
respecto a la SEQ ID NO: 201.
3) los nucledtidos 49 a 54 sustituyen el tercer conector interno con respecto a
la SEQ ID NO: 201.
35. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 32 a 34, en donde se eliminan
los nucledtidos 77 a 80 con respecto a la SEQ ID NO: 201.
36. El ARNg de la reivindicacion 1, en donde el conector interno es un primer
conector interno, un segundo conector interno o un tercer conector interno, y el
ARNg comprende una region guia y una regién conservada que comprende uno o
mas de:
(a) una regidén de repeticion y antirrepeticién acortada, en donde la region de
repeticion y antirrepeticion acortada carece de 2 a 24 nucleo6tidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucleétidos 37 a 64 y, opcionalmente,
se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 36 se enlaza con el nucleétido 65 mediante (i) un
primer conector interno que solo o en combinacién con nucleotidos sustituye
4 nucledtidos o (ii) al menos 4 nucledtidos; o
(b) una region de horquilla 1 acortada, en donde la horquilla 1 acortada
carece de 2 a 10, opcionalmente, 2 a 8 nucledétidos, en donde
(i) se eliminan uno o més de los nucledtidos 82 a 95 y, opcionalmente,
se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 81 se enlaza con el nucledtido 96 mediante (i) un
segundo conector interno que solo o en combinacién con nucle6tidos
sustituye 4 nucledtidos o (ii) al menos 4 nucleétidos; o
(c) unaregidn de horquilla 2 acortada, en donde la horquilla 2 acortada carece
de 2 a 18, opcionalmente, 2 a 16 nucledtidos, en donde
() se eliminan uno o mas de los nuclebtidos 113 a 134 v,

opcionalmente, se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y



(ii) el nucleotido 112 se enlaza con el nucledtido 135 mediante (i) un
tercer conector interno que solo o en combinacién con nucleétidos sustituye
4 nucledtidos o (ii) al menos 4 nucleétidos;
en donde se eliminan uno de los nuclettidos 144 a 145 o ambos
opcionalmente en comparacion con la SEQ ID NO: 500.
37. Un ARN guia (ARNg) que comprende una region guia y una region
conservada que comprende uno 0 mas de:
(a) una regidn de repeticion y antirrepeticién acortada, en donde la region de
repeticion y antirrepeticion acortada carece de 2 a 24 nucleoétidos, en donde
(i) se eliminan uno o més de los nucledtidos 37 a 64 y, opcionalmente,
se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 36 se enlaza con el nucleétido 65 mediante (i) un
primer conector interno que solo o en combinacioén con nucledtidos sustituye
4 nucledtidos o (ii) al menos 4 nucledtidos; o
(b) una region de horquilla 1 acortada, en donde la horquilla 1 acortada
carece de 2 a 10, opcionalmente, 2 a 8 nucledétidos, en donde
() se eliminan uno o mas de los nucleétidos 82 a 95 y, opcionalmente,
se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 81 se enlaza con el nucledtido 96 mediante (i) un
segundo conector interno que solo o en combinacién con nucleotidos
sustituye 4 nucleétidos o (ii) al menos 4 nucleétidos; o
(c) unaregidén de horquilla 2 acortada, en donde la horquilla 2 acortada carece
de 2 a 18, opcionalmente, 2 a 16 nucleotidos, en donde
() se eliminan uno o mas de los nuclebtidos 113 a 134 v,
opcionalmente, se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 112 se enlaza con el nucleétido 135 mediante (i) un
tercer conector interno que solo o en combinacion con nucleotidos sustituye
4 nucledtidos o (ii) al menos 4 nucleétidos;
en donde se eliminan uno de los nucledtidos 144 y 145 o ambos

opcionalmente en comparacion con la SEQ ID NO: 500;



en donde el ARNg comprende al menos uno del primer conector interno, el
segundo conector interno y el tercer conector interno.
38.  ElI ARNg de la reivindicacion 36 o la reivindicacion 37, en donde al menos 10
nucledtidos son nucleétidos modificados.
39. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 38, en donde la region
guia tiene (i) una insercion de un nucleétido o una eliminacién de 1 a 4 nucle6tidos
entre las posiciones 1 a 24 con respecto a la SEQ ID NO: 500 o (ii) una longitud de
24 nucledtidos.
40. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 39, en donde la region
guia tiene una longitud de 23 o0 24 nucleétidos en las posiciones 1 a 24 de la SEQ
ID NO: 500.
41.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 40, en donde se eliminan
uno o mas de los nucledtidos 144 y 145 con respecto a la SEQ ID NO: 500.
42.  EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 41, en donde se eliminan
ambos nucleotidos 144 y 145 con respecto a la SEQ ID NO: 500.
43.  EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 42, en donde la region de
repeticion y antirrepeticion acortada carece de 2 a 28 nucleotidos.
44.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 43, en donde la region de
repeticion y antirrepeticion carece de 12 a 28, opcionalmente, 18 a 24, nucleoétidos.
45.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 44, en donde los
nucledtidos 37 a 64 de la SEQ ID NO: 500 forman el tallo superior y se eliminan uno
0 més pares de bases del tallo superior de la region de repeticion y antirrepeticion.
46. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 45, en donde el tallo
superior de la regidn de repeticion y antirrepeticion acortada comprende no mas de
uno, dos, tres o cuatro pares de bases.
47.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 46, en donde la region de
repeticion y antirrepeticion acortada tiene una porcion duplex de 11 nucleotidos con
emparejamiento de bases de longitud.
48. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 47, en donde la region de

repeticion y antirrepeticion acortada tiene una porcion daplex simple.



49.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 48, en donde el tallo
superior de la region de repeticién y antirrepeticién acortada incluye una o mas
sustituciones con respecto a la SEQ ID NO: 500.

50. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 49, en donde el primer
conector interno sustituye al menos parte o todos los nucleétidos 49 a 52.

51. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 50, en donde la regién de
horquilla 1 acortada tiene una porcién duplex de 4 a 8, opcionalmente, de 7 a 8
nucledtidos con emparejamiento de bases de longitud.

52. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 51, en donde la region de
horquilla 1 acortada tiene una porcion duplex simple.

53.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 52, en donde se eliminan
uno o dos pares de bases de la region de horquilla 1 acortada.

54.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 53, en donde el tallo de
la region de horquilla 1 acortada tiene una longitud de siete u ocho nucle6tidos con
emparejamiento de bases.

55.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 54, en donde se eliminan
una 0 mas posiciones 85 u 86 y uno o mas de los nucleétidos 91 o 92 de la regién
de horquilla 1 acortada.

56. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 55, en donde uno o mas
de los nucleotidos 82 a 95 de la region de horquilla 1 acortada se sustituye con
respecto a la SEQ ID NO: 500.

57.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 56, en donde el segundo
conector interno sustituye al menos parte o todos los nucleétidos 87 a 90.

58.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 56, en donde el segundo
conector interno sustituye al menos parte o todos los nucleétidos 81 a 95.

59.  EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 58, en donde la region de
horquilla 1 acortada tiene de 2 a 15 nucledtidos modificados.

60. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 59, en donde la region de

horquilla 2 acortada carece de 2 a 18, opcionalmente de 2 a 16 nucleétidos.



61. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 60, en donde se eliminan
una 0 mas posiciones 113 a 121 y uno o mas de los nucledtidos 126 a 134 de la
region de horquilla 2 acortada.

62. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 61, en donde la region de
horquilla 2 acortada comprende una region no emparejada.

63. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 62, en donde la regién de
horquilla 2 acortada tiene dos porciones duplex.

64. El ARNg de cualquiera de la reivindicacion 63, en donde la regién de horquilla
2 acortada tiene una porcion duplex de 4 nucleétidos con emparejamiento de bases
de longitud.

65. ElI ARNg de la reivindicaciéon 63 o 64, en donde la region de horquilla 2
acortada tiene una porcion duplex de 4 a 8 nucle6tidos con emparejamiento de
bases de longitud.

66. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 63 a 65, en donde la region de
horquilla 2 acortada tiene una porcion a duplex de 4 a 6 nucleétidos con
emparejamiento de bases de longitud.

67. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 66, en donde el vastago
superior de la regién de horquilla acortada 2 comprende uno, dos, tres, o cuatro
pares de bases.

68.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 67, en donde se eliminan
todas las posiciones 113-121 y 126-134 de la region de horquilla 2 acortada.

69. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 68, en donde uno o mas
de los nucledtidos 113 a 134 de la region de horquilla 2 acortada se sustituye con
respecto a la SEQ ID NO: 500.

70. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 69, en donde el tercer
conector interno sustituye al menos parte o todos los nucleétidos 122 a 125.

71.  El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 70, en donde el tercer
conector interno sustituye al menos parte o todos los nucleétidos 112 a 135.

72. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 36 a 71, en donde la region de

horquilla 2 acortada tiene de 2 a 15 nucleétidos modificados.



73.

El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 72, en donde la region guia

del ARNg comprende al menos dos nucledtidos modificados, opcionalmente, al

menos cuatro nucleétidos modificados.

74.

75.

1)

2)

3)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 73,

gue comprende una modificacion de extremo 3' y comprende una
modificacion en la regién de tallo superior de la regién de repeticion y
antirrepeticion;

gue comprenda una modificacion del extremo 3’ y una modificacion en la
region de la horquilla 1, o

gue comprende una modificacién del extremo 3' y una modificacién en la
region de horquilla 2.

El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 74,

gue comprende una modificacion de extremo 5' y comprende una
modificacion en la regién de tallo superior de la regién de repeticion y
antirrepeticion;

gue comprende una modificacion del extremo 5' y una modificacion en la
region de horquilla 1;

gue comprende una modificacién del extremo 5' y una modificacién en la
region de horquilla 2;

gue comprende una modificacion de extremo 5', una modificacion en la
region de tallo superior de la region de repeticion y antirrepeticion y una
modificacion de extremo 3;

que comprende una modificacion del extremo 5', una modificacion en la
region de horquilla 1 y una modificacion del extremo 3';

gque comprenda una modificacion de extremo 5, una modificacion en la
region de horquilla 1, una modificacion en la region de horquilla 2 y una
modificacion de extremo 3, o

gque comprende una modificacion de extremo 5', una modificacion en la
region de repeticion y antirrepeticion, una modificacion en la regién de
horquilla 1, una modificacion en la regién de horquilla 2 y una modificacion
de extremo 3'.



76. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 74 a 75, en donde la
modificacién en la region de repeticion y antirrepeticion, la regién de horquilla 1 o la
region de horquilla 2 comprende un nucleétido modificado seleccionado de un
nucledtido modificado con 2’-O-metilo (2’-OMe) y un enlace fosforotioato (PS) entre
nucleodtidos, o combinaciones de estas.

77. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 76, en donde los
nucledtidos 1 a 3 de la regidn guia estan modificados y los nucleétidos en la region
guia distintos de los nucleétidos 1 a 3 no estan modificados.

78. Un ARN guia Unico (ARNsg) que comprende cualesquiera de las SEQ ID NO:
1001 a 1012 o cualesquiera de las secuencias que se muestran en la Tabla 4A.

79.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 78, el que comprende una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90,
85, 80, 75 0 70 % de identidad con la secuencia de nucledtidos de cualquiera de las
SEQ ID NO: 1001 a 1012 o cualesquiera de las secuencias que se muestran en la
Tabla 4A.

80. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 79, el que comprende una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90,
85, 80, 75 0 70 % de identidad con la secuencia de nucledtidos de cualquiera de las
SEQ ID NO: 1001 a 1002 y 710 a 759 tal como se muestran en las Tablas 4A-4B,
en donde la modificaciébn en cada nucleétido del ARNg que corresponde a un
nucledtido del identificador de la secuencia de referencia en la Tabla 4A es idéntica
0 equivalente a la modificacion que se muestra en el identificador de la secuencia
de referencia en la Tabla 4B.

81. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 80, el que comprende una
secuencia de nucleétidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91 o
90 % de identidad con la secuencia de X al extremo 3' de la secuencia de
nucledtidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1001 a 1002 y 710 a 759 tal como se
muestran en las Tablas 4A-4B, donde X es el primer nucleétido de la region

conservada.



82. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 42 y 44 a 81, que
comprende ademas una cola 3’ que comprende un nucle6tido modificado con 2’-O-
Me.

83. El ARNg de cualquiera de las modalidades 1 a 82, en donde el ARNg dirige
una nucleasa a una secuencia objetivo para su union.

84. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 83, en donde el ARNg
dirige una nucleasa a una secuencia objetivo para inducir un corte bicatenario en la
secuencia diana.

85. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 84, en donde el ARNg
dirige una nucleasa a una secuencia objetivo para inducir un corte monocatenario
en la secuencia diana.

86. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 82 a 84, en donde la nucleasa
es una NmeCas?9.

87.  La composicion de la reivindicacion 86, en donde el Nme Cas9 es un Nmel
Cas9, un Nme2 Cas9, o un Nme3 Cas9.

88. El ARNg de cualquiera de las modalidades anteriores, en donde el ARNg
comprende una sustitucibn conservadora, por ejemplo, para preservar el
emparejamiento de bases.

89. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 88, en donde el enlazador
interno tiene una longitud de puente de alrededor de 6 Angstrom a 37 Angstrom.
90. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 89, en donde el conector
interno comprende 1 a 10 subunidades de etilenglicol enlazadas de forma covalente
entre si.

91. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 90, en donde el conector
interno comprende al menos dos subunidades de etilenglicol enlazadas de forma
covalente entre si.

92.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 91, en donde el conector
interno comprende 3 subunidades de etilenglicol enlazadas de forma covalente

entre si.



93.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 92, en donde el conector
interno comprende 6 subunidades de etilenglicol enlazadas de forma covalente
entre si.
94, El ARNg de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 93, en donde el
conector interno comprende una estructura de formula (1):
~-LO-L1-L2-#
()
en donde:
~ indica un enlace a un sustituyente 3' del nucleétido anterior;
# indica un enlace a un sustituyente 5' del siguiente nucleétido;
LO es nulo o alifatico Cy.3;
L1 es —[E!-(RY)]m-, donde
cada R? es independientemente un grupo alifatico C;.s, opcionalmente
sustituido con 1 0 2 E?,
cada E! y E? son aceptores independientes de enlaces de hidrégeno,
o se eligen cada uno independientemente de hidrocarburos ciclicos e
hidrocarburos heterociclicos, y
cadamesl,2,3,4,5/6,7,89010;y
L2 es nulo, alifatico C;.3 0 es un aceptor de enlace de hidrégeno.
95. ElI ARNg de la reivindicacion 94, en donde el conector interno comprende un
conector de polietilenglicol.
96. EI ARNg de la reivindicacion 94 o la reivindicacion 95, en donde el conector
interno comprende un conector de polietilenglicol que tiene de 1 a 10 unidades de
etilenglicol.
97. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 94 a 96, en donde el conector
interno comprende un conector de polietilenglicol que tiene de 3 a 6 unidades de
etilenglicol.
98. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 94 a 97, en donde el conector
interno comprende un conector de polietilenglicol con 3 unidades de etilenglicol.
99.  ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 94 a 97, en donde el conector
interno comprende un conector de polietilenglicol con 6 unidades de etilenglicol.



100. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 99, en donde el ARNg es
un ARN guia corto que comprende una porcion conservada acortada y el conector
interno sustituye al menos 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11 o 12 nucledtidos.
101. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35 o 78 a 100, en donde
el ARNg es un ARN guia unico corto (ARNsg-corto) que comprende una porcion
conservada de un ARNsg que comprende una regién de horquilla, en donde la
region de horquilla carece de al menos 5 a 10 nucledtidos.
102. EI ARNg de la reivindicacion 101, en donde los al menos 5 a 10 nucleétidos
ausentes son consecutivos.
103. El ARNg de la reivindicacion 101 o 102, en donde los al menos 5 a 10
nucledtidos ausentes
I. estan dentro de la horquilla 1;
ii. estdn dentro de la horquilla 1 y la N entre la horquilla 1 y la
horquilla 2 con respecto a SEQ ID NO: 400;
iii. estan dentro de la horquilla 1 y los dos nucleotidos
inmediatamente 3' de la horquilla 1;
Iv. incluyen al menos una parte de la horquilla 1;
v. estan dentro de la horquilla 2;
vi. incluyen al menos una parte de la horquilla 2;
vii. estan dentro de la horquilla 1 y la horquilla 2;
viii. incluyen al menos una parte de la horquilla 1 e incluyen la N entre
la horquilla 1 y la horquilla 2 con respecto a la SEQ ID NO: 400;
iX. incluyen al menos una parte de la horquilla 2 e incluyen la N entre
la horquilla 1 y la horquilla 2 con respecto a la SEQ ID NO: 400;
X. incluyen al menos una parte de la horquilla 1, incluyen la N entre
la horquilla 1 y la horquilla 2 con respecto a la SEQ ID NO: 400,
e incluyen al menos una parte de la horquilla 2;
Xi. estan dentro de la horquilla 1 o la horquilla 2, lo que incluye
opcionalmente la N entre la horquilla 1 y la horquilla 2 con
respecto a SEQ ID NO: 400;

Xii. son consecutivos;



xiii. son consecutivos e incluyen la N entre la horquilla 1 y la horquilla
2 con respecto a la SEQ ID NO: 400;
Xiv. son consecutivos y abarcan al menos una parte de la horquilla 1
y una parte de la horquilla 2;
XV. son consecutivos y abarcan al menos una parte de la horquilla 1
y la N entre la horquilla 1 y la horquilla 2 con respecto a la SEQ
ID NO: 400; o
XVi. son consecutivos y abarcan al menos una parte de la horquilla 1
y dos nucleétidos inmediatamente 3' de la horquilla 1.
104. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35 o 78 a 103, en donde
el ARNg es un ARN de guia unico corto (ARNsg-corto) que comprende una porcion
conservada de un ARNsg que comprende una region de horquilla, en donde la
region de horquilla carece de al menos 5 a 10 nucledétidos y en donde el ARNsg-
corto comprende una modificacion de extremo 5' 0 una modificacion de extremo 3.
105. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35 o 78 a 104, en donde
los al menos 5 a 10 nucle6tidos comprenden los nucleétidos 54 a 61 de la SEQ ID
NO: 400, los nucleétidos 53 a 60 de la SEQ ID NO: 400, o los nucledtidos 54 a 58
de la SEQ ID NO: 400, opcionalmente, en donde el ARNsg-corto comprende las
modificaciones al menos H1-1 a H1-5y H2-1 a H2-12.
106. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35 o 78 a 105, que
comprende una region de horquilla 1 acortada o una region de horquilla 1 sustituida
y opcionalmente acortada, en donde
(i) al menos uno de los siguientes pares de nucledtidos esta sustituido
en la horquilla 1 sustituida y opcionalmente acortada con nucleétidos de
emparejamiento Watson-Crick: H1-1 y H1-12, H1-2 y H1-11, H1 -3 y H1-10,
o H1-4 y H1-9, y la region de horquilla 1 opcionalmente carece de
(aa) uno o dos cualesquiera de H1-5 a H1-8,
(bb) uno, dos o tres de los siguientes pares de nucleoétidos: H1-
1yH1-12, H1-2 y H1-11, H1-3 y H1-10 0 H1-4 y H1-9, 0

(cc) 1 a 8 nucledtidos de la region de la horquilla 1, o



(ii) la region de horquilla 1 acortada carece de 6 a 8 nucledtidos,
preferiblemente 6 nucleétidos; y
(aa) se suprime o se sustituye una o varias de las posiciones
H1-1, H1-2 o H1-3 en relacién con la SEQ ID NO: 400, o
(bb) una o mas de las posiciones H1-6 a H1-10 estan

sustituidas con respecto a la SEQ ID NO: 400; o

(i) la region de horquilla 1 acortada carece de 5 a 10 nucledtidos,

preferiblemente 5 a 6 nucledtidos, y una o mas de las posiciones N18,

H1-12 o n estan sustituidas con respecto a la SEQ ID NO: 400.
107. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35 o 78 a 106, el que
comprende una region de tallo superior acortada, en donde la region de tallo
superior acortada carece de 1 a 6 nucleétidos y en donde los 6, 7, 8, 9, 10 y 11
nucledtidos de la region de tallo superior acortada incluyen hasta 4 sustituciones
con respecto a la SEQ ID NO: 400.
108. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 35 o 78 a 107 que
comprende una sustitucion con respecto a la SEQ ID NO: 400 en una o mas de LS6,
LS7, US3, US10, B3, N7, N15, N17, H2-2 y H2-14, en donde el nucleétido
sustituyente no es una pirimidina seguida de una adenina, ni una adenina precedida
por una pirimidina.
109. EIARNg de lareivindicacién 106, en donde la horquilla 1 sustituida y acortada
carece de 1 a 4 nucleétidos y se sustituyen los nucleotidos H1-4 a H1-9 con un
conector interno.
110. EIARNg de lareivindicacién 106, en donde la horquilla 1 sustituida y acortada
carece de uno o dos de los pares de nucledtidos siguientes: H1-1y H1-12, H1-2 'y
H1-11, o H1-3y H1-10; y los nucle6tidos H1-4 a H1-9 se sustituyen con un conector
interno.
111. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35 o 78 a 110, el que
comprende una regién de tallo superior, en donde la modificacion del tallo superior
comprende una modificacion de cualesquiera uno o mas de US1-US12 en la region

de tallo superior.



112. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35 o 78 a 111, que
comprende una region de tallo superior acortada, en donde la region de tallo
superior acortada carece de 1 a 6 nucleétidos.

113. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 35 o 78 a 111, el que
comprende una regién de tallo superior acortada, en donde la region de tallo
superior acortada carece de 7 a 10 nucledtidos y 2 nucleétidos son sustituidos por
un conector interno. El ARNg de la reivindicacion 381, en donde el tronco superior
no comprende una porcién duplex troncal superior.

114. El ARNg de la reivindicacion 112 o 113, en donde el conector interno tiene
una longitud de puente de aproximadamente 3-30 atomos, opcionalmente 12-21
atomos, 6-18 atomos, 0 6-12 atomos.

115. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 114, en la que la
composiciéon comprende un amortiguador.

116. El ARN guia de la reivindicacion 115, en donde la modificacion comprende
un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2'-O-Me), un nucleotido modificado con
2’-F, un nucledtido modificado con 2'-H (ADN), un nucleétido modificado con 2’-0,4'-
C-etileno (ENA), un nucleétido bloqueado (LNA) o un nucleétido desbloqueado
(UNA).

117. El ARN guia de la reivindicacion 115 o 116, en donde la modificacion
comprende un enlace fosforotioato (PS) entre nucleotidos.

118. EI ARN guia de la reivindicacién 117, en donde

(i) el ARN guia es un ARNsg y la modificacion comprende una
modificacion en uno o mas de los cinco nucleoétidos en el extremo 5’
del ARN guia;

(i) el ARN guia es un ARNsg y la modificacion comprende una
modificacion en uno o mas de los cinco nucledtidos en el extremo 3'
del ARN;

(iif) el ARN guia es un ARNsg y la modificacién, comprende un enlace PS
entre cada uno de los cuatro nucledtidos en el extremo 5 del ARN

guia;



(iv)el ARN guia es un ARNsg y la modificacion comprende un enlace PS
entre cada uno de los cuatro nucleétidos en el extremo 3' del ARN
guia;

(v) el ARN guia es un ARNsg y la modificacibn comprende un nucleoétido
modificado con 2'-O-Me en cada uno de los primeros tres nucleétidos
en el extremo 5' del ARN guia; o

(vi)el ARN guia es un ARNsg y la modificacidbn comprende un nucleoétido
modificado con 2'-O-Me en cada uno de los ultimos tres nucleétidos
en el extremo 3' del ARN guia.

119. EIARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 118, en donde el nucleétido
3’ del ARNg es un nucledtido que comprende un uracilo o un uracilo modificado.
120. EIl ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 119, en donde el ARNg
comprende una cola 3.

121. ElI ARNg de la reivindicacién 120, en donde la cola 3' comprende al menos 1
a 10 nucledtidos, opcionalmente, 1, 2, 3, 4 0 5 nucleétidos.

122. El ARNg de la reivindicacién 120 o 121, en donde la cola 3’ termina con un
nucledtido que comprende un uracilo o un uracilo modificado.

123. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 120 a 122, en donde la cola 3’
es de 1 nucleotido de longitud.

124. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 120 a 123, en donde la cola 3’
consiste en un nucleétido que comprende un uracilo o un uracilo modificado.

125. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 120 a 124, en donde la cola 3'
comprende una modificacion de cualesquiera uno o mas de los nucleotidos
presentes en la cola 3.

126. ElI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 120 a 125, en donde la
modificacion de la cola 3' es uno o mas de nucleétidos modificados con 2'-O-metilo
(2'-OMe) y un enlace fosforotioato (PS) entre nucleotidos. .

127. El ARNg de la reivindicacion 125 o 126, en donde la cola 3’ esta totalmente
modificada.

128. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 119, en donde el ARNg no

comprende una cola 3'.



129. EIl ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 129, en donde el ARNg
comprende una modificacion de extremo 3’ o una modificacién de extremo 5'.
130. EI ARNg de la reivindicacion 129, en donde la modificacion de extremo 3’ o
5’ comprende o comprende ademas un nucleo6tido modificado con 2’-O-metil (2'-
Ome).
131. ElI ARNg de la reivindicaciéon 129 o la reivindicacion 130, en donde la
modificacion de extremo 3’ o 5 comprende o comprende ademas un enlace
fosforotioato (PS) entre nucleétidos.
132. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 131, que comprende una
modificacion en la region de horquilla.
133. El ARNg de la reivindicacion 132, el que comprende una modificacién en la
region de horquilla, en donde la modificacion en la region de horquilla comprende
un nucledtido modificado seleccionado de un nucle6tido modificado con 2’-O-metilo
(2’-Ome), un nucleétido modificado con 2'-fluoro (2'-F), un enlace fosforotioato (PS)
entre nucleotidos o una combinacion de estos.
134. EI ARNg de la reivindicacién 132 o 133, en donde la modificacion en la region
de horquilla comprende o comprende ademas un nucleétido modificado con 2’-O-
metil (2'-Ome).
135. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 132 a 134, en donde la
modificacion en la regién de horquilla comprende o también comprende un
nucledtido modificado con 2'-fluoro (2'-F).
136. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 135, el que comprende
una modificacion en la region de tallo superior.
137. EI ARNg de la reivindicacion 136, en donde la modificacion del tallo superior
comprende cualquiera uno o0 mas de:

i. una modificacion de cualesquiera uno o mas US1-US12 en la

region de tallo superior (correspondiente a los nucleétidos 9 a 20
de la SEQ ID NO: 400) y
ii. una modificacion de al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9, 10,11 0 los

12 nucledtidos en la region de tallo superior.



138. El ARNg de la reivindicacion 136 o 137, en donde la modificacion de tallo
superior comprende uno o0 mas de:

I. un nucledtido modificado con 2’-OMe;

ii. un nucledtido modificado con 2’-O-moe;

iii. un nucleétido modificado con 2'-F;

iv. un nucle6tido modificado con 2'-H (ADN);

V. un nucleétido modificado con 2'-0,4'-C-etileno (ENA);

vi. un nucleétido blogueado (LNA);

vii. un nucleétido desbloqueado (UNA); y

viii. combinaciones de uno o mas de (i.) — (iii.).

139. Un ARN guia unico (ARNsg) que comprende cualesquiera de las SEQ ID NO:
211 a 230 o cualesquiera de las secuencias que se muestran en las Tablas 2A a
2C.
140. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 139, el que comprende
una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91,
90, 85, 80, 75 0 70 % de identidad con la secuencia de nucleétidos de cualquiera
de las SEQ ID NO: 211 a 230 o cualesquiera de las secuencias que se muestran en
las Tablas 2A a 2C.
141. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 140, el que comprende
una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91,
90, 85, 80, 75 0 70 % de identidad con la secuencia de nucleétidos de cualquiera
delas SEQID NO:101a108,120a175,177 a184, 211 a 230 tal como se muestran
en las Tablas 2A a 2C, en donde la modificacion en cada nucleotido del ARNg que
corresponde a un nucleétido del identificador de la secuencia de referencia en la
Tabla 2C es idéntica o equivalente a la modificacion que se muestra en el
identificador de la secuencia de referencia en la Tabla 2A o 2B.
142. El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 141, el que comprende
una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91
0 90 % de identidad con la secuencia de X al extremo 3' de la secuencia de
nucleodtidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 101 a 108, 120a 175,177 a 184y 211



a 230 tal como se muestran en las Tablas 2A a 2C, donde X es el primer nucleétido
de la region conservada.

143. Una composicion que comprende un ARNg de -cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 142 asociada con una nanoparticula lipidica (LNP).

144. Una composicion que comprende el ARNg de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 142, o la composicion de la reivindicacion 143, que ademas
comprende una nucleasa o un ARNm que codifica la nucleasa.

145.  Una composicion de LNP que comprende un ARNg de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 142.

146. Una composicion de LNP que comprende un ARNg de cualquiera de las
reivindicaciones 14 a 35y 73 a 142 y un ARNm que codifica SpyCas9.

147. La composicion de LNP de la reivindicacion 145 o la reivindicacién 146, en
donde Ila LNP comprende octadeca-9,12-dienoato de (9z,122)-3-((4,4-
bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo u 8-
((7,7-bis(octiloxi)heptil)2-hidroxietil)Jamino)octanoato de nonilo.

148. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 145 a 147, en donde la
LNP comprende una relacién molar de una amina lipidica catidnica a fosfato de ARN
(N:P) de alrededor de 4,5 a 6,5, opcionalmente, N:P de alrededor de 6,0.

149. La composicion de la reivindicacion 144 a 148, en donde la nucleasa
comprende una proteina o un acido nucleico que codifica la nucleasa.

150. La composicién de la reivindicaciéon 149, en donde la nucleasa es una
nucleasa Cas.

151. Lacomposicion de la reivindicacion 150, en donde la nucleasa de Cas es una
Cas9.

152. La composicién de la reivindicacién 151, en donde la Cas9 es Cas9 de S.
pyogenes (SpyCas9).

153. Lacomposicion de la reivindicacion 151, en donde la Cas9 es una NmeCas9,
opcionalmente en donde la NmeCas9 es una NmelCas9, una Nme2Cas9, o una
Nme3Cas9.



154. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 144 a 153, en donde la
nucleasa es una cleavasa, una nickasa o una nucleasa cataliticamente inactiva, o
es una proteina de fusion que comprende una desaminasa.

155. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 144 a 154, en donde el

acido nucleico que codifica la nucleasa se selecciona de:

a. una secuencia de codificacion de ADN;

b. un ARNm con un marco abierto de lectura (ORF);

C. una secuencia de codificacion en un vector de expresion;
d. una secuencia de codificacién en un vector viral.

156. La composicipon de la reivindicacion 155, en donde el ARNm comprende la
secuencia comprende la secuencia de cualesquiera de las reivindicaciones SEQ ID
NO:321 a 323, 361, 363 a 372y 374 a 382.
157. Una formulacién farmacéutica que comprende el ARNg de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 142, o la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 143
a 156 y un portador farmacéuticamente aceptable.
158. Un método para modificar un ADN objetivo comprende administrar a una
célula cualesquiera uno o mas de los siguientes:

I. el ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 142;

ii. tla composicion de cualquiera de las reivindicaciones 143-156; y

iii. la formulacion farmacéutica de la reivindicacion 157.
159. El método de la reivindicacion 158, en donde el método resulta en una
insercién o delecién en un gen.
160. El método de la reivindicacion 158 o 159 que también comprende administrar
a la célula una plantilla, en donde al menos una parte de la plantilla se incorpora en
un ADN objetivo en un sitio de ruptura bicatenaria inducido por la proteina Cas o
cerca de este.
161. EI ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 142, la composicion de las
reivindicaciones 143 a 156, o la formulacion farmacéutica de la reivindicacion 157
para uso en la preparacibn de un medicamento para el tratamiento de una

enfermedad o trastorno.



162. Eluso del ARNg de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 142, la composicion
de las reivindicaciones 143 a 156, o la formulacioén farmacéutica de la reivindicacion
157 en la produccion de un medicamento para tratar una enfermedad o trastorno.
163. Una composicibn que comprende el ARNg de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 142, en donde la composicion no comprende una posicion no
enlazada del ARNg.
164. Un soporte solido unido covalentemente al conector al ARNg de cualquiera
de las modalidades 1 a 142.
165. Un método para sintetizar un ARNg que comprende un conector interno, en
donde es un proceso sintético unico.
166. Un meétodo para sintetizar un ARNg, en donde se incorpora un conector
interno en linea durante la sintesis.
167. Un método para sintetizar un ARNg con una serie de reacciones de
acoplamiento secuenciales, en donde las reacciones comprenden:
a) reaccion de acoplamiento para el enlace covalente de un primer nucleétido
a un segundo nucledétido;
b) una reaccién de acoplamiento para el enlace covalente de un conector
interno al segundo nucleétido; y
C) una reaccion de acoplamiento para el enlace covalente de un tercer
nucleatido al conector interno,
en donde la reaccion de acoplamiento para los enlaces covalentes es la
misma.
168. El método de la reivindicacion 167, en donde el enlace covalente se realiza

usando quimica de fosforamidita.



	Se reivindica lo siguiente:

