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ARN GUIA MODIFICADOS PARA LA EDICION GENICA
[001] La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional
estadounidense n.° 63/275,426 presentada el 3 de noviembre de 2021, y la solicitud provisional
estadounidense n.° 63/352,161 presentada el 14 de junio de 2022, cuyos contenidos se incorporan
mediante referencia en su totalidad.
[002] La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se presenté de forma
electrénica en formato ASCII y se incorpora a la presente en su totalidad mediante esta referencia. Dicha
copia ASCII, creada el 1 de noviembre de 2022, lleva el nombre 01155-0048-00PCT_ST26 y tiene un
tamano de 1.429.694 bytes.
[003] La presente descripcion se relaciona con el campo de la edicién del genoma con sistemas
CRISPR/Cas9, una parte del sistema inmunitario procariota que reconoce y corta elementos genéticos
exdgenos.
[004] El sistema CRISPR/Cas9 se basa en una unica nucleasa, denominada proteina 9
asociada a CRISPR (Cas9), que induce roturas especificas de un sitio en el ADN. Cas9 es guiada a
secuencias de ADN especificas mediante pequefias moléculas de ARN denominadas ARN guia (ARNQ).
Un ARN guia completo comprende ARNtracr (ARNtr) y ARNcrispr (ARNcr). Un ARNcr que comprende
una regién guia también puede denominarse ARNg, entendiendo que para formar un ARNg completo
debe estar asociado de forma covalente o no covalente con un ARNtr. El ARNtry el ARNcr pueden estar
contenidos dentro de un ARN guia unico (ARNgu) o en dos moléculas de ARN separadas de un ARN
guia doble (ARNgd). Cas9 en combinacion con ARNg se denomina complejo de ribonucleoproteina Cas9
(RNP).
[005] Los sistemas CRISPR/Cas9 existen en varias especies bacterianas y pueden tener
diferentes propiedades, incluso con respecto a la longitud del ARNg y el grado de especificidad de
secuencia en la escision. La Cas9 de Neisseria meningitidis (NmeCas9) tiene una tasa de escision fuera
del objetivo ventajosamente baja, pero utiliza ARNg relativamente largos, o que complica la sintesis de
ARNg in vitro.
[006] Los oligonucledtidos, y en particular el ARN, a veces se degradan en las células y en el
suero mediante escisidn no enzimatica, endonucleasa o exonucleasa. Los oligonucleotidos se pueden
sintetizar con modificaciones en diversas posiciones para reducir o prevenir dicha degradaciéon. Dada la
naturaleza ciclica y el rendimiento imperfecto de la sintesis de oligonucleétidos, seria deseable acortar
el ARNg mientras se retiene o incluso mejora su actividad, por ejemplo, de forma tal que el ARNg pueda
obtenerse en un mayor rendimiento, o las composiciones que comprendan ARNg tengan una mayor
homogeneidad o menos productos incompletos o erréoneos. Ademdas, se desean métodos y
composiciones mejorados para prevenir dicha degradacién, mejorar la estabilidad de los ARNg y mejorar
la eficacia de la edicién del genoma, especialmente para aplicaciones terapéuticas. La presente
descripcion tiene como objetivo satisfacer una o mas de estas necesidades, proporcionar otros
beneficios o al menos brindar al publico una opcién util.
COMPENDIO
[007] La presente descripcion se relaciona con la edicion de genes utilizando sistemas
CRISPR/Cas9 de Neisseria meningitidis. NmeCas9 es mas pequefio que la Cas9 de Streptococcus
pyogenes (SpyCas9), lo que permite que NmeCas9 sea adecuado para métodos de administracion
basados en ARN mensajero (ARNm). Sin embargo, NmeCas9 forma una RNP con un ARNg que es mas
largo que el ARN guia de SpyCas9. El ARNg utilizado convencionalmente para NmeCas9 tiene una
longitud de 145 o mas nucledtidos (lbraheim et al. Genome Biology (2018) 19:137) y seria deseable
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mejorar la estabilidad de ARNg y mejora de la eficacia de la edicion de genes.
[008] En algunas modalidades, se proporcionan herramientas de edicién del genoma que
comprenden ARN guia (ARNg) con una o mas regiones acortadas como se describe en la presente. Las
regiones acortadas descritas en el presente documento pueden facilitar la sintesis del ARNg con mayor
rendimiento u homogeneidad, o pueden mejorar la estabilidad del ARNg y el complejo ARNg/Cas9, o
mejorar la actividad de Cas9 para escindir el ADN obijetivo.
[009] En algunas modalidades, se proporcionan ARNCcrispr (ARNcr) o ARNtracr (ARNtr) con
una o0 mas regiones o sustituciones acortadas como se describen en la presente. En algunas
modalidades, el ARN guia doble (ARNgd) comprende el ARNcr modificado o el ARNtr modificado. En
algunas modalidades, el ARN guia unico (ARNgu) comprende el ARNcr modificado o ARNtr modificado.
Las regiones o sustituciones acortados descritas en el presente documento pueden facilitar la sintesis
del ARNg con mayor rendimiento u homogeneidad, o pueden mejorar la estabilidad del ARNg vy el
complejo ARNg/Cas9, o mejorar la actividad de NmeCas9 para escindir el ADN objetivo. En comparacion
con los ARNgu de 145 unidades de NmeCas9, la sintesis de los ARNg actualmente descritos puede
aumentar el rendimiento bruto de un ARNg. De manera similar, se puede aumentar la pureza de la
muestra de ARNg medida por la proporcion de producto de longitud completa, por ejemplo, pureza en
bruto. EI ARN guia se puede obtener con mayor rendimiento, o las composiciones que comprenden el
ARNg pueden tener una mayor homogeneidad o menos productos incompletos o erréneos. La pureza
del ARN guia se puede evaluar utilizando cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa de
pares idnicos (IP-RP-HPLC) y métodos de HPLC de intercambio iénico, por ejemplo, como en
Kanavarioti et al, Sci Rep 9, 1019 (2019) (doi:10.1038/s41598-018-37642-z). Usando espectroscopia
UV a una longitud de onda de 260 nm, la pureza en bruto y |la pureza final se pueden determinar mediante
la relacion entre la absorbancia del pico principal y la absorbancia acumulada de todos los picos en el
cromatograma. El rendimiento sintético se determina como la relacién entre la absorbancia a 260 nm de
la muestra final en comparacion con la absorbancia teérica de los materiales de entrada.
[0010] Se abarcan las siguientes modalidades.
[0011] En algunas modalidades, se proporciona un ARN guia (ARNg), el ARN guia comprende
una region guia y una region conservada, la region conservada comprende uno o mas de:
(a) una region de repeticion/ antirrepeticion acortada, donde la region de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 2-24 nucledtidos, donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucleétidos 37-48 y 53-64 y opcionalmente uno o mas de nucledtidos
37-64 se sustituyen con respecto a las SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante al menos 2 nucledtidos; o
(b) una region de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente, 2 a
8 nucleotidos, donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 82-86 y 91-95 y opcionalmente una o mas posiciones 82-
96 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 81 esta unido al nucledtido 96 mediante al menos 4 nucledtidos; o
(c) una region de horquilla 2 acortada, donde la horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente, 2-
16 nucledtidos, donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 113-121 y 126-134 y opcionalmente uno o mas nucledétidos
113-134 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 112 esta unido al nucleétido 135 mediante al menos 4 nucleétidos;
donde se eliminan uno de los nucleétidos 144-145 o ambos opcionalmente con respecto a la SEQ ID
NO: 500;
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donde al menos 10 nucledtidos son nucleétidos modificados.
[0012] En algunas modalidades, se proporciona un ARN guia (ARNg), el ARN guia comprende
una region guia y una region conservada, la regiéon conservada comprende uno o mas de:
(a) una regién de repeticion/antirrepeticion acortada, donde la regién de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 18-22 nucledtidos con respecto a la SEQ ID NO: 500, donde
(i) se eliminan los nucleétidos 37-48 y 53-64; y
(ii) el nucleotido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante al menos 6-10 nucleétidos; o
(b) una regién de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada carece de 2 nucleétidos, donde se
eliminan los nucleétidos 86 y 91 o se eliminan los nucleétidos 85 y 92 con respecto a la SEQ ID NO:
500; o
(c) una region de horquilla 2 acortada, donde la horquilla 2 acortada carece de 18 nucleétidos, donde se
eliminan los nucleotidos 113-121 y 126-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
donde se eliminan los nucleétidos 144-145 con respecto a la SEQ ID NO: 500;
donde al menos 10 nucleotidos son nucleétidos modificados.
[0013] El ARN guia (ARNg) de la modalidad anterior que comprende una region guia y una
region conservada, la region conservada comprende:
(a) una regidon de repeticion/antirrepeticion acortada, donde la regidn de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 18-22 nucleoétidos, donde
(i) los nucleodtidos 37-48 y 53-64 estan eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucleotido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante 6-10 nucledtidos;
(b) una regién de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada no tiene 2 nucleétidos con respecto
a la SEQ ID NO: 500, donde los nucledétidos 86 y 91 se eliminan o los nucleétidos 85 y 92 se eliminan;
(c) una region de horquilla 2 acortada, donde la horquilla acortada 2 no tiene 18 nucledétidos, donde se
eliminan los nucleoétidos 113-121 y 126-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(d) donde los nucledtidos 144-145 se eliminan con respecto a la SEQ ID NO: 500;
donde al menos 10 nucledtidos son nucleétidos modificados.
[0014] En modalidades adicionales, la region de repeticidn/antirrepeticion acortada, donde la
region de repeticion/antirrepeticion acortada carece de 22 nucleétidos con respecto a la SEQ ID NO:500.
En modalidades adicionales, el nucleétido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante una secuencia que
comprende la secuencia de nucleétidos UGAAAC. En modalidades adicionales, el nucleétido 36 esta
unido al nucledtido 65 por 10 nucleétidos. En modalidades adicionales, el nucledtido 36 se une al
nucledtido 65 mediante una secuencia que comprende la secuencia de nucleétidos UUCGAAAGAC
(SEQ ID NO: 950).
[0015] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en el extremo 5. En
algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en el extremo 3'. En algunas modalidades,
el ARNg comprende una modificacion en el extremo 5' y una modificacién en el extremo 3'. En algunas
modalidades, el ARNg comprende una modificacion en la regién de tallo superior de la regién de
repeticion/antirrepeticion. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en la region
de horquilla 1. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en la region de horquilla
2.
[0016] En algunas modalidades, cualquiera de las anteriores modificaciones es un nucleétido
modificado se selecciona de un nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), nucle6tido modificado
con 2’-0O-(2-metoxietil) (2’-O-moe), un nucledtido modificado con 2’-fluor (2’-F), un enlace de fosforotioato
(PS) entre nucledtidos, o un nucledtido modificado abésico invertido, opcionalmente donde el ARNg
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modificado con 2’-O-metilo (2’-OMe), un nucleétido modificado 2’-O-(2-metoxietil) (2’-O-moe), un
nucleétido modificado 2'-fluor (2'-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos, y un nucleétido
modificado abasico invertido.

[0017] En algunas modalidades, la modificacion en el extremo 5' comprende un nucleétido
modificado seleccionado de (i) un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-OMe), (ii) un nucledtido
modificado con 2’-O-(2-metoxietil) (2’-O-moe), (iii) un nucleétido modificado con 2’-fluor (2’-F), (iv) un
enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos, o (v) un nucledtido modificado abasico invertido,
opcionalmente, donde el ARNg comprende al menos dos modificados en el extremo 5'
independientemente seleccionadas de (i)-(v).

[0018] En algunas modalidades, la modificacion en el extremo 3' comprende un nucleétido
modificado seleccionado de (i) un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-OMe), (ii) un nucledtido
modificado con 2’-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), (iii) un nucledtido modificado con 2’-fluor (2’-F), (iv) un
enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos, o (v) un nucledtido modificado abasico invertido,
opcionalmente, donde el ARNg comprende al menos dos modificaciones en el extremo 3'
independientemente seleccionadas de (i)-(v).

[0019] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende:

i. una modificacion de uno o mas de los primeros 1-4 nucleoétidos, en donde la modificacién es un enlace
de PS, un nucleétido abasico invertido, 2’-OMe, 2’-O-moe, o 2’-F;

ii. una modificacién del primer nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe o 2’-F, y uno o dos enlaces de PS
opcionales al siguiente nucledtido o el primer nucleétido de la cola 3';

iii. una modificacion del primer o segundo nucleétido con 2'-OMe, 2’-O-moe, 2'-F, y opcionalmente uno
o0 mas enlaces de PS;

iv. una modificacion al primer, segundo y tercer nucleétido con 2'-OMe, 2'-O-moe o 2'-F, y opcionalmente
uno o mas enlaces de PS; o

v. una modificaciéon al primer, segundo, tercer o cuarto nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2-F, y
opcionalmente uno o mas enlaces de PS,

opcionalmente, donde el ARNg comprende al menos dos modificaciones del extremo 5' seleccionadas
independientemente de (i)-(v).

[0020] El ARNg de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la modificacion del
extremo 3' comprende:

i. una modificaciéon de uno o mas de los ultimos 1-4 nucleétidos, en donde la modificaciéon es un enlace
de PS, un nucledtido abasico invertido, 2°-OMe, 2’-O-moe, 2’-F o combinaciones de estas;

ii. una modificacion del ultimo nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F y uno o dos enlaces de PS
opcionales al nucledtido siguiente o el primer nucleétido de la cola 3’;

ii. una modificacion del ultimo o penultimo nucledtido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente uno
o mas enlaces de PS;

iv. una modificacion del ultimo, penultimo o antepenultimo nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y
opcionalmente uno 0 mas enlaces de PS; o

v. una modificacion del ultimo, penultimo, antepenultimo o anterior al antepenultimo nucleétido con 2’-
OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente uno o mas enlaces de PS,

opcionalmente, donde el ARNg comprende al menos dos modificaciones del extremo 3' seleccionadas
independientemente de (i)-(v).

[0021] En algunas modalidades, la modificacion en la region de repeticion/antirrepeticion, la
region de horquilla 1 o la regién de horquilla 2 comprende un nucleétido modificado seleccionado de (i)

nucleétido modificado 2'-O-metilo (2'-OMe), (ii) nucledtido modificado 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), (iii)
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un nucledtido modificado 2'-fluor (2'-F) o (iv) un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos,
opcionalmente donde la modificacion en la region de repeticidn/antirrepeticion, la region de horquilla 1 o
la regién de horquilla 2 comprende al menos dos modificaciones independientemente seleccionadas de
(i)-(iv).
[0022] En algunas modalidades, la modificacion en la region de repeticion/antirrepeticion, la
region de horquilla 1, o la regién de horquilla 2 comprende un nucleétido modificado de (i) un nucleétido
modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), (ii) un nucleétido modificado con 2'-fldor (2'-F), o (iii) un enlace de
fosforotioato (PS) entre nucleétidos, opcionalmente donde la regién de repeticidn/antirrepeticién, la
region de horquilla 1 o la region de horquilla 2 comprende al menos dos modificaciones
independientemente seleccionadas de (i)-(iii).
[0023] En algunas modalidades, la modificacion en la region de repeticion/antirrepeticion, la
region de horquilla 1 o la region de horquilla 2 comprende un nucleétido modificado seleccionado de (i)
nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe) o (ii) un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos,
opcionalmente donde la regién de repeticion/antirrepeticion, la region de horquilla 1 o la region de
horquilla 2 comprende al menos modificaciones independientemente seleccionadas de (i) y (ii).
[0024] En algunas modalidades, se proporciona una composicidon que comprende un ARNg
asociado con una nanoparticula lipidica (LNP) descrita en el presente documento. En algunas
modalidades, se proporciona una composicion de LNP que comprende un ARNg descrito en el presente
documento. En algunas modalidades, la composicién comprende ademas una nucleasa o un ARNm que
codifica la nucleasa.
[0025] En el presente documento se proporcionan las siguientes modalidades adicionales.
[0026] La modalidad 1 es un ARN guia (ARNg) que comprende una regién guia y una regién
conservada, la region conservada comprende una o mas de:
(a) una region de repeticion/antirrepeticion acortada, donde la region de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 2-24 nucleoétidos, donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 y opcionalmente, se sustituyen uno o mas de
los nucledtidos 37-64 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 36 se une al nucledtido 65 mediante al menos 2 nucledtidos; o
(b) una region de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente, 2-
8 nucleotidos, donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 82-86 y 91-95 y, opcionalmente una o mas de las posiciones
82-96 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucleotido 81 esta unido al nucledtido 96 mediante al menos 4 nucledtidos; o
(c) una regién de horquilla 2 acortada, donde la horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente, 2-
16 nucledtidos, donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 113-121 y 126-134 y opcionalmente se sustituyen uno o
mas de los nucledtidos 113-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 112 esté unido al nucledtido 135 mediante al menos 4 nucleétidos;
donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500;
donde al menos 10 nucledtidos son nucleétidos modificados.
[0027] La Modalidad 2 es el ARNg de la Modalidad 1, donde el ARNg es un ARN de guia unico
(ARNgu) y donde el ARNg comprende (a) una region repetitiva/antirrepeticién acortada, donde la regién
repetitiva/antirrepeticion acortada carece de 2-24 nucleétidos, donde

(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 y opcionalmente se sustituyen uno o mas
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nucleotidos 37-64 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucleotido 36 se une al nucledtido 65 mediante al menos 2 nucledtidos.
[0028] La Modalidad 3 es el ARNg de la Modalidad 1 o 2, donde la regién guia tiene (i) una
insercion de un nucleétido o la eliminacién de 1-4 nucleétidos dentro de las posiciones 1-24 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, o (ii) una longitud de 24 nucledtidos.
[0029] La Modalidad 4 es el ARNg de la Modalidad 3, donde la regién guia tiene una longitud de
25, 24, 23, 22, 21 o0 20 nucledtidos, opcionalmente donde la region guia tiene una longitud de 25, 24, 23

0 22 nucledtidos.

[0030] La Modalidad 5 es el ARNg de la Modalidad 4, donde la regién guia tiene una longitud de
23-24 nucledtidos.

[0031] La Modalidad 6 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-5, donde el ARNg
comprende adicionalmente una cola 3.

[0032] La Modalidad 7 es el ARNg de la Modalidad 6, donde la cola 3' comprende 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 8, 9 o 10 nucledtidos.

[0033] La Modalidad 8 es el ARNg de la Modalidad 7, donde la cola 3' comprende 1,2, 3,405
nucledtidos.

[0034] La Modalidad 9 es el ARNg de cualquiera de las Modalidad 6-8, donde la cola 3' termina
con un nucledtido que comprende un uracilo o uracilo modificado.

[0035] La Modalidad 10 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 6-9, donde la cola 3' tiene
1 nucleétido de longitud.

[0036] La Modalidad 11 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 6-10, donde la cola 3'
consiste en un nucleétido que comprende un uracilo o un uracilo modificado.

[0037] La Modalidad 12 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 6-11, donde la cola 3'
comprende una modificacion de cualquiera de uno o mas de los nucleétidos presentes en la cola 3'.
[0038] La Modalidad 13 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 6-12, donde la

modificacion de la cola 3' es uno o mas de nucledtidos modificados con 2'-O-metilo (2'-OMe) y un enlace
de fosforotioato (PS) entre nucleétidos.
[0039] La Modalidad 14 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 6-13, donde la cola 3' se

encuentra totalmente modificada.

[0040] La modalidad 15 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-14, donde el nucledtido
3' del ARNg es un nucleétido que comprende un uracilo o un uracilo modificado.

[0041] La Modalidad 16 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-5, donde se eliminan
uno o mas de los nucledtidos 144 y 145 con respecto a la SEQ ID NO: 500.

[0042] La Modalidad 17 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-5, donde se eliminan
ambos nucleétidos 144 y 145 con respecto a la SEQ ID NO: 500.

[0043] La Modalidad 18 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-5, donde el ARN no
comprende una cola 3.

[0044] La Modalidad 19 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-18, donde la regién de
repeticion/antirrepeticion acortada carece de 2-24 nucledétidos.

[0045] La Modalidad 20 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-19, donde la region de

repeticion/antirrepeticion acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 nucledtidos.

[0046] La Modalidad 21 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-20, donde la region de
repeticion/antirrepeticion acortada carece de 12-24, opcionalmente 18-24 nucleétidos, opcionalmente
20-22 nucleotidos.
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[0047] La Modalidad 22 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-21, donde la region de
repeticién/antirrepeticion acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 390
40 nucledtidos.
[0048] La Modalidad 23 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-22, donde la regién de
repeticion/antirrepeticidon acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33 o 34 nucledtidos, o 30, 31
0 32 nucledtidos.
[0049] La Modalidad 24 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-23, donde los
nucleotidos 37-64 de la SEQ ID NO: 500 forman el tallo superior, y se eliminan uno o mas pares de base
del tallo superior de la regién de repeticién/antirrepeticion acortada.
[0050] La Modalidad 25 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-24, donde el tallo
superior de la regién de repeticidn/antirrepeticion acortada comprende no mas de uno, dos, tres o cuatro
pares de bases.
[0051] La Modalidad 26 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-25, donde todas las
posiciones 39-48 y se eliminan todas las posiciones 53-62 del tallo superior de la region de
repeticion/antirrepeticion acortada, y se sustituye opcionalmente el nucledtido 38 o 63.
[0052] La Modalidad 27 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-26, donde se eliminan
todas las posiciones 38-48 y todas las posiciones 53-63 del tallo superior de la region de
repeticion/antirrepeticion acortada, y se sustituye opcionalmente el nucledtido 37 o 64.
[0053] La Modalidad 28 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-27, donde se eliminan
todos los nucledtidos 37-48 y 53-64 del tallo superior de la regidn de repeticion/antirrepeticién acortada,
y se sustituyen opcionalmente los nucledtidos 36 o 65.
[0054] La Modalidad 29 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-28, donde la regién de
repeticion/antirrepeticion acortada tiene una parte de duplex de 11 nucleétidos con emparejamiento de

bases de longitud.

[0055] La Modalidad 30 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-29, donde la region de
repeticion/antirrepeticidon acortada tiene una unica parte de duplex.

[0056] La Modalidad 31 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-29, donde la region de
repeticion/antirrepeticion acortada tiene una primera parte de duplex y una segunda parte de duplex.
[0057] La Modalidad 32 es el ARNg de la Modalidad 31, donde la segunda parte de duplex tiene
2-3 nucledtidos con emparejamiento de bases de longitud.

[0058] La Modalidad 33 es el ARNg de la Modalidad 31, donde la primera parte de duplex tiene

11 nucledtidos con emparejamiento de bases de longitud y la segunda parte de duplex tiene 3
nucledtidos con emparejamiento de base de longitud.

[0059] La Modalidad 34 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-33, donde el tallo
superior de la regién de repeticidn/antirrepeticion acortada incluye una o mas sustituciones con respecto
ala SEQ ID NO: 500.

[0060] La Modalidad 35 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-34, donde uno o mas
de los nucledtidos 49-52 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500.
[0061] La Modalidad 36 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-33, donde la region de

repeticion/antirrepeticion acortada no se encuentra sustituida.

[0062] La Modalidades 37 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-36, donde la region
de repeticion/antirrepeticion acortada tiene 12-22 nucleétidos modificados.

[0063] La Modalidad 38 es el ARNg de la Modalidad 37, donde la region de
repeticion/antirrepeticion acortada no comprende una modificacion en el nucleétido 76.

[0064] La Modalidad 39 es el ARNg de la Modalidad 37, donde la repeticion/antirrepeticion
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acortada no comprende una modificacion de fosforotioato (PS) en el nucleétido 76.
[0065] La Modalidad 40 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-39, donde la region de
horquilla 1 acortada carece de 2-10 nucleétidos, opcionalmente 2-8 o 2-4 nucledtidos.
[0066] La Modalidad 41 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-40, donde la regién de
horquilla 1 acortada tiene una longitud de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o0 21 nucleétidos.
[0067] La Modalidad 42 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-41, donde la regién de
horquilla acortada 1 tiene una parte de duplex de 4-8, opcionalmente de 7-8 nucleétidos con

emparejamiento de bases de longitud.

[0068] La Modalidad 43 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-41, donde la regién de
horquilla 1 acortada tiene una Unica parte de duplex.

[0069] La Modalidad 44 es la ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-43, donde se eliminan
uno o dos pares de bases de la region de horquilla 1 acortada.

[0070] La Modalidad 45 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-44, donde el tallo de la
region de horquilla 1 acortada tiene siete u ocho nucledtidos con emparejamiento de bases de longitud.
[0071] La Modalidad 46 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-45, donde se eliminan
una o mas posiciones 85-86 y se eliminan uno o mas de los nucledtidos 91-92 de la region de horquilla
acortada 1.

[0072] La Modalidad 47 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-46, donde se eliminan
los nucleétidos 86 y 91 o nucleédtidos 85 y 92 de la region de horquilla 1 acortada.

[0073] La Modalidad 48 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-47, donde se sustituyen

uno o mas de los nucleotidos 82-95 de la region de horquilla 1 acortada con respecto a la SEQ ID NO:
500.

[0074] La Modalidad 49 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-48, donde se sustituyen
uno o mas nucleétidos 87-90 con respecto a la SEQ ID NO: 500.

[0075] La Modalidad 50 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-48, donde no se
sustituye la region de horquilla 1 acortada.

[0076] La Modalidad 51 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-49, donde la region de
horquilla acortada 1 tiene 6-15 nucleétidos modificados.

[0077] La Modalidad 52 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-50, donde la region de
horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente 2-16 nucleétidos.

[0078] La Modalidades 53 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-51, donde la regiéon

de horquilla 2 acortada tiene una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39

0 40 nucledtidos.

[0079] La Modalidad 54 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-52, donde la region de
horquilla 2 acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33, 0 34 nucleétidos.

[0080] La Modalidad 55 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-53, donde se eliminan
uno o mas de los nucledtidos 113-121 y uno o mas de los nucleétidos 126-134 de la region de horquilla
2 acortada.

[0081] La Modalidad 56 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-54, donde la region de
horquilla 2 acortada comprende una regién no emparejada.

[0082] La Modalidad 57 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-55, donde la region de
horquilla 2 acortada tiene dos partes de duplex.

[0083] La Modalidad 58 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-56, donde la region de

horquilla 2 acortada tiene una parte de duplex de 4 nucledtidos con emparejamiento de bases de

longitud.
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[0084] La Modalidad 59 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 57-58, donde la regién de

horquilla 2 acortada tiene una parte de duplex de 4-8 nucleétidos con emparejamiento de bases de

longitud.
[0085] La Modalidad 60 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 57-59, donde la regiéon de
horquilla 2 acortada tiene una parte de duplex de 4-6 nucleétidos con emparejamiento de bases de
longitud.
[0086] La Modalidad 61 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-60, donde los

nucleotidos 109-138 de la SEQ ID NO: 500 forman el tallo superior, y el tallo superior de la region de
horquilla 2 acortada comprende uno, dos, tres o cuatro pares de base.

[0087] La Modalidad 62 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-61, donde se elimina al
menos un par de nucledtidos 113 y 134, nucleétidos 114 y 133, nucledtidos 115 y 132, nucledtidos 116
y 131, nucledtidos 117 y 130, nucledtidos 118 y 129, los nucledtidos 119 y 128, los nucledtidos 120 y
127 y los nucleodtidos 121 y 126.

[0088] La Modalidad 63 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-62, donde se eliminan
todas las posiciones 113-121 y 126-134 de la regidon de horquilla 2 acortada.
[0089] La Modalidad 64 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-63, donde uno o mas

de los nucledtidos 113-134 de la region de horquilla 2 acortada se sustituye con respecto a la SEQ ID
NO: 500.

[0090] La Modalidad 65 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-64, donde uno o mas
nucledtidos 122-125 se sustituye con respecto a la SEQ ID NO: 500.

[0091] La Modalidad 66 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-64, donde no se
sustituye la regién de horquilla acortada 2.

[0092] La Modalidad 67 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-66, donde la regién de
horquilla 2 acortada tiene 6-15 nucleétidos modificados.

[0093] La Modalidad 68 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-67, donde la region guia
del ARNg comprende al menos dos nucleétidos modificados, opcionalmente al menos cuatro nucleétidos
modificados.

[0094] La Modalidad 69 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-68, donde la region guia

del ARNg comprende 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 0 12 nucleétidos modificados, opcionalmente, 1, 2 o
3 nucleotidos modificados.

[0095] La Modalidad 70 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-69, donde la region guia
del ARNg comprende 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12 nucledtidos modificados.

[0096] La Modalidad 71 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-70, donde la region guia
del ARNg comprende 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12 nucledtidos modificados.

[0097] La Modalidad 72 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-71, donde la region guia
no comprende un nucleétido modificado en 3' de los primeros tres nucleotidos de la regidn guia.

[0098] La Modalidad 73 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-66, donde la region guia
no comprende un nucleétido modificado.

[0099] La Modalidad 74 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-72, donde el ARNg
comprende una modificacién de extremo 5'.

[00100] La Modalidad 75 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-74, donde el ARNg
comprende una modificacién de extremo 3'.

[00101] La Modalidad 76 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-75, donde el ARNg
comprende una modificacion de extremo 5' y una modificacion de extremo 3'.

[00102] La Modalidad 77 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-76, que comprende una
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modificacion en la region del tallo superior de la region de repeticion/antirrepeticion.

[00103] La Modalidad 78 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-77, que comprende una
modificacion en la regién de horquilla 1.

[00104] La Modalidad 79 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-78, que comprende una
modificacion en la regién de horquilla 2.

[00105] La Modalidad 80 es el ARNg de la Modalidad 79, donde la modificacion en la region de
horquilla 2 comprende una modificacién en 1, 2, 3 0 4 nucleétidos de los nucleétidos 106-109.

[00106] La Modalidad 81 es el ARNg de la Modalidad 80, donde la modificacion en la region de
horquilla 2 comprende una modificacién en cada uno de los nucleétidos 106-109.

[00107] La Modalidad 82 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 80 u 81, donde la

modificacion comprende una modificacion con 2’-O-metilo (2’-O-Me).

[00108] La Modalidad 83 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-82, que comprende una
modificacion en el extremo 3' y que comprende una modificacién en la region de tallo superior de la
region de repeticién/antirrepeticion.

[00109] La Modalidad 84 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-83, que comprende una
modificacion en el extremo 3', y una modificacién en la region de horquilla 1.

[00110] La Modalidad 85 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-83, que comprende una
modificacion en el extremo 3', y una modificacién en la region de horquilla 2.

[00111] La Modalidad 86 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-85, que comprende una
modificacion en el extremo 5', y que comprende una modificacion en la region de tallo superior de la
region de repeticion/antirrepeticion.

[00112] La Modalidad 87 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-86, que comprende una
modificacion en el extremo 5', y una modificaciéon en la region de horquilla 1.

[00113] La Modalidad 88 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-87, que comprende una
modificacion en el extremo 5', y una modificacion en la regién de horquilla 2.

[00114] La Modalidad 89 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-88, que comprende una
modificacion en el extremo 5', una modificacion en la region de tallo superior de la regién de

repeticion/antirrepeticion, y una modificacion de extremo 3'.

[00115] La Modalidad 90 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-89, que comprende una
modificacion en el extremo 5', una modificacion en la regién de horquilla 1, y una modificacién en el
extremo 3.

[00116] La Modalidad 91 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-90, que comprende una

modificacion de extremo 5', una modificacién en la region de horquilla 1, una modificacién en la region
de horquilla 2 y una modificacion en el extremo 3.

[00117] La Modalidad 92 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-91, que comprende una
modificacion de extremo 5', una modificacién en la regién de repeticion/antirrepeticién, una modificacion
en la regién de horquilla 1, una modificacion en la regidon de horquilla 2 y una modificacién de extremo
3.

[00118] La Modalidad 93 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-92, donde la
modificacion en la region de repeticion/antirrepeticion no comprende una modificacién de fosforotioato
(PS) en el nucledtido 76.

[00119] La Modalidad 94 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-93, donde la
modificacion en la region de repeticion/antirrepeticion no comprende una modificaciéon en el nucleétido
76.

[00120] La Modalidad 95 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 74-94, donde la
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modificacion en el extremo 5' comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido
modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), un nucleétido modificado con 2’-O-(2-metoxietil) (2’-O-moe), un
nucleétido modificado con 2’-fluoro (2’-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos, o un
nucleotido abasico invertido modificado.
[00121] La Modalidad 96 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 74-95, donde la
modificacion de extremo 3' comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido
modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), un nucleétido modificado con 2’-O-(2-metoxietilo) (2°-O-moe), un
nucledtido modificado con 2’-fluoro (2’-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos, un
nucleotido modificado abasico invertido.
[00122] La Modalidad 97 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 74-96, donde la
modificacion en el extremo 5' comprende cualquiera de:
i. una modificacion de cualquiera de uno o mas de los primeros 1, 2, 3, 0 4 nucleétidos;
ii. un nucleétido modificado;
iii. dos nucleétidos modificados;
iv. tres nucleétidos modificados; y
v. cuatro nucleétidos modificados.
[00123] La Modalidad 98 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 74-97, donde la
modificacion de extremo 5' comprende uno o mas de:
i. un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos;
ii. un nucleétido modificado con 2'-OMe;
iii. un nucleoétido modificado con 2’-O-moe;
iv. un nucleétido modificado con 2’-F; y
v. un nucleétido modificado abasico invertido.
[00124] La Modalidad 99 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 74-98, donde la
modificacion en el extremo 3' comprende cualquiera de:
i. una modificacion de uno o mas de los ultimos 4, 3, 2 o 1 nucledtidos;
ii. un nuclestido modificado;
iii. dos nucledétidos modificados;
iv. tres nucleétidos modificados; y
v. cuatro nucleétidos modificados.
[00125] La Modalidad 100 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 74-99, donde la
modificacion de extremo 3' comprende uno o mas de:
i. un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos;
ii. un nucleétido modificado con 2'-OMe;
iii. un nucledtido modificado con 2’-O-moe;
iv. un nucleétido modificado con 2’-F; y
v. un nucleétido modificado abasico invertido.
[00126] La Modalidad 101 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 74-100, donde la
modificacion de extremo 5' comprende al menos un enlace de PS y donde uno o mas de:
i. existe un enlace de PS y el enlace se encuentra entre el primer y el segundo nucledtidos;
ii. existen dos enlaces de PS entre los primeros tres nucleétidos;
iii. existen enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los primeros cuatro nucleétidos; y
iv. existen enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los ultimos cinco nucledtidos.
[00127] La Modalidad 102 es el ARNg de la Modalidad 101, donde la modificacion en el extremo

5 también comprende al menos un nucleétido modificado con 2-OMe, 2’-O-moe, 2’-F o abasico
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invertido.
[00128] La Modalidad 103 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-102, donde la
modificacion en el extremo 5' comprende:
i. una modificacién de uno o mas de los primeros 1-4 nucleétidos, donde la modificacién es un enlace
de PS, un nucledtido abasico invertido, 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F;
ii. una modificacion del primer nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe o 2’-F, y uno o dos enlaces de PS
opcionales al nucledétido siguiente o el primer nucleétido de la cola 3’;
iii. una modificacion del primer o segundo nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente uno
o0 mas enlaces de PS;
iv. una modificacién del primer, segundo o tercer nucledétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente
uno o mas enlaces de PS; o
v. una modificacion del primer, segundo, tercer o cuarto nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe o 2’-F, y
opcionalmente uno o mas enlaces de PS.
[00129] La Modalidad 104 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-103, donde la
modificacion de extremo 3' comprende al menos un enlace de PS y donde uno o mas de:
i. hay un enlace de PS y el enlace es entre el ultimo y el penultimo nucleotidos;
ii. hay dos enlaces de PS entre los ultimos tres nucledtidos y
iii. hay enlaces de PS entre cualquiera de uno o mas de los ultimos cuatro nucledétidos.
[00130] La Modalidad 105 es el ARNg de la Modalidad 104, donde la modificacion en el extremo
3’ comprende adicionalmente al menos un nucleétido modificado con 2’-Ome, 2’-O-moe, 2’-F o abasico
invertido.
[00131] La Modalidad 106 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-105, donde la
modificacion en el extremo 3' comprende:
i. una modificaciéon de uno o mas de los ultimos 1-4 nucleétidos, donde la modificaciéon es un enlace de
PS, un nucledtido abasico invertido, 2’-OMe, 2’-O-moe, 2'-F;
ii. una modificacion del ultimo nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y uno o dos enlaces de PS
opcionales al nucleétido siguiente o el primer nucleétido de la cola 3’;
iii. una modificacién del ultimo o penultimo nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente uno
o0 mas enlaces de PS;
iv. una modificacion del ultimo, penultimo o antepenultimo nucleétido con 2’-OMe, 2'-O-moe, 2’-F, y
opcionalmente uno o mas enlaces de PS; o
v. una modificacion del ultimo, penultimo, antepenultimo o anterior al antepenultimo nucledtido con 2'-
OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente uno o mas enlaces de PS.
[00132] La Modalidad 107 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-106, donde la
modificacion en la region de repeticion/antirrepeticién, la regidon de horquilla 1 o la regién de horquilla 2
comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-
OMe), un nucledtido modificado con 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), un nucledtido modificado con 2'-
fluoro (2’-F) o un enlace fosforotioato (PS) entre nucledtidos.
[00133] La modalidad 108 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-106, donde la
modificacion en la region de repeticién/antirrepeticion, la regiéon de horquilla 1, o la region de horquilla 2
comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucledtido modificado con 2’-O-metilo (2'-
OMe), un nucledtido modificado con 2’-fluoro (2’-F) o un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos.
[00134] La modalidad 109 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-106, donde la
modificacion en la region de repeticién/antirrepeticion, la regién de horquilla 1, o la region de horquilla 2

comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-
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OMe), o un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos.
[00135] La Modalidad 110 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-109, donde la
modificacion en la region de repeticion/antirrepeticiéon no comprende una modificacién de fosforotioato
en el nucledtido 76.
[00136] La Modalidad 111 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-110, donde la
modificacion en la regién de repeticion/antirrepeticion no comprende una modificacion en el nucleétido
76.

[00137] La Modalidad 112 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-111, donde al menos
el 20 % 30 %, 40 % o 50 % de los nucledtidos son nucleétidos modificados.
[00138] La Modalidad 113 es el ARNg de la Modalidad 112, donde el ARNg comprende

nucleoétidos modificados seleccionados de un nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), nucledétido
modificado con 2’-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), un nucleétido modificado con 2'-fluoro (2'-F), un enlace

de fosforotioato (PS) entre nucleétidos o combinaciones de estos.

[00139] La Modalidad 114 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-113, donde la
modificacion comprende una modificacion en 1, 2, 3 o0 4 nucledtidos de los nucleétidos 106-109.
[00140] La Modalidad 115 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 113 o 114, donde la
modificacion comprende una modificacion en cada uno de los nucleétidos 106-109.

[00141] La Modalidad 116 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 114-115, donde la
modificacion comprende una modificacion con 2'-O-metilo.

[00142] La Modalidad 117 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 112-116, donde el ARNg

comprende nucleétidos modificados seleccionados de nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-Ome),
un nucleétido modificado con 2'-fluoro (2'-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos, o
combinaciones de estos.

[00143] La Modalidad 118 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-117, donde los
nucleotidos 1-3 de la regidon guia estan modificados y los nucleétidos en la regién guia distintos de los
nucleotidos 1-3 no estan modificados.

[00144] La Modalidad 119 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-118, donde una cola
3' del nucledtido 144 esta presente en el ARNg y comprende nucleétidos modificados con 2'-O-Me en
los nucledtidos 141-144 y dos enlaces de PS entre los nucleétidos 141-142 y 142-143, respectivamente.
[00145] La Modalidades 120 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-120, donde una o
mas posiciones de 49-52, 87-90 o 122-125 estan sustituidas.

[00146] La Modalidad 121 es un ARN guia unico (ARNgu) que comprende cualquiera de las SEQ
ID NO: 1-19y 21-42.
[00147] La Modalidad 122 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-121, que comprende

una secuencia de nucledétidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 750 70
% de identidad con respecto a la secuencia de nucleétidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-19y 21-
42.

[00148] La Modalidad 123 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-121, que comprende
una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 750
70 % de identidad con respecto a la secuencia de nucledtidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-19y
21-42, donde la modificacion en cada nucleétido del ARNg que corresponde a un nucleétido del
identificador de la secuencia de referencia en la Tabla 1 es idéntica a o equivalente a la modificacién
mostrada en el identificador de la secuencia de referencia en la Tabla 2.

[00149] La Modalidad 124 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-122, que comprende
una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91 0 90 % de identidad
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con respecto a la secuencia de X al extremo 3' de la secuencia de nucleoétidos de cualquiera de las SEQ
ID NO: 1-5, 7, 8, 11, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 21, 23, 24, 26, 27, 28, 30, 31, 33, 34, 35, 37, 39, 41, 101-
291, 301-494, 931-946, 951 y 952, donde X es el primer nucleétido de la region conservada.
[00150] La Modalidad 125 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 121-124, que comprende
adicionalmente una cola 3' que comprende un nucleétido modificado con 2'-O-Me.
[00151] La Modalidad 126 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-125, donde el ARNg
dirige una nucleasa hacia una secuencia objetivo para la unién.
[00152] La Modalidad 127 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-126, donde el ARNg
dirige una nucleasa hacia una secuencia objetivo para inducir una rotura bicatenaria dentro de la
secuencia objetivo.
[00153] La Modalidad 128 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-127, donde el ARNg
dirige una nucleasa hacia una secuencia objetivo para inducir una rotura monocatenaria dentro de la

secuencia objetivo.

[00154] La Modalidad 129 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 126-129, donde la
nucleasa es una Nme Cas9.
[00155] La Modalidad 130 es el ARNg de una cualquiera de las Modalidades 1-129, donde el

ARNg comprende una sustitucién conservadora, opcionalmente en el que la sustitucion conservadora
mantiene al menos un par de bases.
[00156] La Modalidad 131 es una composiciéon que comprende una ARNg de cualquiera de las

Modalidades 1-130, relacionada con una nanoparticula lipidica (LNP).

[00157] Modalidad 132. Una composicién de LNP que comprende un ARNg de cualquiera de las
Modalidades 1-130.
[00158] La Modalidad 133 es una composicion que comprende el ARNg de cualquiera de las

Modalidades 1-130, o la composicion de cualquiera de las Modalidades 131-132, que comprende
adicionalmente una nucleasa o un ARNm que codifica la nucleasa.
[00159] La Modalidad 134 es la composicion de la Modalidad 133, donde la nucleasa es una

proteina Cas.

[00160] La Modalidad 135 es la composicion de la Modalidad 134, donde la proteina Cas es una
Nme Cas9.
[00161] La Modalidad 136 es la composicion de la Modalidad 135, donde la Nme Cas9 es una

Nme1 Cas9, una Nme2 Cas9, o una Nme3 Cas9.

[00162] La Modalidad 137 es la composicion de una cualquiera de las Modalidades 133-136,
donde la nucleasa tiene una actividad de escision de doble cadena.

[00163] La Modalidad 138 es la composicion de cualquiera de las Modalidades 133-137, donde
la nucleasa tiene actividad nicasa.

[00164] La Modalidad 139 es la composicidon de una cualquiera de las Modalidades 133-138,
donde la nucleasa tiene un dominio de uniéon a ADN dCas.

[00165] La Modalidad 140 es la composicion de cualquiera de las Modalidades 133-139, donde
se modifica la nucleasa.

[00166] La Modalidad 141 es la composicion de la Modalidad 140, donde la nucleasa modificada
comprende un dominio funcional heterdlogo.

[00167] La Modalidad 142 es la composicion de la Modalidad 141, donde el dominio funcional
heterdlogo es una desaminasa.

[00168] La Modalidad 143 es la composicién de la Modalidad 142, que comprende ademas una
UGI o un ARNm que codifica una UGI.
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[00169] La Modalidad 144 es la composicion de una cualquiera de las Modalidades 142-143,
donde el dominio funcional heterdlogo es una citidina desaminasa.
[00170] La Modalidad 145 es la composicion de cualquiera de las Modalidades 140-144, donde
la nucleasa modificada comprende una sefial de localizacion nuclear (NLS).
[00171] La Modalidad 146 es la composicion de cualquiera de las Modalidades 133-145, que
comprende un ARNm que codifica la nucleasa.
[00172] La Modalidad 147 es la composicion de la Modalidad 146, donde el ARNm comprende la
secuencia de cualquiera de las SEQ ID NO: 636-638.
[00173] La Modalidad 148 es una formulacién farmacéutica que comprende el ARNg de
cualquiera de las Modalidades 1-130 o la composicion de cualquiera de las Modalidades 131-147 y un
portador farmacéuticamente aceptable.
[00174] La Modalidad 149 es un método para modificar un ADN objetivo que comprende
administrar una proteina Cas o un acido nucleico que codifica una proteina Cas, y cualquiera o0 mas de
los siguientes a una célula:
i. el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-130;
ii. la composicion de cualquiera de las Modalidades 131-147; y
iii. la formulacion farmacéutica de la Modalidad 148.
[00175] La Modalidad 150 es el método de la Modalidad 149, donde el método tiene como
resultado una insercién o eliminacion en un gen.
[00176] La Modalidad 151 es el método de la Modalidad 149 o 150, donde el método tiene como
resultado al menos una edicion de base.
[00177] La Modalidad 152 es el método de cualquiera de las Modalidades 149-151, que
comprende adicionalmente administrarle a la célula una plantilla, donde al menos una parte de la plantilla
se incorpora en un ADN objetivo en o cerca de un sitio de rotura bicatenaria inducida por la proteina
Cas.
[00178] La Modalidad 153 es el ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-130, la composicidon
de las Modalidades 131-147, o la formulacién farmacéutica de la Modalidad 148 para el uso en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno.
[00179] La Modalidad 154 es el uso del ARNg de cualquiera de las Modalidades 1-130, la
composicion de las Modalidades 131-147, o la formulacién farmacéutica de la Modalidad 148 en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno.
LEYENDAS DE LAS FIGURAS
[00180] La FIG. 1 muestra los resultados medios de la edicién con desviaciéon estandar en células
HEK-Blue™ utilizando ARNg truncados.
[00181] La FIG. 2 muestra el porcentaje medio de los resultados de edicién para ARN de guia
doble (ARNgd) dirigido a VEGFA en células HEK-Nme2.
[00182] La FIG. 3 muestra el porcentaje medio de resultados de la edicién de ARNgu modificado
quimicamente en células HEK-Nme2 que se dirigen al gen VEGFA en el sitio T47.
[00183] La FIG. 4 muestra el porcentaje medio de resultados de la edicién de ARNgu modificado
en células HEK-293 que se dirigen al gen VEGFA en el sitio T47.
[00184] La FIG. 5 muestra el porcentaje medio de edicion en el locus de TTR en PMH con un
aumento en las dosis de ARNm de Nme2Cas9 y ARNgu quimicamente modificado.
[00185] La FIG. 6 muestra el porcentaje medio de edicion en el locus de PCSK9 en PMH con
ARNgu modificados.
[00186] La FIG. 7 muestra el porcentaje medio de edicién en PMH de varios ARNm de Nme2Cas9
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con un ARNgu modificado.
[00187] La FIG. 8A muestra el porcentaje medio de edicion en el locus de TTR en PMH con
diferentes relaciones de ARNgu y ARNm de Nme2Cas?9.
[00188] La FIG. 8B muestra el porcentaje medio de edicién en el locus de TTR en PMH con
relaciones diferentes de ARNpg y ARNm de Nme2Cas?9.
[00189] La FIG. 9 muestra el porcentaje medio de edicion en el locus de TTR en PMH para ARNpg
con ARNm de Nme2Cas9.
[00190] La FIG. 10A muestra la media del porcentaje de edicion en el locus de VEGFA TS-25 en
células HEK-Nme2 para combinaciones de ARNcr y ARNtr modificados con ARNm de Nme2Cas9.
[00191] La FIG. 10B muestra la media del porcentaje de edicion en el locus de VEGFA TS-47 en
células HEK-Nme2 para combinaciones de ARNcr y ARNtr modificados con ARNm de Nme2Cas9.
[00192] La FIG. 11 muestra el porcentaje medio de edicidon en el locus de VEGFA TS-47 en
ARNgd de células HEK-Nme2 que consisten en diferentes combinaciones de ARNcr y ARNtracr para
combinaciones de ARNcr y ARNtr modificados con ARNm de Nme2Cas9.
[00193] La FIG. 12A muestra el porcentaje medio de edicién en exén 1 de TTR en PMH para
ARNpg con modificacién con 2'-OMe en la secuencia guia.
[00194] La FIG. 12B muestra el porcentaje medio de edicién en el exén 3 de TTR en PMH para
ARNpg con modificacién con 2'-OMe en la secuencia guia.
[00195] La FIG. 12C muestra el porcentaje medio de edicion en el exén 1 de TTR en PMH para
ARNpg con modificacion con 2'-OMe leve en la secuencia guia.
[00196] La FIG. 12D muestra el porcentaje medio de edicion en el exén 3 de TTR en PMH para
ARNpg con modificacion con 2'-OMe leve en la secuencia guia.
[00197] La FIG. 13 muestra el porcentaje medio de edicion en el locus PCSK9 en PMH.
[00198] La FIG. 14A muestra los resultados medios de edicion en el locus de VEGFA en células
HEK tratadas con ARNm C (SEQ ID NO: 622).
[00199] La FIG. 14B muestra los resultados medios de edicion en el locus de VEGFA en células
HEK tratadas con ARNm | (SEQ ID NO: 627).
[00200] La FIG. 14C muestra los resultados medios de edicion en el locus de VEGFA en células
HEK tratadas con ARNm J (SEQ ID NO: 628).
[00201] La FIG. 14D muestra los resultados medios de edicién en el locus de VEGFA en células
PHH tratadas con ARNm C (SEQ ID NO: 622).
[00202] La FIG. 14E muestra los resultados medios de edicion en el locus de VEGFA en células
PHH tratadas con ARNm | (SEQ ID NO: 627).
[00203] La FIG. 14F muestra los resultados medios de edicion en el locus de VEGFA en células
PHH tratadas con ARNm J (SEQ ID NO: 628).
[00204] La FIG. 15 muestra el porcentaje medio de edicion en el locus de TTR de ratén en células
PMH tratadas con construcciones NmeCas9 disefiadas con 1 0 2 secuencias de localizacién nuclear.
[00205] La FIG. 16 muestra el porcentaje medio de edicion en el locus de TTR en células PMH
tratadas con ARNpg y diversos ARNm de Nme2Cas9.
[00206] La FIG. 17 muestra el cambio de multiplo en la expresion de la proteina Nme2Cas9 en
comparacion con la expresion de la proteina SpyCas9 en células PMH, PRH, PCH y PHH.
[00207] La FIG. 18A-18F muestran un cambio en la expresion de la proteina Nme2Cas9 en
comparacion con la expresion de la proteina SpyCas9 en linfocitos T de 2 donantes analizadas a las 24
horas, 48 horas y 72 horas después del tratamiento.

[00208] La FIG. 19 muestra el porcentaje medio de edicion en el locus de TTR en higado de ratén
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tratado con ARNgu y Nme2Cas9.
[00209] La FIG. 20A muestra el porcentaje medio de edicién en el locus de TTR en higado de
ratén después del tratamiento con ARNpg y Nme2Cas9.
[00210] La FIG. 20B muestra el porcentaje medio de TTR en suero después del tratamiento con
ARNpg y Nme2Cas9.
[00211] La FIG. 20C muestra el porcentaje medio del silenciamiento de TTR después del
tratamiento con ARNpg y Nme2Cas9.
[00212] La FIG. 20D muestra el porcentaje medio de edicion en el locus de TTR de higado de
ratén después del tratamiento con ARNpg y diversas Nme2Cas?9.
[00213] La FIG. 20E muestra el silenciamiento de la proteina TTR en suero luego del tratamiento
con ARNpg y diversas Nme2Cas9.
[00214] La FIG. 21 muestra el porcentaje medio de edicion en higado de ratén después del
tratamiento diversas construcciones de Nme2Cas9.
[00215] La FIG. 22 muestra el porcentaje medio de edicidon en higado de ratén después del
tratamiento con ARNpg y diversas Nme2Cas9.
[00216] La FIG. 23 muestra el porcentaje medio de edicidon en higado de ratén después del
tratamiento con diversos editores de base.
[00217] La FIG. 24 muestra un esquema de ejemplo de ARNgu de Nme2 en una posible estructura
secundaria, que incluye la region de repeticion/antirrepeticién y la regién de horquilla que incluye las
regiones de horquilla 1 y de horquilla 2 y ademas indica la regidon guia (o region objetivo) (indicada con
un color gris con un contorno discontinuo), bases que no se pueden eliminar de forma Unica o en pares
(indicadas con un color gris con contorno soélido), bases que se pueden eliminar de forma unica o en
pares (circulos abiertos).
[00218] La FIG. 25 muestra un ARNgu de ejemplo (G021536; SEQ ID NO: 490) en una posible
estructura secundaria. La metilacion se muestra en negrita; los enlaces de fosforotioato se indican con
"*"_El emparejamiento de bases de Watson-Crick se indica mediante un "—" entre los nucleétidos en
partes de duplex. El emparejamiento de bases que no es Watson-Crick se indica con un "*" entre
nucledtidos en partes de duplex.
[00219] La FIG. 26 muestra el porcentaje medio de edicién en el locus de TTR en hepatocitos de

raton primarios.

[00220] La FIG. 27 muestra niveles de TTR en suero en ratones.

[00221] La FIG. 28 muestra el porcentaje de edicién en el locus de TTR en muestras de higado
de raton.

[00222] La FIG. 29 muestra mediciones de TTR en suero después del tratamiento en ratones.
[00223] La FIG. 30 muestra el porcentaje de edicidon en el locus TTR en muestras de higado de
ratén.

[00224] La FIG. 31 muestra el porcentaje medio de linfocitos T CD3 negativos después de la
edicion de TRAC con Nme1Cas9.

[00225] La FIG. 32 muestra el porcentaje medio de linfocitos T CD3 negativos después de la
edicion de TRAC con Nme3Cas9.

[00226] La FIG. 33 muestra la expresion de construcciones Nme-HiBiT en linfocitos T a las 24
horas.

[00227] La FIG. 34 muestra la poblacion de linfocitos CD3 negativos en funcién de la cantidad de

ARNmM de NmeCas9.

[00228] La FIG. 35 muestra la curva dosis-respuesta para ARNg seleccionados en PCH.
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[00229] La FIG. 36 muestra la curva dosis-respuesta para series de diluciéon de LNP en PCH.
[00230] La FIG. 37 muestra un ARNgu de ejemplo (ID de guia G032572; SEQ ID NO: 951) en una
posible estructura secundaria. Los nucleétidos no modificados se muestran en negrita y la metilaciéon se
muestra en fuentes claras; los enlaces de fosforotioato se indican con "*". El emparejamiento de bases
de Watson-Crick se indica mediante un "—" entre los nucleétidos en partes de duplex. El emparejamiento
de bases que no es Watson-Crick se indica con un "*" entre nucleétidos en partes de duplex.

[00231] La FIG. 38 muestra un ARNgu de ejemplo (ID de guia G031771; SEQ ID NO: 952) en una
posible estructura secundaria. Los nucleétidos no modificados se muestran en negrita y la metilacién se
muestra en fuentes claras; los enlaces de fosforotioato se indican con "*". El emparejamiento de bases
de Watson-Crick se indica mediante un "—" entre los nucleétidos en partes de duplex. El emparejamiento

de bases que no es Watson-Crick se indica con un "*" entre nucledétidos en partes de duplex.

[00232] La FIG. 39 muestra niveles de TTR en suero en ratones.

[00233] La FIG. 40 muestra el porcentaje de edicidén en el locus TTR en muestras de higado de
ratén.

[00234] La FIG. 41 muestra la curva dosis-respuesta para ARNg seleccionados en PMH.
[00235] La FIG. 42 muestra la curva dosis-respuesta para ARNg seleccionados en PMH.
DESCRIPCION DETALLADA

[00236] En el presente documento se proporcionan ARNg abreviados para su uso en meétodos de

edicion de genes. En las Tablas 1-2 se muestran ejemplos de secuencias de ARNg modificados y
evaluados.

[00237] Determinados ARNg proporcionados en la presente son ARN guia unicos (ARNgu) para
el uso en métodos de edicion de genes.

[00238] Determinados ARNg proporcionados en la presente son ARN guia dobles (ARNgd) para
el uso en métodos de edicion de genes.

[00239] La presente descripcion proporciona adicionalmente ejemplos de uso de estos ARNg para
alterar el genoma de un acido nucleico objetivo in vivo (por ejemplo, células cultivadas in vitro para el
uso en terapias ex vivo u otros usos de células editadas genéticamente) o en una célula en un sujeto tal

como un ser humano (por ejemplo, para el uso en la terapia in vivo).
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Tabla 1. Secuencias de ejemplo para ARNg

Longitud (nt)

SEQ ID NO:

Secuencia

145

500

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUGUAGCUCCCUUUCUCAUUUCGGAAACGAAAUGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGA
AAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCCUUAAAGCUUCUGCUUUAAGGGGCAUCGUUUA

101

(N)20-2s GUUGUAGCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGGCAUCGUU

105

(N)20-2s GUUGUAGCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGGCAUCGUUUAUU

107

(N) 20-2s GUUGUAGCUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGGCAUCGUUUAUU

101

MN*MNNNNNNNNMNNNMNNNNNNNNNNNNMGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMG
MUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGMCCmUMUMCmMUGMGCmMAMUC*MG*mU*mU

97-102

(N)20-25
MGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUmMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCm
AmMAMCmGCUCUMGMCCmUmUmMCmMmUGMGCmMmAMUC*mG*mU*mU

77

MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCm
AmMAMCmMGCUCUMGMCCmUmMUMCmMUGMGCmMAMUC* MG*mU*mU

101

MN*MN*MN*MNMNNNMNMNNMNNMNNNNNMNNNNMNNNMGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmMmUmUmMCmMUGGCAUCG* mU*mU

97-102

(N)20-25
MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMC
AAMCGCUCUMGMCCmMmUmMUmCmUGGCAUCG*mU* mU

77

MGUUGMUMAMGMCUCCCmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMC
AAMCGCUCUMGMCCmMmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

105

10

(N)20-2s GUUGUAGCUCCCUUCGAAAGACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGGCAUCGUU

105

11

MN*MN*MN*MNMNNNMNMNNMNNMNNNNNMNNNNMNNNMGUUGMUMAMGMCUCCCmUmUmCmGmMAMAMAMGMAMCmMCGUUMGmMC
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Longitud (nt)

SEQID NO:

Secuencia

UAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmUMUMCmMUGGCAUCG*rmU*mU

101

12

MN*MNNNNNNNNMNNNMNNNNNNNNNNNNMGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmG
MUmMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGMCCmUmUMCmMUGMGCmMAMUC*mG*mU*mU

97-102

13

(N)20-25
MGUUGMUMAMGMCUCCCmMmUMGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmA
MAMCMGCUCUMGMCCmMUMUMCmUGMGCmMAMUC*mMG*mU*mU

77

14

MGUUGMUMAMGmMCUCCCmUMGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmA
MAMCMGCUCUMGMCCmMUmMUMCmUGMGCmMAMUC*mG*mU*mU

101

15

MN*MN*MN*MNMNNNMNMNNMNNMNNNNNMNNNNMNNNMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUmMGmMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAA
GmMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmMUmUmMCmMUGGCAUCG*mU*mU

97-102

16

(N) 20-25
MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCA
AmCGCUCUMGMCCmUmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

77

17

MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCA
AmCGCUCUMGMCCmUmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

105

18

MN*MN*MN*MNMNNNMNMNNMNNMNNNNNMNNNNMNNNMGUUGMUMAMGMCUCCCmUMUMCmMGmMAMAMAMGMAMCmMCGUUMGmMC
UAMCAAUAAGMGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

101

19

MN*MNNNNNNNNMNNNMNNNNNNNNNNNNMGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMG
MUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCMGMCmMUMCMUMGMCCmUmMUMCmUGMGCmMAMUC* MG*mU*mU

97-102

21

(N)20-25
MGUUGMUMAMGMCUCCCmMUmMmGmMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCm
AMAMCMGMCMUmMCmMmUmMGmMCCmUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

77

22

MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCm
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Longitud (nt)

SEQID NO:

Secuencia

AmMAMCMGMCMUMCmMUMGmMCCmUmUmCmUGMGCmMAMUC*mG*mU*mU

101

23

MN*MN*MN*MNMNNNMNMNNMNNMNNNNNMNNNNMNNNMGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCAAMCGMCmMUMCmMmUmMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

97-102

24

(N)20-25
MGUUGMUMAMGmMCUCCCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMC
AAMCGMCMUMCMUMGmMCCmUmMUmCmUGGCAUCG*MmU*mU

77

25

MGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMC
AAMCGMCMUMCMUMGmMCCmUmMUmCmUGGCAUCG* MmU*mU

105

26

MN*MN*MN*MNMNNNMNMNNMNNMNNNNNMNNNNMNNNMGUUGMUMAMGMCUCCCmUMUmMCmMGmMAMAMAMGMAMCmMCGUUMGmMC
UAMCAAU*AAGMGMCCmMGMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCAAMCGMCmMUMCmMUMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG* mU*mU

101

27

MN*MNNNNNNNNMNNNMNNNNNNNNNNNNMGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMG
MUmMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCMGMCmMUMCmUMGMCCmUmUmMmCmUGMGCmMAMUC*mMG*mU*mU

97-102

28

(N)20-2smGUUGMUMAMGmMCUCCCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCMGmMUmMCmMGm
AMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCMGMCMUmMCmUmMGMCCmUmUmCmUGMGCmMmAMUC*mG*mU*mU

77

29

MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCMGMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmA
MAMCMGMCMUMCmMUmGmMCCmUmMUmCmUGMGCmMAMUC*mG*mU*mU

101

30

MN*MN*MN*MNMNNNMNMNNMNNMNNNNNMNNNNMNNNMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGmMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAA
GmMGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCGMCmMUMCmMmUmMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

97-102

31

(N)20-25
MGUUGMUMAMGMCUCCCmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCA
AmCGMCMUmMCmUmGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG* mU*mU

77

32

MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCA
AmCGMCMUmMCmUmMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG* mU*mU
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Longitud (nt)

SEQID NO:

Secuencia

97-102

33

(N)20-
2smGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCm
AmMAMCMGMCMUMCmMUmMGmMCCmUmUmCmUGMGCmMAMUC*mG*mU*mU

105

34

MN*MN*MN*MNMNNNMNMNNMNNMNNNNNMNNNNMNNNMGUUGMUMAMGMCUCCCmUmUmCmGmMAMAMAMGMAMCmMCGUUMGmMC
UAMCAAUAAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCAAMCGMCMUMCmMUmMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

101-106

35

(N)20-25
MGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMmUMCmMGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCMGMUMCmMGmMAMAMAMGMAMUGU
GCmCGMCAAMCGMCMUMCmMmUMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG* mU*mU

81

36

MGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMmUMCmMGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCMGMUMCmMGmMAMAMAMGMAMUGU
GCmMCGMCAAMCGMCMUMCmMmUMGmMCCmUmUmMCmUGGCAUCG* mU*mU

101-106

37

(N)20-25
MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUmMUmMCmMGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUG
UGCmCGMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUMCmMUGGCAUCG*mU*mU

81

38

MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMUMCmMGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUG
UGCmCGMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUMCmMUGGCAUCG*mU*mU

101-106

39

(N)20-25
MGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMmUMCMGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCMGMUMCmMGmMAMAMAMGMAMUGU
GCmMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmMmUmMUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

81

40

MGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmUMCmMGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCMGMUMCmMGmMAMAMAMGMAMUGU
GCmMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmMmUmMUmMCmUGGCAUCG* mU*mU

101-106

41

(N)20-25
MGUUGMUMAMGMCUCCCmMUmUMCMGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUG
UGCmMCGMCAAMCGMCMUMCmUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
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Longitud (nt)

SEQID NO:

Secuencia

81

42

MGUUGMUMAMGmMCUCCCMUmMUmMCmMmGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUG
UGCmMCGMCAAMCGMCMUmMCmUmMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG* mU*mU

Tabla 2. ARNgu de ejemplo

ID de guia SEQ ID NO |[Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu

G017564 101 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 301 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC CCCmMUmMGMGMAMAMAMCMCmMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGmMCC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCcUUC MGMUmMCMGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCm
UGGCAUCGUUUAUU UmUmCmUGGCAUCGUUUAmMU*mU

G017565 102 GGCCUGGCUGAUGAGGCCGCACAUGUUGUAG 302 mG*mG*mC*CUGGCUGAUGAGGCCGCACAUGUUGUAGCUCCCU*m
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC G*MmA*MA*mA*CCGUUGCUACAAUAAGGCCGUMC* mU* mMG* mA*mA*m
UGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCcuucU A*mA*mMGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCmU*MU*mC*mUGGCAUCGU
GGCAUCGUUUAUC UU*mA*mU*mC

G017566 103 GGCCUGGCUGAUGAGGCCGCACAUGUUGUAG 303 mG*mMG*mMC*CUGGCUGAUGAGGCCGCACAUGUUGUAGCUCCCU*m
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC G*MmA*MA*mA*CCGUUGCUACAAUAAGGCCGUMC* mG*MA* mA*mA*m
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GAUGUGCCGCAACGCUCUGCCMU*MmU*mC*mUGGCAUCGUUU*MA*
CAUCGUUUAUC mU*mC

G020031 104 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 304 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGGAAACC
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC CGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCcUUC CCUUCUGGCAUCGUUUAUU
UGGCAUCGUUUAUU

G020032 105 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 305 mG*mU*mG*UGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGG
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC AAACCCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCcUUC UCUGCCUUCUGGCAUCGUUU*mA*mU*mU
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu
UGGCAUCGUUUAUU

G020033 106 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 306 mG*mU*mG*UGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGG
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC AAACCCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCccuucC UCUGCCUUCUGGCAUCGUUUA*mU*mU
UGGCAUCGUUUAUU

G020034 107 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 307 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGGAA
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC ACCCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCccuucC UGCCUUCUGGCAUCGUUUAmMU*mU
UGGCAUCGUUUAUU

G020035 108 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 308 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCdAGUUGdTdAdGdCUCCCAT
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC dGdGdAdAJAdCdCdCGdTUdGdCUdAdCAAUAAGAGACdCdGdUdCdGd
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCccuucC AdJAJAdGdAdUGAUGCJCGdCdAdAdCdGCUCUIGdCCdUdUdCdUGdG
UGGCAUCGUUUAUU CdAdUCGdUdUUAMU*mU

G020036 109 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 309 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGGAA
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC ACCCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCccuucC UGCCUUCUGGCAUCGUUUAU*mU
UGGCAUCGUUUAUU

G020037 110 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 310 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGGAA
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC ACCCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGMC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCccuucC mUmCUGCCUUCUGGCAUCGUUUAMU*mU
UGGCAUCGUUUAUU

G020038 111 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 311 mGmUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGGAAA

CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC

CCCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU




25

ID de guia

SEQID NO

Secuencia sin modificar de ARNgu

SEQID NO

Secuencia modificada de ARNgu

GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUC
UGGCAUCGUUUAUU

GCCUUCUGGCAUCGUUUAMU*mU

G020039

112

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUC
UGGCAUCGUUUAUU

312

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCCMUMGMGMAMAMAMCmMCmMmCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGmMCC
MGmMUmMCMGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCm
UmUmCmUGGCAUCGUUUAmMU*mU

G020040

113

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCcUUC
UGGCAUCGUUUAUU

313

mG*mUG*UGU*CCCmUCUmMCCC*CACCCGUCCMGUUGMUMAmMGmMC
U*C*C*C*mUmGmMGmMAMAMAMCMCmMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG
mMGMCC*MGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACG*C*U*C
*U*mGmCCmUmUmCmUG*GCAU*C*G*UUU*AmU*mU

G020041

114

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUC
UGGCAUCGUUUAUU

314

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU

CCCMUMGMGMAMAMAMCmMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC
CmGmMUmMCmMGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCC

MmMUmUmCmUGGCAUCGUUU*AmU*mU

G020042

115

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUC
UGGCAUCGUUUAUU

315

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCCMUMGMGMAMAMAMCMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGmMGmMC
CmGmUmMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCAACGMCmUmMCUmMG
mMmCCmMmUmUmCmUGGCAUCGUUU*AmU*mU

G020043

116

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCGAA
AGGCAUCGUUUAUU

316

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU

CCCmUMGMGMAMAMAMCMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC
CmGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCC

mMGMAMAMAGGCAUCGUUU*AmMU*mU

G020044

117

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG

317

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu
CUCCCUGGAAACCCGUUGCUACAAUAAGGCC CCCMUMGMGMAMAMAMCmMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGmMGmMC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCcUUC CmGmMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCC
UGGCAUCGUU mMUmUmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020045 118 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 318 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAACCG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC UUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCucuGccU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UCUGGCAUCGUUUAUU
CAUCGUUUAUU

G020046 119 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 319 mG*mU*mG*UGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC AACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UGCCUUCUGGCAUCGUUU*mA*mU*mU
CAUCGUUUAUU

G020047 120 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 320 mG*mU*mG*UGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC AACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UGCCUUCUGGCAUCGUUUA*mU*mU
CAUCGUUUAUU

G020048 121 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 321 mG*mMUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCuUCU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GCCUUCUGGCAUCGUUUAMU*mU
CAUCGUUUAUU

G020049 122 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 322 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCAGUUGATdAdGdCUCCCdT

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUUUAUU

dGdAdAdAdCdCGdTUdGdCUJAdCAAUAAGIGACdCdGdUdCdGdAdAd
AdGdAdUGdUGCdCGdCdAdAdCdGCUCUdJGdCCdUdUdCdUGAGCdAd
UCGdUdUUAmMU*mU
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu

G020050 123 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 323 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GCCUUCUGGCAUCGUUUAU*mU
CAUCGUUUAUU

G020051 124 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 324 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGMCmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG mCUGCCUUCUGGCAUCGUUUAmMU*mU
CAUCGUUUAUU

G020052 125 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 325 mGmUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAAC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUG
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG CCUUCUGGCAUCGUUUAmMUmMU
CAUCGUUUAUU

G020053 126 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 326 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCGAAAGG GCCGAAAGGCAUCGUUUAMU*mU
CAUCGUUUAUU

G020054 127 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 327 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GCCUUCUGGCAUCGmMU*mU
CAUCGUU

G020055 128 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 328 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmGUUGMUmMAMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG

CCCmUMmGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmGmMU
MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmUm
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu
CAUCGUUUAUU CmUGGCAUCGUUUAmMU*mU

G020056 129 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 329 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAMUAAGMGmMCCmMG
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MmMUmMCmMmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAMACGCUCUMGmMCCmU
CAUCGUUUAUU MmUmCmUmGmGCAUCGmMUmMUUAMU*mU

G020057 130 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 330 MG*MUmGmMUmMGmMUCCCmMmUmMCmUmCCCCmAmMCCCGUCCmMGUUG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC MUMAMGmMCUCCCmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAUAAG
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MGmMCCmMGMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUmM
CAUCGUUUAUU GmCCmMUmUmCmUGGCAUCGUUUAMU*mU

G020058 131 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 331 MG*MUmGmMUmMGmMUCCCmMmUmMCmUmCCCCmAmMCCCGUCCmMGUUG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC MUmMAMGmMCUCCCmUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAmMUAA
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GMGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAMACGCUC
CAUCGUUUAUU UmGmCCmUmUmCmUmGmGCAUCGmMUmUUAMU*mU

G020059 132 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 332 MG*MUmGmMUmMGmMUCCCmMUmMCmUmMCCCCmMAmMCCCGUCCmMGUUG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC MUMAMGmMCUCCCmUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAmMUAA
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCGAAAGG GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAMACGCUC
CAUCGUUUAUU UmGmCCmGmMAMAMAMGMGCAUCGmMUmMUUAMU*mU

G020060 133 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 333 MG*MUmGmMUmMGmMUCCCmMmUmMCmUmCCCCmAmMCCCGUCCmMGUUG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC MUMAMGmMCUCCCmMmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAMUAA
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAMACGCUC
CAUCGUU UmGmCCmUmUmCmUmGmGCAUCGmMU*mU

G020061 134 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 334 mG*mUG*UGU*CCCUCUCCC*CACCCGUCCGUUGUAGCU*C*C*C*U

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC

GAAACCGUUGCUACA*A*U*A*AG*GCC*GUCGAAAGAUGUGCCGCAA
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG CG*C*U*C*U*GCCUUCUG*GCAU*C*G*UUU*AmU*mU
CAUCGUUUAUU

G020062 135 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 335 mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUG*UAGCU*C*C*C*UGA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC AACCGUUGCUACA*A*UA*AG*GCC*GUCGAAAGAUG*UGCCGCAAC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG G*C*U*C*U*GCC*UUCUGGCAU*C*G*UUU*AmU*mU
CAUCGUUUAUU

G020063 136 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 336 mG*mU*GUGUCCCUCUCC*CCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC ACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GCCUUCUGGCAUCGUUUAMU*mU
CAUCGUUUAUU

G020064 137 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 337 mG*mU*GUGUCCCUCUCC*CCACCCGUCCGUUG*UAGCU*C*C*C*U
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC GAAACCGUUGCUACA*A*UA*AG*GCC*GUCGAAAGAUG*UGCCGCAA
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG CG*C*U*C*U*GCC*UUCUGGCAU*C*G*UUU*AmU*mU
CAUCGUUUAUU

G020065 138 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 338 mG*mUGUGUCCCUCUCCC*CACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCGUUGCUACAAU*AAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GCCUUCUGGCAUCGUUU*AMU*mU
CAUCGUUUAUU

G020066 139 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 339 mG*mUGUGUCCCUCUCCC*CACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCGUUGCUACAAU*AAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCGAAAGG GCCGAAAGGCAUCGUUU*AMU*mU
CAUCGUUUAUU

G020067 140 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 340 mG*mUGUGUCCCUCUCCC*CACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
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SEQID NO

Secuencia sin modificar de ARNgu

SEQID NO

Secuencia modificada de ARNgu

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

CCGUUGCUACAAU*AAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GCCUUCUGGCAUCGmMU*mU

G020068

141

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUUUAUU

341

mG*mUG*UGU*CCCmUCUMCCC*CACCCGUCCMGUUGMUmMAMGmMC
U*C*C*C*mUmGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG*mGm
CC*MGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACG*C*U*C*U*m
GmCCMUmUmCmUG*GCAU*C*G*UUU*AmU*mU

G020069

142

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUUUAUU

342

mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUG*MUMAmMGmMCU
*C*C* C*'MUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCA*A* mMUA*AG* mGm
CC*MGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUG*UGCMCGCAmMACG*C*U*C*U*
mGMCCmMUmUmCmUmGmMGCAU*C*G*mUmUU*AmU*mU

G020070

143

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUUUAUU

343

MG*MUmGmUmGmMUCCCmUmCmUmCCCCmAmMCCCGUCCmGUUG*
MUMAMGmMCU*C*C*C*mUmGmAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCA*A*
MUA*AG*mMGmMCC*MGmMUMCmMGMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAmM
ACG*C*U*C*U*'mGmCCmUmUmCmUmGmMGCAU*C*G*mUmUU*AmU*
mU

G020071

144

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUUUAUU

344

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmU

mCmUGGCAUCGUUU*AmMU*mU

G020072

145

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCGAAAGG

345

mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUGMUMAMGmMCU
CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
UmCmGmAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmMGmMA
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu
CAUCGUUUAUU MAMAGGCAUCGUUU*AmMU*mU

G020073 146 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 346 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmU
CAUCGUU mCmUGGCAUCGmU*mU

G020361 147 GGCCUGGCUGAUGAGGCCGCACAUGUUGUAG 347 mG*mGC*CUGGCUMGAUMGAGGCCGCACAUMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUCGAAAGCCGUUGCUACAAUAAGGCC CCCUMCMGMAMAMAMGCCGUUMGMCUAMCAAU*A*AGMGmMCCmG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCcUUC MmUmCmGMAmMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUm
UGGCAUCGUUUAUU UmCmUGGCAUCGUUU*AmMU*mU

G020711 148 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 348 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAACCG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC UUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCuUcCuUGccU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UCUGGCAUCGUU
CAUCGUU

G020712 149 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 349 GUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUGMUmMAMGmMCUCCC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC MUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmUmCm
CAUCGUU UGGCAUCGUU

G020713 150 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 350 G*UGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAACCG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC UUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCuUcCuGccU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UCUGGCAUCGU*U
CAUCGUU

G020714 151 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 351 mGmUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAAC

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC

CGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUG
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG CCUUCUGGCAUCGmMUmMU
CAUCGUU

G020715 152 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 352 mGmUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmUmUm
CAUCGUU CmUGGCAUCGmMUmU

G020716 153 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 353 mGmUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmUmUm
CAUCGUU CmUGGCAUCGmMU*mU

G020717 154 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 354 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAUAAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmUm
CAUCGUU CmUGGCAUCGmMUmMU

G020718 155 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 355 mG*mU*mG*UGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmM
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CUCCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GMmUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmU
CAUCGUU mUmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020719 156 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 356 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmUmU
CAUCGUU MmCmUGGCAUC*MG*mU*mU

G020720 157 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 357 mG*mU*mG*UGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmM
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CUCCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG GMmUMCmMGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmU
CAUCGUU mUmCmUGGCAUC*MG*mU*mU

G020721 158 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 358 mG*mU*GUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmUmU
CAUCGUU mCmUGGCAUCG*mU*mU

G020722 159 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 359 mG*UGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmUmUm
CAUCGUU CmUGGCAUCGU*mU

G020723 160 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 360 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCGAAAGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmGmMA
CAUCGUU mMmAMAGGCAUCGmU*mU

G020724 161 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 361 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGMCmUMCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020725 162 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 362 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMGm
UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGC*U*C*UmGmMCCmUm
UmCmUGGCAUCGmMU*mU
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ID de guia

SEQID NO

Secuencia sin modificar de ARNgu

SEQID NO

Secuencia modificada de ARNgu

G020726

163

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

363

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAUAAGMGMCCmGmU
MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmUm
CmUGGCAUCGmMU*mU

G020727

164

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

364

mG*mUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUGAAA
CCGUUGCUACAAU*AAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GCCUUCUGGCAUCGmMU*mU

G020728

165

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

365

mG*mU*GUGUCCCmUCUmMCC*CCACCCGUCCMGUUGMUMAMGmMC
UCCCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmG
mMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUm
UmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020729

166

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

366

mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUG*MUMAmMGmMCU
*C*C*C*mUmGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCA*A*UA*AG*mMGmMCC
*mGmUmMCmMGmMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAACG*C*U*C*U*mGm
CC*mUmUmCmUGGCAU*C*G*mU*mU

G020730

167

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

367

mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUG*MUMAmMGmMCU
*C*C*C*mUmGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG* mGmC
C*mGmUMCmMGMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAACG*C*U*C*U*mG
MmCC*mUmUmCmUGGCAU*C*G*mU*mU

G020731

168

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG

368

mG*mU*GUGUCCCmUCUMCC*CCACCCGUCCMGUUG*MUmAMGmMC
U*C*C*C*mUmGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCA*A*UA*AG*mGmC
C*'mGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAACG*C*U*C*U*mG
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ID de guia SEQID NO |Secuencia sin modificar de ARNgu SEQID NO |[Secuencia modificada de ARNgu
CAUCGUU mCC*mUmUmCmUGGCAU*C*G*mU*mU

G020732 169 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 369 mG*mU*GUGUCCCmUCUmMCC*CCACCCGUCCMGUUG*MUMAmMGmMC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC U*C*C*C*mUmGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG*mGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG CC*mGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAACG*C*U*C*U*m
CAUCGUU GmCC*mUmUmCmUGGCAU*C*G*mU*mU

G020733 170 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 370 mG*mUG*UGU*CCCmUCUMCCC*CACCCGUCCMGUUGMUmMAMGmMC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC UCCCmMUmMGMAmMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMG
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG mUmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUm
CAUCGUU UmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020734 171 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 371 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAmMGmMCU*
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC C*C*C*mUmGmMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG*mMGmCC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG *mGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACG*C*U*C*U*mGm
CAUCGUU CCmUmUmMCmUG*GCAU*C*G*mU*mU

G020735 172 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 372 mG*mUG*UGU*CCCmUCUmMCCC*CACCCGUCCMGUUGMUMAMGmMC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC U*C*C*C*mUmGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG*mGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG CC*mGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACG*C*U*C*U*m
CAUCGUU GmCCmUmUmCmUG*GCAU*C*G*mU*mU

G020736 173 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 373 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUmGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmUmU
CAUCGUUU mCmUGGCAUCGmMU*mUmU

G020737 174 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 374 mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmGUUGMUmMAMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC

CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMGm
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GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUUUA

UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmU
MCmMUGGCAUCGMU*mMUmU*mA

G020738

175

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUUUAU

375

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmMGm
UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmU

MmCmUGGCAUCGmMU*mUmU*mA*mU

G020739

176

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUUGGAAACCACGUUGCUACAAUAAGGC
CGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCuUU
CUGGCAUCGUU

376

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCCmUmMUMGMGMAMAMAMCMCMAMCGUUMGMCUAMCAAU*AAG
MGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUmM
GmCCmMmUmUmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020740

177

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCGAAACGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGA
AAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGGCA
UCcGuUU

377

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU
CCCMGMAMAMAMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGmMUmMCm
GmAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmUmCmU
GGCAUCGmU*mU

G020741

178

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG

CUCCGAAACUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAA
GAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGGCAUC

GUU

378

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCmMGMAMAMAMCUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGmMUMCmGm
AmMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmUmUmMmCmUGGC
AUCGmMU*mU

G020742

179

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

379

mG*mMUGUGUCCCmUCUmMCC*CCACCCGUCCMGUUG*MUMAmMGmMC

U*C*C*C*mUmGmMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG*mGm

CC*'MGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAACG* mMCmUmMCU
*mGMCC*mMUmUmCmMUGGCAU*C*G*mU*mU

G020743

180

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG

380

mG*mU*mG*UGUCCCmMUCUmMCC*CCACCCGUCCMGUUG* MUMAMG
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Secuencia modificada de ARNgu

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

mMCU*C*C*C*mUmGmMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG*m
GmMCC*MGMUMCMGMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAACG*mMCmU
MCU*MGmMCC*mUmUmCmUGGCAU*C*G*mU*mU

G020744

181

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCGAAAGG
CAUCGUU

381

mG*mMUGUGUCCCmUCUmMCC*CCACCCGUCCMGUUG*MUMAmMGmMC
U*C*C*C*mUmGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG*mGm
CC*'MGMUMCMGMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAACG*mMCmUmMCU
*mMGMCC*MGMAMAMAGGCAU*C*G*mU*mU

G020745

182

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCGAAAGG
CAUCGUU

382

mG*mU*mG*UGUCCCmUCUmMCC*CCACCCGUCCMGUUG*MUMAmMG
mCU*C*C*C*mUmGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCA*A*U*A*AG*m
GmCC*mGMUMCMGMAMAMAMGMAMUG*UGCmMCGCAACG* mCmU
mCU*mGmCC*mGmAmMAMAGGCAU*C*G*mU*mU

G020746

183

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

383

MG*MUmGmUmGUCmMCmMmCmUmCUmMCCCCAMCCCGmMmUCCmMGUUG
MUmMAMGmMCUCCCmMmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGmMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmCGCAACGCUCU
mGMCCmMUmUmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020747

184

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

384

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCCMUMGMAMAMAMCmMCGMUUMGMCUMAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCmU
mUmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020748

185

GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

385

mG*mUGUGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CCCmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCMCmG
MUMCmMGMAMAMAMGMAMUGMUGCmMCGmMCAACGCUCUMGMCCm
UmUmCmUGGCAUCGmMU*mU
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G020749 186 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 386 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MmMUmUmCmUGMGCmAmMUCGmU*mU

G020750 187 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 387 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCMCGMUUMGMCUMAMCAAU*AAGMGMCmC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MGMUmMCMGmMAMAMAMGMAMUGMUGCmMCGmMCmMAMAMCmMmGCUCU
CAUCGUU MGMCCmMUmUmCmUGmMGCmAmMUCGmMU*mU

G020751 188 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 388 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
UGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCcuucuU UmCmUmGMAMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCAACGCUCUMGmMCC
GGCAUCGUU mUmUmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020752 189 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 389 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUCUG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCCmUm
GGCAUCGUU UmCmUmGGGCAUCGmU*mU

G020753 190 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 390 mG*mUGUGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
UGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUC UmCmUmGMAMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmMCCC
UGGGCAUCGUU MUmUmCmUmGGGCAUCGmMU*mU

G020754 191 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 391 mG*mU*mG*UGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmM

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
UGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCuUUCU

cucCcCmUmGmMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCm
GmUmCmUmGMAMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGmM
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GGCAUCGUU CCmUmUmCmUGGCAUCGmMU*mU

G020755 192 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 392 mG*mU*mG*UGUCCCmUCUMCCCCACCCGUCCmMmGUUGMUmMAMGmM
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CUCCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUCUG GMmUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCCm
GGCAUCGUU UmUmCmUmGGGCAUCGmU*mU

G020756 193 GUGUGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAG 393 mG*mMU*mG*UGUCCCmUCUmMCCCCACCCGUCCmMGUUGMUmMAMGmM
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CUCCCmMUmMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
UGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUC GmUmMCmUmGMAMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGm
UGGGCAUCGUU CCCmMUmMUmCmUmGGGCAUCGmMU*mU

G020848 194 UGAGGACCGCCCUGGGCCUGGGAGGUUGUAG 394 mU*mGA*GGACCGMCCCMUGGGCCUGGGAGMGUUGMUMAMGmMC
CUCCCUCGAAAGCCGUUGCUACAAUAAGGCC UCCCUMCmMGMAMAMAMGCCGUUMGMCUAMCAAU*A*AGMGmMCCm
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCcUUC GMmUMCmMGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCAACGCUCUMGMCCmU
UGGCAUCGUUUAUU mUmCmUGGCAUCGUUU*AmMU*mU

G021237 195 GGGGCCAGCUUCAGACACAAAUACGUUGUAG 395 MmG*MGGGCCAGCMUUCMAGACACAAAUACMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021238 196 UUUUCACAGCCAACGACUCUGGCCGUUGUAG 396 mU*mUUUCACAGMCCAMACGACUCUGGCCmMmGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021239 197 CAUCAGAGGACAUUUGGAUUCUCCGUUGUAG 397 mC*mAUCAGAGGmMACAMUUUGGAUUCUCCmGUUGMUmMAMGmMCUC

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC

CCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
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GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021240 198 CAUGGAACGGGGAAAUGCCAAGUGGUUGUAG 398 MC*mAUGGAACGMGGGmMAAAUGCCAAGUGMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021241 199 AAAUCGUACUGGAAGACACUUGGCGUUGUAG 399 MA*MAAUCGUACMUGGmMAAGACACUUGGCmMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021242 200 AAUCGUACUGGAAGACACUUGGCAGUUGUAG 400 MA*MAUCGUACUMGGAMAGACACUUGGCAMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021243 201 UCUGGCCAUCGCCACUACACCAUCGUUGUAG 401 mU*mCUGGCCAUMCGCmMCACUACACCAUCMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021244 202 CUGGCCAUCGCCACUACACCAUCGGUUGUAG 402 mC*mUGGCCAUCMGCCmMACUACACCAUCGMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021245 203 ACCAUCGCAGCCCUGCUCAGCCCAGUUGUAG 403 MA*mCCAUCGCAMGCCmMCUGCUCAGCCCAMGUUGMUMAMGmMCUC
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CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmUmGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021246 204 UGGACUGGUAUUUGUGUCUGAAGCGUUGUAG 404 mU*mGGACUGGUmMAUUMUGUGUCUGAAGCMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021247 205 CUGCCUCGGACAGCAUCCAGGACUGUUGUAG 405 mC*mUGCCUCGGmMACAMGCAUCCAGGACUMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021248 206 CUACAAGCUUACCCAGAGGCAAAGGUUGUAGC 406 mC*mUACAAGCUMUACMCCAGAGGCAAAGMGUUGMUMAmMGmMCUC
UCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021249 207 CAGAAUUGAGAGACUCAGCCCAGGGUUGUAG 407 MmC*mAGAAUUGAMGAGMACUCAGCCCAGGMGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021250 208 GAUCCACAAGCUCCUGACAGGAUGGUUGUAG 408 mG*mMAUCCACAAMGCUmMCCUGACAGGAUGMGUUGMUmMAMGmMCUC

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

CCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGMCCm
UmUmCmUGMGCmMAMUC*mMG*mU*mU
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G021251 209 AUCCACAAGCUCCUGACAGGAUGGGUUGUAG 409 MA*mUCCACAAGMCUCMCUGACAGGAUGGMGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021252 210 GGACUGGUAUUUGUGUCUGAAGCUGUUGUAG 410 mG*MGACUGGUAMUUUMGUGUCUGAAGCUMGUUGMUmMAMGmCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021253 211 UGCUGAUCCCUGCCAAGCUGACUCGUUGUAG 411 mU*mGCUGAUCCmMCUGMCCAAGCUGACUCMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021254 212 CAGCAACCCCCAGAAUUGAGAGACGUUGUAGC 412 mC*mAGCAACCCmCCAMGAAUUGAGAGACMGUUGMUMAmMGmMCUC
UCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021255 213 GCUUCUCCUGGUGAAGGGGCUUUUGUUGUAG 413 mG*mCUUCUCCUMGGUmMGAAGGGGCUUUUMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021256 214 CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUAG 414 mC*mCAAGUGUCmMUUCmMCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAmMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG

CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMGCUCUMGMCC
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CAUCGUU mMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021257 215 CGAUGGCCAGAGUCGUUGGCUGUGGUUGUAG 415 MmC*mGAUGGCCAMGAGMUCGUUGGCUGUGMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021258 216 GUUUAAUAAGAAUGCUUCACGGCAGUUGUAG 416 mG*mMUUUAAUAAMGAAMUGCUUCACGGCAMGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021259 217 UUGGAGUCAGCUUGGCAGGGAUCAGUUGUAG 417 mU*mMUGGAGUCAMGCUMUGGCAGGGAUCAMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MmMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021260 218 GGAAGGAGGGGGUAUAAAAGCCCCGUUGUAG 418 MG*MGAAGGAGGMGGGmMUAUAAAAGCCCCmGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021261 219 ACAGGAUGGCUUCCCUUCGACUCUGUUGUAG 419 MA*mMCAGGAUGGmMCUUmMCCCUUCGACUCUMGUUGmMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021262 220 CUGGACUGGUAUUUGUGUCUGAAGGUUGUAG 420 MmC*mUGGACUGGmMUAUMUUGUGUCUGAAGMGUUGMUMAMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC

CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMGm
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GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU mMmMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021263 221 CUCUGAUGGUCAAAGUCCUGGAUGGUUGUAG 421 mC*mUCUGAUGGMUCAMAAGUCCUGGAUGMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021264 222 GAAGGAGUGUACAGAGUAGAACUGGUUGUAG 422 MG*MAAGGAGUGMUACMAGAGUAGAACUGmMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021265 223 AGGUGGUUUUCACAGCCAACGACUGUUGUAG 423 MA*mMGGUGGUUUMUCAMCAGCCAACGACUMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MmMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021266 224 GCCAACGACUCUGGCCAUCGCCACGUUGUAG 424 mG*mCCAACGACMUCUMGGCCAUCGCCACMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021267 225 UACAGCACCACGGCUGUCGUCAGCGUUGUAG 425 mU*mACAGCACCmACGMGCUGUCGUCAGCMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021268 226 ACAGCACCACGGCUGUCGUCAGCAGUUGUAG 426 MA*mMCAGCACCAMCGGmMCUGUCGUCAGCAMGUUGMUMAMGmMCU
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CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU mMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021269 227 UAAACCGUGUUAGCAGCUCAGGAAGUUGUAG 427 mU*mAAACCGUGMUUAMGCAGCUCAGGAAMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021270 228 GAAGAUGCCGUGAAGCAUUCUUAUGUUGUAG 428 mG*MAAGAUGCCmGUGMAAGCAUUCUUAUMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021271 229 GAUGCCGUGAAGCAUUCUUAUUAAGUUGUAG 429 mG*mAUGCCGUGmMAAGMCAUUCUUAUUAAMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021272 230 UCCUGGUGAAGGGGCUUUUAUACCGUUGUAG 430 mU*mCCUGGUGAMAGGmMGGCUUUUAUACCMmGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021273 231 UUCUCCUGGUGAAGGGGCUUUUAUGUUGUAG 431 mU*mUCUCCUGGMUGAMAGGGGCUUUUAUMGUUGMUMAMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMGm
UmCmGmAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGmMCC
MUmUmCmUGmMGCmMAMUC* mG*mU*mU
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G021274 232 CUUCUCCUGGUGAAGGGGCUUUUAGUUGUAG 432 mC*mUUCUCCUGMGUGmMAAGGGGCUUUUAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU mMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021275 233 UCUACAGCAGGGCUGCCUCGGACAGUUGUAG 433 mU*mCUACAGCAMGGGmMCUGCCUCGGACAMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021276 234 UUUGGUGUCCAGUUCUACUCUGUAGUUGUAG 434 mU*mUUGGUGUCmMCAGmMUUCUACUCUGUAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021277 235 CAGGGCUGCGAUGGUGUAGUGGCGGUUGUAG 435 MmC*mAGGGCUGCmMGAUMGGUGUAGUGGCGmMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021278 236 GAUGCUACUGCUUUGGCAAGAUCCGUUGUAG 436 MmG*mMAUGCUACUMGCUmMUUGGCAAGAUCCMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021279 237 CUGACAGGAUGGCUUCCCUUCGACGUUGUAG 437 mC*mUGACAGGAMUGGMCUUCCCUUCGACMGUUGMUMAMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG

CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMGCUCUMGMCC
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CAUCGUU mMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021280 238 GCGGAGUCUGGAGAGCUGCACGGGGUUGUAG 438 MmG*MCGGAGUCUMGGAMGAGCUGCACGGGMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021281 239 GCCACUACACCAUCGCAGCCCUGCGUUGUAG 439 mG*mMCCACUACAMCCAMUCGCAGCCCUGCMGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021282 240 CCUACAGCACCACGGCUGUCGUCAGUUGUAG 440 mC*mCUACAGCAMCCAMCGGCUGUCGUCAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MmMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021283 241 CUACAGCACCACGGCUGUCGUCAGGUUGUAG 441 mC*mUACAGCACmMCACMGGCUGUCGUCAGMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021284 242 CCCCCUCCUUCCAACCCAGGCUGCGUUGUAG 442 mC*mCCCCUCCUmMUCCmMAACCCAGGCUGCmMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021285 243 AAGGGGCUUUUAUACCCCCUCCUUGUUGUAG 443 MA*MAGGGGCUUMUUAMUACCCCCUCCUUMGUUGMUMAMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC

CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMGm
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GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU mMmMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021286 244 GAGCUUGUGGAUCUGUGUGACGGCGUUGUAG 444 MG*MAGCUUGUGmMGAUMCUGUGUGACGGCmMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021287 245 ACCGCGGGGCCAGCUUCAGACACAGUUGUAG 445 MA*mMCCGCGGGGMCCAMGCUUCAGACACAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021288 246 AUCGCUCACAGGAUCACUCACCGCGUUGUAG 446 MA*mMUCGCUCACMAGGmMAUCACUCACCGCmMmGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021289 247 UUUUACAGCCACGUCUACAGCAGGGUUGUAG 447 mU*mUUUACAGCmMCACmMGUCUACAGCAGGMGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021290 248 UCCCAUGGUGGGCUUUCUACAAGCGUUGUAG 448 mU*mCCCAUGGUMGGGMCUUUCUACAAGCMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021291 249 GUGGUGAGCCCGUGCAGCUCUCCAGUUGUAG 449 MmG*MUGGUGAGCmMCCGmMUGCAGCUCUCCAMGUUGMUMAMGmMCU
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CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU mMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021292 250 CUCAUCUGUGGUGAGCCCGUGCAGGUUGUAG 450 mC*mUCAUCUGUMGGUMGAGCCCGUGCAGMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021293 251 UUCUACAAACUUCUCAUCUGUGGUGUUGUAG 451 mU*mUCUACAAAMCUUMCUCAUCUGUGGUMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021294 252 CUUCUACAAACUUCUCAUCUGUGGGUUGUAG 452 mC*mUUCUACAAMACUmMUCUCAUCUGUGGMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021295 253 AUCCGCGAAUUCAUGGAACGGGGAGUUGUAG 453 MA*mUCCGCGAAMUUCMAUGGAACGGGGAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021296 254 CCAAACAACUUGGUGUGUCCACUUGUUGUAG 454 mC*mCAAACAACMUUGMGUGUGUCCACUUMGUUGMUMAmMGmMCUC

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

CCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGMCCm
UmUmCmUGMGCmMAMUC*mMG*mU*mU
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G021297 255 UCUCAAUUCUGGGGGUUGCUGACGGUUGUAG 455 mU*mCUCAAUUCMUGGMGGGUUGCUGACGmMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU mMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021298 256 GCUACUGCUUUGGCAAGAUCCUGGGUUGUAG 456 mG*mCUACUGCUmMUUGMGCAAGAUCCUGGMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021299 257 UUCUUUCUUUAAAAAGUUUGAUCGGUUGUAG 457 mU*mUCUUUCUUmMUAAMAAAGUUUGAUCGmMGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021300 258 CCAUGACCUCCCCAAGAUGGAAAGGUUGUAG 458 mC*mCAUGACCUMCCCmMCAAGAUGGAAAGMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021301 259 GCAAGUUGCCAGGAGCACCCAUGAGUUGUAG 459 mG*mMCAAGUUGCmMCAGMGAGCACCCAUGAMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021302 260 AGCAAGUUGCCAGGAGCACCCAUGGUUGUAG 460 MA*MGCAAGUUGMCCAMGGAGCACCCAUGMGUUGMUMAMGmMCU

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG

CCCmMmUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMGCUCUMGMCC
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CAUCGUU mMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021303 261 UCAAGCAAGUUGCCAGGAGCACCCGUUGUAG 461 mU*mCAAGCAAGmMUUGMCCAGGAGCACCCmGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021304 262 UCUUCCUCAAGCAAGUUGCCAGGAGUUGUAG 462 mU*mCUUCCUCAMAGCMAAGUUGCCAGGAMGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021305 263 AUCUUCCUCAAGCAAGUUGCCAGGGUUGUAG 463 MA*mUCUUCCUCMAAGmMCAAGUUGCCAGGMGUUGMUmMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUmGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021306 264 UGGUCCACUCUGCUUUCUGACCUAGUUGUAG 464 mU*mGGUCCACUMCUGMCUUUCUGACCUAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021307 265 UGAACGGUUGGUCCACUCUGCUUUGUUGUAG 465 mU*mGAACGGUUMGGUmMCCACUCUGCUUUMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021308 266 CAGAUUGUGUGCUUUUAAUAGCUAGUUGUAG 466 mC*mAGAUUGUGMUGCmMUUUUAAUAGCUAMGUUGMUMAMGmMCUC

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC

CCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
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GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021309 267 UGGGAAAACACUACUGUGCAUCUAGUUGUAG 467 mU*mGGGAAAACMACUMACUGUGCAUCUAMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021310 268 AGGAAGAUAGGUCAGAAAGCAGAGGUUGUAG 468 MA*MGGAAGAUAMGGUMCAGAAAGCAGAGMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021311 269 CUGGGAAAACACUACUGUGCAUCUGUUGUAG 469 MmC*mMUGGGAAAAMCACmMUACUGUGCAUCUMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMmUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021312 270 GGCCUACUUUUCAGUAUUGUGAUUGUUGUAG 470 mG*mGCCUACUUMUUCmMAGUAUUGUGAUUMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021313 271 UGGCCUACUUUUCAGUAUUGUGAUGUUGUAG 471 mU*mGGCCUACUmMUUUMCAGUAUUGUGAUMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021314 272 UUAGUCACUAAAGGUUAUAAAAAAGUUGUAGC 472 mU*mUAGUCACUMAAAMGGUUAUAAAAAAMGUUGMUMAMGmMCUC
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UCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmUmGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021315 273 UUUAGUCACUAAAGGUUAUAAAAAGUUGUAGC 473 mU*mUUAGUCACmMUAAMAGGUUAUAAAAAMGUUGMUmMAMGmMCUC
UCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021316 274 CCUGGGUUGGAAGGAGGGGGUAUAGUUGUAG 474 mC*mCUGGGUUGMGAAMGGAGGGGGUAUAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021317 275 CUGGGUUGGAAGGAGGGGGUAUAAGUUGUAG 475 MmC*mMUGGGUUGGMAAGMGAGGGGGUAUAAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MmMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021318 276 GGUAUAAAAGCCCCUUCACCAGGAGUUGUAG 476 MmG*mMGUAUAAAAMGCCmMCCUUCACCAGGAMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021319 277 UUUGCUUGUAAAACAUUGAACGGUGUUGUAG 477 mU*mUUGCUUGUMAAAMACAUUGAACGGUMGUUGMUMAmMGmMCUC

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG
CAUCGUU

CCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGMCCm
UmUmCmUGMGCmMAMUC*mMG*mU*mU
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G021320 278 CUUCACCAGGAGAAGCCGUCACACGUUGUAG 478 mC*mUUCACCAGMGAGMAAGCCGUCACACMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021321 279 GAGAAGCCGUCACACAGAUCCACAGUUGUAGC 479 mG*MAGAAGCCGmMUCAMCACAGAUCCACAMGUUGMUMAmMGmMCUC
UCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021322 280 UGCCCAGGGUGCUGGAGAAUCCAAGUUGUAG 480 mU*mGCCCAGGGmMUGCMUGGAGAAUCCAAMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021323 281 GACGUGGCUGUAAAAGUGUUCAAAGUUGUAG 481 mG*MACGUGGCUMGUAMAAAGUGUUCAAAMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021324 282 CAAAAAGACCUCUGAGGGAUCCUGGUUGUAG 482 mC*mAAAAAGACMCUCMUGAGGGAUCCUGMGUUGMUMAmMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021325 283 AAAAAGACCUCUGAGGGAUCCUGGGUUGUAG 483 MA*MAAAAGACCMUCUMGAGGGAUCCUGGMGUUGMUmMAmMGmMCUC

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG

CCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGMCCm
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CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021326 284 CUCUGGACUUGUGUGCCCUCCAGGGUUGUAG 484 mC*mUCUGGACUmMUGUMGUGCCCUCCAGGmMGUUGMUMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021327 285 UCCUUCCAACCCAGGCUGCUGAUCGUUGUAG 485 mU*mCCUUCCAAMCCCmMAGGCUGCUGAUCMGUUGMUMAmMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCMAMAMCmMGCUCUMGmMCC
CAUCGUU MUmUmCmUGmMGCmAmMUC*mG*mU*mU

G021328 286 CCCCUCCUUCCAACCCAGGCUGCUGUUGUAG 486 mC*mCCCUCCUUMCCAMACCCAGGCUGCUMGUUGMUmMAMGmMCU
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGMCCmGm
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG UmCmGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGCmMAMAMCmMmGCUCUmMGmMCC
CAUCGUU MmMUmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021329 287 AGCAACCCCCAGAAUUGAGAGACUGUUGUAGC 487 MA*mMGCAACCCCmCAGMAAUUGAGAGACUMGUUGMUMAmMGmMCUC
UCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021330 288 ACCAGGAUCUUGCCAAAGCAGUAGGUUGUAG 488 MA*mMCCAGGAUCMUUGMCCAAAGCAGUAGMGUUGMUMAMGmMCUC
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC CCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmU
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCMGCUCUMGmMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGmMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021331 289 UUGCCAAAGCAGUAGCAUCCCAUUGUUGUAG 489 mU*mUGCCAAAGMCAGmMUAGCAUCCCAUUMGUUGMUmMAMGmMCUC

CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC

CCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmU
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GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGCmMAMAMCmGCUCUMGMCCm
CAUCGUU UmUmCmUGMGCmAMUC*mG*mU*mU

G021536 290 CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUAG 490 MmC*mC*mA*MAMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGM
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC UmAmMGmMCUCCCmMmUmMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AAG
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MGmMCCmMGMUMCmMGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUC
CAUCGUU UmGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G021845 291 CUUCACCAGGAGAAGCCGUCACACGUUGUAG 491 MmC*mU*mU*mCmACCMAMGGmMAGMAAGCCmMGUCAMCACMGUUGmM
CUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUC UmAMGmMCUCCCmMUmMGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAG
GAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGG MGmMCCmMGMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUC
CAUCGUU UmGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G020927 292 AUCACGAUGCCUUUAUAGGGCACCGUUUUAG 492 MA*mU*mC*UGCCUUUAUAGGGCACCGUUUUAGAMGMCmUmMAmMG
AGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGU MAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
CCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUC MCmMUmUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAMGmM
GGUGCUUUU UmCmGmGmUmMGmMCmU*mU*mU*muU

G020928 293 AGUGAUAUCACGAUGCCUUUAUAGGUUUUAGA 493 MA*mG*mU*CACGAUGCCUUUAUAGGUUUUAGAMGMCmUmMAMGmMA
GCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC MAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMC
CGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCG MUmMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMCmMmGMAMGmMUm
GUGCUUUU CmGmGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

G020929 294 GGUGCAAGGAAUGAGAACCGUUUUAGAGCUA 494 mG*mG*mU*UGCAAGGAAUGAGAACCGUUUUAGAMGMCmUMAmMG
GAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUU MAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
AUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUG MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGmMAmMGmM
Cuuuu UmCmGmGmUmMGmMCmU*mU*mU*muU

Tabla 2 (continuacién)
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G029377 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 931 ImC*mC*mA*mAMGUGmMUmMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMmGMUMCmMGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCcCcuU mCAAMCGCUCUMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029378 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 932 ImC*mC*mA*mAmMGUGMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCMAMAUAAGMGMCCmMGmMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCm
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCcCcuU CGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmMmUmMUmMCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029379 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 933 mC*mC*mA*mAMGUGmMUmMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AmMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAMAUAAGMGMCCmMGmMUMCmMGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCuUGCccuu GmCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029380 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 934 mC*mC*mA*mAmMGUGmMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AmMAMAMCMCGUUMGMCUAMCMAMAU*AAGMGMCCmMGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCm
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCcCcuU CGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmMmUmMUmMCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029381 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 935 ImC*mC*mA*mAmGUGMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAJTAAGMGMCCmMGmMUMCmMGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCcCcuU mCAAMCGCUCUMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029382 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 936 | mC*mC*mA*mAMGUGMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMGm

GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUU
CUGGCAUCGUU

AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCG
MCAAMCMGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
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G029383 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 937 mC*mC*mA*mAMGUGmMUmMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AmMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCuUGCcCcuU MCAAMCGCUCMUmMGmMCCmUmMUmMCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029384 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 938 ImC*mC*mA*mAmMGUGMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCuUcuGccuu MCAAMCGMCmMUmMCmUmMmGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029385 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 939 mC*mC*mA*mAmMGUGmMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AmMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCMGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCuUGCccuu MCAAMCGMCmMUmMCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029386 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 940 |mC*mC*mA*mAMGUGmMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AmMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCuUGCcCcuU MCAAMCMGMCmMUMCmMmUmMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029387 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 941 ImC*mC*mA*mAmGUGMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCuUcuGccuu MCMAMAMCMGMCMUmMCmMUmMGmMCmMCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029388 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 942 mC*mC*mA*mAmMGUGmMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm

GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUU
CUGGCAUCGUU

AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
MCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmMCmMmUGGCAUMCMG*mU*mU
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G029389 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 943 mC*mC*mA*mAmMGUGmMUmMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AmMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCuUcuGccuu MCAAMCGCUCUMGMCCmUmMUmCmMmUGGCmMAMUMCmMG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029390 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 944 ImC*mC*mA*mAmMGUGMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCuUcuGccuu MCMAMAMCMGMCMUMCMUmMGmMCmMmCmUmUmCmUGGCmMAMUmMCmG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029391 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 945 mC*mC*mA*mAMGUGmMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AmMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCMGmMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCuUGCccuu MCMAMAMCMGMCmMUMCmMUmGMCmMCmUmUmCmUGGCAUMCmMmG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G029392 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 946 mC*mC*mA*mAMGUGmMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AmMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCuUGCcCcuU MCAAMCMGMCmMUMCmMmUmMGMCCmUmUmMCmMmUGGCAUMCmMG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G032572 290 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 951 ImC*mC*mA*mAmMGUGmMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmGm
GCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCC AMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCmMmGMUMCMGMAMAMAMGmMAMUGUGCmMCG
GUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCuUcuGccuu MCAAMCGMCmMUMCmUmMmGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
CUGGCAUCGUU

G031771 295 |CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGGUUGUA| 952 ImC*mC*mA*mAmMGUGmMUmMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmUm

GCUCCCUUCGAAAGACCGUUGCUACAAUAA
GGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCU
GCCUUCUGGCAUCGUU

CmGMAMAMAMGMAMCMCGUUMGMCUAMCAAUAAGMGMCCMGMUMCMGmMAMAMAMGMAM
UGUGCmMCGMCAAMCGMCMUmMCmUmMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU
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[00240] N representa un nucleétido que tiene cualquier base, por ejemplo, A, C, G o U. (mN*)s representa tres nucleotidos consecutivos que tienen, cada uno, cualquier base, un
2'-OMe y un enlace de PS 3' al siguiente nucleétido, respectivamente. (N)2x.25 representa 20-25, es decir, 20, 21, 22, 23, 24, o0 25 N consecutivas. A, C, G y U representa nucledtidos que
tienen bases de adenina, citosina, guanina y uracilo, respectivamente.
[00241] Las modificaciones de nucleétidos se indican en las Tablas 1-2 de la siguiente manera: m: 2’-OMe; *: enlace de PS; f: 2’-fluor; (inv): abasico invertido; moe: 2'-moe; e: ENA,;
d: desoxirribonucleico (también cabe destacar que T es siempre un desoxirribonucleico); x: UNA. En las secuencias modificadas de ARNgu, en determinadas modalidades, cada A, C,
G, Uy N es independientemente un azucar ribosa (2'-OH). En determinadas modalidades, cada A, C, G, U y N es un azucar ribosa (2'-OH). Asi, por ejemplo, mA representa 2'-O-metil
adenosina; xA representa un nucleétido UNA con una nucleobase adenina; eA representa un nucleétido ENA con una nucleobase adenina; y dA representa un desoxirribonucleétido de
adenosina.
[00242] Las designaciones de ARNgu a veces se proporcionan con uno o mas ceros iniciales inmediatamente después de la G. Esto no afecta al significado de la designacion.
Asi, por ejemplo, G000282, G0282, G00282 y G282 se refieren al mismo ARNgu.
Tabla 3. ARNgu de NmeCas9 de ejemplo (SEQ ID NO: 500)

1-24 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32|33 |34 |35 |36 |37 |38 |39 |40 |41 |42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 1 G | U | U | G| U | A | G| C|lU|]C|C|C|]U|lU|J]U|IC|U|lC|]A|lU|U|U]|C|G
Tallo inferior Tallo superior
Regién guia Region de repeticion/antirrepeticion

49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | 65 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69 | 70 | 71 |72 | 73 | 74 | 75 | 76 7
G A A A C G A A A U G A G A A C C G u U G C u A C A A U A

Bucle Tallo superior Tallo inferior

Regién de repeticién/antirrepeticion

78 |79 180 |81|82|83 |84 |85|86 |87 |8 |89 [|91]92 9394 |95 |9 |97 |98 |99 | 100 | 101 | 102 | 103 | 104 | 105 |106| 107 | 108
AlG|G|]C|]C|]G|U|C|]U|]G|IA|IAIAJA|G|]A|jU|IG|lU|G|C]|C G C A A C G C u C

Tallo Bucle Tallo (96: no emparejado) Tallo inferior Protuberancia
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Horquilla 1 Horquilla 2

109 [ 110 | 111 | 112 | 113 | 114 | 115 | 116 | 117 | 118 | 119 | 120 | 121 | 122 | 123 | 124 | 125 | 126 | 127 | 128 | 129 | 130 | 131 | 132 | 133 | 134

u G C C C C u U A A A G C U U C U G C u U U A A G G

Tallo superior Bucle Tallo superior
Horquilla 2
135|136 | 137 | 138 139 140 | 141 | 142 | 143 | 144 | 145
G| G| C| A u C | G U U U A
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Definiciones
[00243] Tal como se usa en la presente, los articulos "un" y "una" se usan para hacer referencia
a uno o mas de uno (por ejemplo, a al menos uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de
ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento, por ejemplo, una pluralidad de
elementos
[00244] Como se utiliza en la presente memoria, el término "que incluye", y se utiliza de forma
intercambiable con la frase “que incluye, de forma no taxativa”, de modo que la recitacién de elementos
en una lista no excluye otros elementos similares que pueden sustituirse o agregarse a los elementos
enumerados.
[00245] El término "o" se utiliza en la presente para hacer referencia con la expresion "y/o", y es
intercambiable con esta, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, "cadena
de sentido o cadena antisentido" se entiende como "cadena de sentido o cadena antisentido o cadena
de sentido y cadena antisentido".
[00246] El término "alrededor de" se utiliza en el presente documento para significar dentro de los
intervalos tipicos de tolerancias en la técnica. Por ejemplo, "aproximadamente" puede entenderse como
aproximadamente 2 desviaciones estandar de la media. En determinadas modalidades,
aproximadamente significa +10 %. En determinadas modalidades, aproximadamente significa +5 %, +2
% o +1 %. Cuando "aproximadamente" o "alrededor de" estan presentes antes de una serie de numeros
o un intervalo, se entiende que pueden modificar cada uno de los nimeros de la serie o intervalo. Como
minimo, y no como un intento de limitar la aplicacion de la doctrina de equivalentes al alcance de las
reivindicaciones, cada parametro numérico deberia al menos interpretarse a la luz del niumero de digitos
significativos informados y aplicando técnicas ordinarias de redondeo.
[00247] Se entiende que el término "al menos" anterior a un numero o serie de nimeros incluye
el numero adyacente al término "al menos", y todos los numeros o numeros enteros posteriores que
I6gicamente podrian incluirse, como se desprende del contexto. Por ejemplo, el numero de nucledtidos
en una molécula de acido nucleico debe ser un numero entero. Por ejemplo, "al menos 17 nucleétidos
de una molécula de acido nucleico de 20 nucledtidos" significa que 17, 18, 19 0 20 nucledtidos tienen la
propiedad indicada. Cuando "al menos" esta presente antes de una serie de niUmeros o un intervalo, se
entiende que "al menos" puede modificar cada uno de los nimeros de la serie o intervalo.
[00248] Como se utiliza en la presente memoria, "no mas que" o "menos que" se entiende como
el valor adyacente a la frase y los valores logicos inferiores o enteros, segun el contexto, I6gicos hasta
cero. Por ejemplo, una region duplex de "no mas de 2 pares de bases de nucleétidos” tiene 2, 1 0 0
pares de bases de nucledtidos. Cuando antes de una serie de nimeros o de un intervalo esta presente
"no mas que" o "menos que", se entiende que cada uno de los numeros de la serie o intervalo esta
modificado.
[00249] Como se utiliza en la presente memoria, los intervalos incluyen tanto el limite superior
como el inferior.
[00250] Como se usa en el presente documento, se entiende que cuando la cantidad maxima de
un valor esta representada por 100 % (por ejemplo, 100 % de inhibicion), el valor esta limitado por el
método de deteccion. Por ejemplo, se entiende por inhibicion del 100 % la inhibicidon hasta un nivel
inferior al nivel de deteccion del ensayo.
[00251] "Eficacia de edicion" o "porcentaje de edicion" como se usan en el presente documento
es el numero total de lecturas de secuencia con inserciones, eliminaciones o cambios de bases de
nucleotidos en la region objetivo de interés sobre el numero total de lecturas de secuencia después de

la escisién o mella por RNP Cas.
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[00252] Las "regiones", tal como se utilizan en el presente documento, describen porciones de
acidos nucleicos. Las regiones también pueden denominarse "modulos” o "dominios". Las regiones de
un ARNgu pueden llevar a cabo funciones particulares, por ejemplo, en la direccion de la actividad
endonucleasa del RNP, por ejemplo, como se describe en Briner AE et al., Molecular Cell 56:333-339
(2014), o tener estructuras previstas. En la Tabla 3 se describen regiones ejemplares de un ARNgu.
[00253] "Horquilla" o "estructura de horquilla", como se usa en el presente documento, describe
un duplex de acidos nucleicos que se crea cuando una cadena de acido nucleico se pliega y forma pares
de bases con otra seccion de la misma cadena. Una horquilla puede formar una estructura que
comprende un bucle o una forma de U. En algunas modalidades, una horquilla puede estar compuesta
por un bucle de ARN. Las horquillas se pueden formar uniendo dos secuencias complementarias en una
sola molécula de acido nucleico, con un plegamiento o arrugamiento de la molécula. En algunas
modalidades, las horquillas comprenden estructuras de tallo o bucles de tallo. En algunas modalidades,
una horquilla comprende un bucle y un tallo. Como se usa en el presente documento, cuando hay dos
horquillas presentes en un ARNg, una "region de horquilla" puede referirse a la horquilla 1 y la horquilla
2 y la secuencia intermedia (por ejemplo, "n") entre la horquilla 1 y la horquilla 2 de una region
conservada de un ARNgu.
[00254] Tal como se utiliza en el presente documento, se entiende que "formar una parte de
duplex" es capaz de formar una parte de duplex ininterrumpida o se prevé que forme una parte de duplex
ininterrumpida, por ejemplo, mediante emparejamiento de bases. Una parte de duplex puede
comprender dos secuencias complementarias, por ejemplo, una primera regién del tallo en horquilla y
una segunda region de tallo en horquilla complementaria a la primera. Como se usa en el presente
documento, una parte de duplex tiene una longitud de al menos 2 pares de bases. Una parte de duplex
comprende opcionalmente de 2-10 pares de bases, y las dos cadenas que forman la parte de duplex
pueden estar unidas, por ejemplo, mediante un bucle de nucledtidos. EI emparejamiento de bases en
un duplex puede incluir el emparejamiento de bases Watson-Crick, opcionalmente en combinacién con
el apilamiento de bases. Como se usa en el presente documento, una parte de duplex puede incluir una
discontinuidad de un solo nucleotido en una hebra en la que cada nucledtido contiguo en una cadena
esta emparejado con un nucledétido en la cadena complementaria que puede tener una discontinuidad
de un nucleétido sin emparejamiento de bases, por ejemplo, como en el nucleétido 96 de la SEQ ID NO:
500 en la horquilla 1, en donde la discontinuidad esta flanqueada inmediatamente 5' y 3' con pares de
bases Watson-Crick. Esto es distinto de los nucleétidos no apareados 36 y 65 en la region de la de
repeticion/antirrepeticion, y de los nucleétidos no apareados 106 a 108 y 139 en la horquilla 2, lo que
constituye una discontinuidad que da como resultado dos partes de duplex, como se define en el
presente documento. Las estructuras de ARN son conocidas en la técnica y hay herramientas
disponibles para la prediccidén estructural de ARN (ver, por ejemplo, Sato et al., Nature Comm. 12:941
(2021); RNAstructure en rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb /Servers/Predict1/Predict1.html y
RNAfold WebServer en rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). Las longitudes de
puente y la flexibilidad estructural requeridas para permitir un pliegue y formar un bucle para permitir que
las nucleobases se acerquen suficientemente al par de bases son conocidas en la técnica.
[00255] Como se usa en el presente documento, un "agente de union a ADN guiado por ARN"
significa un polipéptido o complejo de polipéptidos que tienen actividad de uniéon a ARN y ADN, o una
subunidad de unién a ADN de dicho complejo, en donde la actividad de unién a ADN es especifica de
secuencia y depende de la secuencia del ARN. Los agentes de union a ADN guiados por ARN a modo
de ejemplo incluyen cleavasas Cas (que tienen actividad de escision de doble cadena), nicasas Cas

(que tienen actividad de escisién de cadena unica) y formas inactivadas de estas (agentes de union a
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ADN dCas). "Nucleasa Cas", tal como se utiliza en el presente documento, abarca cleavasas Cas,
nicasas Cas y agentes de union a ADN dCas. El agente de union al ADN dCas puede ser una nucleasa
muerta que comprende dominios de nucleasa no funcionales (dominio RuvC o HNH). En algunas
modalidades, la escisién Cas o nicasa Cas abarca un agente de unién a ADN dCas modificado para
permitir la escision del ADN, por ejemplo, mediante fusién con un dominio Fokl. En algunas modalidades,
el agente de union a ADN guiado por ARN tiene actividad nucleasa, por ejemplo, actividad de cleavasa
0 nicasa.
[00256] A continuacién, se proporcionan secuencias de nucleétidos y polipéptidos de ejemplo de
moléculas Cas9. Se conocen en la técnica los métodos para identificar las secuencias de nucleétidos
que codifican las secuencias de polipéptidos Cas9, que incluyen variantes de origen natural alternativas.
También se contemplan las secuencias con al menos un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % de identidad con cualquiera de las secuencias de acido nucleico de Cas9, secuencias de
aminoacidos o0 secuencias de acido nucleico que codifican las secuencias de aminoacido
proporcionadas en la presente. En la Tabla 4A se proporcionan ejemplos de marcos de lectura abiertos
para Cas9.
[00257] Como se usa en la presente, la "ribonucleoproteina” (RNP) o "complejo RNP" se refiere
a un ARN guia junto con un agente de union al ADN guiado por ARN, como una nucleasa Cas, por
ejemplo, una escision de Cas, una Cas nicasa o un agente de unién al ADN dCas (por ejemplo, Cas9).
En algunas modalidades, el ARN guia dirige al agente de union a ADN guiado por ARN, tal como Cas9
hacia una secuencia objetivo, y el ARN guia se hibrida con la secuencia objetivo y el agente se une a
ella; en los casos en los que la nucleasa o proteina Cas es una cleavasa o nicasa, la unién puede ir
seguida de una escision o corte.
[00258] "Bucle de tallo", como se utiliza en el presente documento, describe una estructura
secundaria de nucleétidos que forman un "tallo" de pares de bases que termina en un bucle de acidos
nucleicos no apareados. Se puede formar un tallo cuando dos regiones de la misma cadena de acido
nucleico tienen una secuencia al menos parcialmente complementaria cuando se leen en direcciones
opuestas. "Bucle", como se utiliza en el presente documento, describe una regién de nucleétidos que no
tienen pares de bases (es decir, no son complementarios) y que pueden tapar un tallo. Un "tetrabucle"
describe un bucle de 4 nucledtidos. Como se usa en el presente documento, el tallo superior de un
ARNgu puede comprender un tetrabucle.
[00259] "ARN guia", "ARNg" y "guia" se utilizan en la presente indistintamente para referirse a la
combinacion de un ARNcr (también conocido como ARN CRISPR) y a un ARNtr (también conocido como
ARNItracr). EI ARNcr y el ARNtr pueden asociarse como una unica molécula de ARN (ARN guia unica,
ARNgu) o en dos moléculas de ARN separadas (ARN guia doble, ARNgd). "ARN guia" o "ARNg" se
refiere a cada tipo. EI ARNtr puede ser una secuencia natural o una secuencia de ARNtr con
modificaciones o variaciones en comparacion con secuencias naturales. Los ARN guia pueden incluir
ARN modificados como se describe en la presente memoria. En algunas modalidades, un ARN guia
como se usa en el presente documento no incluye un enlazador no nucleotidico para unir dos nucleétidos
dentro del ARN guia. A menos que se desprenda lo contrario del contexto, los ARN guia descritos en el
presente documento son adecuados para su uso con un Nme Cas9, por ejemplo, un Nme1, Nme2 o
Nme3 Cas9. Por ejemplo, la FIG. 24 muestra un esquema de ejemplo de ARNgu de Nme2 en una posible
estructura secundaria.
[00260] Como se usa en la presente, un nucleétido que se encuentra, por ejemplo, 6 nucleétidos
desde el extremo 5' de un segmento de ARNgu particular es el sexto nucledtido de ese segmento, o

"nucledtido 6" desde el extremo 5', por ejemplo, XXXXXN, donde N es el 6.° nucleétido desde el extremo



10

15

20

25

30

35

40

45

65
5'. Un intervalo de nucleétidos que se ubica “en o después” de 6 nucledtidos desde el extremo &'
comienza con el 6.° nucleotido y continua a lo largo de la cadena hacia el extremo 3'. De manera similar,
un nucleétido que esta, por ejemplo, a 5 nucleétidos del extremo 3' de la cadena es el 5.° nucleétido
cuando se cuenta desde el extremo 3' de la cadena, por ejemplo, NXXXX. Una posicién o intervalo en
la regidn guia hace referencia a la posicién como se determina desde el extremo 5' a menos que se
especifique otro punto de referencia; por ejemplo, "nucleétido 5" en una region guia es el 5.° nucleétido
desde el extremo 5'.
[00261] El término "region conservada" se refiere a una region conservada de un ARNg de Cas9
("NmeCas9") de N. meningitidis como se muestra en la Tabla 3. La primera fila muestra la numeracion
de los nucleétidos; la segunda fila muestra una secuencia de ejemplo (por ejemplo, SEQ ID NO: 500); y
la tercera y cuarta fila muestran las regiones. Las regiones conservadas acortadas carecen de al menos
un nucledétido que se muestra en la Tabla 3, como se analiza en detalle a continuacion.
[00262] Como se usa en la presente, una region “acortada” en un ARNg es una regién conservada
de un ARNg que carece de al menos 1 nucledtido en comparacién con la region conservada
correspondiente que se muestra en la Tabla 3. De manera similar, "acortado" con respecto a un ARNgu
significa que su regidn conservada comprende menos nucleétidos que la regidon conservada de ARNgu
que se muestra en la Tabla 3. En ninguna circunstancia la "reduccién" implica ninguna limitacion
particular en un proceso o0 manera de produccion del ARNg.
[00263] "Sustituido" o "sustitucion" como se usan en el presente documento con respecto a un
polinucleétido se refiere a una alteracion de una nucleobase, por ejemplo, sustitucién de nucledétidos,
que cambia su base preferida para el emparejamiento Watson-Crick. Cuando una determinada region
de un ARN guia se encuentra "no sustituida" como se utiliza en la presente, la secuencia de la regién
puede alinearse a la de la region conservada correspondiente de un ARNgu de NmeCas9 (por ejemplo,
SEQ ID NO: 500) o cualquier otro ARNg (por ejemplo, parte de las SEQ ID NO: 1-19, 21-42, 301-494, y
931-946) con espacios y coincidencias solamente (es decir, sin mal apareamientos), donde se considera
que las bases coinciden si tienen la misma base relacionada estandar preferida (A, C, G o T/U) para el
emparejamiento de Watson-Crick o tienen las interacciones de apilamiento como se muestra en la FIG.
25.
[00264] Como se usa en el presente documento, una "sustituciéon conservadora" con respecto a
un polinucledtido se refiere a una alteracién de una nucleobase que significa intercambiar posiciones de
nucledtidos con emparejamiento de bases de manera que se puedan mantener los pares de bases. Por
ejemplo, un par G-C se convierte en un par C-G, un par A-U en un par U-A u otro par de bases naturales
o modificado.
[00265] Como se usan en el presente documento, "sustituido" y similares, con respecto a
nucledétidos no apareados, por ejemplo, bucles de las regiones de repeticién/antirrepeticion, horquilla 1
o horquilla 2, es decir, los nucleétidos 49 a 52, 87 a 90 y 122 a 125 en la SEQ ID NO: 500,
respectivamente, u otros nucledtidos no emparejados) hace referencia a la sustitucién de uno o0 mas
nucledtidos, por ejemplo, 1, 2, 3 0 4 nucledtidos, de la secuencia de nucledtidos con un nucleétido
diferente que no interfiere con la formacion de una estructura mediante los nucleétidos desapareados,
(por ejemplo, un abultamiento o un bucle) que puede, de esta manera, permitir la formacién de una o
mas partes de duplex, por ejemplo, en las regiones de repeticion/antirrepeticion, horquilla 1 u horquilla
2.
[00266] En algunas modalidades, un ARNg comprende nucleétidos que "coinciden con el patron
de modificacién" en los nucledtidos correspondientes o especificados de un ARNg descrito en el

presente documento. Esto significa que los nucledtidos que coinciden con el patréon de modificacion
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tienen las mismas modificaciones (por ejemplo, fosforotioato, 2'-fluoro, 2'-OMe, etc.) que los nucleétidos
en las posiciones correspondientes del ARNg descrito en el presente documento, independientemente
de si las nucleobases en esas posiciones coinciden. Por ejemplo, si en un primer ARNg, los nucleétidos
5y 6, respectivamente, tienen modificaciones con 2'-OMe y fosforotioato, entonces este ARNg tiene el
mismo patron de modificacién en los nucleétidos 5 y 6 que un segundo ARNg que también tiene 2'-OMe
y modificaciones con fosforotioato en los nucleétidos 5 y 6, respectivamente, independientemente de si
las nucleobases en las posiciones 5 y 6 son iguales o diferentes en el primer y segundo ARNg. Sin
embargo, una modificaciéon con 2'-OMe en el nucledtido 6, pero no en el nucleétido 7, no es el mismo
patrén de modificaciéon en los nucleétidos 6 y 7 que una modificacién con 2'-OMe en el nucledtido 7,
pero no en el nucledtido 6. De manera similar, un patrén de modificacién que coincida en al menos 75
% del patron de modificacion de un ARNg descrito en el presente documento significa que al menos el
75 % de los nucleétidos tienen las mismas modificaciones que las posiciones correspondientes del ARNg
descrito en el presente documento. Las posiciones correspondientes pueden determinarse mediante
alineacién estructural o por pares.
[00267] Como se utiliza en la presente, una "secuencia guia" o "region guia" y similares hacen
referencia a una secuencia dentro de un ARN guia que es complementaria a una secuencia objetivo y
funciona para dirigir un ARN guia hacia una secuencia objetivo para su unidén o modificacién (por
ejemplo, escision) mediante "secuencia guia" de NmeCas9A también puede designarse como una
"secuencia objetivo" o una "secuencia espaciadora”. Una secuencia guia puede tener una longitud de
20-25 nucledtidos, por ejemplo, en el caso de Nme Cas9, por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 nucledtidos
de longitud.
[00268] Las secuencias objetivo para agentes de unién a ADN guiados por ARN incluyen tanto
cadenas positivas como negativas de ADN gendémico (es decir, la secuencia dada y el complemento
inverso de la secuencia), como un sustrato de acido nucleico para un agente de uniéon a ADN guiado por
ARN es un acido nucleico de doble cadena. Por consiguiente, cuando se dice que una secuencia guia
es "complementaria de una secuencia objetivo", debe entenderse que la secuencia guia puede dirigir un
ARN guia para que se una a la cadena sentido o antisentido (por ejemplo, complemento inverso) de una
secuencia objetivo. Por lo tanto, en algunas modalidades, donde la secuencia guia se une al
complemento inverso de una secuencia objetivo, la secuencia guia es idéntica a ciertos nucleétidos de
la secuencia diana (por ejemplo, la secuencia objetivo que no incluye el PAM) excepto por la sustitucion
de U por T en la secuencia guia.
[00269] Como se usa en el presente documento, el "extremo 5" hace referencia al primer
nucledtido de ARNg, inclusive un ARNgd (tipicamente el extremo 5' del ARNcr del ARNgd) y ARNgu, es
decir, el extremo 5' de la secuencia guia, en la que la posicién 5' no esta unida a ningun otro nucledtido.
[00270] Como se usa en el presente documento, una "modificacion del extremo 5" se refiere a un
ARNg que comprende una regién guia que tiene modificaciones en uno o mas de uno (1) a alrededor
de siete (7) nucleétidos, opcionalmente hasta alrededor de cuatro (4) nucleétidos en su extremo 5',
opcionalmente en donde el primer nucledtido (desde el extremo 5') del ARNg se modifica.
[00271] Como se usa en el presente documento, el "extremo 3™ se refiere al extremo o nucledtido
terminal de un ARNg, en el que la posicion 3' no esta unida a otro nucleétido. En algunas modalidades,
el extremo 3' esta en la cola 3'. En algunas modalidades, el extremo 3' esta en la region conservada de
un ARNg.
[00272] Como se usa en el presente documento, una "modificaciéon de extremo 3" hace referencia
a un ARNg que tiene modificaciones en uno o mas del uno (1) a alrededor de siete (7) nucledtidos,

opcionalmente alrededor de cuatro (4) nucleétidos, en su extremo 3', opcionalmente donde se modifica
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el ultimo nucleétido (es decir, el nucledtido mas hacia 3') del ARNg. Si esta presente una cola 3', el 1 a
alrededor de 7 nucledtidos, opcionalmente alrededor de cuatro (4), pueden encontrarse dentro de la cola
3'. Si no esta presente una cola 3', el 1 a alrededor de 7 nucleétidos, opcionalmente alrededor de cuatro
(4) nucledtidos, pueden encontrarse dentro de la regién conservada de un ARNgu.
[00273] El "dltimo", "penultimo", "antepenultimo”, etc., nucledtido se refiere al nucleétido mas 3/,
segundo mas 3', tercero mas 3', etc., respectivamente, en una secuencia dada. Por ejemplo, en la
secuencia 5'-AAACTG-3', el ultimo, penultimo y antepenultimo nucleétido son G, Ty C, respectivamente.
La frase "ultimos 3 nucledétidos" se refiere al ultimo, penultimo y antepenultimo nucleétido; de manera
mas general, "ultimos N nucleétidos" se refiere al ultimo al enésimo nucledtido, inclusive. "Tercer
nucledtido desde el extremo 3' del extremo 3" equivale a "antepenultimo nucleétido". De manera similar,
"tercer nucleétido desde el extremo 5' del extremo 5™ equivale a "tercer nucledétido en el extremo 5".
[00274] Como se usa en el presente documento, una "modificacion del extremo protector” (tal
como una modificacion protectora del extremo 5' o una modificacidn protectora del extremo 3') se refiere
a una modificacion de uno o mas nucleétidos dentro de siete nucledtidos, opcionalmente cuatro
nucleotidos, del extremo de un ARNgu que reduce la degradacion del ARNgu, como la degradacién
exonucleolitica. En algunas modalidades, una modificacion del extremo protector comprende
modificaciones de al menos dos o al menos tres nucledtidos dentro de siete nucleétidos, opcionalmente
cuatro nucleétidos, del extremo del ARNgu. En algunas modalidades, las modificaciones comprenden
enlaces fosforotioato, modificaciones 2' tales como 2'-OMe o 2'-fluoro, 2'-H (ADN), ENA, UNA o una
combinacion de estos. En algunas modalidades, las modificaciones comprenden enlaces fosforotioato y
modificaciones 2'-OMe. En algunas modalidades, se modifican al menos tres nucledtidos terminales, por
ejemplo, con enlaces fosforotioato o con una combinacion de modificaciones con enlaces de
fosforotioato y con 2'-OMe. En algunas modalidades, se modifican al menos dos nucleétidos terminales,
por ejemplo, con enlaces fosforotioato o con una combinacion de modificaciones con enlaces
fosforotioato y 2'-OMe. Se abarcan modificaciones conocidas por los expertos en la técnica para reducir
la degradacion exonucleolitica.
[00275] En algunas modalidades, una "cola 3" que comprende alrededor de 1-10 nucleétidos,
opcionalmente alrededor de 1-4 nucleotidos, que le sigue a la region conservada de un ARNgu en su
extremo 3.
[00276] Se han obtenido varios ortdlogos de Cas9 de N. meningitidis (Esvelt et al., NAT.
METHODS, vol. 10, 2013, 1116 - 1121; Hou et al., PNAS, vol. 110, 2013, paginas 15644 - 15649)
(Nme1Cas9, Nme2Cas9, y Nme3Cas9). El ortdlogo Nme2Cas9 funciona eficientemente en células de
mamiferos, reconoce un PAM N4CC y puede usarse para la edicién in vivo (Ran et al., NATURE, vol.
520, 2015, paginas 186 - 191; Kim et al.,, NAT. COMMUN., vol. 8, 2017, paginas 14500). Se ha
demostrado que Nme2Cas9 es naturalmente resistente a la edicion fuera del objetivo (Lee et al., MOL.
THER., vol. 24, 2016, paginas 645 - 654; Kim et al., 2017). Véase también, por ejemplo, el documento
WO0/2020081568 (por ejemplo, paginas 28 y 42), que describe una nicasa Nme2Cas9 D16A, cuyo
contenido se incorpora en la presente como referencia en su totalidad. Ademas, se conocen variantes
de NmeCas9 en la técnica; véase, por ejemplo, Huang et al., Nature Biotech. 2022,
doi.org/10.1038/s41587-022-01410-2, que describe variantes de Cas9 dirigidas a PAM de pirimidina de
un solo nucleétido.
[00277] Como se usa en el presente documento, "NmeCas9" (a veces denominado "Cas9")
abarca NmeCas9, por ejemplo, Nme1Cas9, Nme2Cas9 y Nme3Cas9; las variantes de NmeCas9
enumeradas en el presente documento y sus equivalentes. Véase, por ejemplo, Edraki et al., Mol. Cell

73:714-726, 2019. Las "nucleasas Cas", también denominadas "proteina Cas", como se utiliza en la
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presente, comprenden cleavasas Cas, nicasas Cas que tienen adicionalmente actividad de cleavasas o
nicasas de ADN guiado por ARN, y agentes de unién a ADN dCas, en las que la actividad de
cleavasas/nicasas se ve inactivada. En algunas modalidades, NmeCas9 tiene actividad de escision de
doble cadena. En algunas modalidades, NmeCas9 tiene actividad de nicasa. En algunas modalidades,
NmeCas9 comprende un dominio de union a ADN dCas.
[00278] Como se utiliza en la presente memoria, se considera que una primera secuencia
"comprende una secuencia con al menos un X % de identidad con" una segunda secuencia si una
alineacion de la primera secuencia con la segunda secuencia muestra que el X % o mas de las
posiciones de la segunda secuencia en su totalidad coincide con la primera secuencia. Por ejemplo, la
secuencia AAGA comprende una secuencia con 100 % de identidad con la secuencia AAG porque una
alineacion daria el 100 % de identidad porque hay coincidencias con las tres posiciones de la segunda
secuencia. Las diferencias entre ARN y ADN (generalmente el intercambio de uridina por timidina o
viceversa) y la presencia de analogos de nucledsidos como las uridinas modificadas no contribuyen a
diferencias en identidad o complementariedad entre polinucleétidos siempre que los nucledtidos
relevantes (como timidina, uridina o uridina modificada) tienen el mismo complemento (por ejemplo,
adenosina para todas las timidina, uridina o uridina modificada; otro ejemplo es la citosina y la 5-
metilcitosina, las cuales tienen guanosina o guanosina modificada como complemento). Asi, por ejemplo,
la secuencia 5-AXG donde X es cualquier uridina modificada, como pseudouridina, N1-metil
pseudouridina o 5-metoxiuridina, se considera 100 % idéntica a AUG en el sentido de que ambas son
perfectamente complementarias de la misma secuencia (5'-CAU). Los algoritmos de alineacién
ejemplares son los algoritmos Smith-Waterman y Needleman-Wunsch, que son conocidos en la técnica.
Un experto en la técnica comprendera qué eleccidn de los ajustes de algoritmo y parametro es apropiada
para un par de secuencias dado que se alinearan; para secuencias de longitud generalmente similar e
identidad esperada > 50 % para aminoacidos o > 75 % para nucleétidos, el algoritmo Needleman-
Wunsch con los ajustes predeterminados de la interfaz de algoritmo Needleman-Wunsch proporcionada
por el EBI en el servidor web www.ebi.ac.uk es generalmente apropiado.
[00279] "ARNmM" se usa en el presente documento para referirse a un polinucleétido que es ARN
o ARN modificado y comprende un marco abierto de lectura que puede traducirse en un polipéptido (es
decir, puede servir como sustrato para la traduccién mediante un ribosoma y ARNt aminoacilados). El
ARNm puede comprender una cadena principal de fosfato-azucar que incluye residuos de ribosa o
analogos de estos, por ejemplo, residuos de 2'-metoxi ribosa. En algunas modalidades, los azucares de
una cadena principal de fosfato-azucar de acido nucleico consisten esencialmente en residuos de ribosa,
residuos de 2'-metoxi ribosa o una combinacién de estos. En general, los ARNm no contienen una
cantidad sustancial de residuos de timidina (por ejemplo, 0 residuos o menos de 30, 20, 10, 5,4,3 02
residuos de timidina; o inferior al 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 4% , 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, 0,2 %
0 0,1 % de contenido de timidina). Un ARNm puede contener uridinas modificadas en algunas o en todas
sus posiciones de uridina. Un ARNm modificado comprende al menos un nucleétido en el que uno o
mas de los fosfatos, azlcares o nucleobases difieren de los de un nucleétido de adenosina, citidina,
guanidina o uridina estandar.
[00280] Tal como se utiliza en el presente documento, un "sujeto" se refiere a cualquier miembro
del reino animal. En algunas modalidades, "sujeto" se refiere a humanos. En algunas modalidades,
"sujeto” se refiere a animales no humanos. En algunas modalidades, "sujeto" se refiere a primates. En
alguna modalidad, "sujeto" se refiere a primates no humanos. En algunas modalidades, los sujetos
incluyen, de forma no taxativa, mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces, insectos o gusanos. En

determinadas modalidades, el sujeto no humano es un mamifero (por ejemplo, un roedor, un ratén, una
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rata, un conejo, un mono, un perro, un gato, una oveja, un ganado vacuno, un primate o un cerdo). En
algunas modalidades, un sujeto puede ser un animal transgénico, un animal modificado genéticamente
o un clon. En algunas modalidades de la invencion, el sujeto es un adolescente. En algunas
modalidades, se utilizan los términos "individuo" o "paciente" y pretenden ser intercambiables con
"sujeto” en donde el sujeto es un sujeto humano.
[00281] Como se utiliza en la presente memoria, "tratamiento" hace referencia a cualquier
administracion o aplicacion de un producto terapéutico para la enfermedad o trastorno en un sujeto, e
incluye enlentecer o detener el desarrollo o la evolucion de la enfermedad, aliviar uno o mas signos o
sintomas de la enfermedad, curar la enfermedad, o prevenir la recidiva de uno o mas sintomas de la
enfermedad.
[00282] Como se utiliza en la presente, "suministrar" y "administrar" se utilizan de forma
intercambiable, e incluyen aplicaciones ex vivo e in vivo.
[00283] La coadministracién, como se usa en el presente documento, significa que se administran
una pluralidad de sustancias lo suficientemente cercanas en el tiempo para que los agentes actuen
juntos. La coadministracién abarca la administracion de sustancias juntas en una unica formulacién y la
administracion de sustancias en formulaciones separadas lo suficientemente cerca en el tiempo para
que los agentes actuen juntos.
[00284] Como se usa en el presente documento, la frase "farmacéuticamente aceptable" significa
aquello que es util para preparar una composicion farmacéutica que generalmente no es toxica y no es
biolégicamente indeseable y que de otro modo no es inaceptable para uso farmacéutico.
Farmacéuticamente aceptable generalmente se refiere a sustancias que no son pirogénicas.
Farmacéuticamente aceptable puede referirse a sustancias que son estériles, especialmente para
sustancias farmacéuticas que son para inyeccion o infusion.
L. ARN guia con una o mas regiones conservadas acortadas
[00285] Se proporciona en la presente ARN (ARNg) que comprende una o mas regiones
conservadas acortadas.
[00286] En algunas modalidades, un ARNg proporcionado en la presente comprende una region
guia y una region conservada que comprende una region de repeticion/antirrepeticion, una region de
horquilla 1 y una region de horquilla 2, en donde una o mas de la regidn/antirrepeticion, la regiéon de
horquilla 1 y la region de horquilla 2 se acortan. En algunas modalidades, el ARNg es Cas9 de N.
meningitidis) (NmeCas9).
[00287] En algunas modalidades, la regidon conservada comprende uno o mas:
(a) una regién de repeticién/antirrepeticion acortada, en donde la region de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 2-24 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 y opcionalmente uno o mas de los
nucledtidos 37-64 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucleédtido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante al menos 2 nucleétidos; o
(b) una region de horquilla 1 acortada, en donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10,
opcionalmente, 2 a 8 nucledétidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucleotidos 82-86 y 91-95 y, opcionalmente, una o mas de las
posiciones 82-96 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 81 esta unido al nucledtido 96 mediante al menos 4 nucledtidos; o
(c) una region de horquilla 2 acortada, en donde la horquilla 2 acortada carece de 2-18,
opcionalmente, 2-16 nucledtidos, en donde

(i) se eliminan uno o mas de los nucleotidos 113-121 y 126-134 y opcionalmente se sustituyen uno



10

15

20

25

30

35

40

45

70
o mas de los nucleétidos 113-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 112 esta unido al nucleotido 135 mediante al menos 4 nucledtidos;
en donde se eliminan uno de los nucleétidos 144-145 o ambos opcionalmente en comparacién con la
SEQ ID NO: 500;y
donde al menos 10 nucledtidos son nucleétidos modificados.
[00288] En algunas modalidades, la regién conservada comprende:
una region de repeticidon/antirrepeticion acortada, donde la region de repeticion/antirrepeticion acortada
carece de 2-24 nucledtidos, donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 y opcionalmente se sustituyen uno o mas
nucleotidos 37-64 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 36 se une al nucledtido 65 mediante al menos 2 nucleétidos.
donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledétidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500;
donde al menos 10 nucleétidos en la region conservada son nucleétidos modificados.
[00289] En algunas modalidades, la regiéon conservada comprende:
una region de horquilla 1 acortada, en donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente, 2-
8 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 82-86 y 91-95 y opcionalmente una o mas posiciones 82-
96 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucleotido 81 esta unido al nucledtido 96 mediante al menos 4 nucledtidos;
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos los nucleotidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500;
donde al menos 10 nucleétidos en la region conservada son nucleétidos modificados.
[00290] En algunas modalidades, la regidn conservada comprende:
una region de horquilla 2 acortada, donde la horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente, 2-16
nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucleétidos 113-121 y 126-134 y opcionalmente se sustituyen uno o
mas nucleétidos 113-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 112 esta unido al nucledétido 135 mediante al menos 4 nucleétidos;
donde uno o ambos de los nucleétidos 144-145 se eliminan opcionalmente con respecto a la SEQ ID
NO: 500;
donde al menos 10 nucleétidos en la region conservada son nucleétidos modificados.
[00291] En algunas modalidades, la regiéon conservada comprende:
(a) una region de repeticidn/antirrepeticion acortada, en donde la regién de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 2-24 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o0 mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 y, opcionalmente, se sustituyen uno o mas
de los nucledtidos 37-64 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 36 se une al nucledtido 65 mediante al menos 2 nucledtidos; y
(b) una region de horquilla 1 acortada, en donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente,
2-8 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucleétidos 82-86 y 91-95 y opcionalmente una o mas posiciones 82-
96 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 81 esté unido al nucledtido 96 mediante al menos 4 nucleétidos; o
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucleétidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500;
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donde al menos 10 nucledtidos en la region conservada son nucleétidos modificados.
[00292] En algunas modalidades, la region conservada comprende:
(a) una region de repeticidn/antirrepeticion acortada, en donde la region de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 2-24 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 y se sustituyen opcionalmente uno o mas
nucleotidos 37-64 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 36 se une al nucledtido 65 mediante al menos 2 nucleétidos; y
(b) una region de horquilla 2 acortada, en donde la horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente,
2-16 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 113-121 y 126-134 y opcionalmente se sustituyen uno o
mas de los nucleétidos 113-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucleotido 112 esta unido al nucledtido 135 mediante al menos 4 nucledtidos;
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500;
donde al menos 10 nucleétidos en la region conservada son nucleétidos modificados.
[00293] En algunas modalidades, la regiéon conservada comprende:
(a) una region de horquilla 1 acortada, en donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente,
2-8 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucleétidos 82-86 y 91-95 y se sustituyen opcionalmente una o mas de
las posiciones 82-96 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucleotido 81 esta unido al nucleétido 96 mediante al menos 4 nucledtidos; y
(b) una regién de horquilla 2 acortada, en donde la horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente,
2-16 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucleétidos 113-121 y 126-134 y opcionalmente se sustituyen uno o
mas de los nucleétidos 113-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucledtido 112 esta unido al nucledétido 135 mediante al menos 4 nucleétidos;
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 en comparacién con la
SEQ ID NO: 500;
donde al menos 10 nucledtidos en la region conservada son nucleétidos modificados.
[00294] En algunas modalidades, la regiéon conservada comprende:
(a) una region de repeticidn/antirrepeticion acortada, en donde la regién de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 2-24 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o0 mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 y, opcionalmente, se sustituyen uno o mas
de los nucledtidos 37-64 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y(ii) el nucledtido 36 se une al nucledtido
65 mediante al menos 2 nucledtidos.
(b) una region de horquilla 1 acortada, en donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente,
2-8 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucleétidos 82-86 y 91-95 y, opcionalmente, se sustituye una o mas de
las posiciones 82-96 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(i) el nucledtido 81 esta unido al nucleétido 96 mediante al menos 4 nucleétidos; y
(c) una region de horquilla 2 acortada, en donde la horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente,
2-16 nucledtidos, en donde
(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 113-121 y 126-134 y, opcionalmente, se sustituyen uno o
mas nucleotidos 113-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y

(i) el nucledtido 112 esta unido al nucleétido 135 mediante al menos 4 nucleétidos;
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en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucleotidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500;

donde al menos 10 nucleétidos de la region conservada son nucleétidos modificados.

[00295] En algunas modalidades, el ARNg descrito en la presente es un ARNgu.

[00296] En algunas modalidades, se eliminan uno o mas nucleotidos 144-145 con respecto a la
SEQ ID NO: 500.

[00297] En algunas modalidades, al menos 10 nucleétidos de la regidn conservad son nucleétidos
modificados.

[00298] En algunas modalidades, una regién de repeticion/antirrepeticion de un ARNg es una

region de repeticion/antirrepeticion acortada que carece de 2-24 nucleétidos, por ejemplo, cualquiera de
las regiones de repeticion/antirrepeticion indicadas en las modalidades numeradas anteriores o en las
Tablas 1-2 o descrita en otra parte del presente documento, que puede combinarse con cualquiera de
las regiones de horquilla 1 acortada o region de horquilla 2 descritas en el presente documento, incluidas,
de forma no taxativa, combinaciones indicadas en las modalidades numeradas anteriores y
representadas en las secuencias de las Tablas 1-2 o descritas en otra parte del presente. En algunas
modalidades, una o mas de las posiciones 49-52, 87-90 o 122-125 se sustituyen con respecto a la SEQ
ID NO: 500. En algunas modalidades, todas las posiciones 49-52, 87-90, o 122-125 se sustituyen con
respecto a la SEQ ID NO: 500. En algunas modalidades, se elimina la cola 3' proporcionada en las
Tablas 1-2 o descrita en el presente documento.

[00299] En algunas modalidades, la region de repeticién/antirrepeticion acortada de la ARNg
carece de 18 nucledtidos. En algunas modalidades, la regién de repeticidon/antirrepeticion acortada de
la ARNg carece de 22 nucledtidos.

[00300] En algunas modalidades, en la region de repeticidn/antirrepeticion acortada del ARNg, el
nucledtido 36 esta unido al nucleétido 65 por 6 nucleétidos. En algunas modalidades, en la regién de
repeticion/antirrepeticion acortada del ARNg, el nucleétido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante 7
nucleotidos. En algunas modalidades, en la region de repeticion/antirrepeticion acortada del ARNg, el
nucledétido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante 8 nucleétidos. En algunas modalidades, en la region
de repeticion/antirrepeticion acortada del ARNg, el nucleétido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante 9
nucleotidos. En algunas modalidades, en la region de repeticion/antirrepeticion acortada del ARNg, el
nucleotido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante 10 nucledtidos.

[00301] En algunas modalidades, en la regién de repeticidon/antirrepeticion acortada del ARNg, se
eliminan los nucleotidos 38-48 y 53-63 con respecto a la SEQ ID NO: 500. En algunas modalidades, en
la region de repeticidn/antirrepeticion acortada del ARNg, se eliminan los nucleétidos 38, 41-48, 53-60 y
63 con respecto a la SEQ ID NO: 500.

[00302] En algunas modalidades, en la region de repeticidn/antirrepeticion acortada del ARNg, el
nucleotido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante 6 nucleétidos. En algunas modalidades, en la regién
repetitiva/anti-repeticién acortada del ARNg, se eliminan los nucleétidos 38-48 y 53-63 con respecto a
la SEQ ID NO: 500, y el nucleétido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante los nucleétidos 37, 49-52 y
64.

[00303] En algunas modalidades, en la region de repeticion/antirrepeticién acortada del ARNg, el
nucleotido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante 10 nucledtidos. En algunas modalidades, en la region
de repeticion/antirrepeticion acortada del ARNg, se eliminan los nucleétidos 38, 41-48, 53-60, y 63 con
respecto a la SEQ ID NO: 500, y el nucledtido 36 se une al nucleétido 65 mediante los nucleétidos 37,
39, 40, 49-52, 61, 62 y 64.

[00304] En algunas modalidades, todos los nucleotidos 38-48 y nucleotidos 53-63 del tallo
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superior de la region de repeticion/antirrepeticion acortada se eliminan con respecto a la SEQ ID NO:
500.
[00305] En algunas modalidades, se eliminan todos los nucleétidos 39-48 y los nucledtidos 53-62
del tallo superior de la regidn de repeticion/antirrepeticion acortada con respecto a la SEQ IN NO: 500 y
se sustituyen los nucleétidos 38 y 63.
[00306] En algunas modalidades, la regién de repeticion/antirrepeticion acortada tiene 14
nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la region de repeticion/antirrepeticién acortada tiene
15 nucleédtidos modificados. En algunas modalidades, la region de repeticion/antirrepeticion acortada
tiene 16 nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la region de repeticion/antirrepeticion
acortada tiene de 17 nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la region de
repeticion/antirrepeticiéon acortada tiene 18 nucleétidos modificados. En algunas modalidades, la region
de repeticion/antirrepeticion acortada tiene 19 nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la
region de repeticion/antirrepeticién acortada tiene 20 nucledtidos modificados.
[00307] En algunas modalidades, la region de horquilla 1 acortada carece de 2 nucleétidos. En
algunas modalidades, la region de horquilla 1 acortada carece de 21 nucledtidos. En algunas
modalidades, la regién de horquilla 1 acortada carece de 2 nucledtidos y se eliminan los nucleétidos 86
y 91 con respecto a la SEQ ID NO: 500. En algunas modalidades, la regiéon de horquilla 1 acortada
carece de 2 nucleétidos y se eliminan los nucleétidos 85 y 92 con respecto a la SEQ ID NO: 500. En
algunas modalidades, en la regidon de horquilla 1 acortada, el nucleétido 81 esta unido al nucleétido 96
mediante 12 nucledtidos. En algunas modalidades, en la regidén de horquilla 1 acortada, el nucledtido 81
esta unido al nucledtido 96 mediante 12 nucledtidos. En algunas modalidades, en la region de horquilla
1 acortada, se eliminan los nucleétidos 86 y 91 con respecto a la SEQ ID NO: 500, y el nucleétido 81
esta unido al nucleétido 96 mediante los nucledtidos 82-85, 87-90 y 92-95. En algunas modalidades, en
la region de horquilla 1 acortada, se eliminan los nucledtidos 85 y 92 con respecto a la SEQ ID NO: 500,
y el nucleotido 81 esta unido al nucledtido 96 mediante los nucleétidos 82-84, 86-91 y 93-95.
[00308] En algunas modalidades, la region de horquilla 1 acortada tiene una parte de duplex de
7 nucledtidos con emparejamiento de bases de longitud. En algunas modalidades, la region de horquilla
1 acortada tiene una parte de duplex de 8 nucle6tidos con emparejamiento de bases de longitud.
[00309] En el tallo de la regién de horquilla 1 acortada tiene una longitud de siete nucledtidos con
emparejamiento de base. En algunas modalidades, se eliminan los nucleétidos 85-86 y los nucleétidos

91-92 de la region de horquilla 1 acortada.

[00310] En algunas modalidades, la region de horquilla 1 acortada tiene 13 nucledtidos
modificados.
[00311] En algunas modalidades, la horquilla acortada 2 carece de 18 nucledtidos. En algunas

modalidades, la horquilla acortada 2 carece de 24 nucleétidos. En algunas modalidades, en la horquilla
acortada 2 se eliminan los nucleétidos 113-121 y 126-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500. En algunas
modalidades, la region de horquilla 2 acortada carece de 18 nucledétidos y se eliminan los nucledtidos
113-121y 126-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500. En algunas modalidades, en la region de horquilla
2 acortada, el nucledtido 112 esta unido al nucledtido 135 mediante 4 nucleétidos. En algunas
modalidades, en la region de horquilla 2 acortada, se eliminan los nucleétidos 113-121 y 126-134 con
respecto a la SEQ ID NO: 500 y el nucleétido 112 esta unido al nucledétido 135 mediante los nucleétidos
122-125.

[00312] En algunas modalidades, la region de repeticion/antirrepeticion acortada tiene una
longitud de 28 nucledtidos. En algunas modalidades, la region de repeticién/antirrepeticion acortada

tiene una longitud de 32 nucledtidos.
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[00313] En algunas modalidades, el tallo superior de la region de repeticion/antirrepeticion
acortada comprende no mas de un par de bases. En algunas modalidades, el tallo superior de la region

de repeticion/antirrepeticion acortada comprende no mas de tres pares de bases.

[00314] En algunas modalidades, la regién de horquilla 2 acortada tiene 8 nucleédtidos
modificados.
[00315] En algunas modalidades, un ARN guia (ARNg) comprende una regién guia y una region

conservada, la regién conservada comprende:

(a) una regién de repeticion/antirrepeticion acortada, donde la regién de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 18-22 nucleoétidos con respecto a la SEQ ID NO: 500, en donde

(i) los nucledtidos 38-48 y 53-63 se eliminan; y

(ii) el nucleotido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante al menos 6-10 nucleétidos;

(b) una region de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada carece de 2 nucleétidos, donde se
eliminan los nucledtidos 86 y 91 o se eliminan los nucleétidos 85 y 92 con respecto a la SEQ ID NO:
500; y

(c) una regidén de horquilla 2 acortada, donde se eliminan la horquilla 2 acortada carece de 18
nucledétidos, donde los nucleétidos 113-121 y 126-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y donde se
eliminan los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID NO: 500; donde al menos 10 nucleétidos son
nucleotidos modificados.

[00316] En algunas modalidades, un ARN guia (ARNg) comprende una regidn guia y una region
conservada, la region conservada comprende:

(a) una regién de repeticion/antirrepeticion acortada, donde la regién de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 18-22 nucleoétidos con respecto a la SEQ ID NO: 500, en donde

(i) se eliminan los nucleétidos 38, 41-48, 53-60 y 63; y

(ii) el nucleotido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante al menos 6-10 nucleétidos;

(b) una region de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada carece de 2 nucleétidos, donde se
eliminan los nucleétidos 86 y 91 o se eliminan los nucleétidos 85 y 92 con respecto a la SEQ ID NO:
500;

(c) una region de horquilla 2 acortada, donde la horquilla 2 acortada carece de 18 nucleétidos, donde
los nucledtidos 113-121 y 126-134 estan eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500; y

en donde se eliminan los nucledétidos 144-145 con respecto a SEQ ID NO: 500;

donde al menos 10 nucleotidos son nucleétidos modificados.

[00317] En algunas modalidades, se proporciona un ARN guia (ARNg), el ARNg comprende una
region guia y una region conservada, la regidon conservada comprende uno o mas de:

(a) una region de repeticidn/antirrepeticion acortada, en donde la regién de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 18-22 nucledtidos con respecto a la SEQ ID NO:500, en donde

(i) se eliminan los nucledtidos 37-48 y 53-64; y

(ii) el nucledtido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante al menos 6-10 nucleétidos; o

(b) una regién de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada carece de 2 nucleétidos, donde se
eliminan los nucledtidos 86 y 91 o se eliminan los nucleétidos 85 y 92 con respecto a la SEQ ID NO:
500; o

(c) una region de horquilla 2 acortada, donde la horquilla 2 acortada carece de 18 nucleétidos, donde se
eliminan los nucledtidos 113-121 y 126-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y

en donde se eliminan los nucleétidos 144-145 con respecto a SEQ ID NO: 500;

donde al menos 10 nucledtidos son nucleétidos modificados.

[00318] En modalidades adicionales, la region de repeticion/antirrepeticion acortada, donde la
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region de repeticion/antirrepeticion acortada carece de 22 nucleétidos con respecto a la SEQ ID NO:
500. En modalidades adicionales, el nucleétido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante una secuencia
que comprende la secuencia de nucleétidos UGAAAC. En modalidades adicionales, el nucleétido 36
esta unido al nucleétido 65 por 10 nucleétidos. En modalidades adicionales, el nucleétido 36 se une al
nucledtido 65 mediante una secuencia que comprende la secuencia de nucleétidos UUCGAAAGAC
(SEQ ID NO: 950).
[00319] En algunas modalidades, el ARN guia (ARNg) de la modalidad anterior que comprende
una region guia y una region conservada, la regiéon conservada comprende:
(a) una regién de repeticion/antirrepeticion acortada, donde la regién de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 18-22 nucledétidos, donde
(i) los nucledtidos 37-48 y 53-64 estan eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(ii) el nucleotido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante al menos 6-10 nucleotidos;
(b) una regién de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada no tiene 2 nucleétidos con respecto
ala SEQ ID NO: 500, donde los nucledtidos 86 y 91 se eliminan o los nucleotidos 85 y 92 se eliminan;
(c) una region de horquilla 2 acortada, donde la horquilla 2 acortada carece de 18 nucleétidos, en la que
los nucledtidos 113-121 y 126-134 estan eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500; y
(d) donde los nucleétidos 144-145 se eliminan con respecto a la SEQ ID NO: 500;
donde al menos 10 nucleotidos son nucleétidos modificados.
[00320] En modalidades adicionales, la regién de repeticidon/antirrepeticion acortada, donde la
region de repeticién/antirrepeticion acortada carece de 22 nucleétidos con respecto a la SEQ ID NO:
500. En modalidades adicionales, el nucledétido 36 esta unido al nucledtido 65 mediante una secuencia
que comprende la secuencia de nucleétidos UGAAAC. En modalidades adicionales, el nucleétido 36
esta unido al nucledtido 65 por 10 nucledtidos. En modalidades adicionales, el nucledtido 36 se une al
nucledtido 65 mediante una secuencia que comprende la secuencia de nucleétidos UUCGAAAGAC
(SEQ ID NO: 950).
A. Region de repeticion/antirrepeticion acortada
[00321] En algunas modalidades, un ARNg descrito en la presente comprende una region
conservada que comprende una region de repeticion/antirrepeticion acortada. En algunas modalidades,
la region de repeticion/antirrepeticion comprende una estructura de horquilla entre una primera parte y
una segunda parte de la region de repeticion/antirrepeticion, donde la primera parte y la segunda parte
de la regidn de repeticion/antirrepeticion forman, en conjunto, una parte de duplex.
[00322] En algunas modalidades, una parte conservada de un ARNg descrito en la presente
comprende una regién de tallo superior acortada de la regién de repeticion/ antirrepeticién. En algunas
modalidades, la regién de repeticion/ antirrepeticion comprende un bucle (por ejemplo, un tetrabucle).
[00323] En algunas modalidades, la regién de repeticién/antirrepeticion acortada carece de 2-24
nucledtidos. En algunas modalidades, (i) uno o mas nucledtidos 37-48 y 53-64 se elimina y
opcionalmente uno o mas de los nucledtidos 37-64 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500; y

(ii) el nucledtido 36 se une al nucledtido 65 mediante al menos 4 nucledtidos.

[00324] En algunas modalidades, la regién de repeticion/antirrepeticion acortada carece de 2-24
nucledtidos.
[00325] En algunas modalidades, la regiéon de repeticion/antirrepeticion acortada tiene una

longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o0 50
nucleotidos.
[00326] En algunas modalidades, la region de repeticion- antirrepeticion acortada carece de 12-

24, opcionalmente, 18-24 nucledtidos. En algunas modalidades, la region de repeticion/antirrepeticion
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acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 0 40 nucleédtidos. En algunas
modalidades, la regién de repeticién/antirrepeticion acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33,
o0 34 nucledtidos. En algunas modalidades, la region de repeticion/antirrepeticion acortada tiene una
longitud de 28 nucledtidos. En algunas modalidades, la region de repeticion/antirrepeticién acortada
tiene una longitud de 29 nucledtidos. En algunas modalidades, la regién de repeticion/ antirrepeticiéon
acortada tiene una longitud de 30 nucledtidos. En algunas modalidades, la region de
repeticion/antirrepeticién acortada tiene una longitud de 31 nucleétidos. En algunas modalidades, la
region de repeticidén/antirrepeticion acortada tiene una longitud de 32 nucleétidos. En algunas
modalidades, la region de repeticion/antirrepeticion acortada tiene una longitud de 33 nucleétidos. En

algunas modalidades, la region de repeticion/antirrepeticion acortada tiene una longitud de 34

nucleotidos.
[00327] En algunas modalidades, los nucleétidos 37-64 de la SEQ ID NO: 500 forman el tallo
superior, y se eliminan uno o mas pares de bases del tallo superior de la region de

repeticion/antirrepeticion acortada. En algunas modalidades, el tallo superior de la region de
repeticién/antirrepeticion acortada comprende no mas de uno, dos, tres o cuatro pares de bases. En
algunas modalidades, se eliminan todas las posiciones 38-48 y todas las posiciones 53-63 del tallo
superior de la region de repeticion/antirrepeticion acortada. En algunas modalidades, se eliminan todos
los nucledtidos 37-48 y 53-64 del tallo superior de la regidn de repeticion/antirrepeticion. Como se usa
en el presente documento, "pares de bases" o "nucleétidos con emparejamiento de Watson-Crick"
incluyen cualquier par capaz de formar un par de bases de Watson-Crick, incluidos los pares A-T, A-U,
T-A, U-A, C-G y G-C, y pares que incluyen versiones modificadas de cualquiera de los nucleétidos
anteriores que tienen la misma preferencia de emparejamiento de bases. Como se usa en la presente,
los pares de bases o nucledtidos con emparejamiento de bases también incluyen pares de bases
generados mediante apilamiento de bases, por ejemplo, los nucleétidos 25y 76, 33y 68, 34 y 67,y 37
y 64 en la regién de repeticion/antirrepeticion; y los nucleétidos 78 y 100, y 83 y 94 en la region de
horquilla 1.

[00328] En algunas modalidades, se elimina una o mas de las posiciones 37-48. En algunas

modalidades, se elimina la posicion 37. En algunas modalidades, se elimina la posicion 38.
modalidades, se elimina la posicion 39. En algunas modalidades, se elimina la posicion 40.
modalidades, se elimina la posicion 41. En algunas modalidades, se elimina la posicién 42.
modalidades, se elimina la posicion 43. En algunas modalidades, se elimina la posicién 44.
modalidades, se elimina la posicion 45. En algunas modalidades, se elimina la posicién 46.

modalidades, se elimina la posicién 47. En algunas modalidades, se elimina la posicién 48.

[00329] En algunas modalidades, se elimina una o mas de las posiciones 53-63.

modalidades, se elimina la posicion 53. En algunas modalidades, se elimina la posicién 54.
modalidades, se elimina la posicion 55. En algunas modalidades, se elimina la posicién 56.
modalidades, se elimina la posicion 57. En algunas modalidades, se elimina la posicién 58.
modalidades, se elimina la posicion 59. En algunas modalidades, se elimina la posicion 60.
modalidades, se elimina la posicion 61. En algunas modalidades, se elimina la posicién 62.

modalidades, se elimina la posicién 63. En algunas modalidades, se elimina la posicion 64.

[00330]

En algunas
En algunas
En algunas
En algunas

En algunas

En algunas
En algunas
En algunas
En algunas
En algunas

En algunas

En algunas modalidades, la region de repeticidon/antirrepeticién acortada tiene una parte

de duplex de 11 nucledtidos con emparejamiento de bases de longitud. En algunas modalidades, la

region de repeticion/ antirrepeticion acortada tiene una unica parte de duplex.
[00331]

En algunas modalidades, se eliminan uno o mas de los nucleétidos con emparejamiento

de bases en la region de repeticion/antirrepeticion. En algunas modalidades, uno o mas de nucleétidos
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con emparejamiento de bases se eligen de las posiciones 37 y 53, posiciones 38 y 54, posiciones 39 y
55, posiciones 40 y 56, posiciones 41 y 57, posiciones 43 y 58, posiciones 43 y 59, posiciones 44 y 60,
posiciones 45 y 61, posiciones 46 y 62, posiciones 47 y 63, y posiciones 48 y 64.
[00332] En algunas modalidades, la regién del tallo superior de la region de repeticion
/antirrepeticiéon comprende de 1 a 5 pares de bases.
[00333] En algunas modalidades, el tallo superior de la regién de repeticidn/antirrepeticion
acortada incluye una o mas sustituciones con respecto a la SEQ ID NO: 500.
[00334] En algunas modalidades, una o mas sustituciones son sustituciones conservadoras que
mantienen el o los pares de bases. Por ejemplo, un par G-C se convierte en un par C-G u otro
emparejamiento de base natural o modificado, o un par A-U se convierte en un par U-A u otro
emparejamiento de bases natural o modificado. En algunas modalidades, una o mas sustituciones son
sustituciones conservadoras que intercambian posiciones de nucleétidos con pares de bases (por
ejemplo, un par G-C se convierte en un par C-G, o un par A-U se convierte en un par U-A).
[00335] En algunas modalidades, se sustituye uno o mas de los nucleétidos 49-52 con respecto
a la SEQ ID NO: 500. En algunas modalidades, la region de repeticién/antirrepeticion acortada no se
encuentra sustituida.
[00336] En algunas modalidades, la region de repeticidn/ antirrepeticion acortada tiene 12-22
nucleétidos modificados.
B. Region de horquilla 1 acortada
[00337] En algunas modalidades, un ARNg descrito en la presente comprende una region
conservada que comprende una regidon de horquilla 1 acortada. En algunas modalidades, la region de
horquilla 1 comprende una estructura de horquilla entre una primera parte y una segunda parte de la
region de horquilla 1, en donde la primera parte y la segunda parte forman en conjunto una parte de
duplex.
[00338] En algunas modalidades, un ARNg descrito en la presente comprende una region
conservada que comprende una region de tallo superior acortada de la region de horquilla 1. En algunas
modalidades, la horquilla 1 comprende un bucle (por ejemplo, un tetrabucle).
[00339] En algunas modalidades, la horquilla 1 acortada carece de 2-10 nucleétidos. En algunas
modalidades, la horquilla 1 acortada carece de 2-8 nucleétidos. En algunas modalidades, la horquilla 1
acortada carece de 2-4 nucledtidos. En algunas modalidades, la horquilla acortada carece de 2
nucledtidos. En algunas modalidades, la horquilla acortada carece de 3 nucledtidos. En algunas
modalidades, la horquilla acortada carece de 4 nucledtidos. En algunas modalidades, la horquilla
acortada carece de 5 nucledtidos. En algunas modalidades, la horquilla acortada carece de 6
nucledtidos. En algunas modalidades, la horquilla acortada carece de 7 nucledtidos. En algunas
modalidades, la horquilla acortada carece de 8 nucledtidos. En algunas modalidades, la horquilla
acortada carece de 9 nucledtidos. En algunas modalidades, la horquilla acortada carece de 10
nucledtidos. En algunas modalidades, (i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 82-86 y 91-95 y
opcionalmente se sustituyen una o mas posiciones 82-95 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y (ii)
nucledétido 81 se enlaza al nucledtido 96 mediante al menos 4 nucleétidos.
[00340] En algunas modalidades, donde la regiéon de horquilla 1 acortada carece de 2-10
nucledétidos. En algunas modalidades, la region de horquilla 1 acortada tiene una longitud de 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20 o 21 nucledtidos. En algunas modalidades, en donde la regién de horquilla 1 acortada
tiene una parte de duplex de 7-8 nucleétidos con emparejamiento de bases de longitud. Como se usa
en el presente documento, no se considera que el nucledtido 96 interrumpa la parte duplex de la horquilla

1 cuando uno o mas de los pares de bases 82y 95, 83y 94, 85y 93, y 86 y 92 estan presentes.
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[00341] En algunas modalidades, la regién de horquilla 1 acortada tiene una unica parte de
duplex. En algunas modalidades, en la region de horquilla 1 acortada, las posiciones 78 y 100, y las
posiciones 83 y 94 tienen interacciones de apilamiento de bases y no constituyen una discontinuidad en
la parte de duplex.
[00342] En algunas modalidades, se eliminan uno o dos pares de bases de la regién de horquilla
1 acortada. En algunas modalidades, el tallo de la regién de horquilla 1 acortada comprende uno, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho pares de bases. En algunas modalidades, el tallo de la region de
horquilla 1 acortada tiene una longitud de siete u ocho nucleétidos con emparejamiento de bases.
[00343] En algunas modalidades, se eliminan una o mas de las posiciones 85-86 y uno o mas de
los nucledtidos 91-92 de la regién de horquilla 1 acortada. En algunas modalidades, se eliminan los
nucledtidos 86 y 91 de la regién de horquilla 1 acortada. En algunas modalidades, se eliminan los
nucleotidos 85 y 92 de la region de horquilla 1 acortada. En algunas modalidades, uno o mas de los
nucledétidos 82-95 de la regidn de horquilla 1 acortada se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500.
En algunas modalidades, uno o mas de los nucleétidos 87-91 se sustituyen con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
[00344] En algunas modalidades, la regidn de horquilla 1 acortada no se encuentra sustituida. En
algunas modalidades, la regién de horquilla 1 acortada carece de 6-15 nucleétidos modificados.
C. Region de horquilla 2 acortada
[00345] En algunas modalidades, una parte conservada de un ARNg descrito en la presente
comprende una regién conservada que comprende una region de horquilla 2 acortada. En algunas
modalidades, la region de horquilla 2 acortada comprende una estructura de horquilla entre una primera
parte y una segunda parte de la region de horquilla 2, en donde la primera parte y la segunda parte
forman, en conjunto, una parte de duplex.
[00346] En algunas modalidades, (c) una region de horquilla 2 acortada, donde la horquilla 2
acortada carece de 2-16 nucledtidos. En algunas modalidades, (i) se eliminan uno o mas de los
nucledtidos 113-121 y 126-134 y, opcionalmente, uno o mas de los nucledtidos 113-134 se sustituyen
con respecto a la SEQ ID NO: 500; y (ii) nucledtido 112 se enlaza al nucleétido 135 en al menos 4
nucleotidos.
[00347] En algunas modalidades, una region conservada de un ARNg descrito en la presente
comprende una region de tallo superior acortada de la regién de horquilla 2. En algunas modalidades,
la horquilla 1 comprende un bucle (por ejemplo, un tetrabucle). En algunas modalidades, la region de
horquilla 2 acortada carece de 2-16 nucledtidos. En algunas modalidades, la regién de horquilla 2
acortada tiene una longitud de 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 nucledtidos. En
algunas modalidades, la regién de horquilla 2 acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33 0 34
nucledétidos. En algunas modalidades, se eliminan uno o mas de las posiciones 113-121 y uno o mas de
los nucleétidos 126-134 de la regidn de horquilla 2 acortada.
[00348] La region de horquilla 2 acortada comprende una region no emparejada. La regiéon no
emparejada, los nucledtidos 106-108 y el nucleétido 139 en la cadena opuesta tienen como resultado
una discontinuidad de la parte de duplex dentro de la horquilla 2, lo que brinda dos partes de duplex, los
nucleotidos 102-105 y 140-143, y nucledtidos 109-112 y 135-138.
[00349] En algunas modalidades, la region de horquilla 2 acortada tiene dos partes de duplex. En
algunas modalidades, la region de horquilla 2 acortada tiene una parte de duplex de 4 nucleétidos con
emparejamiento de bases de longitud. En algunas modalidades, la region de horquilla 2 acortada tiene
una parte duplex de 4-8 nucleotidos con emparejamiento de bases de longitud. En algunas modalidades,

la region de horquilla 2 acortada tiene una parte de duplex de 4-6 nucle6tidos con emparejamiento de
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bases de longitud. En algunas modalidades, el tallo superior de la region de horquilla 2 acortada
comprende uno, dos, tres o cuatro pares de bases. En algunas modalidades, se elimina al menos un par
de nucleétidos 113 y 134, nucledtidos 114 y 133, nucleétidos 115 y 132, nucleétidos 116 y 131,
nucledtidos 117 y 130, nucledtidos 118 y 129, los nucledtidos 119 y 128, los nucleétidos 120 y 127 y los
nucledtidos 121 y 126. En algunas modalidades, se eliminan todas las posiciones 113 a 121y 126 a 134
de la region de horquilla 2 acortada.
[00350] En algunas modalidades, uno o mas de los nucledtidos 113 a 134 de la region de horquilla
2 acortada se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500. En algunas modalidades, uno o mas de los
nucleotidos 122-125 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500.
[00351] En algunas modalidades, la regién de horquilla 2 acortada no se encuentra sustituida. En
algunas modalidades, la regién de horquilla 2 acortada tiene 6-15 nucleétidos modificados.
D. 3' de cola
[00352] En algunas modalidades, el ARNg comprende una cola 3'. En algunas modalidades, la
cola 3' tiene una longitud de 1 a 20 nucledtidos y estda unida mediante un enlace fosfodiéster o
fosforotioato al extremo 3' de la regidén conservada de un ARNg. En algunas modalidades, la cola 3'
comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 nucledtidos. En algunas modalidades, la cola 3' comprende 1, 2,
3, 4 o0 5 nucledtidos. En algunas modalidades, la cola 3' comprende 1 o 2 nucleétidos.
[00353] En algunas modalidades, la cola 3' tiene una longitud de 1-10 nucledétidos, 1-5
nucledétidos, 1-4 nucledtidos, 1-3 nucleétidos y 1-2 nucleétidos. En algunas modalidades, la cola 3’
comprende alrededorde 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 nucledtidos. En algunas modalidades, la cola 3' tiene
una longitud de 1 nucledtido. En algunas modalidades, la cola 3' tiene una longitud de 2 nucledtidos. En
algunas modalidades, la cola 3' tiene una longitud de 3 nucledtidos. En algunas modalidades, la cola 3'
tiene una longitud de 4 nucledtidos. En algunas modalidades, la cola 3' tiene una longitud de 1 a 2
nucleotidos.
[00354] En algunas modalidades, la cola 3' termina con un nucleétido que comprende un uracilo
o uracilo modificado. En algunas modalidades, la cola 3' tiene una longitud de 1 nucledétido. En algunas
modalidades, la cola 3' consiste en un nucleétido que comprende un uracilo o uracilo modificado. En
algunas modalidades, en donde la cola 3' comprende una modificacion de uno cualquiera o mas de los
nucledtidos presentes en la cola 3'. En modalidades adicionales, donde la modificacion de la cola 3' es

uno o mas de nucledtidos modificados con 2'-O-metilo (2'-OMe) y un enlace fosforotioato (PS) entre

nucledtidos.
[00355] En algunas modalidades, la cola 3' esta completamente modificada.
[00356] En algunas modalidades, el nucleétido 3' del ARNg es un nucledtido que comprende un

uracilo o un uracilo modificado.

[00357] En algunas modalidades, uno o mas de los nucledtidos 144 y 145 se encuentran
eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500. En algunas modalidades, se eliminan ambos nucleétidos
144 y 145 con respecto a la SEQ ID NO: 500.

[00358] En algunas modalidades, el ARNg no comprende una cola 3’. En algunas modalidades,
el extremo 3' de la guia, que no comprende una cola 3', termina con un nucleétido que comprende un
uracilo o uracilo modificado. En algunas modalidades, la cola 3' consiste en un nucleétido que
comprende un uracilo o uracilo modificado. En algunas modalidades, el nucleétido terminal 3' es un
nucledtido modificado. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' es uno o mas de
nucleétidos modificados con 2'-O-metilo (2'-OMe) y un enlace fosforotioato (PS) entre el nucleétido
terminal y el penultimo nucledtido.

[00359] En algunas modalidades, el extremo 3', es decir, el extremo de la horquilla 2 sin una cola
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adicional o el extremo de la cola 3', comprende o comprende adicionalmente una o mas modificaciones,
por ejemplo, un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos, un nucleétido modificado con 2'-OMe, un
nucledtido modificado con 2'-O-moe, un nucledtido modificado con 2'-F, un nucleétido modificado
abasico invertido y una combinacién de estos. En algunas modalidades, el extremo 3' comprende o
comprende adicionalmente una o mas modificaciones, por ejemplo, un enlace de fosforotioato (PS) entre
nucledtidos, un nucleétido modificado con 2'-OMe, un nucleétido modificado con 2'-F y combinaciones
de estos. En algunas modalidades, el extremo 3' comprende un enlace de fosforotioato (PS) entre los
nucleodtidos 141y 142, y 142 y 143; un nucleétido modificado con 2'-OMe en cada una de las posiciones
142 y 143.
[00360] En algunas modalidades, el extremo 3', es decir, el extremo de la horquilla 2 sin cola
adicional o el extremo de la cola 3', comprende o comprende ademas uno o mas enlaces de fosforotioato
(PS) entre nucledtidos. En algunas modalidades, el extremo 3' comprende o comprende también uno o
mas nucleétidos modificados con 2'-OMe. En algunas modalidades, el extremo 3' comprende o
comprende también uno o mas nucledtidos modificados con 2'-O-moe. En algunas modalidades, el
extremo 3' comprende o comprende también uno o mas nucleétidos modificados con 2'-F. En algunas
modalidades, el extremo 3' comprende o comprende también uno o mas nucledétidos modificados
abasicos invertidos. En algunas modalidades, el extremo 3' comprende o comprende también una o mas
modificaciones de extremo protectoras. En algunas modalidades, el extremo 3' comprende o comprende
también una combinaciéon de uno o mas enlaces de fosforotioato (PS) entre nucleétidos, un nucledtido
modificado con 2'-OMe, un nucleoétido modificado con 2'-O-moe, un nucleétido modificado con 2'-F y un
nucleotido modificado abasico invertido.
E. Secuencia guia
[00361] En algunas modalidades, el ARNg también comprende una secuencia guia. En algunas
modalidades, la secuencia guia comprende 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos, opcionalmente 22, 23,
24 o 25 nucledtidos desde 5' hasta el nucledtido mas 5 con respecto a la regiéon de
repeticion/antirrepeticion. En algunas modalidades, la secuencia guia comprende 22, 23, 24, 25 o0 mas
nucledétidos. En algunas modalidades, la secuencia guia tiene una longitud de 24 nucledétidos. En algunas
modalidades, la secuencia guia tiene una longitud de 23 nucleétidos. En algunas modalidades, la
secuencia guia tiene una longitud de 22 nucledtidos. En algunas modalidades, la secuencia guia tiene
una longitud de 21 nucleétidos. En algunas modalidades, la secuencia guia tiene una longitud de 20
nucleotidos.
[00362] En algunas modalidades, la regién guia tiene (i) una insercidén de un nucleétido o una
eliminacion de 1-4 nucledtidos entre las posiciones 1-24 con respecto a la SEQ ID NO: 500, o (ii) una
longitud de 24 nucledtidos.
[00363] En algunas modalidades, la seleccion de la secuencia guia se determina en funcién de
secuencias objetivo dentro del gen de interés para la edicion. Por ejemplo, en algunas modalidades, el
ARNg comprende una secuencia guia que es complementaria a las secuencias objetivo de un gen de
interés.
[00364] En algunas modalidades, la secuencia objetivo en el gen de interés puede ser
complementaria a la secuencia guia del ARNg. En algunas modalidades, el grado de complementariedad
o identidad entre una secuencia guia de un ARNg y su correspondiente secuencia objetivo en el gen de
interés puede ser aproximadamente 90 %, 95 % o 100 %. En algunas modalidades, la region guia de un
ARNg y la regién objetivo de un gen de interés pueden ser 100 % complementarias o idénticas. En otras
modalidades, la secuencia guia de un ARNg y la secuencia objetivo de un gen de interés pueden

contener al menos un emparejamiento incorrecto. Por ejemplo, la secuencia guia de un ARNg vy la
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secuencia objetivo de un gen de interés pueden contener 1, opcionalmente, 2 o 3 mal emparejamientos,
donde la longitud total de la secuencia objetivo es al menos aproximadamente 22, 23, 24 o mas
nucledtidos. En algunas modalidades, la secuencia guia de un ARNg y la regién objetivo de un gen de
interés pueden contener 1, opcionalmente, 2 o 3 mal emparejamientos donde la secuencia guia
comprende alrededor de 24 nucleétidos. En determinadas modalidades, la secuencia guia no contiene
emparejamientos incorrectos, es decir, es completamente complementaria con la secuencia objetivo. El
extremo 5' puede comprender nucleétidos que no se consideran regiones guia (es decir, no funcionan
para dirigir una proteina Cas9 a un acido nucleico objetivo).

ll. ARN guia modificado (ARNg)

[00365] En el presente documento se describen ARN que comprenden modificaciones en
diversas posiciones. En algunas modalidades, una posicion de un ARNg que comprende una
modificacion se modifica con uno cualquiera 0 mas de los siguientes tipos de modificaciones. El término
"ARNg modificado" generalmente se refiere a un ARNg que tiene una modificacién en la estructura
quimica de una o mas de las bases, el azucar, el enlace de fosfodiéster o las partes de la estructura

principal, incluidos los fosfatos de nucleétidos, todo como se detalla y ejemplifica en la presente.

[00366] En algunas modalidades, la region guia del ARNg comprende la menos un nucledétido
modificado.
[00367] En algunas modalidades, la region guia del ARNg comprende al menos dos nucleétidos

modificados, opcionalmente al menos cuatro nucleétidos modificados, en donde cada modificacién,
independientemente, comprende opcionalmente un nucleétido modificado seleccionado de nucledtido
modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), nucleétido modificado con 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), un
nucledtido modificado con 2'-fluoro (2'-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos, un
nucleotido modificado abasico invertido o combinaciones de estos.

[00368] En algunas modalidades, la regién guia del ARNg comprende 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10,
11 0 12 nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la region guia del ARNg comprende 1,2 0 3
nucleotidos modificados. En algunas modalidades, la region guia del ARNg comprende 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11 0 12 nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la region guia del ARNg comprende 6, 7,
8,9, 10, 11 o0 12 nucledtidos modificados.

[00369] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacién en el extremo 5'. En
algunas modalidades, el ARNg comprende adicionalmente una modificacién en el extremo 3'.

[00370] En algunas modalidades, la regidon guia no comprende un nucleétido modificado 3' de los
primeros tres nucleétidos de la regidon guia.

[00371] En algunas modalidades, la region guia no comprende un nucledtido modificado.
[00372] En algunas modalidades, donde el ARNg comprende una modificacion de extremo 3'. En
algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacién en la regién de tallo superior de la region
de repeticidon/antirrepeticion. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en la region
de horquilla 1. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en la regién de horquilla
2. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacién en el extremo 3' y comprende una
modificacion en la region de tallo superior de la regién de repeticion/antirrepeticion. En algunas
modalidades, el ARNg comprende una modificacién de extremo 3', y una modificacion en la region de
horquilla 1. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion de extremo 3', y una
modificacion en la region de horquilla 2. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion
de extremo 5', y comprende una modificacion en la region de tallo superior de la regiéon de
repeticion/antirrepeticion. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion de extremo

5', y una modificacion en la regién de horquilla 1. En algunas modalidades, el ARNg comprende una
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modificacion de extremo 5', y una modificacion en la region de horquilla 2. En algunas modalidades, el
ARNg comprende una modificacion en el extremo 5', una modificacion en la region de tallo superior de
la regidn de repeticion/antirrepeticion, y una modificacion en el extremo 3'. En algunas modalidades, el
ARNg comprende una modificacién del extremo 5', una modificacion en la regién de horquilla 1 y una
modificacion en el extremo 3'. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacién en el
extremo 5', una modificacion en la region de horquilla 1, una modificacion en la region de horquilla 2 y
una modificacion en el extremo 3'. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en el
extremo 5', una modificacion en la region de repeticién/antirrepeticion, una modificacién en la region de
horquilla 1, una modificacién en la region de horquilla 2 y una modificacion de extremo 3'.
[00373] En algunas modalidades, el ARNg no comprende una modificacion en la posicion 76. En
algunas modalidades, el ARNg no comprende una modificaciéon de PS en la posicion 76, es decir, una
modificacion de PS entre los nucleotidos 76 y 77.
[00374] En algunas modalidades, el ARNg comprende una o mas, es decir, 1, 2, 3 0 4
modificaciones en las posiciones 106-109. En algunas modalidades, el ARNg comprende modificaciones
en las posiciones 106-109. En algunas modalidades, la modificacion comprende un nucledtido
modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me)
[00375] En algunas modalidades, la ARNg comprende un nucleétido modificado con 2'-O-metilo
(2'-O-Me). En algunas modalidades, el ARNg comprende un nucleétido modificado con 2'-O-(2-
metoxietil) (2'-O-moe). En algunas modalidades, el ARNg comprende un nucleétido modificado con 2'-
fluoro (2'-F). En algunas modalidades, el ARNg comprende un enlace de fosforotioato (PS) entre
nucleotidos.
[00376] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacién en el extremo 5', una
modificacion con el extremo 3', o una modificacion en el extremo 5' y 3, tal como una modificaciéon de
extremo protectora. En algunas modalidades, la modificacién en el extremo 5' comprende un enlace de
fosforotioato (PS) entre nucledtidos. En algunas modalidades, la modificacion en el extremo 5'
comprende un nucledtido modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me), 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), o 2'-fluor
(2'-F). En algunas modalidades, la modificacion en el extremo 5' comprende al menos un enlace de
fosforotioato (PS) y uno o mas de un nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me), 2'-O-(2-
metoxietilo) (2'-O-moe) o 2'-fluoro (2'-F). La modificacion del extremo puede comprender una
modificacion con fosforotioato (PS), 2'-O-metilo (2'-O-Me), 2'-O-(2-metoxietilo) (2'-O-moe) o 2'-fluoro (2'-
F). Las modificaciones de extremos equivalentes también estdn abarcadas por las modalidades
descritas en el presente documento. En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion
terminal en combinacion con una modificacién de una o mas regiones del ARNg.
[00377] En las Tablas 1-2 se muestran ejemplos de patrones de modificaciones. En determinadas
modalidades, los ejemplos de modificaciones incluyen patrones de modificaciones que se muestran en
las Tablas 1-2 en las que se eliminan las colas 3', cuando estan presentes. A continuacion, se analizan
ejemplos de patrones adicionales.
Tipos de modificaciones quimicas descritas en este documento
Modificaciones con 2'-O-metilo
[00378] Se cree que los azucares modificados controlan el fruncimiento de los anillos de azucar
de los nucleétidos, una propiedad fisica que influye en la afinidad de union de los oligonucledétidos por
las cadenas complementarias, la formacién de duplex y la interaccion con las nucleasas. Por tanto, las
sustituciones de los anillos de azucar pueden alterar la conformacion y el fruncimiento de estos azucares.
Por ejemplo, las modificaciones con 2'-O-metilo (2'-OMe) pueden aumentar la afinidad de unién y la

estabilidad de la nucleasa de los oligonucleétidos, aunque, como se muestra en los ejemplos, el efecto
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de cualquier modificaciéon en una posicién determinada en un oligonucleétido debe determinarse
empiricamente.
[00379] Los términos "mA", "mC", "mU" o "mG" pueden usarse para indicar un nucleétido que ha
sido modificado con 2'-OMe.
[00380] Un ribonucleétido y un ribonucleétido modificado con 2'-O-metilo se pueden representar

de la siguiente manera:

o .1‘0

Base
7..-«*G-a_| \lf o_ Base
O OH O OCH;
ARN 2'-0O-Me

Modificaciones con 2'-0-(2-metoxietilo)
[00381] En algunas modalidades, la modificacién puede ser 2'-O-(2-metoxietilo) (2'-O-moe). Un

ribonucledétido con modificaciéon 2'-O-moe se puede representar de la siguiente manera:

¢
0O B
R
? On"ome
MOE
[00382] Es posible utilizar los términos "moeA", "moeC", "moeU" o "moeG" para indicar un
nucleétido modificado con 2’-O-moe.
Modificaciones con 2'-fluoro
[00383] Otra modificacién quimica que se ha demostrado que influye en los anillos de azucar de

nucledtidos es la sustitucion de halégeno. Por ejemplo, la sustitucién de 2'-fluoro (2'-F) en los anillos de
azucar de nucledtidos puede aumentar la afinidad de unién de oligonucleétidos y la estabilidad de la
nucleasa.

[00384] En esta solicitud, los términos "fA", "fC", "fU" o "fG" se pueden usar para indicar un

nucledtido que ha sido sustituido con 2'-F.

[00385] Un ribonucledtido sin y con sustitucién 2'-F se puede representar de la siguiente manera:
4 !
1, Ly
O Base O Base
—~0—
O OH 0O F
: =;
ARN 2'F- ARN
Composicidn natural de ARMN Sustitucidn con 2F

Modificaciones con fosforotioato

[00386] Un enlace o enlace fosforotioato (PS) se refiere a un enlace donde un azufre se sustituye
por un oxigeno fosfato sin puente en un enlace fosfodiéster, por ejemplo, entre nucleétidos. Cuando se
usan fosforotioatos para generar oligonucleétidos, los oligonucleétidos modificados también pueden

denominarse S-oligos.
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[00387] Se puede utilizar un ™" para representar una modificacion de PS. En esta solicitud, los
términos A*, C*, U* o G* pueden usarse para indicar un nucleétido que esta unido al siguiente nucleétido
(por ejemplo, 3') con un enlace de PS. A lo largo de la presente solicitud, las modificaciones con PS se
agrupan con el nucledétido cuyo carbono 3' se enlaza al fosforotioato; de esta manera, indicar que una
modificacion de PS se encuentra en la posicion 1 significa que el fosforotioato se enlaza al carbono 3'
del nucleétido 1 y el carbono 5' del nucledtido 2.

[00388] En la presente solicitud, los términos "mA*", "mC*", "mU*" o "mG™*" pueden usarse para
indicar un nucleédtido que ha sido sustituido con 2'-OMe y que esta unido al siguiente (por ejemplo, 3')
nucledtido con un enlace de PS, al que a veces se le puede denominar "enlace de PS". De manera
similar, los términos "fA*", "fC*", "fU*" o "fG™ pueden usarse para indicar un nucleétido que ha sido
sustituido con 2'-F y que esta unido al siguiente (por ejemplo, 3') nucleétido con un enlace de PS. Los
equivalentes de un enlace o enlace de PS estan abarcados por las modalidades descritas en el presente
documento.

[00389] El siguiente diagrama muestra la sustitucién de S- por un oxigeno de fosfato sin puente,

generando un enlace de PS en lugar de un enlace de fosfodiéster:

1

L) L)

O 0 Base O 0 Base
0 X 0 X
0=P-0 0=pP-5
O\#’ DHBase \L; GH‘EHSE
o X o X
FDSfDFDl;jiéStEF Fusfnrutiu:?atu (PS)

Enlace de fosforodiéster Enlace de fosforotioato (PS)
natural de ARN modificado

Modificaciones abasicas invertidas

[00390] Los nucleétidos abasicos se refieren a aquellos que carecen de bases nitrogenadas. La
siguiente figura representa un oligonucleétido con un sitio abasico (en este caso, mostrado como
apurinico; un sitio abasico también podria ser un sitio apirimidinico, donde la descripcion del sitio abasico
tipicamente hace referencia al par de bases de Watson-Crick; por ejemplo, un sitio apurinico se refiere
a un sitio que carece de una base nitrogenada y normalmente se emparejaria con un sitio pirimidinico)
gue carece de una base, en donde la base puede estar sustituida por otro resto en la posicion 1' del
anillo furano (por ejemplo, un grupo hidroxilo, como se muestra a continuacion, para formar un sitio

ribosa o desoxirribosa, como se muestra a continuacién, o un hidrégeno):



10

15

20

25

D-\_ OH
Sitio apurinico

Q. Jﬁa 58

[00391] Las bases invertidas se refieren a aquellas con enlaces que estan invertidos con respecto

al enlace normal de §' a 3' (es decir, un enlace de 5' a 5' o un enlace de 3' a 3'). Por ejemplo:

- 0. Basae ;' ‘“5‘: Base
0 X | o L
O=p-0 ‘f— 0=P-0
':".\ _.__DH_E‘aS"‘-* " a
? X I hd "OH
Enlace de Enlace de oligonucledtido Enlace invertido 3' con
oligonucledtido normal invertido 5' sitio abasico invertido
3" sustituido con H
[00392] Un nucleétido abasico se puede unir con un enlace invertido. Por ejemplo, un nucleétido

abasico se puede unir al nucleétido de extremo 5' a través de un enlace §' a 5', o se puede unir un
nucledtido abasico al nucleétido de extremo 3' a través de un enlace 3' a 3'. Un nucledtido abasico
invertido en el nucledétido de extremo 5' 0 3' también puede denominarse casquete de extremo abasico
invertido. En esta solicitud, los términos "inv" indican un enlace de nucledtido abasico invertido.
Desoxirribonucleétidos

[00393] Un desoxirribonucleétido (en el que el azucar comprende una posicion 2'-desoxi) se
considera una modificacion en el contexto de un ARNg, en el sentido de que el nucleétido se modifica
con respecto al ARN estandar mediante la sustitucion de un protdn por un hidroxilo en la posicién 2'. A
menos que se indique lo contrario, una modificacion de desoxirribonucleétido en una posicién que es U
en un ARN no modificado también puede comprender la sustitucién de la nucleobase U por una T.
Analogo de ribosa biciclica

[00394] Los analogos de ribosa biciclicos de ejemplo incluyen acido nucleico bloqueado (LNA),
ENA, acido nucleico puenteado (BNA) u otras modificaciones similares a LNA. En algunos casos, un
analogo de ribosa biciclico tiene las posiciones 2'y 4' conectadas a través de un enlazador. El enlazador
puede ser de formula -X-(CH2),.donde nes 10 2; Xes O, NR o S; y R es H o alquilo C1.3, por ejemplo,
metilo. Los ejemplos de analogos de ribosa biciclicos incluyen LNA que comprenden una estructura
biciclica 2'-O-CH,-4' (oxi-LNA) (véanse los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226); 2'-NH-CH»-4' o
2'-N(CHs3)-CH2-4' (amino-LNA) (Singh et al., J. Org. Chem.63:10035-10039 (1998) Singh et al.,J. Org.
Chem.63:6078-6079 (1998)); y 2'-S-CH2-4' (tio-LNA) (Singh et al.,J. Org. Chem.63:6078-6079 (1998);
Kumar et al., Biorg. Med. Chem. Lett. 8:2219-2222 (1998)).

ENA
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[00395] Una modificacion ENA se refiere a un nucleétido que comprende una modificacion de 2'-
0,4'-C-etileno. A continuacién, se muestra una estructura ejemplar de un nucleétido ENA, en la que las
lineas onduladas indican conexiones a los nucleétidos adyacentes (o posiciones terminales, segun sea
el caso, en el entendido de que, si el nucleétido terminal 3' es un nucledtido ENA, la posicién 3' puede
comprender un hidroxilo en lugar de un fosfato). Para una discusién mas detallada sobre los nucleétidos
de ENA, véase, por ejemplo, Koizumi et al., Nucleic Acids Res. 31: 3267-3273 (2003).

UNA

[00396] Una UNA o modificacion de acido nucleico desbloqueado se refiere a un nucledtido que
comprende una modificacién de 2',3'-seco-ARN, en la que los carbonos 2' y 3' no estdn unidos
directamente entre si. A continuacion, se muestra una estructura de ejemplo de un nucledtido UNA, en
la que las lineas onduladas indican conexiones con los fosfatos adyacentes o modificaciones que
reemplazan a los fosfatos (o posiciones terminales, segun sea el caso). Para una discusion mas

detallada sobre los nucleétidos UNA, véase, por ejemplo, Snead et al., Molecular Therapy 2: €103,

doi:10.1038/mtna.2013.36 (2013).
Oko ?
0o OH
3

[00397] Una modificacion de base es cualquier modificacion que altera la estructura de una

Mucleobases

Modificaciones basicas

nucleobase o su enlace a la estructura principal, incluida la isomerizacién (como en la pseudouridina).
En algunas modalidades, una modificacion de base incluye inosina. En algunas modalidades, una
modificacion comprende una modificacion de base que reduce la actividad de la ARN endonucleasa, por
ejemplo, interfiriendo con el reconocimiento de un sitio de escision por una RNasa o estabilizando una
estructura de ARN (por ejemplo, estructura secundaria) que disminuye la accesibilidad de un sitio de
escision a una RNasa. Las modificaciones de bases de ejemplo que pueden estabilizar las estructuras
de ARN son la pseudouridina y la 5-metilcitosina. Véase Peacock et al., J Org Chem. 76: 7295-7300
(2011). En algunas modalidades, una modificacion de bases puede aumentar o disminuir la temperatura
de fusién (Tm) de un acido nucleico, por ejemplo, aumentando el enlace de hidrégeno en un par de
bases de Watson-Crick, formando un par de bases no candénico o creando un par de bases no
coincidentes.

[00398] Las modificaciones anteriores y sus equivalentes estan incluidas dentro del alcance de
las modalidades descritas en el presente documento.

Modificaciones del extremo de 3'

[00399] En algunas modalidades, se modifican los nucleétidos terminales (es decir, ultimos) 1, 2,
3, 0 4, opcionalmente los nucledtidos 5, 6 o 7 en el extremo 3'. A lo largo de la presente, se puede hacer

referencia a esta modificacion como una "modificacién de extremo 3". En algunas modalidades, los
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nucleotidos terminales (es decir, los ultimos) 1, 2, 3 o 4, opcionalmente los nucleétidos 5, 6 o 7 en el
extremo 3' comprenden mas de una modificacién. En algunas modalidades, se modifican al menos uno
de los nucleétidos terminales (es decir, ultimos) 1, 2, 3 o0 4, opcionalmente 5, 6 o 7 nucleétidos en el
extremo 3'. En algunas modalidades, al menos dos de los nucledtidos terminales (es decir, ultimos), 1,
2, 3 04, opcionalmente los nucleétidos 5, 6 o 7 en la region de extremo 3' estan modificados. En algunas
modalidades, al menos tres de los nucledtidos terminales (es decir, ultimos), 1, 2, 3 0 4, opcionalmente
los nucledtidos 5, 6 o 7 en la region de extremo 3' estan modificados. En algunas modalidades, la
modificacion comprende un enlace de PS. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' es
una modificacion del extremo protector 3'. En algunas modalidades, la modificaciéon del extremo 3'
comprende una modificacion del extremo protector 3'.
[00400] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende un nucleétido
modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-O-Me), un nucleétido
modificado con 2’-O-(2-metoxietil) (2’-O-moe), un nucleétido modificado con 2’-fluor (2’-F), un enlace de
fosforotioato (PS) entre nucleétidos, o un nucleétido modificado abasico invertido, opcionalmente, donde
el ARNg comprende al menos dos modificaciones de extremo 3' independientemente seleccionadas del
nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-OMe), nucleétido modificado con 2’-O-(2-metoxietilo) (2°-O-
moe), un nucleétido modificado con 2'-fluor (2'-F), un enlace de fosforotioato (PS) y un nucleétido
modificado abasico invertido.
[00401] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas
un nucledtido modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me).
[00402] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende también
un nucledétido modificado con 2'-fluoro (2'-F).
[00403] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas
un enlace fosforotioato (PS) entre nucledtidos.
[00404] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende
adicionalmente un nucleétido modificado abasico invertido.
[00405] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende
adicionalmente un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-O-Me) y un enlace de fosforotioato (PS)
entre nucledtidos.
[00406] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas
una modificacion de cualquiera de uno o mas de los ultimos 1, 2, 3 0 4, opcionalmente los nucleétidos
5, 6 o 7. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende también un
nucleétido modificado. En algunas modalidades, la modificacién del extremo 3' comprende o comprende
también dos nucleétidos modificados. En algunas modalidades, la modificaciéon del extremo 3'
comprende o comprende también tres nucleétidos modificados. En algunas modalidades, la modificacion
del extremo 3' comprende o comprende también cuatro nucledtidos modificados. En algunas
modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende también cinco nucledtidos
modificados. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende también
seis nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o
comprende también siete nucle6tidos modificados.
[00407] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende
adicionalmente una modificacion de 1-7 o 14 nucledtidos.
[00408] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas
modificaciones de 1, 2, 3 0 4, opcionalmente 5, 6 o 7 nucleétidos en el extremo 3' del ARNg.

[00409] En algunas modalidades, la modificacion de extremo 3' comprende o comprende también
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las modificaciones de alrededor de 1-3, 1-4 o 1-5 nucledtidos en el extremo 3' del ARNGg.
[00410] En algunas modalidades, la modificacién del extremo 3' comprende o comprende ademas
uno cualquiera o mas de los siguientes: un enlace fosforotioato (PS) entre nucleétidos, un nucleétido
modificado con 2'-O-Me, un nucledétido modificado con 2'-O-moe, un nucledtido modificado con 2'-F, un
nucleétido modificado abasico invertido y una combinacion de estos.
[00411] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas
1, 2, 3 0 4, opcionalmente 5, 6 o0 7 enlaces de PS entre nucledtidos.
[00412] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende también
al menos un nucleétido modificado con 2'-F, 2'-O-Me, 2'-O-moe o abasico invertido. En algunas
modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas un enlace de PS, en
donde el enlace esta entre el Ultimo y el penultimo nucledtido. En algunas modalidades, la modificacion
del extremo 3' comprende o comprende ademas dos enlaces PS entre los ultimos tres nucledétidos. En
algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende también cuatro enlaces
de PS entre los ultimos cuatro nucledtidos.
[00413] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 3' comprende o comprende también
enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los ultimos cuatro nucleétidos. En algunas modalidades,
la modificacion de extremo 3' comprende o comprende también enlaces de PS entre cualesquiera uno
0 mas de los ultimos tres nucleétidos. En algunas modalidades, la modificacién de extremo 3' comprende
o comprende también enlaces de PS entre uno o mas de los ultimos 2, 3, o 4, opcionalmente 5,6 0 7
nucledtidos.
[00414] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas
una modificacion de uno o mas de los ultimos 1-4, opcionalmente 1-7 nucleétidos, en donde la
modificacion es un enlace de PS, nucledtido abasico invertido, 2'-OMe, 2'-O-moe, 2'-F, o combinaciones
de estos.
[00415] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas
una modificacion del ultimo nucledtido con 2'-OMe, 2'-O-moe, 2'-F o combinaciones de estos, y
opcionalmente uno o dos enlaces de PS al siguiente nucleétido o el primer nucleétido del extremo 3'.
[00416] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 3' comprende o comprende ademas
una modificaciéon del ultimo o pendultimo nucleétido con 2'-OMe, 2'-O-moe, 2'-F, o combinaciones de
estos, y opcionalmente uno 0 mas enlaces de PS.
[00417] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 3' comprende o comprende también
una modificacién del ultimo, penultimo o antepenultimo nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2-F o
combinaciones de estos, y opcionalmente uno 0 mas enlaces de PS.
[00418] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 3' comprende o comprende también
una modificacion del ultimo, penultimo, antepenultimo o anterior al antependultimo nucleétido con 2’-OMe,
2’-O-moe, 2’-F o combinaciones de estos, y opcionalmente uno o mas enlaces de PS.
[00419] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 3' comprende o comprende también
una modificaciéon del ultimo, penultimo, antepenultimo, anterior al antepenultimo o quinto al ultimo
nucleotido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F o combinaciones de estos, y opcionalmente uno o mas enlaces
de PS.
[00420] En algunas modalidades, el ARNg que comprende una modificacion del extremo 3'
comprende o comprende ademas una cola 3', en donde la cola 3' comprende una modificacion de uno
cualquiera o mas de los nucleétidos presentes en la cola 3'. En algunas modalidades, la cola 3' esta
completamente modificada. En algunas modalidades, la cola 3' comprende 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 1-
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nucleotidos estan modificados. En algunas modalidades, la cola 3' comprende 1-4 nucleétidos,
opcionalmente 1-2 nucledtidos.
[00421] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacion en
el extremo 3', en donde la modificacion del extremo 3' comprende la modificacion del extremo 3' como
se muestra en cualquiera de las SEQ ID NO: En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que
comprende una modificacion del extremo 5', en donde la modificacién del extremo 5' comprende una
modificacion del extremo 5' como se muestra en cualquiera de las SEQ ID NO: 4-9y 301-494. En algunas
modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacion del extremo protector 3'.
[00422] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en el extremo 5' y una
modificacion en el extremo 3'.
Modificaciones en el extremo 5'
[00423] En algunas modalidades, el extremo 5' esta modificado, por ejemplo, los primeros 1, 2, 3
0 4, opcionalmente 5, 6 o 7 nucledtidos del ARNg se encuentran modificados. A lo largo de la presente,
se puede hacer referencia a esta modificacion como una "modificacion de extremo 5". En algunas
modalidades, los primeros 1, 2, 3 0 4, opcionalmente 5, 6 o 7 nucledtidos del extremo 5' comprenden
mas de una modificacion. En algunas modalidades, al menos uno de 1, 2, 3 0 4, opcionalmente 5,6 0 7
nucledétidos de extremo (es decir, primeros) en el extremo 5' se encuentran modificados. En algunas
modalidades, al menos dos de los 1, 2, 3 o0 4, opcionalmente 5, 6 o 7 nucleétidos de extremo en el
extremo 5' se encuentran modificados. En algunas modalidades, al menos tres de los 1, 2, 3 o 4,
opcionalmente 5, 6 o 7 nucledtidos terminales en la regién de extremo 5' se encuentran modificados. En
algunas modalidades, la modificacién del extremo 5' es una modificacion de extremo protector 5'.
[00424] En algunas modalidades, se modifican ambas regiones terminales 5' y 3' del ARNg. En
algunas modalidades, solo se modifica la region de extremo 5' del ARNg. En algunas modalidades, solo
se modifica el extremo 3' de la regién conservada de un ARNg.
[00425] En algunas modalidades, el ARNg comprende modificaciones en 1, 2, 3 o 4,
opcionalmente 5, 6 o 7 de los primeros 4 nucledtidos, opcionalmente los primeros 7 nucleétidos en una
region de extremo 5' del ARNg. En algunas modalidades, el ARNg comprende las modificaciones en 1,
2,3 04, opcionalmente 5, 6 o 7 de los 4 nucledtidos de extremo, opcionalmente 7 nucledtidos de extremo
en un extremo 3'. En algunas modalidades, se modifican 1, 2, 3 0 4 de los primeros 4 nucleétidos en el
extremo 5', 0 1, 2, 3 0 4 de los 4 nucledtidos en el extremo 3'. En algunas modalidades, 2, 3 0 4 de los
primeros 4 nucledétidos en el extremo 5' se enlazan con enlaces de fosforotioato (PS).
[00426] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' o del extremo 3' comprende una
modificacion con 2'-O-metilo (2'-O-Me) o 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe). En algunas modalidades, la
modificacion comprende una modificacion con 2'-fluoro (2'-F) de un nucleétido. En algunas modalidades,
la modificacion comprende un enlace fosforotioato (PS) entre nucledtidos. En algunas modalidades, la
modificacion comprende un nucledtido abasico invertido. En algunas modalidades, la modificacién
comprende una modificacion de extremo protectora. En algunas modalidades, la modificacion
comprende mas de una modificacion seleccionada entre modificacion del extremo protector, 2'-O-Me,
2'-O-moe, 2'-fluoro (2'-F), un enlace fosforotioato (PS) entre nucledtidos y un nucleétido abasico
invertido. En algunas modalidades, se abarca una modificacién equivalente.
[00427] En algunas modalidades, el ARNg comprende uno o mas enlaces fosforotioato (PS) entre
los primeros uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete nucleétidos en el extremo 5. En algunas
modalidades, el ARNg comprende uno o mas enlaces de PS entre los ultimos uno, dos, tres o cuatro,
opcionalmente cinco, seis o siete nucledtidos en el extremo 3'. En algunas modalidades, el ARNg
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o siete nucledtidos en el extremo 3'y los primeros uno, dos, tres o cuatro, opcionalmente cinco, seis o
siete nucleétidos del extremo 5' del extremo 5'. En algunas modalidades, ademas de los enlaces de PS,
los nucleétidos terminales 5' y 3' pueden comprender nucleotidos modificados con 2'-O-Me, 2'-O-moe o
2'-F.
[00428] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion del extremo 5', por
ejemplo, en donde se modifica el primer nucleétido de la region guia. En algunas modalidades, el ARNg
comprende una modificacion del extremo 5', en donde el primer nucleétido de la regidn guia comprende
una modificacion del extremo protector 5'.
[00429] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende un nucleétido
modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me), nucleétido modificado
con 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), un nucleétido modificado con 2'-fluoro (2'-F), un enlace de
fosforotioato (PS) entre nucledtidos, un nucledtido modificado abasico invertido, opcionalmente donde
el ARNg comprende al menos dos modificados del extremo &' independientemente seleccionados de un
nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), un nucleétido modificado con 2'-O-(2-metoxietilo) (2'-O-
moe), un nucleétido modificado con 2'-fluoro (2'-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos y
un nucledtido modificado abasico invertido..
[00430] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
un nucledtido modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me).
[00431] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
un nucleodtido modificado con 2'-fluoro (2'-F).
[00432] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
un enlace fosforotioato (PS) entre nucledtidos.
[00433] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
un nucledtido modificado abasico invertido.
[00434] En algunas modalidades, la modificacion en el extremo 5' comprende o comprende
ademas un nucledtido modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me) y un enlace de fosforotioato (PS) entre
nucleotidos.
[00435] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende también
una modificacion de cualesquiera uno o mas de los nucledtidos 1-4, opcionalmente 1-7 de la region guia
de un ARNg. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
un nucledtido modificado. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o
comprende ademas dos nucleétidos modificados. En algunas modalidades, la modificacion del extremo
5' comprende o comprende ademas tres nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la
modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas cuatro nucleétidos modificados. En
algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas cinco nucleétidos
modificados. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
seis nucledtidos modificados. En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o
comprende ademas siete nucledtidos modificados.
[00436] En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende ademas
una modificacion de 1-7, 1- 5, 1-4, 1 -3 0 1- 2 nucledtidos.
[00437] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
las modificaciones de 1, 2, 3 o0 4, opcionalmente 5, 6 o 7 nucleétidos del extremo 5'. En algunas
modalidades, la modificacién de extremo 5' comprende o comprende ademas las modificaciones de
alrededor de 1-3, 1-4, 1-5, 1-6 o 1-7 nucledtidos del extremo 5'.

[00438] En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende ademas
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las modificaciones en el primer nucleétido en el extremo 5' del ARNg. En algunas modalidades, la
modificacion de extremo 5' comprende o comprende ademas las modificaciones en el primer y el
segundo nucledtidos del extremo 5' del ARNg. En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5'
comprende o comprende también las modificaciones en el primer, segundo y tercer nucleétidos del
extremo 5' del ARNg. En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende
también las modificaciones en el primer, segundo, tercer y cuarto nucleétidos del extremo 5' del ARNg.
En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende también las
modificaciones en el primer, segundo, tercer, cuarto y quinto nucledtidos del extremo 5' del ARNg. En
algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende también las modificaciones
en el primer, segundo, tercer, cuarto, quinto y sexto nucleétidos del extremo 5' del ARNg. En algunas
modalidades, la modificacién de extremo 5' comprende o comprende también las modificaciones en el
primer, segundo, tercer, cuarto, quinto, sexto y séptimo nucleédtidos del extremo 5' del ARNg.
[00439] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 5' comprende o comprende también
un enlace fosforotioato (PS) entre nucledtidos, o un nucleétido modificado con 2°-O-Me, o un nucledétido
modificado con 2’-O-moe, o un nucledtido modificado con 2’-F, o un nucledtido modificado abasico
invertido o combinaciones de estos.
[00440] En algunas modalidades, la modificacién del extremo 5' comprende o comprende también
1,2, 3,4,5,6 07 enlaces de PS entre nucleétidos. En algunas modalidades, la modificacidén de extremo
5' comprende o comprende también alrededor de 1-2, 1-3, 1-4, 1- 5, 1- 6 0 1- 7 enlaces de PS entre
nucleotidos.
[00441] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende también
al menos un enlace de PS, en donde si hay un enlace de PS, el enlace esta entre los nucledtidos 1y 2
de la regién guia.
[00442] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende también
al menos dos enlaces de PS, y los enlaces estan entre los nucledtidos 1y 2, y 2 y 3 de la regioén guia.
[00443] En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende también
enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los nucledtidos 1y 2,2y 3,y 3y 4 de la regién guia.
[00444] En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende también
enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los nucledtidos 1y 2,2y 3,3y 4,y 4y5de laregion
guia.
[00445] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 5' comprende o comprende también
enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los nucleétidos 1y 2,2y 3,3y4,4y5 y5y6dela
region guia.
[00446] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 5' comprende o comprende también
enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los nucleétidos 1y 2,2y 3,3y4,4y5 5y6,y7y8
de la regién guia.
[00447] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 5' comprende o comprende también
una modificacion de uno o mas de los nucledtidos 1 a 7 de la regidn guia, en donde la modificacion es
un enlace de PS, un nucledtido abasico invertido, 2’-O-Me, 2’-O-moe, 2’-F o combinaciones de estas.
[00448] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
una modificacion del primer nucleétido de la regidén guia con 2'-O-Me, 2'-O-moe, 2'-F o combinaciones
de estas, y un enlace de PS opcional al siguiente nucledtido.
[00449] En algunas modalidades, la modificacion del extremo 5' comprende o comprende ademas
una modificacion del primer o segundo nucleétido de la region guia con 2'-O-Me, 2'-O-moe, 2'-F o
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o entre el segundo y tercer nucleétido.
[00450] En algunas modalidades, la modificacién de extremo 5' comprende o comprende también
una modificacion al primer, segundo o tercer nucledétido de la regién variable con 2'-O-Me, 2'-O-moe, 2'-
F o combinaciones de estas, y opcionalmente uno o mas enlaces de PS entre el primer y el segundo
nucledtido, entre el segundo y el tercer nucleétido, o entre el tercer y el cuarto nucledtido.
[00451] En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende también
una modificacion al primer, segundo, tercer o cuarto nucleétido de la region variable con 2'-O-Me, 2’-O-
moe, 2’-F o combinaciones de estos, y opcionalmente uno o mas enlaces de PS entre el primer y el
segundo nucledtido, entre el segundo y el tercer nucledétido, entre el tercer y el cuarto nucledétido, o entre
el cuarto y el quinto nucleétido.
[00452] En algunas modalidades, la modificacion de extremo 5' comprende o comprende también
una modificacién al primer, segundo, tercer, cuarto o quinto nucleétido de la regién variable con 2’-O-
Me, 2’-O-moe, 2’-F o0 combinaciones de estos, y opcionalmente uno o mas enlaces de PS entre el primer
y el segundo nucleétido, entre el segundo y el tercer nucledétido, entre el tercer y el cuarto nucledétido,
entre el cuarto y el quinto nucledtido, o entre el quinto y el sexto nucledtido.
[00453] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacién del
extremo 5', donde la modificacion del extremo 5' comprende una modificacién del extremo 5' como se
muestra en cualquiera de las SEQ ID NO: 4-9 y 301-494, 931-946.
[00454] En algunas modalidades, el ARNgu comprende una modificacién del extremo 5' que
comprende una modificacion de extremo protector 5'. En algunas modalidades, se proporciona un ARNg
que comprende una modificacion en el extremo 5', donde la modificacion en el extremo 5' comprende
nucledtidos modificados con 2'-OMe en nucleétidos los 1, 2 y 3 de la regién guia.
[00455] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacion en
el extremo 5', en donde la modificacion en el extremo 5' comprende nucleétidos modificados con 2'-OMe
en los nucledtidos 1, 2 y 3 de la region guia y enlaces de PS entre los nucledtidos 1y 2,2y 3,y3y4
de la regién guia.
[00456] En algunas modalidades, se proporciona el ARNg que comprende una modificacion en el
extremo 5', donde la modificacion en el extremo 5' comprende nucleétidos modificados con 2'-OMe en
los nucledtidos 1, 2, 3, 4 y 5 de la region guia.
[00457] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacién en
el extremo 5', donde la modificacion en el extremo 5' comprende nucleétidos modificados con 2'-OMe
en los nucledtidos 1, 2, 3, 4 y 5 de la regidn guia y enlaces de PS entre los nucleétidos 1y 2,2y 3,y 3
y 4 de la region guia.
[00458] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacién en
el extremo 5' y una modificacion en el extremo 3'. En algunas modalidades, el ARNg comprende
nucledtidos modificados en los extremos 5' y 3', y nucledtidos modificados en una o mas regiones
descritas en la Tabla 3.
[00459] En algunas modalidades, el ARNgu comprende nucleétidos modificados que no estan en
los extremos &' o 3. A continuacion, y en la Tabla 1, se describen ejemplos de patrones de
modificaciones.
Modificaciones de la region de repeticion/antirrepeticion
[00460] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacion de
la region de repeticidon/antirrepeticion, donde la modificacion de la region de repeticidon/antirrepeticion
comprende una modificacién a cualquiera de uno o mas de los nucleétidos 25-76 en la region de tallo
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[00461] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacion de
la regién de repeticidn/antirrepeticién, donde la modificacién del tallo superior comprende una
modificaciéon de al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o 18 nucledtidos en la
region de repeticion/antirrepeticion.
[00462] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacién del
tallo superior, donde la modificacion del tallo superior comprende una modificacion de alrededor de 1-
18, 1-16, 1-15, 5-18, 5-15, 8-18, 8-15, 10-18, 10-15 o 12-15 nucledtidos en la region de
repeticion/antirrepeticion.
[00463] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacion de
la region de repeticidn/antirrepeticion, en donde la modificacién de la region de repeticion/antirrepeticion
comprende un nucledtido modificado con 2'-OMe. En algunas modalidades, se proporciona un ARNg
que comprende una modificacion de la regidn de repeticion/antirrepeticion, en donde la modificacion de
la region de repeticion/antirrepeticion comprende un nucledtido modificado con 2'-O-moe. En algunas
modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacion de la regién de
repeticion/antirrepeticion, en donde la modificacién de la regidén de repeticion/antirrepeticion comprende
un nucledtido modificado con 2'-F.
[00464] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende una modificacion de
la region de repeticion/antirrepeticion, en donde la modificacion de la region de repeticion/antirrepeticion
comprende un nucleétido modificado con 2'-OMe, un nucleétido modificado con 2'-O-moe, un nucleétido
modificado con 2'-F o combinaciones de estos.
[00465] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion de
repeticion/antirrepeticiéon como se muestra en cualquiera de las secuencias en la Tabla 1 o0 2. En algunas
modalidades, el ARNg no comprende una modificacion en la posicion 76 en la region de
repeticion/antirrepeticion. En algunas modalidades, el ARNg no comprende una modificacion con PS en
la posicion 76.
[00466] En algunas modalidades, dicha modificacion de repeticion/antirrepeticion se combina con
una modificacion del extremo protector 5', por ejemplo, como se muestra para la secuencia
correspondiente en la Tabla 1 o 2. En algunas modalidades, dicha modificacion de
repeticion/antirrepeticion se combina con una modificacion del extremo protector 3', por ejemplo, como
se muestra para la secuencia correspondiente en la Tabla 1 o 2. En algunas modalidades, dicha
modificacion de repeticién/antirrepeticion se combina con modificaciones de los extremos 5'y 3' como
se muestra para la secuencia correspondiente en la Tabla 1 o 2.
[00467] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacién del extremo 5' y una
modificacion de repeticidn/antirrepeticién. En algunas modalidades, el ARNg comprende una
modificacion del extremo 3' y una modificacion de la regién de repeticion/antirrepeticion. En algunas
modalidades, el ARNg comprende una modificacion del extremo 5', una modificacién del extremo 3'y
una modificacién de repeticion/antirrepeticion.
Modificaciones de horquilla
[00468] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacién en la regién de horquilla
(por ejemplo, regién de horquilla 1 o regidon de horquilla 2). En algunas modalidades, la modificacion de
la region de horquilla comprende al menos un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido
modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), un nucleétido modificado con 2'-fluoro (2'-F) o combinaciones de
estos.
[00469] En algunas modalidades, la modificacién de la region de horquilla esta en la region de
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horquilla 2. En algunas modalidades, las modificaciones estan dentro de las regiones de horquilla 1 y
horquilla 2, opcionalmente, donde se modifica un nucleétido entre la horquilla 1 y la horquilla 2.
[00470] En algunas modalidades, la modificacion de horquilla comprende o comprende también
un nucledtido modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe).
[00471] En algunas modalidades, la modificacion de horquilla comprende o comprende también
un nucledtido modificado con 2'-fluoro (2'-F).
[00472] En algunas modalidades, la modificaciéon de la region de horquilla comprende al menos
un nucledétido modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2'H (ADN), un nucleétido
modificado con PS, un nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me), un nucleétido modificado con
2'-fluoro (2'-F) o combinaciones de estos.
[00473] En algunas modalidades, el ARNg comprende una o mas, es decir, 1, 2, 3 0 4
modificaciones en las posiciones 106-109 en la region de horquilla 2. En algunas modalidades, el ARNg
comprende modificaciones en las posiciones 106-109. En algunas modalidades, la modificacion
comprende un nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me).
[00474] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion del extremo 3' y una
modificacion en la regidon de horquilla. En algunas modalidades, la modificacion en el extremo 3' se
encuentra dentro de la region de horquilla, es decir, en la horquilla 2.
[00475] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacién del extremo 5' y una
modificacion en la region de horquilla.
[00476] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion de
repeticion/antirrepeticion, y una modificacion en la region de horquilla.
[00477] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion en horquilla como se
muestra en cualquiera de las secuencias de la Tabla 1 o 2. En algunas modalidades, dicha modificacion
en horquilla se combina con una modificacion en el extremo 5' como se muestra para la secuencia
correspondiente en la Tabla 1 0 2. En algunas modalidades, dicha modificacion en horquilla se combina
con una modificacion del extremo 3' como se muestra para la secuencia correspondiente en la Tabla 1
o 2. En algunas modalidades, dicha modificacién en horquilla se combina con modificaciones en los
extremos 5'y 3' como se muestra para la secuencia correspondiente en la Tabla 1 o 2.
[00478] En algunas modalidades, el ARNg comprende una modificacion del extremo 3', una
modificacion en la regidén de horquilla, una modificacién de repeticién/antirrepeticion y una modificacion
del extremo 5.
EJEMPLOS DE ARN GUIA
[00479] En algunas modalidades, un ARNg que comprende una modificacion del extremo 5'y una
0 mas modificaciones en uno o mas de: la region de repeticion/antirrepeticion; la region de la horquilla
1; y se proporciona la regién de horquilla 2, donde la una o mas modificaciones tienen al menos un 99,
98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75 0 70 % de identidad con respecto al patrén de modificacion
mostrado en el identificador de la secuencia de referencia en las Tablas 1-2.
[00480] En algunas modalidades, los ARNg descritos en el presente documento comprenden
cualquiera de las secuencias que se muestran en las Tablas 1-2. En algunas modalidades, los ARNg
descritos en el presente documento consisten en cualquiera de las secuencias que se muestran en las
Tablas 1-2. En algunas modalidades, los ARNg descritos en el presente documento consisten en
cualquiera de las secuencias que se muestran en las Tablas 1-2 con cualquier secuencia de cola 3'
eliminada. Ademas, se incluyen los ARNg que comprenden las modificaciones de cualquiera de las
secuencias mostradas en la Tabla 1 0 2, y que se identifican en estas mediante SEQ ID NO. Es decir,

los nucledtidos pueden ser iguales o diferentes, pero el patrén de modificacion mostrado puede ser igual



10

15

20

25

30

35

40

45

95
o similar a un patron de modificacion de una secuencia guia de las Tablas 1-2. Un patron de modificacion
incluye la posicion relativa y la identidad de las modificaciones del ARNg.
[00481] En algunas modalidades, el patron de modificacion contiene al menos el 50 %, 55 %, 60
%, 70 %, 75 %, preferentemente al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de las
modificaciones de cualquiera de las secuencias mostradas en la columna de secuencia de las Tablas 1-
2, 0 sobre una o mas regiones de la secuencia. En algunas modalidades, el patron de modificaciéon es
al menos el 50 %, 55 %, 60 %, 70 %, 75 %, preferentemente al menos el 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 % 0 99% idéntico al patrén de modificacién de cualquiera de las secuencias mostradas en
la columna de secuencia de las Tablas 1-2. En algunas modalidades, el patron de modificacion es al
menos el 50 %, 55 %, 60 %, 70 %, 75 %, preferentemente al menos el 80 %, 85 %, 90 % o0 95 % idéntico
a los patrones en las Tablas 1-2 anteriores una o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5) regiones de la
secuencia mostrada en la Tabla 3.
[00482] Por ejemplo, en algunas modalidades, se incluye un ARNg donde el patron de
modificacion es al menos el 50 %, 55 %, 60 %, 70 %, 75 %, preferentemente al menos el 80 %, 85 %,
90 % o0 95 % idéntico al patréon de modificacion de una secuencia con respecto a la secuencia guia. En
algunas modalidades, se incluye un ARNg donde el patrén de modificacion es al menos el 50 %, 55 %,
60 %, 70 %, 75 %, preferentemente al menos el 80 %, 85 %, 90 % o0 95 % idéntico con respecto a la
region de repeticion/antirrepeticién. Por ejemplo, se incluye un ARNg donde el patrén de modificacion
es al menos el 50 %, 55 %, 60 %, 70 %, 75 %, preferentemente al menos el 80 %, 85 %, 90 % 0 95 %
idéntica con respecto a la regiéon de horquilla 1. En algunas modalidades, un ARNg se encuentra
comprendido donde el patron modificado es al menos un 50 %, 55 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %,
preferentemente al menos un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % y 99 % idéntica sobre la region de
horquilla 2.. En algunas modalidades, se incluye un ARNg donde el patron de modificacion es al menos
el 50 %, 55 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 % idéntico con respecto a la cola 3'. En algunas modalidades, el
patrén de modificacion difiere del patrén de modificaciéon de una secuencia de las Tablas 1-2, o una
region como se establece en la Tabla 3, de dicha secuencia, en 0, 1, 2, 3, 4, 5., 0 6 nucledtidos. En
algunas modalidades, el ARNg comprende modificaciones que difieren de las modificaciones de una
secuencia de las Tablas 1-2, en 0, 1, 2, 3, 4, 5 0 6 nucledtidos. En algunas modalidades, el ARNg
comprende modificaciones que difieren de las modificaciones de una region establecida en la Tabla 3
de una secuencia de Tablas 1-2,en 0, 1, 2, 3, 4, 5 0 6 nucledtidos.
[00483] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende cualquiera de las
secuencias descritas en las SEQ ID NO: 1-19, 21-42, 301-494, 931-946, 951 y 952 En algunas
modalidades, se proporciona un ARNg que consiste en cualquiera de las secuencias descritas en las
SEQ ID NO: 1-19, 21-42, 301-494, 931-946, 951 y 952. En algunas modalidades, se proporciona un
ARNg que compromete cualquiera de las secuencias descritas en las SEQ ID NO: 1-19, 21-42, 301-494,
931-946, 951 y 952, incluidas las modificaciones mostradas en las Tablas 1- 2. En algunas modalidades,
se proporciona un ARNg que consiste en cualquiera de las secuencias descritas en las SEQ ID NO: 1-
19, 21-42, 301-494, 931-946, 951 y 952, incluidas las modificaciones mostradas en las Tablas 1- 2. En
algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende o consiste en cualquiera de las
secuencias descritas en las SEQ ID NO: 1-19, 21-42, 301-494, 931-946, 951 y 952 que incluye las
modificaciones mostradas en las Tablas 1-2, donde, cuando se encuentra presente, se elimina la cola
3.
[00484] En algunas modalidades, se proporciona un ARNg que comprende cualquiera de las
secuencias de la SEQ ID NO: 6 o0 9, donde el ARNg comprende ademas una secuencia guia que es
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realizaciones, se proporciona un ARNg que comprende acidos nucleicos que tienen al menos un 99, 98,
97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75 0 70 % de identidad con los acidos nucleicos de cualquier de la
SEQ ID NO: 6 0 9, en donde el patron de modificacion es idéntico al patron de modificacion mostrado
en el identificador de secuencia de referencia en las Tablas 1-2.
[00485] Las FIGS. 25, 37 y 38 muestran ejemplos de ARNgu en posibles estructuras secundarias.
[00486] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una secuencia guia que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucledtidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la secuencia guia;
una region de repeticién/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38-48 y 53-63 estan eliminados
con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70 y
73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidn de repeticidén/antirrepeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una region de horquilla 1 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 86 y 91 con respecto a la SEQ ID
NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucle6tido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-134 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 en comparacién con la
SEQ ID NO: 500.
[00487] En algunas modalidades, se proporciona un ARN guia unico (ARNgu), que comprende:
una region guia que comprende:
nucledétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledtidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la region guia;
una region de repeticidn/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38-48 y 53-63 estan eliminados
con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70 y
73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidn de repeticién/antirrepeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una region de horquilla 1 acortada, donde se eliminan los nucledtidos 86 y 91 con respecto a la SEQ ID
NO: 500, que comprende:
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleétido modificado con 2'-O-Me en el nucledtido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la region
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucledtidos 112-120 y 127-134 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
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nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 104, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlace de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucleétidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
[00488] En algunas modalidades, se proporciona un ARN guia unico (ARNgu) que comprende:
una region guia que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucledtidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la region guia;
una region de repeticién/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38-47 y 54-63 estan eliminados
con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 48, 49-52, 64, 65, 69, 70
y73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidn de repeticidén/anti-repeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una region de horquilla 1 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 86 y 91 con respecto a la SEQ ID
NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucleétido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-134 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 110, 111, 122-125, 142y 143,
enlace de PS entre los nucleétidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 en comparacién con la
SEQ ID NO: 500.
[00489] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una region guia que comprende:
nucledétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros dos nucleétidos 1-2;
enlaces de PS entre los nucleétidos 1-2; y
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 10 y 13 de la region guia;
una region de repeticidn/antirrepeticion acortada que comprende:
los nucleétidos 38-48 y 53-63 estan eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500;
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70, 73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidn de repeticidén/anti-repeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una region de horquilla 1 acortada que comprende:
los nucleétidos 86 y 91 estan eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500;
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleétido modificado con 2'-O-Me en el nucledtido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la region
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada que comprende:
los nucledtidos 112-120 y 127-134 estan eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500;
Nucleodtidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 102-105, 110, 111, 122-125, 135, 136, 138,
139, 141-143,
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enlaces de PS entre los nucleotidos 140-141, 141-142 y 142-143,
en donde el ARNgu no comprende una cola 3'.
[00490] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una secuencia guia que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucledtidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la secuencia guia;
una region de repeticién/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38-48 y 53-63 estan eliminados
con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70 y
73;
un enlace de PS entre los nucledtidos 76-77 entre la regidon de repeticidén/anti-repeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una regién de horquilla 1 acortada, donde los nucleétidos 86 y 91 estan eliminados con respecto a la
SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucledétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucle6tido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 110, 111, 122-125, 142y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucleétidos 144-145 en comparacién con la
SEQ ID NO: 500.
[00491] En algunas modalidades, se proporciona un ARN guia unico (ARNgu), que comprende:
una region guia que comprende:
nucledétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la region guia;
una region de repeticidén/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38-48 y 53-63 estan eliminados
con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70 y
73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidn de repeticidén/antirrepeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una region de horquilla 1 acortada, donde los nucleétidos 86 y 91 estan eliminados con respecto a la
SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleétido modificado con 2'-O-Me en el nucledtido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la region
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucledtidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 104, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlace de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,

en donde se eliminan uno de los nucleétidos 144-145 o ambos opcionalmente en comparacién con la
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SEQ ID NO: 500.
[00492] En algunas modalidades, se proporciona un ARN guia unico (ARNgu), que comprende:
una region guia que comprende:
nucleétidos modificados 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucledtidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la region guia;
una region de repeticién/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38-47 y 54-63 estan eliminados
con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleoétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 48, 49-52, 64, 65, 69, 70
y73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidon de repeticidén/antirrepeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una region de horquilla 1 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 86 y 91 con respecto a la SEQ ID
NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucleétido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlace de PS entre los nucleétidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan uno de los nucledtidos 144-145 o ambos opcionalmente en comparaciéon con la
SEQ ID NO: 500.
[00493] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una region guia que comprende:
nucledétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros dos nucleétidos 1-2;
enlaces de PS entre los nucledtidos 1-2; y
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 10 y 13 de la region guia;
una region de repeticidén/antirrepeticion acortada que comprende:
los nucleétidos 38-48 y 53-63 estan eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500;
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70, 73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidn de repeticidén/antirrepeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una region de horquilla 1 acortada que comprende:
los nucleétidos 86 y 91 se encuentran eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500;
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucleétido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada que comprende:
los nucledtidos 112-120 y 127-135 se encuentran eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500;
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 102-105, 110, 111, 122-125, 135, 136, 138, 139,
141-143,
enlaces de PS entre los nucleotidos 140-141, 141-142 y 142-143,
en donde el ARNgu no comprende una cola 3'.

[00494] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
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una secuencia guia que comprende:
nucledétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucledtidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 5, 8, 9, 11, 13,18, y 22 de la secuencia guia;
una region de repeticion/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38, 41-48 y 53-60, y 63 se
encuentran eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleoétidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 39-40, 49-52, 61-62, 64,
65, 69, 70,y 73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidon de repeticidén/antirrepeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una region de horquilla 1 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 86 y 91 con respecto a la SEQ ID
NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94, y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucle6tido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
[00495] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una secuencia guia que comprende:
nucleoétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la secuencia guia;
una region de repeticion/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38-48 y 53-63 se encuentran
eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70, y
73;
una regién de horquilla 1 acortada, donde los nucleétidos 86 y 91 se encuentran eliminados con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94, y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucle6tido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucleétidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
[00496] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una secuencia guia que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;

enlaces de PS entre los nucleétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
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nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la secuencia guia;
una region de repeticidn/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38-48 y 53-63 estan eliminados
con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70 y
73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidon de repeticién/antirrepeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una regién de horquilla 1 acortada, donde los nucleétidos 86 y 91 se encuentran eliminados con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleétido modificado con 2'-O-Me en el nucleétido 101 entre la regién de horquilla 1 acortada y la region
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 106-109, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
[00497] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una secuencia guia que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledétidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la secuencia guia;
una region de repeticion/antirrepeticién acortada, donde los nucleétidos 38-48 y 53-63 se encuentran
eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucledtidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 49-52, 64, 65, 69, 70 y
73;
una region de horquilla 1 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 86 y 91 con respecto a la SEQ ID
NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucleétido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 106-109, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
[00498] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una secuencia guia que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledtidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la secuencia guia;
una region de repeticion/antirrepeticion acortada, donde los nucledtidos 38, 41-48 y 53-60, y 63 se

encuentran eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
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nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 39-40, 49-52, 61-62, 64,
65, 69, 70,y 73;
una regién de horquilla 1 acortada, donde los nucleétidos 86 y 91 se encuentran eliminados con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleétido modificado con 2'-O-Me en el nucleétido 101 entre la regién de horquilla 1 acortada y la region
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
[00499] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una secuencia guia que comprende:
nucledétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledtidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucledtidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la secuencia guia;
una regién de repeticion/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38, 41-48 y 53-60, y 63 se
encuentran eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleoétidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 39-40, 49-52, 61-62, 64,
65, 69, 70,y 73;
un enlace de PS entre los nucleétidos 76-77 entre la regidon de repeticidén/antirrepeticion acortada y la
region de horquilla 1 acortada;
una regioén de horquilla 1 acortada, donde los nucledtidos 86 y 91 estan eliminados con respecto a la
SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleotido modificado con 2'-O-Me en el nucleétido 101 entre la region de horquilla 1 acortada y la regién
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 106-109, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
[00500] En algunas modalidades, un ARN guia unico (ARNgu) comprende:
una secuencia guia que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los primeros cuatro nucleétidos 1-4;
enlaces de PS entre los nucledtidos 1-2, 2-3y 3-4; y
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 5, 8, 9, 11, 13, 18 y 22 de la secuencia guia;
una region de repeticion/antirrepeticion acortada, donde los nucleétidos 38, 41-48 y 53-60, y 63 se
encuentran eliminados con respecto a la SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleotidos modificados con 2'-O-Me en los nucledtidos 25, 29, 30, 31, 32, 37, 39-40, 49-52, 61-62, 64,
65, 69, 70,y 73;

una region de horquilla 1 acortada, donde los nucledtidos 86 y 91 estan eliminados con respecto a la
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SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 80, 81, 83, 84, 85, 87-90, 92-94 y 99;
nucleétido modificado con 2'-O-Me en el nucleétido 101 entre la regién de horquilla 1 acortada y la region
de horquilla 2 acortada;
una region de horquilla 2 acortada, donde se eliminan los nucleétidos 112-120 y 127-135 con respecto
ala SEQ ID NO: 500, que comprende:
nucleétidos modificados con 2'-O-Me en los nucleétidos 104, 106-109, 110, 111, 122-125, 142 y 143,
enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucleétidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500.
KITS Y COMPOSICIONES
[00501] Se incluyen composiciones que comprenden cualquiera de los ARNgu descritos en la
presente y un portador, excipiente, diluyente o similares. En algunos casos, el excipiente o diluyente es
inerte. En algunos casos, el excipiente o diluyente no es inerte. En determinadas modalidades, el
vehiculo, excipiente o diluyente es apirégeno. En determinadas modalidades, el vehiculo, excipiente o
diluyente es estéril. En algunas modalidades, se proporciona una formulacién farmacéutica que
comprende cualquiera de los ARNg descritos en el presente documento y un portador, excipiente,
diluyente o similar farmacéuticamente aceptable. En algunas modalidades, la formulacién farmacéutica
comprende ademas una LNP. En algunas modalidades, la formulaciéon farmacéutica comprende ademas
una proteina Cas9 o un ARNm que codifica una proteina Cas9. En algunas modalidades, la formulacion
farmacéutica comprende uno de cualquiera o mas de los ARNg, una LNP y una proteina Cas o ARNm
que codifica una proteina Cas. En algunas modalidades, el ARNg es un ARNgu. En algunas
modalidades, la proteina Cas es una proteina Cas monomeérica, por ejemplo, una proteina Cas9. En
algunas modalidades, la proteina Cas es una proteina Nme Cas. En algunas modalidades, la proteina
Cas incluye multiples subunidades.
[00502] También se proporcionan kits que comprenden uno o mas ARNg, composiciones o
formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En algunas modalidades, un kit
comprende ademas uno o mas de un solvente, solucion, amortiguador, cada uno separado de la
composicion o formulacion farmacéutica, instrucciones o desecante.
Composiciones que comprenden un agente de unién a ADN guiado por ARN o un ARNm que
codifica un agente de uniéon a ADN guiado por ARN
[00503] En algunas modalidades, se proporcionan composiciones o formulaciones farmacéuticas
que comprenden al menos un ARNg, preferentemente ARNgu, descrito en el presente documento y un
agente de union a ADN guiado por ARN o un &cido nucleico (por ejemplo, un ARNm) que codifica un
agente de unién al ADN guiado al ARN. En algunas modalidades, el agente de unién al ADN guiado por
ARN es una proteina Cas. En algunas modalidades, el ARNg junto con una proteina Cas o un acido
nucleico (por ejemplo, ARNm) que codifica la proteina Cas se denomina RNP Cas. En algunas
modalidades, el agente de uniéon a ADN guiado por ARN es uno que funciona con el ARNg para dirigir
un agente de union a ADN guiado por ARN a una secuencia de acido nucleico objetivo. En algunas
modalidades, el agente de union al ADN guiado por ARN es una proteina Cas del sistema CRISPR/Cas
de tipo Il. En algunas modalidades, la proteina Cas es Cas9. En algunas modalidades, la proteina Cas9
es una Cas9 de tipo salvaje. En algunas modalidades, la proteina Cas9 se deriva de Cas9 de Neisseria
meningitidis (NmeCas9). En algunas modalidades, se proporcionan composiciones que comprenden al
menos un ARNg y una nucleasa o un ARNm que codifica una NmeCas9. En algunas modalidades, se

proporcionan composiciones que comprenden al menos un ARNg y una nucleasa o un ARNm que
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codifica una NmeCas9. En algunas modalidades, Cas induce una ruptura de doble cadena en el ADN
objetivo. Los equivalentes de NmeCas9 y sus homaologos y variantes, otras proteinas Cas descritas en
la presente se encuentran comprendidos por las modalidades descritas en la presente.
[00504] Los agentes de union al ADN guiados por ARN, incluido Cas9, abarcan modificaciones y
variantes de estos. Las versiones modificadas que tienen un dominio catalitico, ya sea RuvC o HNH,
que esta inactivo se denominan "nicasas". Las nicasas cortan solo una cadena del ADN objetivo, creando
asi una ruptura monocatenaria. Una ruptura de una sola hebra también se puede conocer como "mella".
En algunas modalidades, las composiciones y métodos comprenden nicasas. En algunas modalidades,
las composiciones y métodos comprenden un agente de uniéon a ADN guiado por ARN de nicasa, tal
como una nicasa Cas, por ejemplo, una nicasa Cas9, que induce una mella en lugar de una ruptura de
doble cadena en el ADN objetivo.
[00505] En algunas modalidades, la nucleasa, por ejemplo, el agente de unién al ADN guiado por
ARN puede modificarse para contener solo un dominio de nucleasa funcional. Por ejemplo, el agente de
unién a ADN guiado por ARN puede modificarse de modo que uno de los dominios de nucleasa mute o
se elimine total o parcialmente para reducir su actividad de escisién de acido nucleico. En algunas
modalidades, se usa una nicasa Cas que tiene un dominio RuvC con actividad reducida. En algunas
modalidades, se usa una nicasa Cas que tiene un dominio RuvC inactivo. En algunas modalidades, se
utiliza una nicasa Cas que tiene un dominio HNH con actividad reducida. En algunas modalidades, se
utiliza una nicasa Cas que tiene un dominio HNH inactivo.
[00506] En algunas modalidades, un aminoacido conservado dentro de un dominio de nucleasa
del agente de unién al ADN guiado por ARN se sustituye para reducir o alterar la actividad de la nucleasa.
En algunas modalidades, una proteina Cas puede comprender una sustitucion de aminoacido en el
dominio de nucleasa RuvC o similar a RuvC. Los ejemplos de sustituciones de aminoacido en el dominio
de nucleasa de RuvC o similar a RuvC incluyen H588A (a base de la proteina Cas9 de N. meningitidis.
En algunas modalidades, la proteina Cas puede comprender una sustitucion de aminoacido en el
dominio de nucleasa HNH o tipo HNH. Los ejemplos de las sustituciones de aminoacidos en el dominio
de nucleasa de HNH o similar a HNH incluyen D16A (a base de la proteina NmeCas9).
[00507] En algunas modalidades, el complejo RNP descrito en el presente documento comprende
una nicasa o un ARNm que codifica una nicasa y un par de ARNg (uno o ambos pueden ser ARNgu)
que son complementarios a las cadenas sentido y antisentido de la secuencia objetivo, respectivamente.
En esta modalidad, los ARNg (por ejemplo, ARNgu) dirigen la nicasa a una secuencia objetivo e
introducen una ruptura bicatenaria (DSB) que genera una mella en las cadenas opuestas de la secuencia
objetivo (es decir, doble mella). En algunas modalidades, el uso de doble mella puede mejorar la
especificidad y reducir los efectos no deseados. En algunas modalidades, se usa un agente de unién a
ADN guiado por ARN de nicasa junto con dos ARNg separados (por ejemplo, ARNgu) que se
seleccionan muy proximos para producir una doble mella en el ADN objetivo.
[00508] En algunas modalidades, se usan proteinas Cas quiméricas, donde un dominio o region
de la proteina se reemplaza por una porcién de una proteina diferente. En algunas modalidades, un
dominio de nucleasa Cas puede reemplazarse con un dominio de una nucleasa diferente tal como Fok1.
En algunas modalidades, una proteina Cas puede ser una nucleasa modificada.
[00509] En algunas modalidades, la nucleasa, por ejemplo, el agente de unién al ADN guiado por
ARN puede modificarse para inducir una mutacion puntual o un cambio de base, por ejemplo, una
desaminacion.
[00510] En algunas modalidades, la proteina Cas comprende una proteina de fusién que

comprende una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9), que es una nicasa o es cataliticamente inactiva,
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unida a un dominio funcional heterélogo. En algunas modalidades, la proteina Cas comprende una
proteina de fusion que comprende una nucleasa Cas cataliticamente inactiva (por ejemplo, Cas9) unida
a un dominio funcional heterélogo (ver, por ejemplo, WO2014152432). En algunas modalidades, la Cas9
inactiva desde el punto de vista catalitico es una Cas9 de N. meningitidis inactiva desde el punto de vista
catalitico. En algunas modalidades, la Cas cataliticamente inactiva comprende mutaciones que inactivan
la Cas. En algunas modalidades, el dominio funcional heterélogo es un dominio que modifica la
expresion génica, histonas o ADN. En algunas modalidades, el dominio funcional heterélogo es un
dominio de activacion transcripcional o un dominio represor transcripcional. En algunas modalidades, la
nucleasa es una nucleasa Cas cataliticamente inactiva, tal como dCas9.
[00511] En algunas modalidades, el dominio funcional heterélogo es una desaminasa, tal como
una citidina desaminasa o una adenina desaminasa. En determinadas modalidades, el dominio funcional
heterélogo es un convertidor de bases C a T (citidina desaminasa), tal como una enzima desaminasa
de edicion de ARNm de apolipoproteina B (APOBEC). Un dominio funcional heterélogo tal como una
desaminasa puede ser parte de una proteina de fusion con una nucleasa Cas que tiene actividad nicasa
0 una nucleasa Cas que es cataliticamente inactiva.
[00512] En algunas modalidades, la secuencia diana puede ser adyacente a una PAM. En
algunas modalidades, el PAM puede estar adyacente a o dentro de 1, 2, 3 0 4 nucleétidos del extremo
3' de la secuencia objetivo. La longitud y la secuencia de la PAM pueden depender de la proteina Cas
utilizada. Por ejemplo, la PAM puede seleccionarse de un consenso o de una secuencia de PAM
particular para una proteina Nme Cas9 especifica o un ortélogo de Nme Cas9 (Edraki et al, 2019). En
algunas modalidades, la PAM de Cas9 de Nme puede incluir 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 nucledtidos de
longitud. Las secuencias PAM de ejemplo no taxativas incluyen NCC, NAGAYW, NAGYTT, N4AGTCT,
NNNNCC(a), NNNNCAAA, (en las que N se define como cualquier nucleétido, W se define como Ao T,
y R se define como A o G; y (a) es una A preferida, pero no obligatoria, después de la segunda C)). En
algunas modalidades, la secuencia de PAM puede ser NCC.
[00513] En algunas modalidades, el dominio funcional heterélogo puede facilitar el transporte del
agente de union al ADN guiado por ARN al nucleo de una célula. Por ejemplo, el dominio funcional
heter6logo puede ser una sefial de localizacion nuclear (NLS). En algunas modalidades, el agente de
union a ADN guiado por ARN puede fusionarse con 1 a 10 NLS. En algunas modalidades, el agente de
unién a ADN guiada por ARN puede fusionarse con 1 a 5 NLS. En algunas modalidades, el agente de
unidon a ADN guiada por ARN puede fusionarse con una NLS. Cuando se utiliza una NLS, la NLS se
fusiona preferentemente en el extremo N de la secuencia del agente de unién a ADN guiado por ARN.
También puede insertarse dentro de la secuencia del agente de unién al ADN guiado por ARN. En otras
modalidades, el agente de unién a ADN guiada por ARN puede fusionarse con mas de una NLS. En
algunas modalidades, el agente de unién a ADN guiada por ARN puede fusionarse con 2, 3, 4 0 5 NLS.
En algunas modalidades, el agente de unién a ADN guiada por ARN puede fusionarse con dos NLS. En
algunas modalidades, las NLS pueden fusionarse con el extremo N de la secuencia del agente de union
al ADN guiado por ARN. En algunas modalidades, se pueden fusionar NLS solo al extremo N de la
secuencia de agente de union de ADN guiada por ARN. En algunas modalidades, el agente de union a
ADN guiado por ARN puede no tener NLS insertada dentro de la secuencia del agente de unién a ADN
guiado por ARN. En determinadas modalidades, puede no tener NLS de extremo C con respecto a la
secuencia del agente de union al ADN guiado por ARN.
[00514] En algunas modalidades, el agente de unién a ADN guiada por ARN puede fusionarse
con dos NLS. En determinadas circunstancias, los dos NLS pueden ser iguales (por ejemplo, dos NLS

de SV40) o diferentes. En algunas modalidades, el agente de unién a ADN guiado por ARN se fusiona
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con dos secuencias NLS (por ejemplo, SV40) en el extremo amino. En algunas modalidades, el agente
de union a ADN guiado por ARN puede fusionarse con dos NLS, una en el extremo N y otra en el extremo
C. En algunas modalidades, el agente de union a ADN guiada por ARN puede fusionarse con 3 NLS. En
algunas modalidades, el agente de unién a ADN guiado por ARN no se encuentra fusionado con una
NLS en el extremo C. En algunas modalidades, el agente de unién a ADN guiado por ARN no incluye
una NLS insertada dentro de la secuencia del agente de unidon a ADN guiado por ARN. NLS puede
fusionarse en el extremo C del agente de union al ADN guiado por ARN. Se incluyen opcionalmente uno
0 mas enlazadores en el sitio de fusion.

[00515] En algunas modalidades, la NLS puede ser una secuencia monopartita, tal como, por
ejemplo, NLS de SV40, PKKKRKYV (SEQ ID NO: 669) o PKKKRRV (SEQ ID NO: 670). En algunas
modalidades, la NLS puede ser una secuencia bipartita, tal como la NLS de nucleoplasmina,
KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 682). En algunas realizaciones, la secuencia NLS puede
comprender LAAKRSRTT (SEQ ID NO: 671), QAAKRSRTT (SEQ ID NO: 672), PAPAKRERTT (SEQ ID
NO: 673), QAAKRPRTT (SEQ ID NO: 674), RAAKRPRTT (SEQ ID NO: 675), AAAKRSWSMAA (SEQ
ID NO: 676), AAAKRVWSMAF (SEQ ID NO: 677), AAAKRSWSMAF (SEQ ID NO: 678), AAAKRKYFAA
(SEQID NO: 679), RAAKRKAFAA (SEQ ID NO: 680), o RAAKRKYFAV (SEQ ID NO: 681). EINLS puede
ser una snurportina-1 importina-3 (dominio IBB, por ejemplo, una secuencia SPN1-impp). Véase Huber
et al., 2002, J. Cell Bio., 156, 467-479. En una modalidades especifica, un unico PKKKRKV (SEQ ID
NO: 669). En algunas modalidades, la primera y la segunda NLS se seleccionan independientemente
de una NLS de SV40, una NLS de nucleoplasmina, una NLS bipartita, una NLS similar a c-myc y una
NLS que comprende la secuencia KTRAD. En determinadas modalidades, el primer y segundo NLS
pueden ser iguales (por ejemplo, dos NLS SV40). En determinadas modalidades, la primera y la segunda

NLS pueden ser diferentes.

[00516] En algunas modalidades, el primer NLS es un SV40NLS y el segundo NLS es un NLS de
nucleoplasmina.
[00517] En algunas modalidades, el SV40 NLS comprende una secuencia de SEQ ID NO: 683 o

684. En algunas modalidades, la nucleoplasmina NLS comprende una secuencia de SEQ ID NO: 682.
En algunas modalidades, la NLS bipartita comprende una secuencia de SEQ ID NO: 685. En algunas
modalidades, la NLS similar a c-myc comprende una secuencia de SEQ ID NO: 686.

[00518] En algunas modalidades, el agente de union a ADN guiado por ARN comprende una
secuencia de aminoacidos con al menos un 90 %, 93 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 100
% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NO: 600-603, 605, 607-620 o 707-712 (como se muestra
en la Tabla 4A).

[00519] En algunas modalidades, un polinucleétido que codifica el agente de uniéon a ADN guiado
por ARN comprende una secuencia de nucleétidos con al menos 90 %, 93 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, 99,5 % o0 100 % de identidad con respecto a cualquiera de las SEQ ID NO: 621-623, 626-643,
645, 647-668, 701-706 y 713-718 (ARNm de NmeCas9 y ORF como se muestran en la Tabla 4A).
[00520] En algunas modalidades, el ARNm que codifica el agente de uniéon a ADN guiado por
ARN comprende un marco de lectura abierta (ORF) que comprende una secuencia con al menos el 90
%, 93 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %, o con 100 % de identidad con respecto a cualquiera de las
SEQ ID NO: 621-623,626-639 y 713-718 como se muestra en la Tabla 4A.

METODOS DE USO

[00521] En algunas modalidades, cualquiera de uno o mas de los ARNg (por ejemplo, ARNgu),
composiciones o formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento se utilizan en la

preparacion de un medicamento para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno en un sujeto.
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[00522] En algunas modalidades, la invencion comprende un método para tratar o prevenir una
enfermedad o trastorno en un sujeto que comprende administrar uno cualquiera o mas de los ARNg (por
ejemplo, ARNgu), composiciones o formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento.
[00523] En algunas modalidades, la invencion comprende un método o uso para modificar un
ADN objetivo que comprende, administrar o entregar uno cualquiera o0 mas de los ARNg (por ejemplo,
ARNgu), composiciones o formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento.
[00524] En algunas modalidades, la invencién comprende un método o uso para la modulacion
de un gen objetivo que comprende administrar o entregar cualquiera de uno o mas de los ARNg (por
ejemplo, ARNgu), composiciones o formulaciones farmacéuticas descritas en la presente. En algunas
modalidades, la modulacion es la edicién del gen objetivo. En algunas modalidades, la modulacion es
un cambio en la expresion de la proteina codificada por el gen objetivo.
[00525] Como se usa en el presente documento, una "edicion del genoma" o "modificacién
genética" es un cambio a nivel del ADN, por ejemplo, inducido por un complejo ARNg/Cas. Una edicion
del genoma o modificacidn genética puede comprender una insercion, eliminaciéon o sustitucion
(sustitucién de bases, por ejemplo, C por T o mutaciéon puntual), tipicamente dentro de una secuencia
definida o locus gendmico. Una modificacion genética cambia la secuencia de acidos nucleicos del ADN.
Una modificacion genética puede realizarse en una unica posicién de nucledtido. Una modificacion
genética puede realizarse en multiples nucleétidos, por ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 mas nucledtidos, tipicamente
muy proximos entre si, por ejemplo, nucleétidos contiguos.
[00526] En algunas modalidades, el método o uso tiene como resultado la edicion de genomas.
En algunas modalidades, el método o uso tiene como resultado una ruptura de doble cadena dentro del
gen objetivo. En algunas modalidades, el método o uso tiene como resultado la formacién de mutaciones
indel durante la union de extremos no homologos de la DSB. En algunas modalidades, el método o uso
tiene como resultado una insercién o eliminacion de nucleétidos en un gen objetivo. En algunas
modalidades, la insercién o eliminacion de nucle6tidos en un gen diana conduce a una mutacion por
desplazamiento del marco de lectura o un coddén de parada prematuro que tiene como resultado una
proteina no funcional. En algunas modalidades, la insercion o eliminacion de nucleétidos en un gen diana
conduce a una reduccién o eliminacion de la expresion del gen objetivo. En algunas modalidades, el
método o uso comprende la reparacion dirigida por homologia de una DSB. En algunas modalidades, el
método o uso comprende ademas administrar a la célula una plantilla, en donde al menos una parte de
la plantilla se incorpora a un ADN objetivo en o cerca de un sitio de ruptura de doble cadena inducida
por la nucleasa. En algunas modalidades, el método o uso tiene como consecuencia una ruptura
monocatenaria en el gen objetivo. En algunas modalidades, el método o uso tiene como resultado un
cambio de base, por ejemplo, mediante desaminacion, dentro del gen objetivo. La edicién de genes
normalmente ocurre dentro o adyacente a la parte del gen diana con la que la secuencia espaciadora
forma un duplex.
[00527] En algunas modalidades, el método o uso tiene como resultado la modulaciéon genética.
En algunas modalidades, la modulacion genética es un aumento o disminucion de la expresion génica,
un cambio en el estado de metilacién del ADN o una modificacién de una subunidad de histona. En
algunas modalidades, el método o uso tiene como resultado una expresiéon aumentada o disminuida de
la proteina codificada por el gen objetivo.
[00528] La eficacia de los ARNg se puede probar in vitro e in vivo. En algunas modalidades, la
invencion comprende uno o mas de los ARNg, composiciones o formulaciones farmacéuticas descritas
en el presente documento, en donde el ARNg tiene como resultado una modulacion genética cuando se

proporciona a una célula junto con una nucleasa Cas, por ejemplo, Cas9 o ARNm que codifica Cas9. En
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algunas modalidades, la eficacia del ARNg se puede medir in vitro o in vivo.
[00529] En algunas modalidades, la actividad de una RNP Cas que comprende un ARNg se
compara con la actividad de una RNP Cas que comprende un ARNgu no modificado o un ARNgu de
referencia que carece de modificaciones presentes en el ARNgu, tal como uno o mas conectores
internos, regiones acortadas. En algunas modalidades, el ARNgu no incluye un enlazador interno.
[00530] En algunas modalidades, la eficacia de un ARNg para aumentar o disminuir la expresion
de la proteina diana se determina midiendo la cantidad de proteina objetivo.
[00531] En algunas modalidades, la eficacia de la edicion con ARNg especificos esta determinada
por la edicion presente en la ubicacién objetivo en el genoma después de la administracion de una
nucleasa Cas y el ARNg. En algunas modalidades, la eficacia de la edicion con ARNg especificos se
mide mediante secuenciacion de proxima generaciéon (NGS). En algunas modalidades, se determina el
porcentaje de edicion de la region de interés objetivo. En algunas modalidades, el numero total de
lecturas de secuencia con alteraciones de secuencia, por ejemplo, inserciones o eliminaciones (indeles),
0 cambios de bases sin insercion o eliminacion, de nucledtidos en la region objetivo de interés sobre el
numero total de lecturas de secuencia se mide siguiendo la entrega de un ARNg y una nucleasa Cas.
[00532] En algunas modalidades, la eficacia de la edicion con ARNg especificos se mide por la
presencia de alteraciones de secuencia, por ejemplo, inserciones o eliminaciones, o sustitucién de
bases, o mutacion puntual de nucledtidos introducida mediante una edicion de genoma exitosa. En
algunas modalidades, la actividad de una nucleasa Cas y ARNg se prueba en ensayos bioquimicos. En
algunas modalidades, la actividad de una nucleasa Cas y ARNg se prueba en un ensayo de escision
libre de células. En algunas modalidades, la actividad de una nucleasa Cas y ARNg se prueba en células
Neuro2A. En algunas modalidades, la actividad de una nucleasa Cas y ARNg se prueba en células
primarias, por ejemplo, hepatocitos primarios.
[00533] En algunas modalidades, la actividad de los ARNg modificados se mide después de la
dosificacion in vivo de LNP que comprenden ARNg modificados y proteina Cas o ARNm que codifica la
proteina Cas.
[00534] En algunas modalidades, la eficacia in vivo de un ARNg o una composicién proporcionada
en el presente documento se determina editando la eficacia medida en ADN extraido de tejido (por
ejemplo, tejido hepatico) después de la administracion de ARNg y una nucleasa Cas.
[00535] En algunas modalidades, la activacion de la respuesta inmunitaria del sujeto se mide
mediante concentraciones séricas de una o mas citocinas después de la dosificacion in vivo de ARNgu
junto con ARNm o proteina de nucleasa Cas (por ejemplo, formulada en una LNP). En algunas
modalidades, la citocina es interferon alfa (IFN-alfa), interleucina 6 (IL-6), proteina quimiotactica de
monocitos 1 (MCP-1) o factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa).
[00536] En algunas modalidades, la administracién de ARNm de RNP Cas o nucleasa Cas junto
con el ARNg modificado (por ejemplo, ARNgu) produce concentraciones séricas mas bajas de citocinas
inmunitarias en comparacion con la administracion de ARNgu no modificado. En algunas modalidades,
la invenciéon comprende métodos que comprenden administrar cualquiera de los ARNg descritos en el
presente documento a un sujeto, en donde el ARNg provoca una concentracion mas baja de citocinas
inmunitarias en el suero del sujeto en comparacion con un ARNg de control que no esta modificado de
manera similar.
ADMINISTRACION DE ARN GUIA
[00537] En algunas modalidades, las composiciones de ARNg, las composiciones o las
formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento, solas o codificadas en uno o mas

vectores, se formulan o se administran a través de una nanoparticula lipidica; véase, por ejemplo,
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W02017/173054, cuyo contenido se incorpora en el presente documento mediante esta referencia en
su totalidad.
Lipidos; formulacion; entrega
[00538] Se describen en el presente documento diversas modalidades que utilizan composiciones
de ensamblaje de acido nucleico lipidico que comprenden acidos nucleicos o composiciones descritas
en el presente documento. En algunas realizaciones, la composicion de ensamblaje de acido nucleico
lipidico comprende un ARNg descrito en el presente documento, por ejemplo, un ARNg que comprende
una regién guia y una region conservada, la region conservada comprende uno o mas de: (a) una region
de repeticidn/antirrepeticion acortada, en donde la region de repeticion/antirrepeticién acortada carece
de 2-24 nucleétidos, en donde (i) uno o mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 se encuentran eliminados
y opcionalmente uno o mas de los nucledtidos 37-64 estan sustituidos con respecto a la SEQ ID NO:
500; y (ii) el nucledtido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante al menos 2 nucledtidos; o (b) una region
de horquilla 1 acortada, donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente de 2-8 nucledtidos,
donde (i) uno o mas de los nucleétidos 82-86 y 91-95 se encuentran eliminados y opcionalmente uno o
mas de las posiciones 82-96 se sustituyen con respecto a SEQ ID NO: 500; y (ii) el nucleétido 81 esta
unido al nucleétido 96 mediante al menos 4 nucledétidos; o (c) una region de horquilla 2 acortada, donde
la horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente de 2-16 nucleétidos, donde (i) uno o mas de los
nucledtidos 113-121 y 126-134 se encuentran eliminados y opcionalmente uno o mas de los nucleétidos
113-134 estan sustituidos con respecto a la SEQ ID NO: 500; y (ii) el nucleétido 112 esta unido al
nucledtido 135 mediante al menos 4 nucledtidos; en el que uno o ambos de los nucleétidos 144-145
estan opcionalmente eliminados con respecto a SEQ ID NO: 500; en donde al menos 10 nucleétidos son
nucleétidos modificados.
[00539] Como se usa en el presente documento, una "composicién de ensamblaje de acido
nucleico lipidico" se refiere a composiciones de administracion a base de lipidos, que incluyen
nanoparticulas lipidicas (LNP) y lipoplejos. LNP se refiere a nanoparticulas lipidicas <100 nM. Las LNP
se forman mezclando con precisién un componente lipidico (por ejemplo, en etanol) con un componente
de acido nucleico acuoso y los LNP son de tamafno uniforme. Los lipoplejos son particulas formadas
mezclando en masa los componentes de lipidos y acidos nucleicos y tienen un tamano de entre
aproximadamente 100 nm y 1 micra. En determinadas modalidades, los conjuntos de acidos nucleicos
lipidicos son LNP. Como se usa en el presente documento, un "ensamblaje de acido nucleico lipidico"
comprende una pluralidad (es decir, mas de una) de moléculas lipidicas asociadas fisicamente entre si
mediante fuerzas intermoleculares. Un conjunto de acido nucleico lipidico puede comprender un lipido
biodisponible que tiene un valor de pKa de <7,5 o <7. Los conjuntos de acidos nucleicos lipidicos se
forman mezclando una solucién acuosa que contiene acido nucleico con una solucioén lipidica basada
en un disolvente organico, por ejemplo, etanol al 100 %. Las soluciones o solventes adecuados incluyen
o pueden contener: agua, PBS, amortiguador Tris, NaCl, amortiguador de citrato, etanol, cloroformo,
dietiléter, ciclohexano, tetrahidrofurano, metanol, isopropanol. Opcionalmente, un amortiguador
farmacéuticamente aceptable puede estar comprendido en una formulacién farmacéutica que
comprende los conjuntos de acidos nucleicos lipidicos, por ejemplo, para una terapia ex vivo. En algunas
modalidades, la solucion acuosa comprende un ARNg descrito en el presente documento. En algunas
modalidades, la solucion acuosa comprende ademas un ARNm que codifica un agente de unién a ADN
guiado por ARN, tal como Cas9.
[00540] Como se usa en el presente documento, nanoparticula lipidica (LNP) se refiere a una
particula que comprende una pluralidad de (es decir, mas de una) moléculas lipidicas asociadas

fisicamente entre si mediante fuerzas intermoleculares. Las LNP pueden ser, por ejemplo, microesferas
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(incluidas vesiculas unilaminares y multilaminares, por ejemplo, "liposomas" (bicapas lipidicas de fase
laminar que, en algunas modalidades, son sustancialmente esféricas) y, en modalidades mas
particulares, pueden comprender un nucleo acuoso, por ejemplo, que comprende una parte sustancial
de moléculas de ARN), una fase dispersa en una emulsién, micelas o una fase interna en una
suspension. Las emulsiones, micelas y suspensiones pueden ser composiciones adecuadas para
administracion local y/o tépica. Véase también, por ejemplo, WO2017173054A1, cuyo contenido se
incorpora en el presente documento mediante esta referencia en su totalidad. Puede utilizarse cualquier
LNP conocida por los expertos en la técnica por a su capacidad de administrar nucleétidos a sujetos con
los ARN guia y el acido nucleico que codifica una nicasa guiada por ARN y el acido nucleico que codifica
una desaminasa de citidina descrita en la presente.
[00541] En algunas modalidades, la solucion acuosa comprende un ARNg descrito en la presente
y adicionalmente, de forma opcional, comprende un ARNm que codifica un agente de unién a ADN
guiado por ARN, tal como Cas9. Una formulacién farmacéutica que comprende la composicion de
ensamblaje de acido nucleico lipidico puede comprender opcionalmente un amortiguador
farmacéuticamente aceptable.
[00542] En algunas modalidades, las composiciones de ensamblaje de acido nucleico lipidico
incluyen un "lipido amina" (a veces descrito en el presente documento o en otro lugar como un "lipido
ionizable" o un "lipido biodegradable"), junto con un "lipido auxiliar" opcional, un "lipido neutro" y un lipido
oculto tal como un lipido de polietilenglicol. En algunas modalidades, los lipidos de amina o los lipidos
ionizables son catiénicos dependiendo del pH.
Lipidos de amina
[00543] En algunas modalidades, las composiciones de ensamblaje de acido nucleico lipidico
comprenden un "lipido de amina", que es, por ejemplo, un lipido ionizable tal como el lipido A o sus
equivalentes, incluidos analogos de acetal del lipido A.
[00544] En algunas modalidades, el lipido de amina es el lipido A, que es octadeca-9,12-dienoato
de (9Z,12Z)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo,
también llamado (9Z,12Z)-octadeca-9,12-diencato de  3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-

(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo. El lipido A se puede representar como:

[00545] El lipido A se puede sintetizar segun el documento W02015/095340 (por ejemplo, pags.
84 a 86). En algunas modalidades, el lipido de amina es un equivalente al lipido A.

[00546] En algunas modalidades, un lipido de amina es un analogo del lipido A. En algunas
modalidades, un analogo del lipido A es un analogo acetal del lipido A. En composiciones de ensamblaje
de acido nucleico lipidico particulares, el analogo acetal es un compuesto analogo de acetal C4-C12. En
algunas modalidades, el analogo de acetal es un analogo de acetal C5-C12. En modalidades
adicionales, el analogo de acetal es un analogo de acetal C5-C10. En modalidades adicionales, el
analogo de acetal se elige entre un analogo de acetal C4, C5, C6, C7, C9, C10, C11y C12.

[00547] Los lipidos de amina y otros "lipidos biodegradables" adecuados para su uso en los
conjuntos de acidos nucleicos lipidicos descritos en el presente documento son biodegradables in vivo
0 ex vivo. Los lipidos de amina tienen baja toxicidad (por ejemplo, se toleran en modelos animales sin

efectos adversos en cantidades mayores o iguales a 10 mg/kg). En algunas modalidades, los
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ensamblajes de acido nucleico lipidico que comprenden un lipido de amina incluyen aquellos en los que
al menos el 75 % del lipido de amina se elimina del plasma o de la célula modificada en 8, 10, 12, 24 o
48 horas, 0 3, 4, 5, 6, 7 0 10 dias. En algunas modalidades, los conjuntos de acido nucleico lipidico que
comprenden un lipido de amina incluyen aquellos en los que al menos el 50 % del acido nucleico, por
ejemplo, ARNm o ARNg, se elimina del plasma en 8, 10, 12, 24 0 48 horas, 0 3, 4, 5, 6, 7 0 10 dias. En
algunas modalidades, los ensamblajes de acido nucleico lipidico que comprenden un lipido de amina
incluyen aquellos en los que al menos el 50 % del conjunto de &cido nucleico lipidico se elimina del
plasmaen 8, 10, 12, 24 0 48 horas, 0 3, 4, 5, 6, 7 0 10 dias, por ejemplo, midiendo un lipido (por ejemplo,
un lipido de amina), acido nucleico, por ejemplo, ARN/ARNm u otro componente. En algunas
modalidades, se mide el componente de acido nucleico, ARN o lipido encapsulado en lipido frente a
libre del conjunto de acido nucleico lipidico.
[00548] Los lipidos biodegradables incluyen, por ejemplo, los lipidos biodegradables de los
documentos WO/2020/219876, WO/2020/118041, WO/2020/072605, WO/2019/067992,
WO/2017/173054, W0O2015/095340 y W0O2014/136086, y las LNP incluyen composiciones de LNP
descritas en estos, cuyos lipidos y composiciones se incorporan en la presente mediante esta referencia.
[00549] El aclaramiento de lipidos se puede medir como se describe en la bibliografia. Véase
Maier, M.A., et al. Biodegradable Lipids Enabling Rapidly Eliminated Lipid Nanoparticles for Systemic
Delivery of RNAIi Therapeutics. Mol. Ther. 2013, 21(8), 1570-78 (“Maier’). Por ejemplo, en Maier, se
administraron 0,3 mg/kg de sistemas LNP-ARNip que contienen ARNip dirigidos a luciferasas a ratones
C57BI/6 machos de seis a ocho semanas de edad mediante inyeccion intravenosa en bolo a través de
la vena lateral de la cola. Se recolectaron muestras de sangre, higado y bazo 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4,
8, 24, 48, 96 y 168 horas después de la dosis. Se perfundio a los ratones con solucion salina antes de
la recoleccion de tejido y se procesaron muestras de sangre para obtener plasma. Todas las muestras
fueron procesadas y analizadas por LC-MS. Ademas, Maier describe un procedimiento para evaluar la
toxicidad después de la administracion de formulaciones de LNP-ARNip. Por ejemplo, se administraron
0, 1, 3, 5y 10 mg/kg de un ARNip dirigido a luciferasa (5 animales/grupo) mediante una Unica inyeccion
intravenosa en bolo en un volumen de dosis de 5 mL/kg a ratas Sprague-Dawley macho. Después de
24 horas, se obtuvo alrededor de 1 mL de sangre de la vena yugular de animales conscientes y se aisl6
el suero. Tras 72 horas desde la dosis, todos los animales fueron sacrificados para una necropsia. Se
realizaron evaluaciones de signos clinicos, peso corporal, quimica sérica, peso de drganos e
histopatologia. Aunque Maier describe métodos para evaluar formulaciones de ARNip-LNP, estos
métodos pueden aplicarse para evaluar la eliminacién, la farmacocinética y la toxicidad de la
administracion de composiciones de ensamblaje de acido nucleico lipidico de la presente divulgacion.
[00550] Son adecuados los lipidos ionizables y biodisponibles para la administracién de acidos
nucleicos por LNP conocidos en la técnica. Los lipidos pueden ser ionizables dependiendo del pH del
medio en el que se encuentran. Por ejemplo, en un medio ligeramente acido, el lipido, como un lipido
de amina, puede estar protonado y por tanto tener una carga positiva. Por el contrario, en un medio
ligeramente basico, tal como, por ejemplo, sangre donde el pH es alrededor de 7,35, el lipido, tal como
un lipido de amina, puede no estar protonado y, por lo tanto, no llevar carga.
[00551] La capacidad de un lipido para soportar una carga esta relacionada con su pKa intrinseco.
En algunas modalidades, cada uno de los lipidos de amina de la presente divulgacién puede tener,
independientemente, un pKa en el intervalo de alrededor de 5,1 a alrededor de 7,4. En algunas
modalidades, los lipidos biodisponibles de la presente descripcibn pueden tener cada uno,
independientemente, un pKa en el intervalo de alrededor de 5,1 a alrededor de 7,4, tal como de alrededor

de 5,5 a alrededor de 6,6, de alrededor de 5,6 a alrededor de 6,4, de alrededor de 5,8 a alrededor de
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6,2, o desde alrededor de 5,8 hasta alrededor de 6,5. Por ejemplo, cada uno de los lipidos de amina de
la presente descripcidn pueden tener independientemente una pKa en el independientemente de
alrededor de 5,8 a alrededor de 6,5. Los lipidos con un pKa que oscila entre alrededor de 5,1 y alrededor
de 7,4 son eficaces para la administracion de carga in vivo, por ejemplo, al higado. Ademas, se ha
descubierto que los lipidos con un pKa que oscila entre alrededor de 5,3 y alrededor de 6,4 son eficaces
para su administracién in vivo, por ejemplo, a tumores. Véase, por ejemplo, WO2014/136086.
Lipidos adicionales
[00552] Los "lipidos neutros" adecuados para su uso en una composicion de ensamblaje de acido
nucleico lipidico de la descripcién incluyen, por ejemplo, una variedad de lipidos neutros, no cargados o
zwitterionicos. Los ejemplos de fosfolipidos neutros adecuados para su uso en la presente divulgacion
incluyen, de forma taxativa, 5-heptadecilbenceno-1,3-diol (resorcinol), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
distearoilfosfatidilcolina  (DSPC), pofosfocolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilcolina  (DMPC).,
fosfatidilcolina (PLPC), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DAPC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilcolina de huevo (EPC), dilauriloilfosfatidilcolina (DLPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), 1-
miristoil-2 -palmitoil fosfatidilcolina (MPPC), 1-palmitoil-2-miristoil fosfatidilcolina (PMPC), 1-palmitoil-2-
estearoil fosfatidilcolina (PSPC), 1,2-diaraquidoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DBPC), 1- estearoil-2-palmitoil
fosfatidilcolina (SPPC), 1,2-dieicosenoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DEPC), palmitoiloleoil fosfatidilcolina
(POPC), lisofosfatidilcolina, dioleoil fosfatidiletanolamina  (DOPE), dilinoleoilfosfatidilcolina
distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) ), dimiristoil fosfatidiletanolamina (DMPE), dipalmitoil
fosfatidiletanolamina (DPPE), palmitoiloleoil fosfatidiletanolamina (POPE), lisofosfatidiletanolamina y
combinaciones de estos. En una modalidad, el fosfolipido neutro se puede seleccionar del grupo que
consiste en distearoilfosfatidilcolina (DSPC) y dimiristoil fosfatidiletanolamina (DMPE). En otra
modalidad, el fosfolipido neutro puede ser distearoilfosfatidilcolina (DSPC).
[00553] Los "lipidos auxiliares" incluyen esteroides, esteroles y resorcinoles de alquilo. Los lipidos
auxiliares adecuados para su uso en la presente descripcion incluyen, de forma no taxativa, colesterol,
5-heptadecilresorcinol y hemisuccinato de colesterol. En una modalidad, el lipido auxiliar puede ser
colesterol. En una modalidad, el lipido auxiliar puede ser hemisuccinato de colesterol.
[00554] Los "lipidos ocultos" son lipidos que alteran el tiempo que las nanoparticulas pueden
existir in vivo (por ejemplo, en la sangre). Los lipidos ocultos pueden ayudar en el proceso de
formulacién, por ejemplo, reduciendo la agregacion de particulas y controlando el tamano de las
particulas. Los lipidos ocultos utilizados en este documento pueden modular las propiedades
farmacocinéticas del ensamblaje de acido nucleico lipidico o ayudar en la estabilidad de la nanoparticula
ex vivo. Los lipidos ocultos adecuados para su uso en una composicion de ensamblaje de acido nucleico
lipidico de la descripcion incluyen, de forma no taxativa, lipidos ocultos que tienen un grupo principal
hidréfilo unido a un resto lipidico. Los lipidos ocultos adecuados para su uso en una composicién de
ensamblaje de acido nucleico lipidico de la presente descripcién y la informacién sobre la bioquimica de
dichos lipidos se pueden encontrar en Romberg et al., Pharmaceutical Research, vol. 25, num. 1, 2008,
pag. 55-71 y Hoekstra et al., Biochimica et Biophysica Acta 1660 (2004) 41-52. Se describen lipidos de
polietilenglicol adicionales adecuados, por ejemplo, en el documento WO 2006/007712.
[00555] En una modalidad, el grupo principal hidréfilo de lipido oculto comprende un resto
polimérico seleccionado de polimeros basados en polietilenglicol. Los lipidos ocultos pueden
comprender un resto lipidico. En algunas modalidades, el lipido oculto es un lipido con polietilenglicol.
[00556] En una modalidad, un lipido oculto comprende un resto polimérico seleccionado de
polimeros basados en polietilenglicol (a veces denominado poli(6xido de etileno)), poli(oxazolina),

poli(alcohol  vinilico),  poli(glicerol),  poli(N-vinilpirrolidona),  poliaminoacidos y  poli[N-(2-
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hidroxipropil)metacrilamidal).
[00557] En una modalidad, el lipido con polietilenglicol comprende un resto polimérico basado en
polietilenglicol (a veces denominado poli(éxido de etileno)).
[00558] El lipido con polietilenglicol comprende ademas un resto lipidico. En algunas
modalidades, el resto lipidico puede derivarse de diacilglicerol o diacilglicamida, incluidos aquellos que
comprenden un grupo dialquilglicerol o dialquilglicamida que tienen una longitud de cadena alquilica que
comprende independientemente de alrededor de C4 a alrededor de C40 atomos de carbono saturados
o insaturados, en donde la cadena puede comprender uno o mas grupos funcionales como, por ejemplo,
una amida o un éster. En algunas modalidades, la longitud de la cadena alquilica comprende alrededor
de C10 a C20. El grupo dialquilglicerol o dialquilglicamida puede comprender ademas uno o0 mas grupos
alquilo sustituidos. Las longitudes de cadena pueden ser simétricas o asimétricas.
[00559] A menos que se indique lo contrario, el término "polietilenglicol", tal como se usa en el
presente documento, significa cualquier polietilenglicol u otro polimero de éter de polialquileno. En una
modalidad, el. polietilenglicol es un polimero lineal o ramificado opcionalmente sustituido con etilenglicol
u 6xido de etileno. En una modalidad, el polietilenglicol no esta sustituido. En una modalidad, el
polietilenglicol esta sustituido, por ejemplo, con uno 0 mas grupos alquilo, alcoxi, acilo, hidroxi o arilo. En
una modalidad, el término incluye copolimeros de polietilenglicol tales como PEG-poliuretano o PEG-
polipropileno (véase, por ejemplo, J. Milton Harris, Poly(ethilene glycol) chemistry: biotechnical and
biomedical applications (1992)); en otra modalidad, el término no incluye copolimeros de polietilenglicol.
En una modalidad, el polietilenglicol tiene un peso molecular de alrededor de 130 a alrededor de 50 000,
en una submodalidad, de alrededor de 150 a alrededor de 30 000, en una submodalidad, de alrededor
de 150 a alrededor de 20 000, en una submodalidad de alrededor de 150 a alrededor de 15 000, en una
submodalidad, de alrededor de 150 a alrededor de 10 000, en una submodalidad, de alrededor de 150
a alrededor de 6000, en una submodalidad, alrededor de 150 a alrededor de 5000, en una submodalidad,
de alrededor de 150 a alrededor de 4000, en una submodalidad, de alrededor de 150 a alrededor de
3000, en una submodalidad, de alrededor de 300 a alrededor de 3000, en una submodalidad, de
alrededor de 1000 a alrededor de 3000, y en una submodalidad, de alrededor de 1500 a alrededor de
2500.
[00560] En algunas modalidades, el polietilenglicol (por ejemplo, conjugado con un resto lipidico
o lipido, tal como un lipido oculto), es un "PEG-2K", también denominado "PEG 2000", que tiene un peso
molecular promedio de unos 2000 dalton. PEG-2K se representa en el presente documento mediante la

siguiente férmula (1), en donde n es 45, lo que significa que el grado de polimerizacion promediado en

[ A
n

otras modalidades de polietilenglicol conocidas en la técnica, incluidas, por ejemplo, aquellas en las que

numero comprende alrededor de 45 subunidades . Sin embargo, se pueden usar
el grado de polimerizacién promediado en nimero comprende alrededor de 23 subunidades (n=23) y/o
68 subunidades (n=68). En algunas modalidades, n puede oscilar entre alrededor de 30 y alrededor de
60. En una modalidad, n puede variar de alrededor de 35 a alrededor de 55. En algunas modalidades, n
puede variar de alrededor de 40 a alrededor de 50. En algunas modalidades, n puede variar de alrededor
de 42 a alrededor de 48. En algunas modalidades, n puede ser 45. En algunas modalidades, R puede
seleccionarse de H, alquilo sustituido y alquilo no sustituido. En algunas modalidades, R puede ser
alquilo no sustituido. En algunas modalidades, R puede ser metilo.

[00561] En cualquiera de las modalidades descritas en el presente documento, el lipido PEG se
puede seleccionar entre PEG-dilauroilglicerol, PEG-dimiristoilglicerol (por ejemplo, 1,2-dimiristoil-rac-
glicero-3-metilpolioxietilenglicol 2000 (PEG2k-DMG) o PEG-DMG (n.° de catadlogo GM-020 de NOF,
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Tokio, Japén), PEG-dipalmitoilglicerol, PEG-diestearoilglicerol (PEG-DSPE) (n.° de catalogo DSPE-
020CN, NOF, Tokio, Japon), PEG-dilaurilglicerol, PEG -dimiristilglucamida, PEG-dipalmitoilglucamida y
PEG-diestearoilglucamida, PEG-colesterol (1-[8'-(Colest-5-en-3[beta]-oxi)carboxamido-3',6'-
dioxaoctanillcarbamoil-lomega ]-metil-poli(etilenglicol), PEG-DMB (éter de 3,4-ditetradecoxibencil-
[omega]-metil-poli(etilenglicol)éter, 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-DMG) (n.° de cat. 880150P de Avanti Polar Lipids, Alabaster,
Alabama, EUA), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi( polietilenglicol)-2000] (PEG2k-
DSPE) (n.° de cat. 880120C de Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, EUA), 1,2-diestearoil-sn-
glicerol, metoxipolietilenglicol (PEG2k-DSG; GS-020, NOF Tokio, Japén), poli(etilenglicol)-2000-
dimetacrilato (PEG2k-DMA) y 1,2-diesteariloxipropil-3-amina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (PEG2k-
DSA). En una modalidad, el lipido con polietilenglicol puede ser 1,2-dimiristoil-rac-glicero-3-
metilpolioxietilenglicol 2000 (PEG2k-DMG). En una modalidad, el lipido con polietilenglicol puede ser
PEG2k-DMG. En una modalidad, el lipido con polietilenglicol puede ser PEG2k-DMG. En algunas
modalidades, el lipido con polietilenglicol puede ser PEG2k-DSG. En una modalidad, el lipido pegilado
puede ser PEG2k-DSPE. En una modalidad, el lipido pegilado puede ser PEG2k-DMA. En una
modalidad, el lipido de PEG puede ser PEG2k-C-DMA. En una modalidad, el lipido con polietilenglicol
puede ser el compuesto S027, divulgado en el documento WO2016/010840 (parrafos [00240] a [00244]).
En una modalidad, el lipido pegilado puede ser PEG2k-DSA. En una modalidad, el lipido pegilado puede
ser PEG2k-C11. En algunas modalidades, el lipido pegilado puede ser PEG2k-C14. En algunas
modalidades, el lipido pegilado puede ser PEG2k-C16. En algunas modalidades, el lipido pegilado puede
ser PEG2k-C18.
[00562] En modalidades preferidas, el lipido PEG incluye un grupo glicerol. En modalidades
preferidas, el lipido PEG incluye un grupo dimiristoilglicerol (DMG). En modalidades preferidas, el lipido
PEG comprende PEG-2k. En modalidades preferidas, el lipido PEG es un PEG-DMG. En modalidades
preferidas, el lipido PEG es un PEG-2k-DMG. En modalidades preferidas, el lipido PEG es 1,2-dimiristoil-
rac-glicero-3-metoxipolietilenglicol2000. En modalidades preferidas, el PEG-2k-DMG es 1,2-dimiristoil-
rac-glicero-3-metoxipolietilenglicol-2000.
Administracion de LNP de ARNg
[00563] Las nanoparticulas lipidicas (LNP) son un medio conocido para la administracién de carga
de nucledtidos y proteinas, y pueden usarse para la administracion de ARNg (por ejemplo, ARNgu),
composiciones o formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En algunas
modalidades, las LNP administran acido nucleico, proteina o acido nucleico junto con proteina. Como
se usa en el presente documento, nanoparticula lipidica (LNP) se refiere a una particula que comprende
una pluralidad de (es decir, mas de una) moléculas lipidicas asociadas fisicamente entre si mediante
fuerzas intermoleculares. Las LNP pueden ser, por ejemplo, microesferas (que incluyen vesiculas
unilamelares y multilamelares, por ejemplo, "liposomas", capas dobles de lipidos en fase lamelar que,
en algunas modalidades, son sustancialmente esféricas y, en modalidades mas particulares, pueden
comprender un nucleo acuoso, por ejemplo, que comprende una parte sustancial de moléculas de ARN),
una fase dispersa en una emulsion, micelas o una fase interna en una suspension (vea, por ejemplo,
WO2017173054, cuyo contenido se incorpora a la presente mediante esta referencia en su totalidad).
Puede utilizarse cualquier LNP conocida por los expertos en la técnica como capaz de administrar
nucleotidos a los sujetos.
[00564] En algunas modalidades, la invencion comprende un meétodo para administrar cualquiera
de los ARNg descritos en el presente documento a un sujeto, en donde el ARNg esta asociado con una
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polinucleétido (por ejemplo, ARNm o ADN) que codifica una nucleasa Cas.
[00565] En algunas modalidades, la invencion comprende una composicion que comprende
cualquiera de los ARNg descripcion y una LNP. En algunas modalidades, la composicién comprende
ademas una Cas9 o un polinucleétido (por ejemplo, ARNm o ADN) que codifica Cas9.
[00566] En algunas modalidades, se proporciona en el presente documento un método para
administrar cualquiera de los ARN guia descritos en el presente documento a una célula o una poblacion
de células o un sujeto, inclusive a una célula o poblacion de células en un sujeto in vivo, en donde uno
o0 mas de los componentes estan asociados con una LNP. En algunas modalidades, el método
comprende ademas un agente de unién a ADN guiado por ARN (por ejemplo, Cas9 o un polinucleétido
(por ejemplo, ARNm o ADN) que codifica Cas9).
[00567] En algunas modalidades, en el presente documento se proporciona una composicion que
comprende cualquiera de los ARN guia descritos en el presente documento o la construccién donante
divulgada en el presente documento, solo o en combinacién, con una LNP. En algunas modalidades, la
composicion comprende también un agente de unién a ADN guiado por ARN (por ejemplo, Cas9 o un
polinucleétido (por ejemplo, ARNm o ADN) que codifica Cas9).
[00568] En algunas modalidades, las LNP comprenden lipidos catidnicos. En algunas
modalidades, las LNP comprenden octadeca-9,12-dienoato de (92,12Z)-3-((4,4-
bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo, también llamado
(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato de 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo. En algunas modalidades, las LNP comprenden relaciones
molares de un lipido de amina catiénico a ARN fosfato (N:P) de aproximadamente 4,5. En algunas
modalidades, las LNP comprenden 8-((7,7-bis(octiloxi)heptil)(2-hidroxietil)amino)octanoato de nonilo. En
algunas modalidades, las LNP comprenden relaciones molares de un lipido de amina catiénico a ARN
fosfato (N:P) de aproximadamente 4,5 a 6,5. En algunas modalidades, las LNP comprenden relaciones
molares de un lipido de amina catidonico a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 4,5. En algunas
modalidades, las LNP comprenden relaciones molares de una amina lipidica catidénica con respecto a
fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6,0.
[00569] En algunas modalidades, las LNP asociadas con los ARNg descritos en el presente
documento se utilizan en la preparacion de un medicamento para tratar una enfermedad o trastorno.
[00570] La electroporacién es un medio conocido para la entrega de carga y se puede usar
cualquier metodologia de electroporacién para la entrega de cualquiera de los ARNg descritos en el
presente documento. En algunas modalidades, se puede usar electroporacion para administrar
cualquiera de los ARNg descritos en el presente documento y Cas9 o un polinucleétido (por ejemplo,
ARNm o ADN) que codifica Cas9.
[00571] En algunas modalidades, la invencion comprende un método para administrar cualquiera
de los ARNg descritos en el presente documento a una célula ex vivo, en donde el ARNg esta asociado
con una LNP o no esta asociado con una LNP. En algunas modalidades, el ARNg/LNP o ARNg también
esta asociado con una Cas9 o un polinucleétido (por ejemplo, ARNm o ADN) que codifica Cas9. (Véase,
por ejemplo, PCT/US2021/029446, incorporado en el presente documento mediante referencia)
[00572] En algunas modalidades, el vector comprende una o mas secuencias de nucleétidos que
codifican un ARNm que codifica una ADN nucleasa guiada por ARN, que puede ser una nucleasa Cas,
tal como NmeCas9. En algunas modalidades, el vector comprende un ARNm que codifica una nucleasa
de ADN guiada por ARN, que puede ser una proteina Cas, tal como una proteina Cas9. En una
modalidad, el Cas9 es NmeCas9.

[00573] En algunas modalidades, los componentes pueden introducirse como acido nucleico no
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asociado a proteinas, como acido nucleico en complejo con un agente tal como un liposoma o
poloxdmero, o pueden administrarse mediante vectores virales (por ejemplo, adenovirus, AAV,
herpesvirus, retrovirus, lentivirus). Los métodos y composiciones para la administracién no viral de
acidos nucleicos incluyen electroporacion, lipofeccion, microinyeccién, biolistica, virosomas, liposomas,
inmunoliposomas, LNP, polication o conjugados de lipido:acido nucleico, acido nucleico no asociado a
proteinas (por ejemplo, ADN/ARN no asociado a proteinas), viriones artificiales y absorcion de ADN
mejorada por agentes. También se puede utilizar la sonoporacion utilizando, por ejemplo, el sistema
Sonitron 2000 (Rich-Mar) para la administracion de acidos nucleicos.
[00574] En algunas modalidades, las LNP asociadas con los ARNg descritos en el presente
documento se utilizan en la preparacion de un medicamento para tratar una enfermedad o trastorno.
-
[00575] La presente descripcion y modalidades ejemplares no deben tomarse como limitativas.
Para los fines de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, a menos que se indique lo
contrario, todos los niumeros que expresan cantidades, porcentajes o proporciones, y otros valores
numeéricos utilizados en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, deben entenderse modificados en
todos los casos por "alrededor de" o "aproximadamente", en la medida en que no estén ya modificados

asi.
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SEQ ID No.

Descripcion

Secuencia

600

Secuencia

Nme2Cas9 codificado por ARNm A

de

aminoacidos

para

MTGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLR
ARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGV
ANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQR
PALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLL
GLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPE
ILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGV
VRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEI
NLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRIL
LQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACS
TVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKL
SSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKAR
LEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYA
WQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLI
QKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE

601

Secuencia

de

aminoacidos

Nme2Cas9 codificado por ARNm B

para

MTGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLR
ARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGV
ANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQR
PALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLL
GLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPE
ILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGV
VRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEI
NLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRIL
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LQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACS

TVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKL
SSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKAR

LEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYA

WQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLI
QKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE

602

Secuencia de aminoacidos
Nme2Cas9 codificada por ARNm C

para

MTGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLR
ARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGV
ANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQR
PALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLL
GLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPE
ILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGV
VRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLY SGKEI
NLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRIL
LQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACS
TVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKL
SSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKAR
LEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYA
WQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLI
QKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE

603

Secuencia de aminoacidos
Nme2Cas9 codificado por ARNm D

para

MTGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLR
ARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGV
ANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQR
PALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLL
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GLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPE
ILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGV
VRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEI
NLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRIL
LQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACS
TVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKL
SSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKAR
LEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYA
WQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLI
QKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE

604

Secuencia de aminoacidos para el editor
de bases SpyCas9 codificado por ARNm
E

MEASPASGPRHLMDPHIFTSNFNNGIGRHKTYLCYEVERLDNGTSVKMDQHRGFLHNQAKNLLCGFYGRHAELRFLDLVP
SLQLDPAQIYRVTWFISWSPCFSWGCAGEVRAFLQENTHVRLRIFAARIYDYDPLYKEALQMLRDAGAQVSIMTYDEFKHC
WDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQALSGRLRAILQNQGNSGSETPGTSESATPESDKKYSIGLAIGTNSVGWAVITDEYKV
PSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEE
DKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYN
QLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLD
NLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYA
GYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKIL
TFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDKNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELT
KVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLD
NEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANR
NFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQKG
QKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNK

VLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILD
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SRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDV
RKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQ
TGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEA
KGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYL
DEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSIT
GLYETRIDLSQLGGDGGGSPKKKRKV

605

Secuencia de aminoacidos
Nme1Cas9 codificado por ARNm F

para

MAAFKPNSINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRTR
RLLKREGVLQAANFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVAG
NAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRSDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPAL
SGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLE
DTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSPELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRIQPEILEA
LLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRR
YGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLG
RLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQ
KFDEDGFKERNLNDTRYVNRFLCQFVADRMRLTGKGKKRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACST
VAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGEVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTLEKLRTLLAEKLS
SRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGQGHMETVKSAKRLDEGVSVLRVPLTQLKLKDLEKMVNREREPKLYEALKARLEAH
KDDPAKAFAEPFYKYDKAGNRTQQVKAVRVEQVQKTGVWVRNHNGIADNATMVRVDVFEKGDKYYLVPIYSWQVAKGIL
PDRAVVQGKDEEDWQLIDDSFNFKFSLHPNDLVEVITKKARMFGYFASCHRGTGNINIRIHDLDHKIGKNGILEGIGVKTALS
FQKYQIDELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE

606

Secuencia de aminoacidos para
codificada por ARNm G

UGI

MTNLSDIIEKETGKQLVIQESILMLPEEVEEVIGNKPESDILVHTAYDESTDENVMLLTSDAPEYKPWALVIQDSNGENKIKML
SGGSKRTADGSEFESPKKKRKVE

607

Secuencia de aminoacidos

Nme2Cas9 codificado por ARNm H

para

MAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRAR
RLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVAN
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NAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPA
LSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGL
EDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILE
ALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVR
RYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINL
VRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILL
QKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACST
VAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLS
SRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARL
EAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKSGGGSPKKKRKVS
GGSGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKG
SKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVR

608

Secuencia de aminoacidos
Nme2Cas9 codificado por ARNm |

para

MVPKKKRKVAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRR
AHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELG
ALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETL
LMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQ
ARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKD
RVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQAR
KVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCL
YSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPR
SKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDA
VVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLR
TLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELY
EALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQY
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FIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRIS
TQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRYPYDVPDYAAAPAAKKKKLD

609

Secuencia de aminoacidos
Nme2Cas9 codificado por ARNm J

para

MAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRAR
RLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVAN
NAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPA
LSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGL
EDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILE
ALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVR
RYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINL
VRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILL
QKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACST
VAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLS
SRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARL
EAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYAW
QVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLIQ
KYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVR

610

Secuencia de aminoacidos
Nme2Cas9 codificado por ARNm K

para

MAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRAR
RLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVAN
NAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPA
LSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGL
EDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILE
ALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVR
RYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINL
VRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILL
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QKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACST
VAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLS
SRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARL
EAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYAW
QVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLIQ
KYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVR

611

Secuencia de aminoacidos para
Nme2Cas9 codificado por ARNm L

MDGSGGGSPKKKRKVGGSGGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMA
RRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLS
QRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFG
NPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATL
MDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAF
SLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADE
IRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDI
LKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREW
QEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLR
KVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDG
KPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLE
NMVNYKNGREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVD
VFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAW
HDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVR

612

Secuencia de aminoacidos para
Nme2Cas9 con  etiqueta  HiBiT
codificado por ARNm M

MDGSGGGSPKKKRKVGGSGGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMA
RRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLS
QRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFG
NPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATL
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MDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAF
SLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADE
IRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDI
LKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREW
QEFKARVETSRFPRSKKQRILLOQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLR
KVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDG
KPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLE
NMVNYKNGREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVD
VFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAW
HDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSESATPESVSGWRLFKKIS

613

Secuencia de aminoacidos
Nme2Cas9 codificado por ARNm N

para

MDGSGGGSPKKKRKVGGSGGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMA
RRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLS
QRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFG
NPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATL
MDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAF
SLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADE
IRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDI
LKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREW
QEFKARVETSRFPRSKKQRILLOQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLR
KVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDG
KPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLE
NMVNYKNGREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVD
VFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAW
HDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSGGGSPAAKKKKLD
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614

Secuencia de aminoacidos para
Nme2Cas9 codificado por ARNm O

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGV
RVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLT
PLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFS
RKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNL
RILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKD
KKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGD
HYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAA
AKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKG
NQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRV
FASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQP
WEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKH
NEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVL
LNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKV
EFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVR

615

Secuencia de aminoacidos para
Nme2Cas9 con  etiqueta HiBIT
codificado por ARNm P

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGV
RVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLT
PLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFS
RKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNL
RILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKD
KKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGD
HYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAA
AKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKG
NQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRV
FASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQP
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WEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKH
NEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARLEAY GGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVL
LNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKV
EFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSESATPESVSGWRLFKKI
S

616

Secuencia de aminoacidos para
Nme2Cas9 codificado por ARNm Q

MDGSGGGSEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAE
VPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAV
LLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAE
LILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGS
ERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNL
SSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNT
EEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYF
PNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEY
FNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQI
TNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQ
EVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVK
RVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNA
YTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYI
NCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVR

617

Secuencia de aminoacidos para editor
de bases Nme2Cas9 codificado por
ARNm R

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGEASPASGPRHLMDPHIFTSNFNNGIGRHKTYLCYEVERLD
NGTSVKMDQHRGFLHNQAKNLLCGFYGRHAELRFLDLVPSLQLDPAQIYRVTWFISWSPCFSWGCAGEVRAFLQENTHV
RLRIFAARIYDYDPLYKEALQMLRDAGAQVSIMTYDEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQALSGRLRAILONQGNS
GSETPGTSESATPESAAFKPNPINYILGLAIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVR
RLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGET
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ADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGL
KEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRK
SKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDED
ITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLR
ALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQ
QHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVE
TSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDR
HHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEAD
TPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKN
GREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDK
KGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSK
EQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE

618

Secuencia de aminoacidos para editor
de bases Nme2Cas9 codificado por
ARNmM S

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGEASPASGPRHLMDPHIFTSNFNNGIGRHKTYLCYEVERLD
NGTSVKMDQHRGFLHNQAKNLLCGFYGRHAELRFLDLVPSLQLDPAQIYRVTWFISWSPCFSWGCAGEVRAFLQENTHV
RLRIFAARIYDYDPLYKEALQMLRDAGAQVSIMTYDEFKHCWDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQALSGRLRAILQNQGNS
GSETPGTSESATPESAAFKPNPINYILGLAIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVR
RLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGET
ADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGL
KEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRK
SKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDED
ITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLR
ALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQ
QHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVE
TSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDR
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HHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEAD
TPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKN
GREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDK
KGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSK
EQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVR

619

Secuencia de aminoacidos para editor
de bases Nme2Cas9 codificado por
ARNmM T

MEASPASGPRHLMDPHIFTSNFNNGIGRHKTYLCYEVERLDNGTSVKMDQHRGFLHNQAKNLLCGFYGRHAELRFLDLVP
SLQLDPAQIYRVTWFISWSPCFSWGCAGEVRAFLQENTHVRLRIFAARIYDYDPLYKEALQMLRDAGAQVSIMTYDEFKHC
WDTFVDHQGCPFQPWDGLDEHSQALSGRLRAILONQGNSGSETPGTSESATPESAAFKPNPINYILGLAIGIASVGWAMV
EIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNT
PWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKES
GHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKN
TYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMK
AYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLME
QGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEI
EKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSF
NNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQ
FVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDK
ETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSG
AHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQL
VKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSL
HKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSG
KRTADGSEFESPKKKRKVE

620

Secuencia de aminoacidos para
Nme2Cas9 codificado por ARNm U

MKLGSIEFIKVNKGSGSGSGAPESATESGGTSTESEGSAGTSTESEGSAGSAGSTSTEEGTSTESEGSAGTSTESEGSAG
TSESATESGGTSTESEGSSSTGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMAR
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RLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQ
RKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGN
PHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATL
MDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSSELQDEIGTAF
SLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADE
IRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDI
LKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREW
QEFKARVETSRFPRSKKQRILLOQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRVFASNGQITNLLRGFWGLR
KVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDG
KPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKHNEKISVKRVWLTEIKLADLE
NMVNYKNGREIELYEALKARLEAYGGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVLLNKKNAYTIADNGDMVRVD
VFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKVEFAYYINCDSSNGRFYLAW
HDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE

621

ARNmM B que codifica Nme2Cas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGACCGGUGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCA
UCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGA
GAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCC
CUGGCCAUGGCCCGGCGGCUGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGLCGGLCGGGCCCACCGGLUGLUGLGG
GCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCC
UGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGU
GCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGC
UGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGA
GCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCcuucCU
CCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCC
GGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGA
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AGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUC
AUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCG
GGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGG
AGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAG
GCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUcCCcUC
CGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGG
ACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUG
AAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACG
GCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACC
CCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCeCeaGe
CCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGG
AGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCC
AAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAU
CAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACG
ACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACU
UCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCccaGGuUccceeasasuce
AAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUA
CGUGAACCGCUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUC
GCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACC
GGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGU
GCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGA
CCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAG
CCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGA
GGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGG
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ACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAG
AUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAA
GGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGG
GCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGC
CUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACC
AGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUAC
CGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAG
UCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAA
GGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGC
UGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUCCGGAAAGCGGACCGCCGACGG
CUCCGAGUUCGAGUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGA
GUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCC
UAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAG
GUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAA
AAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAAUCUAG

622

ARNmM C que codifica Nme2Cas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGACCGGUGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCA
UCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGA
GAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCC
CUGGCCAUGGCCCGGCGGCUGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGLCGGLCGGGCCCACCGGLCUGLUGLGG
GCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCC
UGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCaGU
GCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGC
UGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGA
GCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCuucCU
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CCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCC
GGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGA
AGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUC
AUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCG
GGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGG
AGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAG
GCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCcUGuUcCcuUC
CGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGG
ACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUG
AAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACG
GCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACC
CCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCCUCCeceaGe
CCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGG
AGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCC
AAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAU
CAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACG
ACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACU
UCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCceeeasauUce
AAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUA
CGUGAACCGCUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUC
GCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACC
GGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGU
GCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGA
CCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAG
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CCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGA
GGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGG
ACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAG
AUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAA
GGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGG
GCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGC
CUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACC
AGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUAC
CGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAG
UCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAA
GGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGC
UGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUCCGGAAAGCGGACCGCCGACGG
CUCCGAGUUCGAGUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGA
GUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCC
UAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAG
GUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAA
AAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAA
AAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAA
CCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAAGUUAAAAAA

623

ARNmM D que codifica Nme2Cas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGACCGGUGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCA
UCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGA
GAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCC
CUGGCCAUGGCCCGGCGGCUGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGLUGLCUGCGG
GCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCC
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UGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGU
GCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGC
UGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGA
GCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCU
CCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCC
GGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGA
AGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUC
AUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCG
GGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGG
AGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAG
GCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCcUGuUccuUC
CGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGG
ACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUG
AAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACG
GCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACC
CCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCeCeaGe
CCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGG
AGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCC
AAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAU
CAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACG
ACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACU
UCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCcGGUUCcceceaauce
AAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUA
CGUGAACCGCUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUC
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GCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACC
GGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGU
GCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGA
CCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAG
CCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGA
GGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGG
ACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAG
AUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAA
GGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGG
GCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGC
CUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACC
AGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUAC
CGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAG
UCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAA
GGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGC
UGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUCCGGAAAGCGGACCGCCGACGG
CUCCGAGUUCGAGUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGA
GUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCC
UAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAG

624

ARNm E que codifica el editor de base
SpyCas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGAGGC CUCCCceGLcuceaaeeeeeaa
CACCUGAUGGACCCCCACAUCUUCACCUCCAACUUCAACAACGGCAUCGGCCGGCACAAGACCUACCUGUGCUAC
GAGGUGGAGCGGCUGGACAACGGCACCUCCGUGAAGAUGGACCAGCACCGGGGCUUCCUGCACAACCAGGCCAA
GAACCUGCUGUGCGGCUUCUACGGCCGGCACGCCGAGCUGCGGUUCCUGGACCUGGUGCCCUCCCUGCAGCUG
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GACCCCGCCCAGAUCUACCGGGUGACCUGGUUCAUCUCCUGGUCCCCCUGCUUCUCCUGGGGCUGCGCCGGCG
AGGUGCGGGCCUUCCUGCAGGAGAACACCCACGUGCGGCUGCGGAUCUUCGCCGCCCGGAUCUACGACUACGAC
CCCCUGUACAAGGAGGCCCUGCAGAUGCUGCGGGACGCCGGCGCCCAGGUGUCCAUCAUGACCUACGACGAGUU
CAAGCACUGCUGGGACACCUUCGUGGACCACCAGGGCUGCCCCUUCCAGCCCUGGGACGGCCUGGACGAGCACU
CCCAGGCCCUGUCCGGCCGGCUGCGGGCCAUCCUGCAGAACCAGGGCAACUCCGGCUCCGAGACCCCCGGCACC
UCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGACAAGAAGUACUCCAUCGGCCUGGCCAUCGGCACCAACUCCGUGGGCUG
GGCCGUGAUCACCGACGAGUACAAGGUGCCCUCCAAGAAGUUCAAGGUGCUGGGCAACACCGACCGGCACUCCA
UCAAGAAGAACCUGAUCGGCGCCCUGCUGUUCGACUCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCUGAAGCGGACC
GCCCGGCGGCGGUACACCCGGCGGAAGAACCGGAUCUGCUACCUGCAGGAGAUCUUCUCCAACGAGAUGGCCAA
GGUGGACGACUCCUUCUUCCACCGGCUGGAGGAGUCCUUCCUGGUGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACC
CCAUCUUCGGCAACAUCGUGGACGAGGUGGCCUACCACGAGAAGUACCCCACCAUCUACCACCUGCGGAAGAAGC
UGGUGGACUCCACCGACAAGGCCGACCUGCGGCUGAUCUACCUGGCCCUGGCCCACAUGAUCAAGUUCCGGGGC
CACUUCCUGAUCGAGGGCGACCUGAACCCCGACAACUCCGACGUGGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUGCAGAC
CUACAACCAGCUGUUCGAGGAGAACCCCAUCAACGCCUCCGGCGUGGACGCCAAGGCCAUCCUGUCCGLCCCGGC
UGUCCAAGUCCCGGCGGCUGGAGAACCUGAUCGCCCAGCUGCCCGGCGAGAAGAAGAACGGCCUGUUCGGCAAC
CUGAUCGCCCUGUCCCUGGGCCUGACCCCCAACUUCAAGUCCAACUUCGACCUGGCCGAGGACGCCAAGCUGCA
GCUGUCCAAGGACACCUACGACGACGACCUGGACAACCUGCUGGCCCAGAUCGGCGACCAGUACGCCGACCUGU
UCCUGGCCGCCAAGAACCUGUCCGACGCCAUCCUGCUGUCCGACAUCCUGCGGGUGAACACCGAGAUCACCAAG
GCCCCCCUGUCCGCCUCCAUGAUCAAGCGGUACGACGAGCACCACCAGGACCUGACCCUGCUGAAGGCCCUGGU
GCGGCAGCAGCUGCCCGAGAAGUACAAGGAGAUCUUCUUCGACCAGUCCAAGAACGGCUACGCCGGCUACAUCG
ACGGCGGCGCCUCCCAGGAGGAGUUCUACAAGUUCAUCAAGCCCAUCCUGGAGAAGAUGGACGGCACCGAGGAG
CUGCUGGUGAAGCUGAACCGGGAGGACCUGCUGCGGAAGCAGCGGACCUUCGACAACGGCUCCAUCCCCCACCA
GAUCCACCUGGGCGAGCUGCACGCCAUCCUGCGGCGGCAGGAGGACUUCUACCCCUUCCUGAAGGACAACCGGG
AGAAGAUCGAGAAGAUCCUGACCUUCCGGAUCCCCUACUACGUGGGCCCCCUGGCCCGGGGCAACUCCCGGUUC
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GCCUGGAUGACCCGGAAGUCCGAGGAGACCAUCACCCCCUGGAACUUCGAGGAGGUGGUGGACAAGGGCGCCUC
CGCCCAGUCCUUCAUCGAGCGGAUGACCAACUUCGACAAGAACCUGCCCAACGAGAAGGUGCUGCCCAAGCACUC
CCUGCUGUACGAGUACUUCACCGUGUACAACGAGCUGACCAAGGUGAAGUACGUGACCGAGGGCAUGCGGAAGC
CCGCCUUCCUGUCCGGCGAGCAGAAGAAGGCCAUCGUGGACCUGCUGUUCAAGACCAACCGGAAGGUGACCGUG
AAGCAGCUGAAGGAGGACUACUUCAAGAAGAUCGAGUGCUUCGACUCCGUGGAGAUCUCCGGCGUGGAGGACCG
GUUCAACGCCUCCCUGGGCACCUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAGGA
GAACGAGGACAUCCUGGAGGACAUCGUGCUGACCCUGACCCUGUUCGAGGACCGGGAGAUGAUCGAGGAGCGGC
UGAAGACCUACGCCCACCUGUUCGACGACAAGGUGAUGAAGCAGCUGAAGCGGCGGCGGUACACCGGLLUGGGGC
CGGCUGUCCCGGAAGCUGAUCAACGGCAUCCGGGACAAGCAGUCCGGCAAGACCAUCCUGGACUUCCUGAAGUC
CGACGGCUUCGCCAACCGGAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACUCCCUGACCUUCAAGGAGGACAUCCAGAA
GGCCCAGGUGUCCGGCCAGGGCGACUCCCUGCACGAGCACAUCGCCAACCUGGCCGGCUCCCCCGCCAUCAAGA
AGGGCAUCCUGCAGACCGUGAAGGUGGUGGACGAGCUGGUGAAGGUGAUGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACAUC
GUGAUCGAGAUGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACUCCCGGGAGCGGAUGAAGCGGAU
CGAGGAGGGCAUCAAGGAGCUGGGCUCCCAGAUCCUGAAGGAGCACCCCGUGGAGAACACCCAGCUGCAGAACG
AGAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGCCGGGACAUGUACGUGGACCAGGAGCUGGACAUCAACCGGCUG
UCCGACUACGACGUGGACCACAUCGUGCCCCAGUCCUUCCUGAAGGACGACUCCAUCGACAACAAGGUGCUGAC
CCGGUCCGACAAGAACCGGGGCAAGUCCGACAACGUGCCCUCCGAGGAGGUGGUGAAGAAGAUGAAGAACUACU
GGCGGCAGCUGCUGAACGCCAAGCUGAUCACCCAGCGGAAGUUCGACAACCUGACCAAGGCCGAGCGGGGEGGC
CUGUCCGAGCUGGACAAGGCCGGCUUCAUCAAGCGGCAGCUGGUGGAGACCCGGCAGAUCACCAAGCACGUGGC
CCAGAUCCUGGACUCCCGGAUGAACACCAAGUACGACGAGAACGACAAGCUGAUCCGGGAGGUGAAGGUGAUCA
CCCUGAAGUCCAAGCUGGUGUCCGACUUCCGGAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUGCGGGAGAUCAACAACUAC
CACCACGCCCACGACGCCUACCUGAACGCCGUGGUGGGCACCGCCCUGAUCAAGAAGUACCCCAAGCUGGAGUC
CGAGUUCGUGUACGGCGACUACAAGGUGUACGACGUGCGGAAGAUGAUCGCCAAGUCCGAGCAGGAGAUCGGCA
AGGCCACCGCCAAGUACUUCUUCUACUCCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACCGAGAUCACCCUGGCCAACGGCG
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AGAUCCGGAAGCGGCCCCUGAUCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGAUCGUGUGGGACAAGGGCCGGGACUUC
GCCACCGUGCGGAAGGUGCUGUCCAUGCCCCAGGUGAACAUCGUGAAGAAGACCGAGGUGCAGACCGGCGGCUU
CUCCAAGGAGUCCAUCCUGCCCAAGCGGAACUCCGACAAGCUGAUCGCCCGGAAGAAGGACUGGGACCCCAAGAA
GUACGGCGGCUUCGACUCCCCCACCGUGGCCUACUCCGUGCUGGUGGUGGCCAAGGUGGAGAAGGGCAAGUCC
AAGAAGCUGAAGUCCGUGAAGGAGCUGCUGGGCAUCACCAUCAUGGAGCGGUCCUCCUUCGAGAAGAACCCCAU
CGACUUCCUGGAGGCCAAGGGCUACAAGGAGGUGAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCCAAGUACUCCCUGU
UCGAGCUGGAGAACGGCCGGAAGCGGAUGCUGGCCUCCGCCGGCGAGCUGCAGAAGGGCAACGAGCUGGCCeu
GCCCUCCAAGUACGUGAACUUCCUGUACCUGGCCUCCCACUACGAGAAGCUGAAGGGCUCCCCCGAGGACAACG
AGCAGAAGCAGCUGUUCGUGGAGCAGCACAAGCACUACCUGGACGAGAUCAUCGAGCAGAUCUCCGAGUUCUCC
AAGCGGGUGAUCCUGGCCGACGCCAACCUGGACAAGGUGCUGUCCGCCUACAACAAGCACCGGGACAAGCCCAU
CCGGGAGCAGGCCGAGAACAUCAUCCACCUGUUCACCCUGACCAACCUGGGCGCCCCCGCCGCCUUCAAGUACU
UCGACACCACCAUCGACCGGAAGCGGUACACCUCCACCAAGGAGGUGCUGGACGCCACCCUGAUCCACCAGUCCA
UCACCGGCCUGUACGAGACCCGGAUCGACCUGUCCCAGCUGGGCGGCGACGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAG
CGGAAGGUGUGACUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUU
UACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCG
AGAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAA
AAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAA
AAAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAA
AUCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGA
AAAAAAAAAAAGUUAAAAAAAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

625

ARNm G que codifica UGI

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGACCAACCUGUCCGACAUCAUCGAGAAGG
AGACCGGCAAGCAGCUGGUGAUCCAGGAGUCCAUCCUGAUGCUGCCCGAGGAGGUGGAGGAGGUGAUCGGCAAC
AAGCCCGAGUCCGACAUCCUGGUGCACACCGCCUACGACGAGUCCACCGACGAGAACGUGAUGCUGCUGACCUC
CGACGCCCCCGAGUACAAGCCCUGGGCCCUGGUGAUCCAGGACUCCAACGGCGAGAACAAGAUCAAGAUGCUGU
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CCGGCGGCUCCAAGCGGACCGCCGACGGCUCCGAGUUCGAGUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGUGAUAG
CUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAULGUUGU
CCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAA
AUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGA
AAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAA
AAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAA
AAAUCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAAGU
UAAAAAAAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

626

ARNmM H que codifica Nme2Cas9

GGGaagctcagaataaacgctcaactttggccggatctgccacCATGGCCGCCTTCAAGCCCAACCCCATCAACTACATCCTGGGCCTG
GACATCGGCATCGCCTCCGTGGGCTGGGCCATGGTGGAGATCGACGAGGAGGAGAACCCCATCCGGCTGATCGAC
CTGGGCGTGCGGGTGTTCGAGCGGGCCGAGGTGCCCAAGACCGGCGACTCCCTGGCCATGGCCCGGLCGGLCTGGC
CCGGTCCGTGCGGCGGCTGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCTGCTGCGGGCCCGGCGGCTGCTGAAGCGGGAG
GGCGTGCTGCAGGCCGCCGACTTCGACGAGAACGGCCTGATCAAGTCCCTGCCCAACACCCCCTGGCAGCTGCGG
GCCGCCGCCCTGGACCGGAAGCTGACCCCCCTGGAGTGGTCCGCCGTGCTGCTGCACCTGATCAAGCACCGGGGC
TACCTGTCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCTGGGCGCCCTGCTGAAGGGCGTGGCCAAC
AACGCCCACGCCCTGCAGACCGGCGACTTCCGGACCCCCGCCGAGCTGGCCCTGAACAAGTTCGAGAAGGAGTCC
GGCCACATCCGGAACCAGCGGGGCGACTACTCCCACACCTTCTCCCGGAAGGACCTGCAGGCCGAGCTGATCCTG
CTGTTCGAGAAGCAGAAGGAGTTCGGCAACCCCCACGTGTCCGGCGGCCTGAAGGAGGGCATCGAGACCCTGCTG
ATGACCCAGCGGCCCGCCCTGTCCGGCGACGCCGTGCAGAAGATGCTGGGCCACTGCACCTTCGAGCCCGCCGAG
CCCAAGGCCGCCAAGAACACCTACACCGCCGAGCGGTTCATCTGGCTGACCAAGCTGAACAACCTGCGGATCCTGG
AGCAGGGCTCCGAGCGGCCCCTGACCGACACCGAGCGGGCCACCCTGATGGACGAGCCCTACCGGAAGTCCAAGC
TGACCTACGCCCAGGCCCGGAAGCTGCTGGGCCTGGAGGACACCGCCTTCTTCAAGGGCCTGCGGTACGGCAAGG
ACAACGCCGAGGCCTCCACCCTGATGGAGATGAAGGCCTACCACGCCATCTCCCGGGCCCTGGAGAAGGAGGGCC
TGAAGGACAAGAAGTCCCCCCTGAACCTGTCCTCCGAGCTGCAGGACGAGATCGGCACCGCCTTCTCCCTGTTCAA
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GACCGACGAGGACATCACCGGCCGGCTGAAGGACCGGGTGCAGCCCGAGATCCTGGAGGCCCTGCTGAAGCACAT
CTCCTTCGACAAGTTCGTGCAGATCTCCCTGAAGGCCCTGCGGCGGATCGTGCCCCTGATGGAGCAGGGCAAGCGG
TACGACGAGGCCTGCGCCGAGATCTACGGCGACCACTACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGATCTACCTGCCCC
CCATCCCCGCCGACGAGATCCGGAACCCCGTGGTGCTGCGGGCCCTGTCCCAGGCCCGGAAGGTGATCAACGGCG
TGGTGCGGCGGTACGGCTCCCCCGCCCGGATCCACATCGAGACCGCCCGGGAGGTGGGCAAGTCCTTCAAGGACC
GGAAGGAGATCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGTTCCGGGAGTAC
TTCCCCAACTTCGTGGGCGAGCCCAAGTCCAAGGACATCCTGAAGCTGCGGCTGTACGAGCAGCAGCACGGCAAGT
GCCTGTACTCCGGCAAGGAGATCAACCTGGTGCGGCTGAACGAGAAGGGCTACGTGGAGATCGACCACGCCCTGC
CCTTCTCCCGGACCTGGGACGACTCCTTCAACAACAAGGTGCTGGTGCTGGGCTCCGAGAACCAGAACAAGGGCAA
CCAGACCCCCTACGAGTACTTCAACGGCAAGGACAACTCCCGGGAGTGGCAGGAGTTCAAGGCCCGGGTGGAGAC
CTCCCGGTTCCCCCGGTCCAAGAAGCAGCGGATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAGGACGGCTTCAAGGAGTGCAAC
CTGAACGACACCCGGTACGTGAACCGGTTCCTGTGCCAGTTCGTGGCCGACCACATCCTGCTGACCGGCAAGGGCA
AGCGGCGGGTGTTCGCCTCCAACGGCCAGATCACCAACCTGCTGCGGGGCTTCTGGGGCCTGCGGAAGGTGCGGG
CCGAGAACGACCGGCACCACGCCCTGGACGCCGTGGTGGTGGCCTGCTCCACCGTGGCCATGCAGCAGAAGATCA
CCCGGTTCGTGCGGTACAAGGAGATGAACGCCTTCGACGGCAAGACCATCGACAAGGAGACCGGCAAGGTGCTGCA
CCAGAAGACCCACTTCCCCCAGCCCTGGGAGTTCTTCGCCCAGGAGGTGATGATCCGGGTGTTCGGCAAGCCCGAC
GGCAAGCCCGAGTTCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCTGCGGACCCTGCTGGCCGAGAAGCTGTCCTCCCGG
CCCGAGGCCGTGCACGAGTACGTGACCCCCCTGTTCGTGTCCCGGGCCCCCAACCGGAAGATGTCCGGCGCCCAC
AAGGACACCCTGCGGTCCGCCAAGCGGTTCGTGAAGCACAACGAGAAGATCTCCGTGAAGCGGGTGTGGCTGACC
GAGATCAAGCTGGCCGACCTGGAGAACATGGTGAACTACAAGAACGGCCGGGAGATCGAGCTGTACGAGGCCCTGA
AGGCCCGGCTGGAGGCCTACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCTTCGACCCCAAGGACAACCCCTTCTACAAGAAGG
GCGGCCAGCTGGTGAAGGCCGTGCGGGTGGAGAAGACCCAGGAGTCCGGCGTGCTGCTGAACAAGAAGAACGCCT
ACACCATCGCCGACAACGGCGACATGGTGCGGGTGGACGTGTTCTGCAAGGTGGACAAGTCCGGCGGCGGCTCCC
CCAAGAAGAAGCGGAAGGTGTCCGGCGGCTCCGGCAAGAACCAGTACTTCATCGTGCCCATCTACGCCTGGCAGGT
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GGCCGAGAACATCCTGCCCGACATCGACTGCAAGGGCTACCGGATCGACGACTCCTACACCTTCTGCTTCTCCCTGC
ACAAGTACGACCTGATCGCCTTCCAGAAGGACGAGAAGTCCAAGGTGGAGTTCGCCTACTACATCAACTGCGACTCC
TCCAACGGCCGGTTCTACCTGGCCTGGCACGACAAGGGCTCCAAGGAGCAGCAGTTCCGGATCTCCACCCAGAACC
TGGTGCTGATCCAGAAGTACCAGGTGAACGAGCTGGGCAAGGAGATCCGGCCCTGCCGGCTGAAGAAGLCGGCCCCC
CCGTGCGGTAGCTAGCaccagcctcaagaacacccgaatggagtctctaagctacataataccaacttacactttacaaaatgttgtcccccaaaatgtagcecat
tcgtatctgctcctaataaaaagaaagttictticacatictCTCGAGAAAAAAAAAAAATGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGTA
AAAAAAAAAAATATAAAAAAAAAAAACATAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGTAAAAAAAAAAAACTCAAAAAAA
AAAAAGATAAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAAAAAATGTAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAA
CACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAAAATCGAAAAAAAAAAAATCTAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAA
AAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAATAGAAAAAAAAAAAAGTTAAAAAAAAAAAACTGAAAAAAAAAAAATTTAAAAAAAA
AAAAT

627

ARNmM | que codifica Nme2Cas9

GGGaagctcagaataaacgctcaactttggccggatctgccacCATGGTGCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGCCGCCTTCAAGCCCAA
CCCCATCAACTACATCCTGGGCCTGGACATCGGCATCGCCTCCGTGGGCTGGGCCATGGTGGAGATCGACGAGGAG
GAGAACCCCATCCGGCTGATCGACCTGGGCGTGCGGGTGTTCGAGCGGGCCGAGGTGCCCAAGACCGGCGACTCC
CTGGCCATGGCCCGGCGGCTGGCCCGGTCCGTGCGGCGGCTGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCTGCTGCGGG
CCCGGCGGCTGCTGAAGCGGGAGGGCGTGCTGCAGGCCGCCGACTTCGACGAGAACGGCCTGATCAAGTCCCTGC
CCAACACCCCCTGGCAGCTGCGGGCCGCCGCCCTGGACCGGAAGCTGACCCCCCTGGAGTGGTCCGCCGTGCTGC
TGCACCTGATCAAGCACCGGGGCTACCTGTCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCTGGGEG
CCCTGCTGAAGGGCGTGGCCAACAACGCCCACGCCCTGCAGACCGGCGACTTCCGGACCCCCGLCGAGCTGGCCC
TGAACAAGTTCGAGAAGGAGTCCGGCCACATCCGGAACCAGCGGGGCGACTACTCCCACACCTTCTCCCGGAAGGA
CCTGCAGGCCGAGCTGATCCTGCTGTTCGAGAAGCAGAAGGAGTTCGGCAACCCCCACGTGTCCGGCGGCCTGAA
GGAGGGCATCGAGACCCTGCTGATGACCCAGCGGCCCGCCCTGTCCGGCGACGCCGTGCAGAAGATGCTGGGCCA
CTGCACCTTCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCTACACCGCCGAGCGGTTCATCTGGCTGACCAAG
CTGAACAACCTGCGGATCCTGGAGCAGGGCTCCGAGCGGCCCCTGACCGACACCGAGCGGGCCACCCTGATGGAC
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GAGCCCTACCGGAAGTCCAAGCTGACCTACGCCCAGGCCCGGAAGCTGCTGGGCCTGGAGGACACCGCCTTCTTCA
AGGGCCTGCGGTACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCTCCACCCTGATGGAGATGAAGGCCTACCACGCCATCTCCC
GGGCCCTGGAGAAGGAGGGCCTGAAGGACAAGAAGTCCCCCCTGAACCTGTCCTCCGAGCTGCAGGACGAGATCG
GCACCGCCTTCTCCCTGTTCAAGACCGACGAGGACATCACCGGCCGGCTGAAGGACCGGGTGCAGCCCGAGATCCT
GGAGGCCCTGCTGAAGCACATCTCCTTCGACAAGTTCGTGCAGATCTCCCTGAAGGCCCTGCGGCGGATCGTGCCC
CTGATGGAGCAGGGCAAGCGGTACGACGAGGCCTGCGCCGAGATCTACGGCGACCACTACGGCAAGAAGAACACC
GAGGAGAAGATCTACCTGCCCCCCATCCCCGCCGACGAGATCCGGAACCCCGTGGTGCTGCGGGCCCTGTCCCAG
GCCCGGAAGGTGATCAACGGCGTGGTGCGGCGGTACGGCTCCCCCGCCCGGATCCACATCGAGACCGCCCGGGA
GGTGGGCAAGTCCTTCAAGGACCGGAAGGAGATCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGG
CCGCCGCCAAGTTCCGGGAGTACTTCCCCAACTTCGTGGGCGAGCCCAAGTCCAAGGACATCCTGAAGCTGCGGCT
GTACGAGCAGCAGCACGGCAAGTGCCTGTACTCCGGCAAGGAGATCAACCTGGTGCGGCTGAACGAGAAGGGCTA
CGTGGAGATCGACCACGCCCTGCCCTTCTCCCGGACCTGGGACGACTCCTTCAACAACAAGGTGCTGGTGCTGGGC
TCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCTACGAGTACTTCAACGGCAAGGACAACTCCCGGGAGTGGCAGG
AGTTCAAGGCCCGGGTGGAGACCTCCCGGTTCCCCCGGTCCAAGAAGCAGCGGATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGA
GGACGGCTTCAAGGAGTGCAACCTGAACGACACCCGGTACGTGAACCGGTTCCTGTGCCAGTTCGTGGCCGACCAC
ATCCTGCTGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGTGTTCGCCTCCAACGGCCAGATCACCAACCTGCTGCGGGGCTTCT
GGGGCCTGCGGAAGGTGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCTGGACGCCGTGGTGGTGGCCTGCTCCACC
GTGGCCATGCAGCAGAAGATCACCCGGTTCGTGCGGTACAAGGAGATGAACGCCTTCGACGGCAAGACCATCGACA
AGGAGACCGGCAAGGTGCTGCACCAGAAGACCCACTTCCCCCAGCCCTGGGAGTTCTTCGCCCAGGAGGTGATGAT
CCGGGTGTTCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGTTCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCTGCGGACCCTGCT
GGCCGAGAAGCTGTCCTCCCGGCCCGAGGCCGTGCACGAGTACGTGACCCCCCTGTTCGTGTCCCGGGCCCCCAA
CCGGAAGATGTCCGGCGCCCACAAGGACACCCTGCGGTCCGCCAAGCGGTTCGTGAAGCACAACGAGAAGATCTCC
GTGAAGCGGGTGTGGCTGACCGAGATCAAGCTGGCCGACCTGGAGAACATGGTGAACTACAAGAACGGCCGGGAG
ATCGAGCTGTACGAGGCCCTGAAGGCCCGGCTGGAGGCCTACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCTTCGACCCCAAG




143

GACAACCCCTTCTACAAGAAGGGCGGCCAGCTGGTGAAGGCCGTGCGGGTGGAGAAGACCCAGGAGTCCGGCGTG
CTGCTGAACAAGAAGAACGCCTACACCATCGCCGACAACGGCGACATGGTGCGGGTGGACGTGTTCTGCAAGGTGG
ACAAGAAGGGCAAGAACCAGTACTTCATCGTGCCCATCTACGCCTGGCAGGTGGCCGAGAACATCCTGCCCGACAT
CGACTGCAAGGGCTACCGGATCGACGACTCCTACACCTTCTGCTTCTCCCTGCACAAGTACGACCTGATCGCCTTCC
AGAAGGACGAGAAGTCCAAGGTGGAGTTCGCCTACTACATCAACTGCGACTCCTCCAACGGCCGGTTCTACCTGGC
CTGGCACGACAAGGGCTCCAAGGAGCAGCAGTTCCGGATCTCCACCCAGAACCTGGTGCTGATCCAGAAGTACCAG
GTGAACGAGCTGGGCAAGGAGATCCGGCCCTGCCGGCTGAAGAAGCGGCCCCCCGTGCGGTACCCCTACGACGTG
CCCGACTACGCCGCCGCCCCCGCCGCCAAGAAGAAGAAGCTGGACTAGCTAGCaccagcectcaagaacacccgaatggagtcetct
aagctacataataccaacttacactttacaaaatgttgtcccccaaaatgtagccattcgtatctgctcctaataaaaagaaagtttcticacatict CTCGAGAAAAAAA
AAAAATGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAATATAAAAAAAAAAAACATAAAAAAAAAAAA
CGAAAAAAAAAAAACGTAAAAAAAAAAAACTCAAAAAAAAAAAAGATAAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAAAAAATGTAAA
AAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAAAATCGAAAAAAA
AAAAATCTAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAATAGAAAAAAAAAAAAG
TTAAAAAAAAAAAACTGAAAAAAAAAAAATTTAAAAAAAAAAAAT

628

ARNmM J que codifica Nme2Cas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGUGCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAG
GACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGAUGGCCGCCUUCAAGCCCAACCC
CAUCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAG
GAGAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACU
CCCUGGCCAUGGCCCGGCGGLUGGLCCLCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGLUGCUGC
GGGCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUC
CCUGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCC
GUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGA
GCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCeLeGeC
GAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUU
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CUCCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGU
CCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGLCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCA
GAAGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGU
UCAUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAG
CGGGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGLCUGGGCCU
GGAGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGA
AGGCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCC
UCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAA
GGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCC
UGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUA
CGGCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAA
CCCCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGLCUCCCCC
GCCCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCA
GGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGC
CCAAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAG
AUCAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGA
CGACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUA
CUUCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCccaGGuuccceceeaau
CCAAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGG
UACGUGAACCGGUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGU
UCGCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGA
CCGGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUC
GUGCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAA
GACCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCA
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AGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCcUcceaaGecee
GAGGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAA
GGACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCG
AGAUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUG
AAGGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAA
GGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAAC
GCCUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAA
CCAGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCU
ACCGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGA
AGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGAC
AAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGA
GCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGGAGGACAAGLCGGLCLCGLeaGeC
ACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGUACCCCUACGACGUGCCCGACUACGCCGGCUACCCCUACGAC
GUGCCCGACUACGCCGGCUCCUACCCCUACGACGUGCCCGACUACGCCGCCGCCCCCGCCGCCAAGAAGAAGAA
GCUGGACUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUA
CAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGA
GAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAA
AAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAA
AAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAA
UCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAA
AAAAAAAAAAGUUAAAAAAAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

629

ARNm K que codifica Nme2Cas9

GGGaagctcagaataaacgctcaactttggccggatctgccacCatggcecgccttcaagcccaaccccatcaactacatcetgggectggacatcggeatcgecteegt
gggctgggccatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatccggctgatcgacctgggegtgegggtgticgagecgggecgaggtgecccaagaccggegactcece
tggccatggccecggeggcetggeccggtecgtgecggeggetgacccggeggegggceccaccggetgetgecgggeccggeggcetgectgaagecgggagggcegtgetgeag
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gccgcecgacttcgacgagaacggcectgatcaagtccctgecccaacacccecctggcagcetgegggecgcecgcecctggaccggaagcetgacccccctggagtggtecegee
gtgctgctgcacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggcgcecctgctgaagggegtggcecaaca
acgcccacgccctgcagaccggcgacttccggacccccgecgagcetggecctgaacaagticgagaaggagtccggcecacatccggaaccagcggggcegactactce
cacaccttctcccggaaggacctgcaggccgagctgatectgetgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggeggectgaaggagggcatcgag
accctgctgatgacccagceggceccgcecctgtccggecgacgecgtgcagaagatgctgggcecactgcaccticgagcccgecgageccaaggceccgccaagaacaccta
caccgccgagcggttcatctggetgaccaagctgaacaacctgcggatcctggagcagggctccgagcggceccctgaccgacaccgagcgggccaccctgatggacg
agccctaccggaagtccaagctgacctacgcccaggceccggaagcetgctgggectggaggacaccgcecttcttcaagggcectgeggtacggcaaggacaacgccgag
gcctccaccctgatggagatgaaggcctaccacgccatctcccgggecctggagaaggagggcectgaaggacaagaagtcccecctgaacctgtcctccgagcetgecag
gacgagatcggcaccgccttctccetgttcaagaccgacgaggacatcaccggcecggcetgaaggaccgggtgcagcccgagatcctggaggcecctgctgaagcacate
tccttcgacaagticgtgcagatctccctgaaggcecctgecggeggategtgecccctgatggagcagggcaagceggtacgacgaggcectgcgecgagatctacggcgacc
actacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgccccccatccccgecgacgagatccggaaccecgtggtgetgecgggecctgtcccaggeccggaaggtg
atcaacggcgtggtgcggeggtacggcetccececgeccggatccacatcgagaccgeccgggaggtgggcaagtecttcaaggaccggaaggagatcgagaageggce
aggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgccgccaagttccgggagtacttccccaacttcgtgggcgagceccaagtccaaggacatcctgaagetgeggcet
gtacgagcagcagcacggcaagtgcctgtactccggcaaggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgcecctgceccttctceeg
gacctgggacgactccttcaacaacaaggtgctggtgctgggcetccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactccce
gggagtggcaggagttcaaggcccgggtggagacctcceggtticccececggtccaagaagcageggatectgctgcagaagticgacgaggacggcttcaaggagtgea
acctgaacgacacccggtacgtgaaccggttcctgtgccagttcgtggeccgaccacatcectgctgaccggcaagggcaageggegggtgticgectccaacggecagatce
accaacctgctgcggggcttctggggectgcggaaggtgcgggecgagaacgaccggcaccacgccctggacgecgtggtggtggectgctccaccgtggecatgcag
cagaagatcacccggttcgtgcggtacaaggagatgaacgccticgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttccccca
gccctgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgticggcaagcccgacggcaagceccgagticgaggaggccgacacccccgagaagctgcggacccetgct
ggccgagaagctgtcctcccggeccgaggcecgtgcacgagtacgtgaccceccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggcgcccacaaggacaccct
gcggtccgeccaageggticgtgaagcacaacgagaagatctccgtgaagegggtgtggctgaccgagatcaagetggeccgacctggagaacatggtgaactacaaga
acggccgggagatcgagctgtacgaggccctgaaggcccggctggaggectacggcggcaacgccaagcaggcecttcgaccccaaggacaacccctictacaagaa

gggcggccagctggtgaaggcecgtgcgggtggagaagacccaggagtcecggcegtgetgctgaacaagaagaacgcectacaccatcgccgacaacggcgacatggtg
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cgggtggacgtgttctgcaaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggeccgagaacatcctgcccgacatcgactgca
agggctaccggatcgacgactcctacaccttctgcttctccctgcacaagtacgacctgatcgecttccagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgectactacatcaa
ctgcgactcctccaacggcecggttctacctggectggcacgacaagggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccagg
tgaacgagctgggcaaggagatccggccctgecggcetgaagaagcggecceeegtgeggTCCGGAAAGCGGACCGCCGACGGCTCCGGAGGA
GGAAGCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGtagctagcaccagcectcaagaacacccgaatggagtctctaagctacataataccaacttacactttacaa
aatgttgtcccccaaaatgtagccattcgtatctgctcctaataaaaagaaagtticticacattctctcgagAAAAAAAAAAAATGGAAAAAAAAAAAACGG
AAAAAAAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAATATAAAAAAAAAAAACATAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGTAAAAAA
AAAAACTCAAAAAAAAAAAGATAAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAAAAAATGTAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAAC
GCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAAAATCGAAAAAAAAAAAATCTAAAAAAAAAAAACGAAAA
AAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAATAGAAAAAAAAAAAGTTAAAAAAAAAAAACTGAAAAAAAAAA
AATTTAAAAAAAAAAAAT

630

ARNmM L que codifica Nme2Cas9

GGGaagctcagaataaacgctcaactttggccggatctgeccacCatgGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGT
GGGCGGCTCCGGCGGCGGCyccgcecttcaageccaacccecatcaactacatcectgggectggacatcggeategecteegtgggetgggcecatggtggag
atcgacgaggaggagaaccccatccggctgatcgacctgggegtgegggtgticgagecgggecgaggtgecccaagaccggegactcectggecatggeccggeggct
ggcccggteegtgecggeggetgaccecggeggegggceccaccggcetgetgecgggeccggeggcetgctgaagecgggagggcegtgetgcaggecgcecgacticgacgag
aacggcctgatcaagtccctgcccaacacccectggcagetgecgggecgecgecctggaccggaagctgaccecectggagtggtccgecgtgetgetgecacctgatca
agcaccggggctacctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggcegecctgctgaagggegtggccaacaacgceccacgecctgcag
accggcgacttccggacccccgecgagctggecctgaacaagttcgagaaggagtccggcecacatccggaaccageggggcegactactcccacaccttctcccggaa
ggacctgcaggccgagctgatcctgetgttcgagaagcagaaggagtticggcaacccccacgtgtccggecggectgaaggagggcatcgagaccctgctgatgaccca
gcggceccgcecctgtccggcgacgecgtgcagaagatgctgggecactgcaccticgagcccgccgagcccaaggccgccaagaacacctacaccgecgagceggttca
tctggctgaccaagctgaacaacctgcggatcctggagcagggctccgageggeccctgaccgacaccgagcgggccacccetgatggacgagecctaccggaagtce
aagctgacctacgcccaggceccggaagctgctgggectggaggacaccgccttcttcaagggcectgeggtacggcaaggacaacgccgaggcctccaccetgatgga
gatgaaggcctaccacgccatctcccgggccctggagaaggagggcctgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagctgcaggacgagatcggcaccg

ccttcteectgttcaagaccgacgaggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcageccgagatcctggaggecctgctgaagcacatctccticgacaagttcgtge
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agatctccctgaaggcecctgeggeggatcgtgeccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggcectgecgccgagatctacggcgaccactacggcaagaagaac
accgaggagaagatctacctgccccccatccccgccgacgagatccggaacccegtggtgetgegggecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgegg
cggtacggctcccccgeccggatccacatcgagaccgeccgggaggtgggcaagtccticaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaa
ggaccgggagaaggccgccgccaagtticcgggagtacttccccaacttcgtgggcgagcccaagtccaaggacatcctgaagetgeggcetgtacgagcagcagcacg
gcaagtgcctgtactccggcaaggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgcccttctcccggacctgggacgactcecttc
aacaacaaggtgctggtgctgggctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttca
aggcccgggtggagacctcecggticceccecggtccaagaagcagceggatcctgctgcagaagticgacgaggacggcticaaggagtgcaacctgaacgacacceggt
acgtgaaccggttcctgtgccagttcgtggccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaagcggcegggtgticgectccaacggccagatcaccaacctgetgcgggge
ttctggggcectgecggaaggtgecgggeccgagaacgaccggcaccacgcecctggacgecgtggtggtggectgctccaccgtggecatgcagcagaagatcacceggttc
gtgcggtacaaggagatgaacgccticgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagcecctgggagttctticgec
caggaggtgatgatccgggtgttcggcaagcccgacggcaageccgagticgaggaggccgacacccccgagaagctgecggacccetgetggeccgagaagcetgtecte
ccggceccgaggcecgtgcacgagtacgtgacccccctgticgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggegeccacaaggacaccctgeggtccgecaageggtt
cgtgaagcacaacgagaagatctccgtgaagcgggtgtggctgaccgagatcaagcetggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgag
ctgtacgaggccctgaaggcccggetggaggcectacggeggcaacgccaagcaggcecticgaccccaaggacaacccctictacaagaagggeggccagcetggtga
aggccgtgcgggtggagaagacccaggagtccggegtgetgectgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggegacatggtgecgggtggacgtgttetge
aaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggccgagaacatcctgeccgacatcgactgcaagggcetaccggatcgac
gactcctacaccttctgcttctccctgcacaagtacgacctgatcgecttccagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgectactacatcaactgecgactcctccaacgg
ccggttctacctggcctggcacgacaagggctccaaggagcagcagticcggatctccacccagaacctggtgectgatccagaagtaccaggtgaacgagetgggcaag
gagatccggcecctgecggetgaagaagcggecccccgtgeggtagctagcaccagectcaagaacacccgaatggagtctctaagctacataataccaacttacacttta
caaaatgttgtcccccaaaatgtagccattcgtatctgetcctaataaaaagaaagtttcticacattctctcgagAAAAAAAAAAAATGGAAAAAAAAAAAAC
GGAAAAAAAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAATATAAAAAAAAAAAACATAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGTAAAA
AAAAAAAACTCAAAAAAAAAAAGATAAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAAAAAATGTAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAA
AACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAAAATCGAAAAAAAAAAAATCTAAAAAAAAAAAACGA
AAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAATAGAAAAAAAAAAAGTTAAAAAAAAAAAACTGAAAAAAA




149

AAAAATTTAAAAAAAAAAAAT

631

ARNm M que codifica Nme2Cas9 con
una etiqueta HiBIT

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGGCGGCUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAUCCUGGGCCU
GGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUC
GACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGLCLCCGGLGGC
UGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGLUGLCUGLCGGGCCCGGCGGCUGCUGAAGC
GGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAG
CUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGC
ACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGG
CGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCG
AGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCC
GAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAU
CGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCU
UCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAAC
AACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCC
CUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGG
GCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGG
GCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGG
CACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCC
UGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUG
CCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAA
CACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGLCUGLGGGeCccuau
CCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGC
CCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGG
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GAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAA
GCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGUGCGGCUGAACG
AGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUG
CUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCC
CGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGC
UGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCUGUGC
CAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCAC
CAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCC
GUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGC
CUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGG
AGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGA
CACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGA
CCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGGACACCCUGCGGUCCGCCAAG
CGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAGAUCAAGCUGGCCGACCUGGA
GAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCUACG
GCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCC
GUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGCCUACACCAUCGCCGACAACGG
CGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGUACUUCAUCGUGCCCAuUCU
ACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUACCGGAUCGACGACUCCUACACC
UUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUA
CUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGU
UCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCC
UGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGCUGGLCGGCUGU
UCAAGAAGAUCUCCUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUAC
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ACUUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCU
CUCGAGAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAAC
AUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAA
AAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAA
AAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAA
UAGAAAAAAAAAAAAGUUAAAAAAAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

632

ARNmM N que codifica Nme2Cas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGGCGGCUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAUCCUGGGCCU
GGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUC
GACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGLCLCCGGLGGC
UGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCUGCUGCGGGCCCGGCGGCUGCUGAAGC
GGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAG
CUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGC
ACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGG
CGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCG
AGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCC
GAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAU
CGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCU
UCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAAC
AACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCC
CUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGG
GCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGG
GCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGG
CACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCC
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UGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUG
CCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAA
CACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGLCccuUGU
CCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGC
CCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGG
GAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAA
GCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGUGCGGCUGAACG
AGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUG
CUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCC
CGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGC
UGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCcUGUGC
CAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCAC
CAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGLCCCUGGACGCC
GUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGC
CUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGG
AGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGA
CACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGA
CCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGGACACCCUGCGGUCCGCCAAG
CGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAGAUCAAGCUGGCCGACCUGGA
GAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCUACG
GCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCC
GUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGCCUACACCAUCGCCGACAACGG
CGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGUACUUCAUCGUGCCCAUCU
ACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUACCGGAUCGACGACUCCUACACC
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UUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUA

CUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGU

UCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCC
UGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUCCGGAAAGCGGACCGCCGACGGCUCCGGAGGAGGAAGCCCCG

CCGCCAAGAAGAAGAAGCUGGACUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAU

ACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUC
UUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAA
AAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAA

AAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAA
UGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAA
AAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAGUUAAAAAAAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

633

ARNmM O que codifica Nme2Cas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGEG
CUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCG
UGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUU
CGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGLCCCGGLGGLUGGLLLCGGULCCGUGLGGLGG
CUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCUGCUGCGGGCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCC
GCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGLCCGLCCGCCCUGGA
CCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGC
GGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCC
CUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCG
GAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGA
AGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAG
CGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGG
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CCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAG
GGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGAC
CUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACA
ACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUG
AAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAA
GACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACA
UCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAG
CGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCU
GCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUC
AACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCU
UCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGLCCGCCAAGUUC
CGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCA
GCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCG
ACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAAC
CAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAG
GCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACG
GCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUC
CUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCU
GGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCAC
CGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCG
ACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUG
AUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGAC
CCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGG
GCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGGACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGA
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GAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAGAUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGA
ACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGC
CUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCC
AGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGCCUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGAC
GUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGA
GAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUACCGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAA
GUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCU
CCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAAC
CUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCC
CCCCGUGCGGUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACU
UUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUC
GAGAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUA
AAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAA
AAAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAA
AUCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGA
AAAAAAAAAAGUUAAAAAAAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

634

ARNm P que codifica Nme2Cas9 con
etiqueta HiBIT

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGG
CUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCG
UGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGLCGUGCGGGUGUU
CGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGCCCGGLGGLUGGLLCCGGUCCGUGCGGLGG
CUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCUGCUGCGGGCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGLCGUGCUGCAGGCC
GCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGLCGLCGLCCCUGGA
CCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGC
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GGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCC
CUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCG
GAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGA
AGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAG
CGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGG
CCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAG
GGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGAC
CUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACA
ACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUG
AAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAA
GACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACA
UCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAG
CGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCU
GCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUC
AACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCU
UCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGLCCGCCAAGUUC
CGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCA
GCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCG
ACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAAC
CAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAG
GCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACG
GCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUC
CUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCU
GGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCAC
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CGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCG
ACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUG
AUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGAC
CCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCccUGUUCGUGUCCCGG
GCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGGACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGA
GAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAGAUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGA
ACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGC
CUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCC
AGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGCCUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGAC
GUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGA
GAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUACCGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAA
GUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCU
CCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAAC
CUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCC
CCCCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGCUGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUAGCUA
GCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCC
CCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAAAUG
GAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAA
AAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAA
AAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAA
UCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAAGUUAA
AAAAAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

635

ARNmM Q que codifica Nme2Cas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGGCGGCUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAULCCUGGGCCU
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GGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUC
GACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGLCCCGGLGGC
UGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGLUGLCUGLCGGGCCCGGCGGCUGCUGAAGC
GGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAG
CUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGC
ACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGG
CGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCG
AGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCC
GAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAU
CGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCU
UCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAAC
AACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCC
CUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGG
GCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGG
GCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGG
CACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCC
UGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUG
CCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAA
CACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGLCccuGU
CCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGC
CCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGG
GAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAA
GCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGUGCGGCUGAACG
AGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUG
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CUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCC
CGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGC
UGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCUGUGC
CAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCAC
CAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCC
GUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGC
CUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGG
AGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGA
CACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGA
CCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGGACACCCUGCGGUCCGCCAAG
CGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAGAUCAAGCUGGCCGACCUGGA
GAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCUACG
GCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCC
GUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGCCUACACCAUCGCCGACAACGG
CGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGUACUUCAUCGUGCCCAUCU
ACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUACCGGAUCGACGACUCCUACACC
UUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUA
CUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGU
UCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCC
UGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGC
UACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAG
AAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAA
AAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAGAU
AAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAA
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AAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAA
AAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAGUUAAAAAAAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUC
UAG

636

ARNm R que codifica editor de base
Nme2Cas9

GGGaagctcagaataaacgctcaactttggccggatctgeccaccATGGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGT
GGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGLCGGCLTCCGGLGGLGGLG
AGGCCTCCCCCGCCTCCGGCCCCCGGCACCTGATGGACCCCCACATCTTCACCTCCAACTTCAACAACGGCATCGG
CCGGCACAAGACCTACCTGTGCTACGAGGTGGAGCGGCTGGACAACGGCACCTCCGTGAAGATGGACCAGCACCG
GGGCTTCCTGCACAACCAGGCCAAGAACCTGCTGTGCGGCTTCTACGGCCGGCACGCCGAGCTGCGGTTCCTGGA
CCTGGTGCCCTCCCTGCAGCTGGACCCCGCCCAGATCTACCGGGTGACCTGGTTCATCTCCTGGTCCCCCTGCTTC
TCCTGGGGCTGCGCCGGCGAGGTGCGGGCCTTCCTGCAGGAGAACACCCACGTGCGGCTGCGGATCTTCGCCGCCC
CGGATCTACGACTACGACCCCCTGTACAAGGAGGCCCTGCAGATGCTGCGGGACGCCGGCGCCCAGGTGTCCATC
ATGACCTACGACGAGTTCAAGCACTGCTGGGACACCTTCGTGGACCACCAGGGCTGCCCCTTCCAGCCCTGGGACG
GCCTGGACGAGCACTCCCAGGCCCTGTCCGGCCGGCTGCGGGCCATCCTGCAGAACCAGGGCAACTCCGGCTCCG
AGACCCCCGGCACCTCCGAGTCCGCCACCCCCGAGTCCGCAGCGTTCAAACCAAATcccatcaactacatecetgggectggecate
ggcatcgcctcegtgggcetgggcecatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatcecggcetgatcgacctgggegtgegggtgticgagecgggecgaggtgeccaag
accggcgactccctggeccatggeccggeggcetggeccggteecgtgecggeggetgaccecggeggegggeccaccggcetgetgecgggeccggeggcetgetgaageggg
agggcgtgctgcaggcecgcecgacttcgacgagaacggcctgatcaagtcecctgecccaacacccecctggcagetgegggecgecgecctggaccggaagetgacceee
ctggagtggtccgcecgtgetgctgcacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggegcecctgcetgaa
gggcgtggccaacaacgcccacgccctgcagaccggcegactticcggaccceccgecgagcetggecctgaacaagticgagaaggagtccggcecacatccggaaccag
cggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggecgagcetgatcctgetgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggeggectga
aggagggcatcgagaccctgctgatgacccagcggeccgecctgtccggecgacgecgtgcagaagatgctgggecactgcaccttcgagcccgccgageccaaggcec
gccaagaacacctacaccgccgagceggttcatctggctgaccaagctgaacaacctgcggatcctggagcagggctccgagcggeccctgaccgacaccgagcgggce
caccctgatggacgagccctaccggaagtccaagctgacctacgcccaggcccggaagctgetgggectggaggacaccgccttcttcaagggectgcggtacggcaa

ggacaacgccgaggcctccaccctgatggagatgaaggcctaccacgccatctcccgggecctggagaaggagggcectgaaggacaagaagtcccccctgaacctgt
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cctccgagcetgcaggacgagatcggceaccgccttetcectgticaagaccgacgaggacatcaccggecggcetgaaggaccgggtgcageccgagatcctggaggcecce
tgctgaagcacatctccticgacaagttcgtgcagatctccctgaaggecctgeggeggatcgtgeccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggcectgcgecgag
atctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgccccccatcccecgecgacgagatccggaaccccegtggtgetgegggecctgteeca
ggcccggaaggtgatcaacggegtggtgecggeggtacggcetccceccgeccggatccacatcgagaccgcccgggaggtgggcaagtecticaaggaccggaaggag
atcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgccgccaagttccgggagtacttccccaactticgtgggecgagceccaagtccaaggacatc
ctgaagctgcggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgcctgtactccggcaaggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacge
cctgceccttctcccggacctgggacgactcecticaacaacaaggtgetggtgctgggcetccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacgge
aaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggcccgggtggagacctccecggttccceceggtccaagaagcageggatectgetgcagaagttcgacgaggacgg
cttcaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttcctgtgccagttcgtggeccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaageggegggtgttcgect
ccaacggccagatcaccaacctgctgcggggcttctggggcectgcggaaggtgcgggecgagaacgaccggcaccacgccctggacgecgtggtggtggectgetcca
ccgtggccatgcagcagaagatcacccggttcgtgcggtacaaggagatgaacgccttcgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaa
gacccacttcccccagcecctgggagticttcgcccaggaggtgatgatccgggtgttcggcaageccgacggcaagceccgagticgaggaggccgacacccccgagaa
gctgcggacccetgectggecgagaagcetgtectcccggeccgaggecgtgcacgagtacgtgacccecctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggegec
cacaaggacaccctgcggtccgccaagcggticgtgaagcacaacgagaagatctccgtgaagcgggtgtggetgaccgagatcaagetggeccgacctggagaacat
ggtgaactacaagaacggccgggagatcgagctgtacgaggcecctgaaggcccggetggaggectacggcggcaacgceccaagcaggcectticgaccccaaggacaa
ccccttctacaagaagggcggcecagcetggtgaaggecgtgecgggtggagaagacccaggagtccggcegtgcetgectgaacaagaagaacgcectacaccatcgecgac
aacggcgacatggtgcgggtggacgtgttctgcaaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggeccgagaacatectge
ccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttctgcttctccctgcacaagtacgacctgatcgecttccagaaggacgagaagtccaaggtggagt
tcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggceceggtictacctggectggcacgacaagggcetccaaggagcagceagticcggatctccacccagaacctggtgetga
tccagaagtaccaggtgaacgagctgggcaaggagatccggcecctgccggctgaagaagcggcccccegtgeggtccggaaagcggaccgcecgacggctecegagtt
cgagtcccccaagaagaagcggaaggtggagtagTGActagcaccagcectcaagaacacccgaatggagtctctaagctacataataccaacttacactttacaaaat
gttgtcccccaaaatgtagcecattcgtatctgctcctaataaaaagaaagtttcttcacattctc TCGAGAAAAAAAAAAAATGGAAAAAAAAAAAACGGA
AAAAAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAATATAAAAAAAAAAACATAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGTAAAAAAAAA
AAACTCAAAAAAAAAAAGATAAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAAAAAATGTAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAACGCA
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AAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAAAATCGAAAAAAAAAAAATCTAAAAAAAAAAAACGAAAAAAA
AAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAATAGAAAAAAAAAAAGTTAAAAAAAAAAAACTGAAAAAAAAAAAAT
TTAAAAAAAAAAAAT

637

ARNm S que codifica editor de base
Nme2Cas9

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGG
CUCCGGCGGCGGCGAGGCCUCCCCCGCCUCCGGCCCCCGGCACCUGAUGGACCCCCACAUCUUCACCUCCAACU
UCAACAACGGCAUCGGCCGGCACAAGACCUACCUGUGCUACGAGGUGGAGCGGCUGGACAACGGCACCUCCGUG
AAGAUGGACCAGCACCGGGGCUUCCUGCACAACCAGGCCAAGAACCUGCUGUGCGGCUUCUACGGCCGGCACGC
CGAGCUGCGGUUCCUGGACCUGGUGCCCUCCCUGCAGCUGGACCCCGCCCAGAUCUACCGGGUGACCUGGUUC
AUCUCCUGGUCCCCCUGCUUCUCCUGGGGCUGCGCCGGCGAGGUGCGGGCCUUCCUGCAGGAGAACACCCACG
UGCGGCUGCGGAUCUUCGCCGCCCGGAUCUACGACUACGACCCCCUGUACAAGGAGGCCCUGCAGAUGCUGCGG
GACGCCGGCGCCCAGGUGUCCAUCAUGACCUACGACGAGUUCAAGCACUGCUGGGACACCUUCGUGGACCACCA
GGGCUGCCCCUUCCAGCCCUGGGACGGCCUGGACGAGCACUCCCAGGCCCUGUCCGGLCGGCUGCGGGCCAUC
CUGCAGAACCAGGGCAACUCCGGCUCCGAGACCCCCGGCACCUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGCAGCGUU
CAAACCAAAUCCCAUCAACUACAUCCUGGGCCUGGCCAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGA
UCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAA
GACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGCCCGGLCGGLUGGLCCLCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGCGGGCCCA
CCGGCUGCUGCGGGCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGC
CUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGA
GUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACC
GCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCG
GACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACU
CCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAAC
CCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGLCCUGUCCGGCG
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ACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACC
GCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGAC
CGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGC
UGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUG
AUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCU
GAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCG
GCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUG
CAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCG
CCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACG
AGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUA
CGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCG
AGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUC
GUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUC
CGGCAAGGAGAUCAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCccuGcccuucucce
GGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACC
CCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCG
GUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGA
ACGACACCCGGUACGUGAACCGCUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAG
CGGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGG
CCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUC
ACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCU
GCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGC
CCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCC
UCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCG
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GCGCCCACAAGGACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUG
UGGCUGACCGAGAUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUA
CGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCU
UCUACAAGAAGGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAA
CAAGAAGAACGCCUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGA
AGGGCAAGAACCAGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGAC
UGCAAGGGCUACCGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCA
GAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGG
CCUGGCACGACAAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUAC
CAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUAGUGACUAG
CACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCCC
CAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAAAUGG
AAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAA
AAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAA
GGGAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCUAA
AAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAGUUAAAAAAAA
AAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

638

ARNm T que codifica editor de base
Nme2Cas9

GGGaagctcagaataaacgctcaactttggccggatctgeccaccATGGAGGCCTCCCCCGCCTCCGGCCCCCGGCACCTGATGGACCC
CCACATCTTCACCTCCAACTTCAACAACGGCATCGGCCGGCACAAGACCTACCTGTGCTACGAGGTGGAGCGGCTG
GACAACGGCACCTCCGTGAAGATGGACCAGCACCGGGGCTTCCTGCACAACCAGGCCAAGAACCTGCTGTGCGGCT
TCTACGGCCGGCACGCCGAGCTGCGGTTCCTGGACCTGGTGCCCTCCCTGCAGCTGGACCCCGCCCAGATCTACC
GGGTGACCTGGTTCATCTCCTGGTCCCCCTGCTTCTCCTGGGGCTGCGCCGGCGAGGTGCGGGCCTTCCTGCAGG
AGAACACCCACGTGCGGCTGCGGATCTTCGCCGCCCGGATCTACGACTACGACCCCCTGTACAAGGAGGCCCTGCA
GATGCTGCGGGACGCCGGCGCCCAGGTGTCCATCATGACCTACGACGAGTTCAAGCACTGCTGGGACACCTTCGTG
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GACCACCAGGGCTGCCCCTTCCAGCCCTGGGACGGCCTGGACGAGCACTCCCAGGCCCTGTCCGGCLCGGLTGLGG
GCCATCCTGCAGAACCAGGGCAACTCCGGCTCCGAGACCCCCGGCACCTCCGAGTCCGCCACCCCCGAGTCCGCA
GCGTTCAAACCAAATcccatcaactacatcctgggectggccatcggeatcgecteegtgggetgggcecatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatece
ggctgatcgacctgggcegtgcgggtgttcgagcgggcecgaggtgecccaagaccggcegactccctggcecatggcecccggeggcetggeccggtcegtgeggeggcetgacce
ggcggcgggcccaccggctgetgegggceccggeggcetgectgaagcgggagggcegtgetgcaggcecgecgactticgacgagaacggcectgatcaagtcecctgeccaac
accccctggcagctgcgggcecgecgccctggaccggaagctgaccceccctggagtggteccgecgtgetgetgcacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagegga
agaacgagggcgagaccgccgacaaggagctgggegcecctgetgaagggegtggccaacaacgcccacgcecctgcagaccggegacttccggaccccegecgag
ctggccctgaacaagtticgagaaggagtccggccacatccggaaccagcggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggcecgagcetgatectgetgtt
cgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggcggectgaaggagggcatcgagaccctgcetgatgacccagecggceccgcecctgtccggegacgceegtge
agaagatgctgggccactgcaccttcgagcccgccgagcccaaggccgccaagaacacctacaccgecgageggttcatctggetgaccaagetgaacaacctgegg
atcctggagcagggctccgagceggceccctgaccgacaccgagcgggcecaccctgatggacgagcecctaccggaagtccaagcetgacctacgcccaggeccggaage
tgctgggcectggaggacaccgcectticttcaagggectgecggtacggcaaggacaacgccgaggcectccaccctgatggagatgaaggcectaccacgcecatctcccggge
cctggagaaggagggcctgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagetgcaggacgagatcggcaccgccttctcectgttcaagaccgacgaggacat
caccggccggctgaaggaccgggtgcageccgagatcctggaggcecctgctgaagcacatctecttcgacaagttcgtgcagatctccctgaaggcecctgeggeggate
gtgcccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggcectgcgecgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgecccecca
tcccecgecgacgagatccggaaccecgtggtgetgecgggecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgeggeggtacggcetcceececgeccggatecaca
tcgagaccgcccgggaggtgggcaagtccticaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggcecgecgcecaagtt
ccgggagtacttccccaacttcgtgggcgagcccaagtccaaggacatcctgaagetgeggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgectgtactccggcaaggagatce
aacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgcccttctcccggacctgggacgactcecticaacaacaaggtgetggtgetgggcetecga
gaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggeccecgggtggagacctcecggttceece
cggtccaagaagcagcggatcctgctgcagaagttcgacgaggacggcttcaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttcctgtgccagttcgtgg
ccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaagceggcegggtgttcgectccaacggccagatcaccaacctgectgecggggcttctggggectgcggaaggtgegggecg
agaacgaccggcaccacgccctggacgccgtggtggtggectgctccaccgtggecatgcagcagaagatcacceggticgtgcggtacaaggagatgaacgccttcg
acggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagecctgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgticggea




166

agcccgacggcaagcccgagticgaggaggccgacacccccgagaagctgecggaccctgctggeccgagaagcetgtectcccggeccgaggcecgtgcacgagtacgt
gacccccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggegeccacaaggacaccctgeggtccgeccaageggticgtgaagcacaacgagaagatcteegt
gaagcgggtgtggctgaccgagatcaagctggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagctgtacgaggccctgaaggeccggcetg
gaggcctacggcggcaacgccaagcaggccttcgaccccaaggacaacccctictacaagaagggcggccagcetggtgaaggcecgtgecgggtggagaagacccag
gagtccggcegtgctgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcgacatggtgegggtggacgtgttctgcaaggtggacaagaagggcaagaacc
agtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggeccgagaacatcctgeccecgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttetgcettctcectgeac
aagtacgacctgatcgccticcagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcectactacatcaactgcgactcctccaacggecggtictacctggcctggcacgacaa
gggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagctgggcaaggagatccggecctgecggetgaaga
agcggccccccgtgeggtccggaaageggaccgcecgacggcteccgagticgagtcccccaagaagaageggaaggtggagtagTGActagcaccagectcaaga
acacccgaatggagtctctaagctacataataccaacttacactttacaaaatgtigtcccccaaaatgtagccattcgtatctgctcctaataaaaagaaagtttcttcacattct
cTCGAGAAAAAAAAAAAATGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAATATAAAAAAAAAAACATA
AAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGTAAAAAAAAAAAACTCAAAAAAAAAAAGATAAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAA
AAAATGTAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAAAAT
CGAAAAAAAAAAAATCTAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAATAGAAAA
AAAAAAAGTTAAAAAAAAAAAACTGAAAAAAAAAAAATTTAAAAAAAAAAAAT

639

ARNmM U que codifica Nme2Cas9

GGGaagctcagaataaacgctcaactttggccggatctgccacCATGaagCTGggeTCCatcGAGttcATCaagGTGaacAAGggeTCCggeTCCg
gcTCCGGCgecCCCgagTCCgecACCgagTCCggeGGCaccTCCaccGAGteccGAGggecTCCgecGGCaccTCCaccGAGteccGAGg
gctccGCCggeTCCgecGGCteccaccTCCaccGAGgagGGCaccTCCaccGAGtccGAGggetccGCCggcACCtccACCgagtccgagGG
CtccGCCggcACCtccGAGtccgeccACCgagTCCggecGGCaccTCCaccGAGtccGAGggeTCCtecTCCaccggtgecgccttcaagecccaac
cccatcaactacatcctgggcctggacatcggcatcgectcegtgggetgggecatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatccggcetgatcgacctgggegtgce
gggtgttcgagcgggccgaggtgcccaagaccggcgactcecctggccatggeceggeggcetggececggtecgtgecggeggetgacccggeggegggeccaccggcetg
ctgcgggceccggceggcetgctgaagecgggagggcegtgctgcaggecgecgacticgacgagaacggcectgatcaagtccctgcccaacaccecctggcagetgeggge
cgccgcecctggaccggaagctgacccccctggagtggtccgecgtgetgetgcacctgatcaagcaccggggcetacctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccg

ccgacaaggagctgggcgccctgctgaagggcegtggccaacaacgcccacgecctgcagaccggegacttccggacccccgcecgagcetggcecctgaacaagttcga
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gaaggagtccggccacatccggaaccagcggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggcecgagctgatectgetgtitcgagaagcagaaggagtt
cggcaacccccacgtgtccggeggectgaaggagggcatcgagaccctgctgatgacccagcggceccgcecctgtccggecgacgccgtgcagaagatgetgggecact
gcaccttcgagcccgccgagcccaaggcecgccaagaacacctacaccgccgagcggttcatctggctgaccaagctgaacaacctgecggatcctggagcagggcetee
gagcggcccctgaccgacaccgagcgggcecaccctgatggacgagcecctaccggaagtccaagetgacctacgcccaggceccggaagcetgcetgggectggaggaca
ccgccttcttcaagggcectgcggtacggcaaggacaacgccgaggcectccacccetgatggagatgaaggcectaccacgccatctcccgggecctggagaaggagggcec
tgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagetgcaggacgagatcggcaccgccttctcectgttcaagaccgacgaggacatcaccggecggctgaagg
accgggtgcagcccgagatcctggaggcecctgctgaagcacatctccticgacaagttcgtgcagatctcecctgaaggcecctgecggeggatcgtgeccctgatggagcag
ggcaagcggtacgacgaggcctgcgccgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgccccccatcccecgecgacgagatee
ggaaccccgtggtgctgegggccctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggcegtggtgecggeggtacggcetceccecgeccggatccacatcgagaccgeccgggag
gtgggcaagtccticaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgcecgccaagticcgggagtacttccccaa
cttcgtgggcgagcccaagtccaaggacatcctgaagcetgeggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgcectgtactccggcaaggagatcaacctggtgeggcetgaa
cgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgcccttctcccggacctgggacgactccttcaacaacaaggtgcetggtgctgggcetccgagaaccagaacaaggg
caaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagtticaaggecccgggtggagacctceeggticcccecggtccaagaagcage
ggatcctgctgcagaagticgacgaggacggcttcaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttcctgtgeccagticgtggccgaccacatccetgetga
ccggcaagggcaagcggcegggtgttcgectccaacggcecagatcaccaacctgetgeggggcettctggggectgcggaaggtgecgggecgagaacgaccggeacca
cgccctggacgceegtggtggtggcectgetccaccgtggecatgcagcagaagatcacceggticgtgecggtacaaggagatgaacgcecticgacggcaagaccatcgac
aaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagcecctgggagticticgcccaggaggtgatgatccgggtgticggcaagecccgacggcaagcecce
gagttcgaggaggccgacacccccgagaagctgecggacccetgetggccgagaagcetgtectcccggeccgaggcecgtgcacgagtacgtgaccceccctgttcgtgteee
gggcccccaaccggaagatgtccggcgcccacaaggacacccetgeggtccgccaagceggttcgtgaagcacaacgagaagatctccgtgaagegggtgtggetgace
gagatcaagctggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagctgtacgaggccctgaaggcccggcetggaggcectacggcggcaacg
ccaagcaggccttcgaccccaaggacaaccccttctacaagaagggcggcecagcetggtgaaggcecgtgcgggtggagaagacccaggagtcecggegtgetgetgaac
aagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcgacatggtgcgggtggacgtgtictgcaaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctac
gcctggcaggtggccgagaacatcctgecccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttetgcttctccetgcacaagtacgacctgatcgecttce

agaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggcecggtictacctggectggcacgacaagggctccaaggagcagceagtt
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ccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagcetgggcaaggagatccggcecctgeccggcetgaagaagceggcecccecegtgeggteeg
gaaagcggaccgccgacggctccgagttcgagtcccccaagaagaagcggaaggtggagtgactagcaccagcectcaagaacacccgaatggagtctctaagctac
ataataccaacttacactttacaaaatgttgtcccccaaaatgtagccattcgtatctgctcctaataaaaagaaagttictticacatictc TCGAGAAAAAAAAAAAAT
GGAAAAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAATATAAAAAAAAAAAACATAAAAAAAAAAAACGAAAA
AAAAAAAACGTAAAAAAAAAAAACTCAAAAAAAAAAAAGATAAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAAAAAATGTAAAAAAAAA
AAAGGGAAA

640

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm A

para

atgaccggtgccgccttcaagcccaaccccatcaactacatcctgggcectggacatcggcatcgcectcegtgggetgggccatggtggagatcgacgaggaggagaacc
ccatccggctgatcgacctgggegtgcgggtgticgagcgggecgaggtgcccaagaccggcegactccctggcecatggeccggeggcetggeccggteegtgeggeggcet
gacccggcggegggcccaccggcetgetgecgggeccggeggcetgectgaagecgggagggcegtgetgcaggecgecgacttcgacgagaacggcectgatcaagtcectge
ccaacaccccctggcagcetgcgggecgcecgcecctggaccggaagctgacccccctggagtggtecegecgtgetgetgcacctgatcaagcaccggggctacctgtecca
gcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggegecctgctgaagggegtggccaacaacgeccacgcecctgcagaccggegacttccggacceecg
ccgagctggccctgaacaagttcgagaaggagtccggccacatccggaaccagecggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggecgagcetgatee
tgctgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggeggectgaaggagggcatcgagaccctgctgatgacccagecggeccgcecctgtccggegacg
ccgtgcagaagatgctgggcecactgcaccttcgagcccgccgageccaaggccgccaagaacacctacaccgecgageggttcatctggetgaccaagetgaacaac
ctgcggatcctggagcagggcetccgageggceccctgaccgacaccgagegggecacccetgatggacgagcecctaccggaagtccaagetgacctacgecccaggecce
ggaagctgctgggcctggaggacaccgccttcttcaagggectgcggtacggcaaggacaacgccgaggcectccaccctgatggagatgaaggectaccacgcecatct
cccgggcecctggagaaggagggcectgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagcetgcaggacgagatcggcaccgccttctecctgticaagaccgacg
aggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcagcccgagatcctggaggcecctgctgaagcacatcteccticgacaagttcgtgcagatctccctgaaggcecctgeg
gcggatcgtgeccctgatggagcagggcaagceggtacgacgaggcectgcgccgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctg
ccccccatcecececgecgacgagatccggaacccecgtggtgetgegggecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgeggeggtacggctceeceegeccgg
atccacatcgagaccgcccgggaggtgggcaagtccttcaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggecgecg
ccaagttccgggagtacttccccaacttcgtgggcgagceccaagtccaaggacatcctgaagetgcggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgectgtactccggcaa
ggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgcccttctcccggacctgggacgactcecttcaacaacaaggtgetggtgcetgg

gctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggececcgggtggagacctcecg
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gttccceccggtccaagaagcagceggatcctgetgcagaagtticgacgaggacggcticaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttectgtgccagt
tcgtggccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaageggcegggtgttcgectccaacggcecagatcaccaacctgetgecggggcettctggggectgecggaaggtgeg
ggccgagaacgaccggcaccacgccctggacgccgtggtggtggectgctccaccgtggecatgcagcagaagatcacceggticgtgecggtacaaggagatgaacg
ccttcgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagcecctgggagticttcgcccaggaggtgatgatccgggtgtt
cggcaagcccgacggcaagcccgagttcgaggaggccgacacccccgagaagcetgcggaccctgctggccgagaagcetgtectceccggeccgaggecgtgcacga
gtacgtgacccccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggegeccacaaggacaccctgeggtccgccaagceggticgtgaagcacaacgagaagat
ctccgtgaagcgggtgtggctgaccgagatcaagectggeccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggccctgaaggcecc
ggctggaggcctacggcggcaacgccaagcaggcectticgaccccaaggacaacccctictacaagaagggcggccagcetggtgaaggecgtgecgggtggagaaga
cccaggagtccggcegtgctgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcegacatggtgegggtggacgtgtictgcaaggtggacaagaagggcaag
aaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggccgagaacatcctgcccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttctgcttcteect
gcacaagtacgacctgatcgccttccagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggecggttctacctggectggcacg
acaagggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagetgggcaaggagatccggcecctgecggctg
aagaagcggccccccgtgcggtccggaaagcggaccgecgacggcetccgagticgagtcccccaagaagaagcggaaggtggagtag

641

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm B

para

atgaccggtgccgccttcaagcccaaccccatcaactacatcctgggectggacatcggceategectecegtgggetgggecatggtggagatcgacgaggaggagaacc
ccatccggcetgatcgacctgggegtgegggtgticgagcgggcecgaggtgecccaagaccggcegactcectggecatggeccggeggetggeccggteegtgeggeggcet
gacccggeggegggceccaccggcetgetgecgggeccggeggetgetgaagecgggagggegtgetgcaggecgecgacttcgacgagaacggectgatcaagteectge
ccaacaccccctggcagcetgcgggecgcecgcecctggaccggaagcetgacccccctggagtggtecegecgtgetgetgcacctgatcaagcaccggggctacctgtecca
gcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagctgggcegcecctgctgaagggegtggccaacaacgceccacgcecctgcagaccggcegacttccggacceecg
ccgagctggcecctgaacaagttcgagaaggagtccggccacatccggaaccagcggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggecgagcetgatee
tgctgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggeggectgaaggagggcatcgagaccctgctgatgacccagecggeccgcecctgtccggegacg
ccgtgcagaagatgctgggccactgcaccttcgagcccgccgagcccaaggccgccaagaacacctacaccgccgagceggttcatctggctgaccaagcetgaacaac
ctgcggatcctggagcagggctccgagecggeccctgaccgacaccgagcgggcecaccctgatggacgagccctaccggaagtccaagcetgacctacgecccaggcecce

ggaagctgctgggcctggaggacaccgccttcttcaagggectgcggtacggcaaggacaacgccgaggcctccaccctgatggagatgaaggectaccacgcecatct

cccgggcecctggagaaggagggcctgaaggacaagaagtcccccectgaacctgtcectccgagetgcaggacgagatcggcaccgcecttctecctgticaagaccgacg
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aggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcagcccgagatcctggaggecctgctgaagcacatcteccticgacaagttcgtgcagatctcecctgaaggcecctgeg
gcggatcgtgcccctgatggagcagggcaagcggtacgacgaggcectgecgecgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctg
ccccccatcccecgecgacgagatccggaaccccgtggtgetgegggcecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggcegtggtgecggeggtacggcetceeccegecegg
atccacatcgagaccgcccgggaggtgggcaagtccttcaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggecgecg
ccaagttccgggagtacttccccaacttcgtgggcgagceccaagtccaaggacatcctgaagcetgcggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgectgtactccggcaa
ggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgeccttctcccggacctgggacgactccttcaacaacaaggtgetggtgetgg
gctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacticaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggeccgggtggagacctcecg
gttcccccggtccaagaagcagceggatcctgectgcagaagticgacgaggacggcticaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttcctgtgeccagt
tcgtggccgaccacatcctgetgaccggcaagggcaageggegggtgttcgectccaacggcecagatcaccaacctgctgecggggcettctggggectgeggaaggtgeg
ggccgagaacgaccggcaccacgccctggacgecgtggtggtggectgctccaccgtggecatgcagcagaagatcacceggticgtgcggtacaaggagatgaacg
ccttcgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagecctgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgtt
cggcaagcccgacggcaagcccgagticgaggaggccgacacccccgagaagcetgcggaccctgetggeccgagaagctgtectccecggeccgaggecgtgcacga
gtacgtgacccccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggecgeccacaaggacaccctgeggtccgecaageggticgtgaagcacaacgagaagat
ctccgtgaagcgggtgtggctgaccgagatcaagetggeccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggecctgaaggecc
ggctggaggcctacggcggcaacgccaagcaggcecttcgaccccaaggacaacccctictacaagaagggcggcecagctggtgaaggecgtgecgggtggagaaga
cccaggagtcecggcegtgctgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcgacatggtgegggtggacgtgtictgcaaggtggacaagaagggcaag
aaccagtacttcatcgtgcccatctacgectggcaggtggccgagaacatcctgecccgacatcgactgcaagggcetaccggatcgacgactcctacaccttctgcttcteect
gcacaagtacgacctgatcgccttccagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggecggttctacctggectggcacg
acaagggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagcetgggcaaggagatccggcecctgecggctg
aagaagcggccccccgtgeggtccggaaagcggaccgccgacggctccgagticgagtcccccaagaagaagcggaaggtggagtag

642

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm C

para

atgaccggtgccgccttcaagcccaaccccatcaactacatcctgggectggacatcggceatcgectcegtgggetgggecatggtggagatcgacgaggaggagaacc
ccatccggctgatcgacctgggcgtgegggtgticgagecgggcecgaggtgecccaagaccggegactcectggecatggeccggeggetggeccggteegtgeggeggcet
gacccggceggegggcccaccggcetgetgecgggeccggeggcetgectgaagecgggagggcegtgetgcaggecgecgacttcgacgagaacggcectgatcaagtcectge
ccaacaccccctggcagcetgcgggecgcecgcecctggaccggaagctgaccccecctggagtggtcegecegtgetgetgcacctgatcaagcaccggggctacctgtecca
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gcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggegecctgctgaagggegtggccaacaacgeccacgcecctgcagaccggegacttccggacceeceg
ccgagctggccctgaacaagtticgagaaggagtccggccacatccggaaccagcggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggecgagcetgatece
tgctgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggcggcctgaaggagggcatcgagaccctgcetgatgacccagecggeccgecctgtccggegacg
ccgtgcagaagatgctgggccactgcaccttcgagcccgeccgagcccaaggecgccaagaacacctacaccgccgagceggttcatctggetgaccaagcetgaacaac
ctgcggatcctggagcagggctccgagcggceccctgaccgacaccgagcgggcecaccctgatggacgagcecctaccggaagtccaagetgacctacgcccaggecce
ggaagctgctgggcctggaggacaccgccttcttcaagggcectgecggtacggcaaggacaacgccgaggcctccaccctgatggagatgaaggcectaccacgccatct
cccgggcecctggagaaggagggcctgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagcetgcaggacgagatcggcaccgcecttctecctgticaagaccgacg
aggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcagcccgagatcctggaggccctgctgaagcacatctecticgacaagttcgtgcagatctccctgaaggcecectgeg
gcggatcgtgcccctgatggagcagggcaagceggtacgacgaggcectgecgecgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctg
ccccccatceccecgecgacgagatccggaaccccgtggtgetgegggcecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgecggeggtacggcetceeccegecegg
atccacatcgagaccgcccgggaggtgggcaagtccticaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggecgecg
ccaagttccgggagtacttccccaacttcgtgggcgageccaagtccaaggacatcctgaagetgeggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgectgtactccggeaa
ggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgcccttctcccggacctgggacgactccticaacaacaaggtgetggtgetgg
gctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagticaaggeccgggtggagacctcecg
gttccceccggtccaagaagcageggatcctgetgcagaagtticgacgaggacggcticaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttcctgtgeccagt
tcgtggccgaccacatcctgetgaccggcaagggcaageggcegggtgticgectccaacggccagatcaccaacctgetgeggggcetictggggectgeggaaggtgeg
ggccgagaacgaccggcaccacgccctggacgecgtggtggtggectgctccaccgtggccatgcagcagaagatcacceggttcgtgecggtacaaggagatgaacg
ccttcgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccactticccccagecctgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgtt
cggcaagcccgacggcaagcccgagttcgaggaggccgacacccccgagaagcetgcggaccctgetggeccgagaagctgtectcccggeccgaggecgtgcacga
gtacgtgacccccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggcgeccacaaggacacccetgeggtccgeccaageggticgtgaagcacaacgagaagat
ctccgtgaagegggtgtggctgaccgagatcaagcetggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggccctgaaggcecce
ggctggaggcctacggcggcaacgccaagcaggccttcgaccccaaggacaaccccttctacaagaagggcggcecagcetggtgaaggecgtgcgggtggagaaga
cccaggagtccggegtgctgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcgacatggtgcgggtggacgtgttctgcaaggtggacaagaagggcaag

aaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggccgagaacatcctgcccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttcetgcttcteect
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gcacaagtacgacctgatcgccttccagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggecggttctacctggectggcacg
acaagggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagctgggcaaggagatccggecctgecggcetg
aagaagcggccccccgtgecggtccggaaagcggaccgecgacggctccgagticgagtcccccaagaagaagcggaaggtggagtag

643

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm D

para

atgaccggtgccgccttcaagcccaaccccatcaactacatcctgggcectggacatcggcatcgcectcegtgggetgggccatggtggagatcgacgaggaggagaacc
ccatccggctgatcgacctgggegtgcgggtgttcgagcgggecgaggtgcccaagaccggcegactccctggcecatggeccggeggcetggeccggteegtgeggeggct
gacccggceggcegggcccaccggctgcetgecgggceccggeggcetgetgaagecgggagggcegtgcetgcaggecgecgacttcgacgagaacggcectgatcaagtecctge
ccaacaccccctggcagcetgcgggecgcecgcecctggaccggaagctgaccccecctggagtggtccgecgtgetgcetgcacctgatcaagcaccggggctacctgtccca
gcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggegecctgctgaagggegtggeccaacaacgeccacgcecctgcagaccggegacttccggacceecg
ccgagctggcecctgaacaagttcgagaaggagtccggccacatccggaaccagecggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggecgagcetgatee
tgctgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggeggectgaaggagggcatcgagacccetgctgatgacccagecggeccgcecctgtccggegacg
ccgtgcagaagatgctgggccactgcaccttcgagcccgeccgagcccaaggccgccaagaacacctacaccgccgageggttcatctggctgaccaagcetgaacaac
ctgcggatcctggagcagggcetccgageggceccctgaccgacaccgagegggecacccetgatggacgagcecctaccggaagtccaagetgacctacgecccaggecce
ggaagctgctgggcctggaggacaccgccttcttcaagggectgcggtacggcaaggacaacgccgaggcectccaccctgatggagatgaaggectaccacgcecatct
cccgggcecctggagaaggagggcectgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagcetgcaggacgagatcggcaccgccttcteecctgttcaagaccgacg
aggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcagcccgagatcctggaggecctgctgaagcacatctccticgacaagttcgtgcagatctcecctgaaggecctgeg
gcggatcgtgecccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggectgegecgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctg
ccccccatceccecgecgacgagatccggaacccecgtggtgetgegggcecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgeggeggtacggctecceccegeccgg
atccacatcgagaccgcccgggaggtgggcaagtccttcaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggecgecg
ccaagttccgggagtacttccccaacttcgtgggcgageccaagtccaaggacatcctgaagctgcggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgectgtactccggcaa
ggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgcccttctcccggacctgggacgactcecticaacaacaaggtgetggtgetgg
gctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggeccgggtggagacctceeg
gttccceccggtccaagaagcagceggatcctgctgcagaagtticgacgaggacggctticaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcettcctgtgecagt
tcgtggccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaageggegggtgticgectccaacggecagatcaccaacctgetgcggggcettctggggectgcggaaggtgeg
ggccgagaacgaccggcaccacgccctggacgecgtggtggtggectgcetccaccgtggccatgcagcagaagatcacccggttcgtgcggtacaaggagatgaacg




173

ccttcgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagccectgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgtt
cggcaagcccgacggcaagcccgagttcgaggaggccgacacccccgagaagcetgcggaccctgctggccgagaagcetgtectceccggeccgaggecgtgcacga
gtacgtgacccccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggegceccacaaggacaccctgeggteccgeccaageggticgtgaagcacaacgagaagat
ctccgtgaagecgggtgtggctgaccgagatcaagectggeccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggccctgaaggcecc
ggctggaggcctacggcggcaacgccaagcaggccttcgaccccaaggacaacccctictacaagaagggcggccagcetggtgaaggecgtgecgggtggagaaga
cccaggagtccggcegtgcetgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcegacatggtgegggtggacgtgtictgcaaggtggacaagaagggcaag
aaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggccgagaacatcctgcccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttctgcttctecct
gcacaagtacgacctgatcgccttccagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggcecggttctacctggectggcacg
acaagggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagctgggcaaggagatccggecctgecggcetg

aagaagcggccccccgtgecggtccggaaagcggaccgecgacggctccgagticgagtcccccaagaagaagcggaaggtggagtag

644

Marco de lectura abierto parael editor de

base SpyCas9 codificado por ARNm E

ATGgaggcctceccegectcecggeccccggeacctgatggacceccacatcettcacctccAACTTCAACAACggcATCggecggCACAAGaccTACCT
GTGCTACgaggtggagcggCTGGACAACggcacctccgtgAAGATGGACCAGCACCcggggcTTCCTGCACAACCAGgCccAAGAACC
TGCTGTGCggcTTCTACggccggCACgecgagCTGeggTTCCTGGACCTGgtgecctccCTGCAGCTGGACcccgccCAGATCTAC
¢cgggtgaccTGGTTCATCtccTGGtcecceccTGCTTCtecTGGggeTGCgecggegaggtgegggecTTCCTGCAGgagAACaccCACgtgceg
gCTGcggATCTTCgecgeeccggATCTACGACTACGACCccCTGTACAAGgaggeccCTGCAGATGCTGeggGACgecggegecCAGY
tgtccATCATGaccTACGACgagTTCAAGCACTGCTGGGACaccTTCgtgGACCACCAGggeTGCcccTTCCAGeccTGGGACgg
cCTGGACgagCACtccCAGgeccCTGteecggecggCTGegggecATCCTGCAGAACCAGggcAACtceggcetcecgagacceeceggceacctecega
gtccgecacccccgagtccgacaagaagtactccatcggectggCceatcggcaccaactcegtgggetgggecgtgatcaccgacgagtacaaggtgecctccaagaa
gttcaaggtgctgggcaacaccgaccggcactccatcaagaagaacctgatcggcgcecctgctgticgactccggcgagaccgccgaggcecacccggcetgaagecggac
cgcccggceggceggtacacccggcggaagaaccggatctgctacctgcaggagatctictccaacgagatggccaaggtggacgactectticticcaccggetggaggag
tecttectggtggaggaggacaagaagcacgagcggcaccccatcttcggcaacatcgtggacgaggtggectaccacgagaagtaccccaccatctaccacctgegg
aagaagctggtggactccaccgacaaggccgacctgcggctgatctacctggccctggcccacatgatcaagticcggggcecacttcctgatcgagggcgacctgaaccce
cgacaactccgacgtggacaagctgttcatccagctggtgcagacctacaaccagctgttcgaggagaaccccatcaacgcctccggegtggacgccaaggcecatcectgt

ccgcccggcetgtccaagteccecggeggctggagaacctgatcgecccagetgecccggecgagaagaagaacggcectgticggcaacctgatcgecctgteccectgggectgac
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ccccaacttcaagtccaacttcgacctggccgaggacgccaagcetgcagcetgtccaaggacacctacgacgacgacctggacaacctgctggcccagatcggegacca
gtacgccgacctgttcctggecgeccaagaacctgtccgacgcecatcctgetgtccgacatectgecgggtgaacaccgagatcaccaaggceccccctgtecegectccatgat
caagcggtacgacgagcaccaccaggacctgaccctgctgaaggcecctggtgcggcagcagctgcccgagaagtacaaggagatcttcttcgaccagtccaagaacg
gctacgccggctacatcgacggceggcegcectcccaggaggagttctacaagttcatcaagcccatcctggagaagatggacggcaccgaggagcetgcetggtgaagcetga
accgggaggacctgcetgcggaagcageggacctticgacaacggctccatcccccaccagatccacctgggcgagcetgcacgcecatecctgcggecggcaggaggacttct
accccttcctgaaggacaaccgggagaagatcgagaagatcctgaccttccggatcccctactacgtgggecccctggecccggggcaactceccggticgectggatgace
cggaagtccgaggagaccatcaccccctggaacticgaggaggtggtggacaagggcegcctccgeccagtecticatcgagcggatgaccaacticgacaagaacctg
cccaacgagaaggtgctgcccaagcactccctgctgtacgagtacttcaccgtgtacaacgagctgaccaaggtgaagtacgtgaccgagggcatgcggaagccecgcct
tcctgtccggecgagcagaagaaggcecatcgtggacctgetgticaagaccaaccggaaggtgaccgtgaagcagctgaaggaggactacticaagaagatcgagtgctt
cgactccgtggagatctccggegtggaggaccggticaacgectccctgggcacctaccacgacctgctgaagatcatcaaggacaaggacttcctggacaacgaggag
aacgaggacatcctggaggacatcgtgctgaccctgaccctgttcgaggaccgggagatgatcgaggagcggctgaagacctacgcccacctgttcgacgacaaggtg
atgaagcagctgaagcggcggceggtacaccggetggggecggcetgtcccggaagetgatcaacggcatccgggacaagcagtccggcaagaccatccetggacttectg
aagtccgacggcttcgccaaccggaacttcatgcagctgatccacgacgactccctgaccticaaggaggacatccagaaggcccaggtgtccggccagggegactcece
tgcacgagcacatcgccaacctggccggcetcecceccgecatcaagaagggcatcctgcagaccgtgaaggtggtggacgagcetggtgaaggtgatgggecggeacaag
cccgagaacatcgtgatcgagatggcccgggagaaccagaccacccagaagggccagaagaactcccgggageggatgaagecggatcgaggagggcatcaagg
agctgggctcccagatcctgaaggagcaccccgtggagaacacccagctgcagaacgagaagctgtacctgtactacctgcagaacggccgggacatgtacgtggacc
aggagctggacatcaaccggctgtccgactacgacgtggaccacatcgtgccccagtccticctgaaggacgactccatcgacaacaaggtgctgacccggtccgacaa
gaaccggggcaagtccgacaacgtgccctccgaggaggtggtgaagaagatgaagaactactggcggcagcetgcetgaacgccaagcetgatcacccagecggaagticg
acaacctgaccaaggccgagcggggcggcctgtccgagetggacaaggcecggcticatcaagecggcagetggtggagacccggcagatcaccaagcacgtggecca
gatcctggactcccggatgaacaccaagtacgacgagaacgacaagctgatccgggaggtgaaggtgatcaccctgaagtccaagetggtgtccgacttccggaagga
cttccagttctacaaggtgcgggagatcaacaactaccaccacgcccacgacgcctacctgaacgccgtggtgggcaccgcecctgatcaagaagtaccccaagcetggag
tccgagttcgtgtacggcgactacaaggtgtacgacgtgcggaagatgatcgccaagtccgagcaggagatcggcaaggccaccgccaagtacttcttctactccaacat
catgaacttcttcaagaccgagatcaccctggccaacggcgagatccggaagcggcccctgatcgagaccaacggcgagaccggcgagategtgtgggacaagggcec
gggacttcgccaccgtgcggaaggtgcetgtccatgccccaggtgaacatcgtgaagaagaccgaggtgcagaccggceggctictccaaggagtccatectgecccaageg
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gaactccgacaagctgatcgcccggaagaaggactgggaccccaagaagtacggceggcttcgactccceccaccgtggectactecegtgetggtggtggeccaaggtgga
gaagggcaagtccaagaagctgaagtccgtgaaggagctgctgggcatcaccatcatggageggtectecttcgagaagaaccccatcgacttcctggaggccaaggg
ctacaaggaggtgaagaaggacctgatcatcaagctgcccaagtactccctgticgagctggagaacggccggaagcggatgetggcectccgecggegagcetgcagaa
gggcaacgagctggccctgccctccaagtacgtgaacttcctgtacctggcectcccactacgagaagctgaagggcetcccccgaggacaacgagcagaagcagcetgttc
gtggagcagcacaagcactacctggacgagatcatcgagcagatctccgagttctccaagcgggtgatcctggccgacgccaacctggacaaggtgcetgtccgectaca
acaagcaccgggacaagcccatccgggagcaggccgagaacatcatccacctgttcaccctgaccaacctgggcgeccccgcecgcecttcaagtacticgacaccacca
tcgaccggaagcggtacacctccaccaaggaggtgctggacgecaccctgatccaccagtccatcaccggcectgtacgagacccggatcgacctgtcccagetgggeg

gcgacggcggeggctcccccaagaagaageggaaggtg TgA

645

Marco de lectura abierto
Nme1Cas9 codificado por ARNm F

para

ATGGCAGCATTCAAGCCGAACTCGATCAACTACATCCTGGGACTGGACATCGGAATCGCATCGGTCGGATGGGCAAT
GGTCGAAATCGACGAAGAAGAAAACCCGATCAGACTGATCGACCTGGGAGTCAGAGTCTTCGAAAGAGCAGAAGTC
CCGAAGACAGGAGACTCGCTGGCAATGGCAAGAAGACTGGCAAGATCGGTCAGAAGACTGACAAGAAGAAGAGCAC
ACAGACTGCTGAGAACAAGAAGACTGCTGAAGAGAGAAGGAGTCCTGCAGGCAGCAAACTTCGACGAAAACGGACT
GATCAAGTCGCTGCCGAACACACCGTGGCAGCTGAGAGCAGCAGCACTGGACAGAAAGCTGACACCGCTGGAATGG
TCGGCAGTCCTGCTGCACCTGATCAAGCACAGAGGATACCTGTCGCAGAGAAAGAACGAAGGAGAAACAGCAGACA
AGGAACTGGGAGCACTGCTGAAGGGAGTCGCAGGAAACGCACACGCACTGCAGACAGGAGACTTCAGAACACCGG
CAGAACTGGCACTGAACAAGTTCGAAAAGGAATCGGGACACATCAGAAACCAGAGATCGGACTACTCGCACACATTC
TCGAGAAAGGACCTGCAGGCAGAACTGATCCTGCTGTTCGAAAAGCAGAAGGAATTCGGAAACCCGCACGTCTCGG
GAGGACTGAAGGAAGGAATCGAAACACTGCTGATGACACAGAGACCGGCACTGTCGGGAGACGCAGTCCAGAAGAT
GCTGGGACACTGCACATTCGAACCGGCAGAACCGAAGGCAGCAAAGAACACATACACAGCAGAAAGATTCATCTGG
CTGACAAAGCTGAACAACCTGAGAATCCTGGAACAGGGATCGGAAAGACCGCTGACAGACACAGAAAGAGCAACACT
GATGGACGAACCGTACAGAAAGTCGAAGCTGACATACGCACAGGCAAGAAAGCTGCTGGGACTGGAAGACACAGCA
TTCTTCAAGGGACTGAGATACGGAAAGGACAACGCAGAAGCATCGACACTGATGGAAATGAAGGCATACCACGCAAT
CTCGAGAGCACTGGAAAAGGAAGGACTGAAGGACAAGAAGTCGCCGCTGAACCTGTCGCCGGAACTGCAGGACGAA
ATCGGAACAGCATTCTCGCTGTTCAAGACAGACGAAGACATCACAGGAAGACTGAAGGACAGAATCCAGCCGGAAAT
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CCTGGAAGCACTGCTGAAGCACATCTCGTTCGACAAGTTCGTCCAGATCTCGCTGAAGGCACTGAGAAGAATCGTCC
CGCTGATGGAACAGGGAAAGAGATACGACGAAGCATGCGCAGAAATCTACGGAGACCACTACGGAAAGAAGAACAC
AGAAGAAAAGATCTACCTGCCGCCGATCCCGGCAGACGAAATCAGAAACCCGGTCGTCCTGAGAGCACTGTCGCAG
GCAAGAAAGGTCATCAACGGAGTCGTCAGAAGATACGGATCGCCGGCAAGAATCCACATCGAAACAGCAAGAGAAG
TCGGAAAGTCGTTCAAGGACAGAAAGGAAATCGAAAAGAGACAGGAAGAAAACAGAAAGGACAGAGAAAAGGCAGC
AGCAAAGTTCAGAGAATACTTCCCGAACTTCGTCGGAGAACCGAAGTCGAAGGACATCCTGAAGCTGAGACTGTACG
AACAGCAGCACGGAAAGTGCCTGTACTCGGGAAAGGAAATCAACCTGGGAAGACTGAACGAAAAGGGATACGTCGA
AATCGACCACGCACTGCCGTTCTCGAGAACATGGGACGACTCGTTCAACAACAAGGTCCTGGTCCTGGGATCGGAAA
ACCAGAACAAGGGAAACCAGACACCGTACGAATACTTCAACGGAAAGGACAACTCGAGAGAATGGCAGGAATTCAAG
GCAAGAGTCGAAACATCGAGATTCCCGAGATCGAAGAAGCAGAGAATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAAGACGGATT
CAAGGAAAGAAACCTGAACGACACAAGATACGTCAACAGATTCCTGTGCCAGTTCGTCGCAGACAGAATGAGACTGA
CAGGAAAGGGAAAGAAGAGAGTCTTCGCATCGAACGGACAGATCACAAACCTGCTGAGAGGATTCTGGGGACTGAG
AAAGGTCAGAGCAGAAAACGACAGACACCACGCACTGGACGCAGTCGTCGTCGCATGCTCGACAGTCGCAATGCAG
CAGAAGATCACAAGATTCGTCAGATACAAGGAAATGAACGCATTCGACGGAAAGACAATCGACAAGGAAACAGGAGA
AGTCCTGCACCAGAAGACACACTTCCCGCAGCCGTGGGAATTCTTCGCACAGGAAGTCATGATCAGAGTCTTCGGAA
AGCCGGACGGAAAGCCGGAATTCGAAGAAGCAGACACACTGGAAAAGCTGAGAACACTGCTGGCAGAAAAGCTGTC
GTCGAGACCGGAAGCAGTCCACGAATACGTCACACCGCTGTTCGTCTCGAGAGCACCGAACAGAAAGATGTCGGGA
CAGGGACACATGGAAACAGTCAAGTCGGCAAAGAGACTGGACGAAGGAGTCTCGGTCCTGAGAGTCCCGCTGACAC
AGCTGAAGCTGAAGGACCTGGAAAAGATGGTCAACAGAGAAAGAGAACCGAAGCTGTACGAAGCACTGAAGGCAAG
ACTGGAAGCACACAAGGACGACCCGGCAAAGGCATTCGCAGAACCGTTCTACAAGTACGACAAGGCAGGAAACAGA
ACACAGCAGGTCAAGGCAGTCAGAGTCGAACAGGTCCAGAAGACAGGAGTCTGGGTCAGAAACCACAACGGAATCG
CAGACAACGCAACAATGGTCAGAGTAGACGTCTTCGAAAAGGGAGACAAGTACTACCTGGTCCCGATCTACTCGTGG
CAGGTCGCAAAGGGAATCCTGCCGGACAGAGCAGTCGTCCAGGGAAAGGACGAAGAAGACTGGCAGCTGATCGAC
GACTCGTTCAACTTCAAGTTCTCGCTGCACCCGAACGACCTGGTCGAAGTCATCACAAAGAAGGCAAGAATGTTCGG
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ATACTTCGCATCGTGCCACAGAGGAACAGGAAACATCAACATCAGAATCCACGACCTGGACCACAAGATCGGAAAGA
ACGGAATCCTGGAAGGAATCGGAGTCAAGACAGCACTGTCGTTCCAGAAGTACCAGATCGACGAACTGGGAAAGGA
AATCAGACCGTGCAGACTGAAGAAGAGACCGCCGGTCAGATCCGGAAAGAGAACAGCAGACGGATCGGAATTCGAA
TCGCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCGAATGA

646

Marco de lectura abierto para UGI
codificado por ARNm G

ATGACCAACCTGTCCGACATCATCGAGAAGGAGACCGGCAAGCAGCTGGTGATCCAGGAGTCCATCCTGATGCTGC
CCGAGGAGGTGGAGGAGGTGATCGGCAACAAGCCCGAGTCCGACATCCTGGTGCACACCGCCTACGACGAGTCCA
CCGACGAGAACGTGATGCTGCTGACCTCCGACGCCCCCGAGTACAAGCCCTGGGCCCTGGTGATCCAGGACTCCAA
CGGCGAGAACAAGATCAAGATGCTGTCCGGCGGCTCCAAGCGGACCGCCGACGGCTCCGAGTTCGAGTCCCCCAA
GAAGAAGCGGAAGGTGGAGTGATAG

647

Marco de lectura abierto para
Nme2Cas9 codificado por ARNm H

ATGGCCGCCTTCAAGCCCAACCCCATCAACTACATCCTGGGCCTGGACATCGGCATCGCCTCCGTGGGCTGGGCCA
TGGTGGAGATCGACGAGGAGGAGAACCCCATCCGGCTGATCGACCTGGGCGTGCGGGTGTTCGAGCGGGCCGAGG
TGCCCAAGACCGGCGACTCCCTGGCCATGGCCCGGCGGCTGGCCCGGTCCGTGCGGCGGCTGACCCGGCGGLGEG
GCCCACCGGCTGCTGCGGGCCCGGCGGCTGCTGAAGCGGGAGGGCGTGCTGCAGGCCGCCGACTTCGACGAGAA
CGGCCTGATCAAGTCCCTGCCCAACACCCCCTGGCAGCTGCGGGCCGCCGCCCTGGACCGGAAGCTGACCCCCCT
GGAGTGGTCCGCCGTGCTGCTGCACCTGATCAAGCACCGGGGCTACCTGTCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGAC
CGCCGACAAGGAGCTGGGCGCCCTGCTGAAGGGCGTGGCCAACAACGCCCACGCCCTGCAGACCGGCGACTTCCG
GACCCCCGCCGAGCTGGCCCTGAACAAGTTCGAGAAGGAGTCCGGCCACATCCGGAACCAGCGGGGCGACTACTC
CCACACCTTCTCCCGGAAGGACCTGCAGGCCGAGCTGATCCTGCTGTTCGAGAAGCAGAAGGAGTTCGGCAACCCC
CACGTGTCCGGCGGCCTGAAGGAGGGCATCGAGACCCTGCTGATGACCCAGCGGCCCGCCCTGTCCGGCGALCGCC
GTGCAGAAGATGCTGGGCCACTGCACCTTCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCTACACCGCCGAG
CGGTTCATCTGGCTGACCAAGCTGAACAACCTGCGGATCCTGGAGCAGGGCTCCGAGCGGCCCCTGACCGACACC
GAGCGGGCCACCCTGATGGACGAGCCCTACCGGAAGTCCAAGCTGACCTACGCCCAGGCCCGGAAGCTGCTGGGC
CTGGAGGACACCGCCTTCTTCAAGGGCCTGCGGTACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCTCCACCCTGATGGAGATGA
AGGCCTACCACGCCATCTCCCGGGCCCTGGAGAAGGAGGGCCTGAAGGACAAGAAGTCCCCCCTGAACCTGTCCTC
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CGAGCTGCAGGACGAGATCGGCACCGCCTTCTCCCTGTTCAAGACCGACGAGGACATCACCGGCCGGCTGAAGGA
CCGGGTGCAGCCCGAGATCCTGGAGGCCCTGCTGAAGCACATCTCCTTCGACAAGTTCGTGCAGATCTCCCTGAAG
GCCCTGCGGCGGATCGTGCCCCTGATGGAGCAGGGCAAGCGGTACGACGAGGCCTGCGCCGAGATCTACGGCGAC
CACTACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGATCTACCTGCCCCCCATCCCCGCCGACGAGATCCGGAACCCCGTGG
TGCTGCGGGCCCTGTCCCAGGCCCGGAAGGTGATCAACGGCGTGGTGCGGCGGTACGGCTCCCCCGCCCGGATCC
ACATCGAGACCGCCCGGGAGGTGGGCAAGTCCTTCAAGGACCGGAAGGAGATCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACC
GGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGTTCCGGGAGTACTTCCCCAACTTCGTGGGCGAGCCCAAGTCCAAGG
ACATCCTGAAGCTGCGGCTGTACGAGCAGCAGCACGGCAAGTGCCTGTACTCCGGCAAGGAGATCAACCTGGTGCG
GCTGAACGAGAAGGGCTACGTGGAGATCGACCACGCCCTGCCCTTCTCCCGGACCTGGGACGACTCCTTCAACAAC
AAGGTGCTGGTGCTGGGCTCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCTACGAGTACTTCAACGGCAAGGACA
ACTCCCGGGAGTGGCAGGAGTTCAAGGCCCGGGTGGAGACCTCCCGGTTCCCCCGGTCCAAGAAGCAGCGGATCC
TGCTGCAGAAGTTCGACGAGGACGGCTTCAAGGAGTGCAACCTGAACGACACCCGGTACGTGAACCGGTTCCTGTG
CCAGTTCGTGGCCGACCACATCCTGCTGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGTGTTCGCCTCCAACGGCCAGATCAC
CAACCTGCTGCGGGGCTTCTGGGGCCTGCGGAAGGTGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCTGGACGCCG
TGGTGGTGGCCTGCTCCACCGTGGCCATGCAGCAGAAGATCACCCGGTTCGTGCGGTACAAGGAGATGAACGCCTT
CGACGGCAAGACCATCGACAAGGAGACCGGCAAGGTGCTGCACCAGAAGACCCACTTCCCCCAGCCCTGGGAGTTC
TTCGCCCAGGAGGTGATGATCCGGGTGTTCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGTTCGAGGAGGCCGACACCCCC
GAGAAGCTGCGGACCCTGCTGGCCGAGAAGCTGTCCTCCCGGCCCGAGGCCGTGCACGAGTACGTGACCCCCCTG
TTCGTGTCCCGGGCCCCCAACCGGAAGATGTCCGGCGCCCACAAGGACACCCTGCGGTCCGCCAAGCGGTTCGTG
AAGCACAACGAGAAGATCTCCGTGAAGCGGGTGTGGCTGACCGAGATCAAGCTGGCCGACCTGGAGAACATGGTGA
ACTACAAGAACGGCCGGGAGATCGAGCTGTACGAGGCCCTGAAGGCCCGGCTGGAGGCCTACGGCGGCAACGCCA
AGCAGGCCTTCGACCCCAAGGACAACCCCTTCTACAAGAAGGGCGGCCAGCTGGTGAAGGCCGTGCGGGTGGAGA
AGACCCAGGAGTCCGGCGTGCTGCTGAACAAGAAGAACGCCTACACCATCGCCGACAACGGCGACATGGTGCGGG
TGGACGTGTTCTGCAAGGTGGACAAGTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGTCCGGCGGCTCCG
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GCAAGAACCAGTACTTCATCGTGCCCATCTACGCCTGGCAGGTGGCCGAGAACATCCTGCCCGACATCGACTGCAA
GGGCTACCGGATCGACGACTCCTACACCTTCTGCTTCTCCCTGCACAAGTACGACCTGATCGCCTTCCAGAAGGACG
AGAAGTCCAAGGTGGAGTTCGCCTACTACATCAACTGCGACTCCTCCAACGGCCGGTTCTACCTGGCCTGGCACGAC
AAGGGCTCCAAGGAGCAGCAGTTCCGGATCTCCACCCAGAACCTGGTGCTGATCCAGAAGTACCAGGTGAACGAGC
TGGGCAAGGAGATCCGGCCCTGCCGGCTGAAGAAGCGGCCCCCCGTGCGGTAG

648

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm |

para

ATGGTGCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGCCGCCTTCAAGCCCAACCCCATCAACTACATCCTGGGCCTGGACATCG
GCATCGCCTCCGTGGGCTGGGCCATGGTGGAGATCGACGAGGAGGAGAACCCCATCCGGCTGATCGACCTGGGECG
TGCGGGTGTTCGAGCGGGCCGAGGTGCCCAAGACCGGCGACTCCCTGGCCATGGCCCGGCGGCTGGCCCGGTCC
GTGCGGCGGCTGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCTGCTGCGGGCCCGGCGGCTGCTGAAGCGGGAGGGCGTGC
TGCAGGCCGCCGACTTCGACGAGAACGGCCTGATCAAGTCCCTGCCCAACACCCCCTGGCAGCTGCGGGLLGLCG
CCCTGGACCGGAAGCTGACCCCCCTGGAGTGGTCCGCCGTGCTGCTGCACCTGATCAAGCACCGGGGCTACCTGT
CCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCTGGGCGCCCTGCTGAAGGGCGTGGCCAACAACGCC
CACGCCCTGCAGACCGGCGACTTCCGGACCCCCGCCGAGCTGGCCCTGAACAAGTTCGAGAAGGAGTCCGGCCAC
ATCCGGAACCAGCGGGGCGACTACTCCCACACCTTCTCCCGGAAGGACCTGCAGGCCGAGCTGATCCTGCTGTTCG
AGAAGCAGAAGGAGTTCGGCAACCCCCACGTGTCCGGCGGCCTGAAGGAGGGCATCGAGACCCTGCTGATGACCC
AGCGGCCCGCCCTGTCCGGCGACGCCGTGCAGAAGATGCTGGGCCACTGCACCTTCGAGCCCGCCGAGCCCAAGG
CCGCCAAGAACACCTACACCGCCGAGCGGTTCATCTGGCTGACCAAGCTGAACAACCTGCGGATCCTGGAGCAGGG
CTCCGAGCGGCCCCTGACCGACACCGAGCGGGCCACCCTGATGGACGAGCCCTACCGGAAGTCCAAGCTGACCTA
CGCCCAGGCCCGGAAGCTGCTGGGCCTGGAGGACACCGCCTTCTTCAAGGGCCTGCGGTACGGCAAGGACAACGC
CGAGGCCTCCACCCTGATGGAGATGAAGGCCTACCACGCCATCTCCCGGGCCCTGGAGAAGGAGGGCCTGAAGGA
CAAGAAGTCCCCCCTGAACCTGTCCTCCGAGCTGCAGGACGAGATCGGCACCGCCTTCTCCCTGTTCAAGACCGAC
GAGGACATCACCGGCCGGCTGAAGGACCGGGTGCAGCCCGAGATCCTGGAGGCCCTGCTGAAGCACATCTCCTTC
GACAAGTTCGTGCAGATCTCCCTGAAGGCCCTGCGGCGGATCGTGCCCCTGATGGAGCAGGGCAAGCGGTACGAC
GAGGCCTGCGCCGAGATCTACGGCGACCACTACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGATCTACCTGCCCCCCATCC
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CCGCCGACGAGATCCGGAACCCCGTGGTGCTGCGGGCCCTGTCCCAGGCCCGGAAGGTGATCAACGGCGTGGTGC
GGCGGTACGGCTCCCCCGCCCGGATCCACATCGAGACCGCCCGGGAGGTGGGCAAGTCCTTCAAGGACCGGAAGG
AGATCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGTTCCGGGAGTACTTCCCCA
ACTTCGTGGGCGAGCCCAAGTCCAAGGACATCCTGAAGCTGCGGCTGTACGAGCAGCAGCACGGCAAGTGCCTGTA
CTCCGGCAAGGAGATCAACCTGGTGCGGCTGAACGAGAAGGGCTACGTGGAGATCGACCACGCCCTGCCCTTCTCC
CGGACCTGGGACGACTCCTTCAACAACAAGGTGCTGGTGCTGGGCTCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCC
CCTACGAGTACTTCAACGGCAAGGACAACTCCCGGGAGTGGCAGGAGTTCAAGGCCCGGGTGGAGACCTCCCGGTT
CCCCCGGTCCAAGAAGCAGCGGATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAGGACGGCTTCAAGGAGTGCAACCTGAACGAC
ACCCGGTACGTGAACCGGTTCCTGTGCCAGTTCGTGGCCGACCACATCCTGCTGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGG
GTGTTCGCCTCCAACGGCCAGATCACCAACCTGCTGCGGGGCTTCTGGGGCCTGCGGAAGGTGCGGGCCGAGAAC
GACCGGCACCACGCCCTGGACGCCGTGGTGGTGGCCTGCTCCACCGTGGCCATGCAGCAGAAGATCACCCGGTTC
GTGCGGTACAAGGAGATGAACGCCTTCGACGGCAAGACCATCGACAAGGAGACCGGCAAGGTGCTGCACCAGAAGA
CCCACTTCCCCCAGCCCTGGGAGTTCTTCGCCCAGGAGGTGATGATCCGGGTGTTCGGCAAGCCCGACGGCAAGCC
CGAGTTCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCTGCGGACCCTGCTGGCCGAGAAGCTGTCCTCCCGGCCCGAGGC
CGTGCACGAGTACGTGACCCCCCTGTTCGTGTCCCGGGCCCCCAACCGGAAGATGTCCGGCGCCCACAAGGACAC
CCTGCGGTCCGCCAAGCGGTTCGTGAAGCACAACGAGAAGATCTCCGTGAAGCGGGTGTGGCTGACCGAGATCAAG
CTGGCCGACCTGGAGAACATGGTGAACTACAAGAACGGCCGGGAGATCGAGCTGTACGAGGCCCTGAAGGCCCGG
CTGGAGGCCTACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCTTCGACCCCAAGGACAACCCCTTCTACAAGAAGGGCGGCCAG
CTGGTGAAGGCCGTGCGGGTGGAGAAGACCCAGGAGTCCGGCGTGCTGCTGAACAAGAAGAACGCCTACACCATC
GCCGACAACGGCGACATGGTGCGGGTGGACGTGTTCTGCAAGGTGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGTACTTCATCG
TGCCCATCTACGCCTGGCAGGTGGCCGAGAACATCCTGCCCGACATCGACTGCAAGGGCTACCGGATCGACGACTC
CTACACCTTCTGCTTCTCCCTGCACAAGTACGACCTGATCGCCTTCCAGAAGGACGAGAAGTCCAAGGTGGAGTTCG
CCTACTACATCAACTGCGACTCCTCCAACGGCCGGTTCTACCTGGCCTGGCACGACAAGGGCTCCAAGGAGCAGCA
GTTCCGGATCTCCACCCAGAACCTGGTGCTGATCCAGAAGTACCAGGTGAACGAGCTGGGCAAGGAGATCCGGCCC
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TGCCGGCTGAAGAAGCGGCCCCCCGTGCGGTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCCGCCGCCCCCGCCGCCAAG
AAGAAGAAGCTGGACTAG

649

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm J

para

ATGGCCGCCTTCAAGCCCAACCCCATCAACTACATCCTGGGCCTGGACATCGGCATCGCCTCCGTGGGCTGGGCCA
TGGTGGAGATCGACGAGGAGGAGAACCCCATCCGGCTGATCGACCTGGGCGTGCGGGTGTTCGAGCGGGCCGAGG
TGCCCAAGACCGGCGACTCCCTGGCCATGGCCCGGCGGCTGGCCCGGTCCGTGCGGCGGCTGACCCGGCGGLGEG
GCCCACCGGCTGCTGCGGGCCCGGCGGCTGCTGAAGCGGGAGGGCGTGCTGCAGGCCGCCGACTTCGACGAGAA
CGGCCTGATCAAGTCCCTGCCCAACACCCCCTGGCAGCTGCGGGCCGCCGCCCTGGACCGGAAGCTGACCCCCCT
GGAGTGGTCCGCCGTGCTGCTGCACCTGATCAAGCACCGGGGCTACCTGTCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGAC
CGCCGACAAGGAGCTGGGCGCCCTGCTGAAGGGCGTGGCCAACAACGCCCACGCCCTGCAGACCGGCGACTTCCG
GACCCCCGCCGAGCTGGCCCTGAACAAGTTCGAGAAGGAGTCCGGCCACATCCGGAACCAGCGGGGCGACTACTC
CCACACCTTCTCCCGGAAGGACCTGCAGGCCGAGCTGATCCTGCTGTTCGAGAAGCAGAAGGAGTTCGGCAACCCC
CACGTGTCCGGCGGCCTGAAGGAGGGCATCGAGACCCTGCTGATGACCCAGCGGCCCGCCCTGTCCGGCGACGCC
GTGCAGAAGATGCTGGGCCACTGCACCTTCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCTACACCGCCGAG
CGGTTCATCTGGCTGACCAAGCTGAACAACCTGCGGATCCTGGAGCAGGGCTCCGAGCGGCCCCTGACCGACACC
GAGCGGGCCACCCTGATGGACGAGCCCTACCGGAAGTCCAAGCTGACCTACGCCCAGGCCCGGAAGCTGCTGGGC
CTGGAGGACACCGCCTTCTTCAAGGGCCTGCGGTACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCTCCACCCTGATGGAGATGA
AGGCCTACCACGCCATCTCCCGGGCCCTGGAGAAGGAGGGCCTGAAGGACAAGAAGTCCCCCCTGAACCTGTCCTC
CGAGCTGCAGGACGAGATCGGCACCGCCTTCTCCCTGTTCAAGACCGACGAGGACATCACCGGCCGGCTGAAGGA
CCGGGTGCAGCCCGAGATCCTGGAGGCCCTGCTGAAGCACATCTCCTTCGACAAGTTCGTGCAGATCTCCCTGAAG
GCCCTGCGGCGGATCGTGCCCCTGATGGAGCAGGGCAAGCGGTACGACGAGGCCTGCGCCGAGATCTACGGCGAC
CACTACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGATCTACCTGCCCCCCATCCCCGCCGACGAGATCCGGAACCCCGTGG
TGCTGCGGGCCCTGTCCCAGGCCCGGAAGGTGATCAACGGCGTGGTGCGGCGGTACGGCTCCCCCGCCCGGATCC
ACATCGAGACCGCCCGGGAGGTGGGCAAGTCCTTCAAGGACCGGAAGGAGATCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACC
GGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGTTCCGGGAGTACTTCCCCAACTTCGTGGGCGAGCCCAAGTCCAAGG
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ACATCCTGAAGCTGCGGCTGTACGAGCAGCAGCACGGCAAGTGCCTGTACTCCGGCAAGGAGATCAACCTGGTGCG
GCTGAACGAGAAGGGCTACGTGGAGATCGACCACGCCCTGCCCTTCTCCCGGACCTGGGACGACTCCTTCAACAAC
AAGGTGCTGGTGCTGGGCTCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCTACGAGTACTTCAACGGCAAGGACA
ACTCCCGGGAGTGGCAGGAGTTCAAGGCCCGGGTGGAGACCTCCCGGTTCCCCCGGTCCAAGAAGCAGCGGATCC
TGCTGCAGAAGTTCGACGAGGACGGCTTCAAGGAGTGCAACCTGAACGACACCCGGTACGTGAACCGGTTCCTGTG
CCAGTTCGTGGCCGACCACATCCTGCTGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGTGTTCGCCTCCAACGGCCAGATCAC
CAACCTGCTGCGGGGCTTCTGGGGCCTGCGGAAGGTGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCTGGACGCCG
TGGTGGTGGCCTGCTCCACCGTGGCCATGCAGCAGAAGATCACCCGGTTCGTGCGGTACAAGGAGATGAACGCCTT
CGACGGCAAGACCATCGACAAGGAGACCGGCAAGGTGCTGCACCAGAAGACCCACTTCCCCCAGCCCTGGGAGTTC
TTCGCCCAGGAGGTGATGATCCGGGTGTTCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGTTCGAGGAGGCCGACACCCCC
GAGAAGCTGCGGACCCTGCTGGCCGAGAAGCTGTCCTCCCGGCCCGAGGCCGTGCACGAGTACGTGACCCCCCTG
TTCGTGTCCCGGGCCCCCAACCGGAAGATGTCCGGCGCCCACAAGGACACCCTGCGGTCCGCCAAGCGGTTCGTG
AAGCACAACGAGAAGATCTCCGTGAAGCGGGTGTGGCTGACCGAGATCAAGCTGGCCGACCTGGAGAACATGGTGA
ACTACAAGAACGGCCGGGAGATCGAGCTGTACGAGGCCCTGAAGGCCCGGCTGGAGGCCTACGGCGGCAACGCCA
AGCAGGCCTTCGACCCCAAGGACAACCCCTTCTACAAGAAGGGCGGCCAGCTGGTGAAGGCCGTGCGGGTGGAGA
AGACCCAGGAGTCCGGCGTGCTGCTGAACAAGAAGAACGCCTACACCATCGCCGACAACGGCGACATGGTGCGGG
TGGACGTGTTCTGCAAGGTGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGTACTTCATCGTGCCCATCTACGCCTGGCAGGTGGC
CGAGAACATCCTGCCCGACATCGACTGCAAGGGCTACCGGATCGACGACTCCTACACCTTCTGCTTCTCCCTGCACA
AGTACGACCTGATCGCCTTCCAGAAGGACGAGAAGTCCAAGGTGGAGTTCGCCTACTACATCAACTGCGACTCCTCC
AACGGCCGGTTCTACCTGGCCTGGCACGACAAGGGCTCCAAGGAGCAGCAGTTCCGGATCTCCACCCAGAACCTGG
TGCTGATCCAGAAGTACCAGGTGAACGAGCTGGGCAAGGAGATCCGGCCCTGCCGGCTGAAGAAGCGGLCCCCCCG
TGCGG

650

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm K

para

atggccgccttcaagcccaaccccatcaactacatcctgggectggacatcggeatcgectcecgtgggetgggecatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatce

ggctgatcgacctgggcgtgecgggtgttcgagcgggcecgaggtgcccaagaccggegactccetggecatggeccggeggcetggeccggteecgtgeggeggetgacce
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ggcggcegggceccaccggcetgectgecgggeccggeggcetgectgaagecgggagggcegtgectgcaggecgecgacttcgacgagaacggcectgatcaagtcecctgecccaac
accccctggcagctgcgggcecgecgccctggaccggaagctgaccceccctggagtggtecegecgtgetgctgcacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagegga
agaacgagggcgagaccgccgacaaggagctgggegcecctgetgaagggegtggccaacaacgcccacgecctgcagaccggegacttccggaccccegecgag
ctggccctgaacaagtticgagaaggagtccggccacatccggaaccagcggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggcecgagcetgatcectgetgtt
cgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggcggectgaaggagggcatcgagaccctgcetgatgacccagecggceccgcecctgtccggegacgceegtge
agaagatgctgggccactgcaccttcgagcccgccgagcccaaggccgccaagaacacctacaccgeccgageggttcatctggetgaccaagetgaacaacctgegg
atcctggagcagggctccgagceggceccctgaccgacaccgagcegggcecaccctgatggacgagcecctaccggaagtccaagcetgacctacgecccaggeccggaage
tgctgggcectggaggacaccgccttcticaagggcectgecggtacggcaaggacaacgccgaggcectccaccctgatggagatgaaggcectaccacgccatctccecggge
cctggagaaggagggcctgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagcetgcaggacgagatcggcaccgcecttctecetgttcaagaccgacgaggacat
caccggccggctgaaggaccgggtgcagceccgagatcctggaggcecctgctgaagcacatctecticgacaagttcgtgcagatctccctgaaggecctgeggeggate
gtgcccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggcectgcgccgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgcccccca
tcccecgecgacgagatccggaaccecgtggtgetgecgggecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgeggeggtacggcetcceececgeccggatecaca
tcgagaccgcccgggaggtgggcaagtccticaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgecgcecaagtt
ccgggagtacttccccaacttcgtgggcgagcccaagtccaaggacatcctgaagetgeggcetgtacgagcagcagcacggceaagtgectgtactccggcaaggagatce
aacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgccctictcccggacctgggacgactcecticaacaacaaggtgetggtgetgggcetecga
gaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggecegggtggagacctccecggtteecce
cggtccaagaagcagcggatcctgetgcagaagticgacgaggacggctticaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccggttcctgtgecagttcgtgg
ccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaagcggcegggtgttcgectccaacggcecagatcaccaacctgetgeggggcettctggggectgecggaaggtgegggecg
agaacgaccggcaccacgccctggacgccegtggtggtggectgetccaccgtggeccatgcagcagaagatcacceggttcgtgcggtacaaggagatgaacgccttcg
acggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagecctgggagttcttcgecccaggaggtgatgatccgggtgttcggea
agcccgacggcaagcccgagticgaggaggccgacacccccgagaagctgcggaccctgctggeccgagaagcetgtectcccggeccgaggcecgtgcacgagtacgt
gacccccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggcgeccacaaggacaccctgeggtccgccaageggticgtgaagcacaacgagaagatcteegt
gaagcgggtgtggctgaccgagatcaagctggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggccctgaaggcccggcetg
gaggcctacggcggcaacgccaagcaggccttcgaccccaaggacaacccctictacaagaagggcggcecagcetggtgaaggecgtgecgggtggagaagacccag
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gagtccggcegtgctgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcgacatggtgecgggtggacgtgtictgcaaggtggacaagaagggcaagaacc
agtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggeccgagaacatcctgeccecgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttetgcettctecectgeac
aagtacgacctgatcgccticcagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcectactacatcaactgcgactcctccaacggecggtictacctggectggcacgacaa

gggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagctgggcaaggagatccggecctgecggetgaaga
agcggccccccgtgegg

651

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm L

para

atgGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGGCGGCTCCGGCGGCGGCCgecgcecttcaageccaa
ccccatcaactacatcctgggcectggacatcggcatcgectcegtgggetgggcecatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatccggcetgatcgacctgggegtg
cgggtgttcgagcgggcecgaggtgcccaagaccggcegactccctggcecatggeccggeggcetggeccggteegtgecggeggcetgacccggeggegggceccaccggcet
gctgecgggeccggeggctgetgaagecgggagggcegtgetgcaggecgecgactticgacgagaacggcectgatcaagtcecctgecccaacacccectggcagetgeggg
ccgecgecctggaccggaagcetgacccccctggagtggteccgecgtgetgetgecacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagcggaagaacgagggcgagacc
gccgacaaggagctgggegcecctgctgaagggegtggccaacaacgeccacgcecctgcagaccggegactticcggacccececgecgagcetggecctgaacaagttcg
agaaggagtccggccacatccggaaccageggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggcecgagcetgatcectgetgttcgagaagcagaaggagt
tcggcaacccccacgtgtccggeggcectgaaggagggcatcgagaccctgcetgatgacccageggeccgecctgtccggecgacgecgtgcagaagatgetgggecact
gcaccttcgagcccgeccgageccaaggcecgccaagaacacctacaccgccgagceggttcatctggetgaccaagetgaacaacctgecggatcctggagcagggcetee
gagcggcccctgaccgacaccgagcgggcecaccctgatggacgagcecctaccggaagtccaagetgacctacgeccaggeccggaagetgetgggectggaggaca
ccgccttcttcaagggectgeggtacggcaaggacaacgccgaggcectccaccctgatggagatgaaggcectaccacgecatctcccgggecctggagaaggagggcec
tgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagetgcaggacgagatcggceaccegccttcteectgttcaagaccgacgaggacatcaccggecggetgaagg
accgggtgcagcccgagatcctggaggccctgctgaagcacatctccttcgacaagttcgtgcagatctccctgaaggcecctgeggeggategtgeccctgatggageag
ggcaagcggtacgacgaggcctgcgccgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgccccccatcceccgecgacgagatce
ggaaccccgtggtgctgecgggcecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgeggeggtacggcetcecceccgeccggatccacatcgagaccgececgggag
gtgggcaagtccttcaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggcecgcecgccaagttccgggagtacttccccaa
cttcgtgggcgagcccaagtccaaggacatcctgaagcetgcggetgtacgagcagcagcacggcaagtgcctgtactccggcaaggagatcaacctggtgecggcetgaa
cgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgcccttctcccggacctgggacgactccttcaacaacaaggtgctggtgctgggcetccgagaaccagaacaaggg

caaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggecccgggtggagacctceccggticccccggtccaagaagcagce
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ggatcctgctgcagaagticgacgaggacggcttcaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccggttcctgtgeccagticgtggccgaccacatcctgetga
ccggcaagggcaagcggcegggtgttcgectccaacggccagatcaccaacctgctgcggggcettctggggcectgcggaaggtgcgggecgagaacgaccggcacca

cgccctggacgcecegtggtggtggectgctccaccgtggeccatgcagcagaagatcacceggttcgtgecggtacaaggagatgaacgcecttcgacggcaagaccatcgac
aaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagecctgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgttcggcaagecccgacggcaagcecc
gagttcgaggaggccgacacccccgagaagctgcggaccctgcetggccgagaagcetgtectcccggeccgaggcecgtgcacgagtacgtgacccccectgttcgtgtece
gggcccccaaccggaagatgtccggecgcccacaaggacaccctgecggtccgeccaageggticgtgaagcacaacgagaagatctcegtgaagegggtgtggetgace
gagatcaagctggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggccctgaaggeccggcetggaggectacggecggcaacg
ccaagcaggccttcgaccccaaggacaacccctictacaagaagggcggcecagcetggtgaaggccegtgcgggtggagaagacccaggagtccggcegtgetgetgaac
aagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcgacatggtgcgggtggacgtgtictgcaaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctac

gcctggcaggtggccgagaacatcctgcccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttctgctictccctgcacaagtacgacctgatcgccttcc
agaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggcecggtictacctggectggcacgacaagggctccaaggagcagceagtt

ccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagcetgggcaaggagatccggcecctgecggctgaagaageggcccccegtgeggtag

652

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 con  etiqueta
codificado por ARNm M

para
HiBIiT

ATGGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGGCGGCTCCGGCGGCGGCGCCGCCTTCAA
GCCCAACCCCATCAACTACATCCTGGGCCTGGACATCGGCATCGCCTCCGTGGGCTGGGCCATGGTGGAGATCGAC
GAGGAGGAGAACCCCATCCGGCTGATCGACCTGGGCGTGCGGGTGTTCGAGCGGGCCGAGGTGCCCAAGACCGG
CGACTCCCTGGCCATGGCCCGGCGGCTGGCCCGGTCCGTGCGGCGGCTGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCLTGC
TGCGGGCCCGGCGGCTGCTGAAGCGGGAGGGCGTGCTGCAGGCCGCCGACTTCGACGAGAACGGCCTGATCAAG
TCCCTGCCCAACACCCCCTGGCAGCTGCGGGCCGCCGCCCTGGACCGGAAGCTGACCCCCCTGGAGTGGTCCGCCC
GTGCTGCTGCACCTGATCAAGCACCGGGGCTACCTGTCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAG
CTGGGCGCCCTGCTGAAGGGCGTGGCCAACAACGCCCACGCCCTGCAGACCGGCGACTTCCGGACCCCCGCCGAG
CTGGCCCTGAACAAGTTCGAGAAGGAGTCCGGCCACATCCGGAACCAGCGGGGCGACTACTCCCACACCTTCTCCC
GGAAGGACCTGCAGGCCGAGCTGATCCTGCTGTTCGAGAAGCAGAAGGAGTTCGGCAACCCCCACGTGTCCGGCG
GCCTGAAGGAGGGCATCGAGACCCTGCTGATGACCCAGCGGCCCGCCCTGTCCGGCGACGCCGTGCAGAAGATGC
TGGGCCACTGCACCTTCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCTACACCGCCGAGCGGTTCATCTGGCT
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GACCAAGCTGAACAACCTGCGGATCCTGGAGCAGGGCTCCGAGCGGCCCCTGACCGACACCGAGCGGGCCACCCT
GATGGACGAGCCCTACCGGAAGTCCAAGCTGACCTACGCCCAGGCCCGGAAGCTGCTGGGCCTGGAGGACACCGC
CTTCTTCAAGGGCCTGCGGTACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCTCCACCCTGATGGAGATGAAGGCCTACCACGCC
ATCTCCCGGGCCCTGGAGAAGGAGGGCCTGAAGGACAAGAAGTCCCCCCTGAACCTGTCCTCCGAGCTGCAGGAC
GAGATCGGCACCGCCTTCTCCCTGTTCAAGACCGACGAGGACATCACCGGCCGGCTGAAGGACCGGGTGCAGCCC
GAGATCCTGGAGGCCCTGCTGAAGCACATCTCCTTCGACAAGTTCGTGCAGATCTCCCTGAAGGCCCTGCGGCGGA
TCGTGCCCCTGATGGAGCAGGGCAAGCGGTACGACGAGGCCTGCGCCGAGATCTACGGCGACCACTACGGCAAGA
AGAACACCGAGGAGAAGATCTACCTGCCCCCCATCCCCGCCGACGAGATCCGGAACCCCGTGGTGCTGCGGGCCC
TGTCCCAGGCCCGGAAGGTGATCAACGGCGTGGTGCGGCGGTACGGCTCCCCCGCCCGGATCCACATCGAGACCG
CCCGGGAGGTGGGCAAGTCCTTCAAGGACCGGAAGGAGATCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGG
GAGAAGGCCGCCGCCAAGTTCCGGGAGTACTTCCCCAACTTCGTGGGCGAGCCCAAGTCCAAGGACATCCTGAAGC
TGCGGCTGTACGAGCAGCAGCACGGCAAGTGCCTGTACTCCGGCAAGGAGATCAACCTGGTGCGGCTGAACGAGAA
GGGCTACGTGGAGATCGACCACGCCCTGCCCTTCTCCCGGACCTGGGACGACTCCTTCAACAACAAGGTGCTGGTG
CTGGGCTCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCTACGAGTACTTCAACGGCAAGGACAACTCCCGGGAGT
GGCAGGAGTTCAAGGCCCGGGTGGAGACCTCCCGGTTCCCCCGGTCCAAGAAGCAGCGGATCCTGCTGCAGAAGT
TCGACGAGGACGGCTTCAAGGAGTGCAACCTGAACGACACCCGGTACGTGAACCGGTTCCTGTGCCAGTTCGTGGC
CGACCACATCCTGCTGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGTGTTCGCCTCCAACGGCCAGATCACCAACCTGCTGCG
GGGCTTCTGGGGCCTGCGGAAGGTGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCTGGACGCCGTGGTGGTGGCCT
GCTCCACCGTGGCCATGCAGCAGAAGATCACCCGGTTCGTGCGGTACAAGGAGATGAACGCCTTCGACGGCAAGAC
CATCGACAAGGAGACCGGCAAGGTGCTGCACCAGAAGACCCACTTCCCCCAGCCCTGGGAGTTCTTCGCCCAGGAG
GTGATGATCCGGGTGTTCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGTTCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCTGCGG
ACCCTGCTGGCCGAGAAGCTGTCCTCCCGGCCCGAGGCCGTGCACGAGTACGTGACCCCCCTGTTCGTGTCCCGG
GCCCCCAACCGGAAGATGTCCGGCGCCCACAAGGACACCCTGCGGTCCGCCAAGCGGTTCGTGAAGCACAACGAG
AAGATCTCCGTGAAGCGGGTGTGGCTGACCGAGATCAAGCTGGCCGACCTGGAGAACATGGTGAACTACAAGAACG
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GCCGGGAGATCGAGCTGTACGAGGCCCTGAAGGCCCGGCTGGAGGCCTACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCTTC
GACCCCAAGGACAACCCCTTCTACAAGAAGGGCGGCCAGCTGGTGAAGGCCGTGCGGGTGGAGAAGACCCAGGAG
TCCGGCGTGCTGCTGAACAAGAAGAACGCCTACACCATCGCCGACAACGGCGACATGGTGCGGGTGGACGTGTTCT
GCAAGGTGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGTACTTCATCGTGCCCATCTACGCCTGGCAGGTGGCCGAGAACATCCT
GCCCGACATCGACTGCAAGGGCTACCGGATCGACGACTCCTACACCTTCTGCTTCTCCCTGCACAAGTACGACCTGA
TCGCCTTCCAGAAGGACGAGAAGTCCAAGGTGGAGTTCGCCTACTACATCAACTGCGACTCCTCCAACGGCCGGTTC
TACCTGGCCTGGCACGACAAGGGCTCCAAGGAGCAGCAGTTCCGGATCTCCACCCAGAACCTGGTGCTGATCCAGA
AGTACCAGGTGAACGAGCTGGGCAAGGAGATCCGGCCCTGCCGGCTGAAGAAGCGGCCCCCCGTGCGGTCCGAGT
CCGCCACCCCCGAGTCCGTGTCCGGCTGGCGGCTGTTCAAGAAGATCTCCTAG

653

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm N

para

atgGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGGCGGCTCCGGCGGLCGGCCgecgcecttcaageccaa
ccccatcaactacatcctgggcectggacatcggcatcgectccgtgggetgggecatggtggagatcgacgaggaggagaacccecatcecggcetgatcgacctgggegtg
cgggtgttcgagcgggcecgaggtgecccaagaccggegactcectggecatggeccggeggetggeccggtecegtgeggeggcetgaccecggeggegggceccaccggcet
gctgecgggeccggeggctgetgaagecgggagggcegtgetgcaggecgecgactticgacgagaacggcectgatcaagtcectgecccaacacccectggcagetgeggg
ccgcecgcecctggaccggaagctgacccccctggagtggteccgecgtgetgetgcacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagecggaagaacgagggcgagacce
gccgacaaggagctgggcegcecctgetgaagggegtggccaacaacgcccacgcecctgcagaccggcegacttccggaccccecgecgagetggecctgaacaagttcg
agaaggagtccggccacatccggaaccagcecggggcegactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggccgagcetgatectgetgticgagaagcagaaggagt
tcggcaacccccacgtgtccggeggectgaaggagggcatcgagaccctgcetgatgacccageggeccgecctgtccggegacgecgtgcagaagatgetgggecact
gcaccttcgagcccgccgagceccaaggccgccaagaacacctacaccgccgagceggttcatctggctgaccaagcetgaacaacctgecggatcctggagcagggcetce
gagcggcccctgaccgacaccgagcgggccaccctgatggacgagccctaccggaagtccaagetgacctacgcccaggeccggaagcetgetgggectggaggaca
ccgccttcttcaagggcectgecggtacggcaaggacaacgccgaggcctccaccctgatggagatgaaggcectaccacgcecatctcccgggecctggagaaggagggce
tgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagctgcaggacgagatcggcaccgcecttctceetgticaagaccgacgaggacatcaccggecggcetgaagg
accgggtgcagcccgagatcctggaggcecctgctgaagcacatctccttcgacaagttcgtgcagatctccctgaaggecctgecggeggatcgtgeccctgatggagcag
ggcaagcggtacgacgaggcctgcgccgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgecccecccatcceccgecgacgagatec

ggaaccccgtggtgctgcgggcecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgecggeggtacggcetccececcgeccggatccacatcgagaccgececgggag
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gtgggcaagtccttcaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgcecgcecaagticcgggagtacttccccaa

cttcgtgggcgagcccaagtccaaggacatcctgaagcetgeggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgectgtactccggcaaggagatcaacctggtgecggctgaa

cgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgcccttctcccggacctgggacgactccttcaacaacaaggtgcetggtgetgggcetccgagaaccagaacaaggg

caaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggceccgggtggagacctceeggttccceccggtccaagaagcage
ggatcctgctgcagaagticgacgaggacggctticaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccggttcctgtgccagttcgtggccgaccacatcctgectga
ccggcaagggcaagcggcegggtgttcgectccaacggccagatcaccaacctgctgecggggcettctggggcectgcggaaggtgcgggecgagaacgaccggcacca

cgccctggacgcecgtggtggtggectgctccaccgtggecatgcagcagaagatcacceggttcgtgecggtacaaggagatgaacgcecticgacggcaagaccatcgac
aaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagcecctgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgttcggcaageccgacggcaagecc
gagttcgaggaggccgacacccccgagaagctgcggaccctgcetggecgagaagcetgtectcccggeccgaggcecgtgcacgagtacgtgacccccctgttcgtgtece
gggcccccaaccggaagatgtccggcgcccacaaggacaccctgcggtccgecaageggticgtgaagcacaacgagaagatctcegtgaagegggtgtggetgace
gagatcaagctggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggccctgaaggcccggcetggaggcectacggcggcaacg
ccaagcaggccttcgaccccaaggacaaccccttctacaagaagggcggccagcetggtgaaggcecgtgcgggtggagaagacccaggagtceggegtgetgctgaac
aagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcegacatggtgecgggtggacgtgtictgcaaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctac

gcctggcaggtggccgagaacatcctgeccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttctgcettctcecctgcacaagtacgacctgatcgcecttce
agaaggacgagaagtccaaggtggagttcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggcecggttctacctggectggcacgacaagggctccaaggagcagceagtt
ccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagcetgggcaaggagatccggcecctgecggcetgaagaageggecccccgtgeggTCC

GGAAAGCGGACCGCCGACGGCTCCGGAGGAGGAAGCCCCGCCGCCAAGAAGAAGAAGCTGGACtag

654

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm O

para

atgGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAG
GCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGGCTCCGGCGGCGGCCyccgecttcaageccaaccccatcaactacatcetgggectggacate
ggcatcgcctcegtgggcetgggcecatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatccggcetgatcgacctgggegtgegggtgticgagecgggecgaggtgeccaag
accggcgactccctggccatggeccggeggcetggeccggtecgtgecggeggetgacccggeggegggceccaccggcetgetgecgggececggeggcetgctgaageggg
agggcgtgctgcaggcecgcecgacttcgacgagaacggcctgatcaagtccctgcccaacaccecctggcagcetgecgggecgecgecctggaccggaagcetgaccece
ctggagtggtccgcecegtgetgctgcacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggegcecctgcetgaa

gggcgtggccaacaacgcccacgccctgcagaccggcegactticcggaccceccgecgagcetggecctgaacaagticgagaaggagtccggcecacatccggaaccag
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cggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggecgagcetgatcctgetgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggeggectga
aggagggcatcgagaccctgctgatgacccagcggceccgcecctgtccggecgacgecgtgcagaagatgcetgggccactgcaccttcgagcccgeccgagcccaaggcec
gccaagaacacctacaccgccgagcggttcatctggctgaccaagctgaacaacctgcggatcctggagcagggcetccgagecggeccctgaccgacaccgagcgggce
caccctgatggacgagccctaccggaagtccaagctgacctacgcccaggcccggaagcetgetgggectggaggacaccgcectticttcaagggcectgeggtacggcaa
ggacaacgccgaggcctccaccctgatggagatgaaggcctaccacgccatctcccgggecctggagaaggagggcctgaaggacaagaagtcccccctgaacctgt
cctccgagcetgcaggacgagatcggcaccgccttcteectgttcaagaccgacgaggacatcaccggcecggcetgaaggaccgggtgcageccgagatecctggaggcecc
tgctgaagcacatctccticgacaagttcgtgcagatctccctgaaggecctgeggeggatcgtgeccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggcectgcgecgag
atctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgccccccatccccgecgacgagatccggaacccegtggtgetgegggecctgteeca
ggcccggaaggtgatcaacggegtggtgecggeggtacggcetccceccgeccggatccacatcgagaccgcccgggaggtgggcaagtecticaaggaccggaaggag
atcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgccgccaagttccgggagtacttccccaactticgtgggcgageccaagtccaaggacatc
ctgaagctgcggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgcectgtactccggcaaggagatcaacctggtgecggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacge
cctgcccttctcccggacctgggacgactccticaacaacaaggtgetggtgetgggetccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccectacgagtacttcaacggce
aaggacaactcccgggagtggcaggagticaaggcccgggtggagacctcccggticccceggtccaagaagcagcggatectgetgcagaagtticgacgaggacgg
cttcaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccggttcctgtgccagticgtggccgaccacatcctgetgaccggcaagggcaageggegggtgttcgect
ccaacggccagatcaccaacctgctgcggggcttctggggectgcggaaggtgcgggecgagaacgaccggceaccacgcecctggacgecgtggtggtggectgcteca
ccgtggccatgcagcagaagatcacccggttcgtgecggtacaaggagatgaacgcecticgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgectgcaccagaa
gacccacttcccccagcecctgggagttcttcgcccaggaggtgatgatccgggtgticggcaageccgacggcaagceccgagticgaggaggccgacacccccgagaa
gctgeggacccetgectggccgagaagcetgtectcccggeccgaggecgtgcacgagtacgtgacccccctgttcgtgtcccgggecceccaaccggaagatgtccggegec
cacaaggacaccctgcggtccgccaagcggticgtgaagcacaacgagaagatctccgtgaagcgggtgtggetgaccgagatcaagetggeccgacctggagaacat
ggtgaactacaagaacggccgggagatcgagctgtacgaggccctgaaggcccggcetggaggectacggcggcaacgccaagcaggcecttcgaccccaaggacaa
ccccttctacaagaagggcggccagcetggtgaaggecgtgcgggtggagaagacccaggagteccggegtgctgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgac
aacggcgacatggtgcgggtggacgtgttctgcaaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggccgagaacatcctge
ccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttctgcttctccctgcacaagtacgacctgatcgecticcagaaggacgagaagtccaaggtggagt

tcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggcecggtictacctggectggcacgacaagggcetccaaggagcagceagttccggatctccacccagaacctggtgetga
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tccagaagtaccaggtgaacgagctgggcaaggagatccggccctgccggctgaagaagecggcccccegtgeggtag

655

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 con  etiqueta
codificado por ARNm P

para
HiBIT

atgGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAG
GCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGGCTCCGGCGGCGGCGCCGCCTTCAAGCCCAACCCCATCAACTACATC
CTGGGCCTGGACATCGGCATCGCCTCCGTGGGCTGGGCCATGGTGGAGATCGACGAGGAGGAGAACCCCATCCGG
CTGATCGACCTGGGCGTGCGGGTGTTCGAGCGGGCCGAGGTGCCCAAGACCGGCGACTCCCTGGCCATGGCCCG
GCGGCTGGCCCGGTCCGTGCGGCGGCTGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCTGCTGCGGGLCCCGGCGGCTGLTG
AAGCGGGAGGGCGTGCTGCAGGCCGCCGACTTCGACGAGAACGGCCTGATCAAGTCCCTGCCCAACACCCCCTGG
CAGCTGCGGGCCGCCGCCCTGGACCGGAAGCTGACCCCCCTGGAGTGGTCCGCCGTGCTGCTGCACCTGATCAAG
CACCGGGGCTACCTGTCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCTGGGCGCCCTGCTGAAGGG
CGTGGCCAACAACGCCCACGCCCTGCAGACCGGCGACTTCCGGACCCCCGCCGAGCTGGCCCTGAACAAGTTCGA
GAAGGAGTCCGGCCACATCCGGAACCAGCGGGGCGACTACTCCCACACCTTCTCCCGGAAGGACCTGCAGGCCGA
GCTGATCCTGCTGTTCGAGAAGCAGAAGGAGTTCGGCAACCCCCACGTGTCCGGCGGCCTGAAGGAGGGCATCGA
GACCCTGCTGATGACCCAGCGGCCCGCCCTGTCCGGCGACGCCGTGCAGAAGATGCTGGGCCACTGCACCTTCGA
GCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCTACACCGCCGAGCGGTTCATCTGGCTGACCAAGCTGAACAACCTG
CGGATCCTGGAGCAGGGCTCCGAGCGGCCCCTGACCGACACCGAGCGGGCCACCCTGATGGACGAGCCCTACCG
GAAGTCCAAGCTGACCTACGCCCAGGCCCGGAAGCTGCTGGGCCTGGAGGACACCGCCTTCTTCAAGGGCCTGCG
GTACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCTCCACCCTGATGGAGATGAAGGCCTACCACGCCATCTCCCGGGCCCTGGA
GAAGGAGGGCCTGAAGGACAAGAAGTCCCCCCTGAACCTGTCCTCCGAGCTGCAGGACGAGATCGGCACCGCCTTC
TCCCTGTTCAAGACCGACGAGGACATCACCGGCCGGCTGAAGGACCGGGTGCAGCCCGAGATCCTGGAGGCCCTG
CTGAAGCACATCTCCTTCGACAAGTTCGTGCAGATCTCCCTGAAGGCCCTGCGGCGGATCGTGCCCCTGATGGAGC
AGGGCAAGCGGTACGACGAGGCCTGCGCCGAGATCTACGGCGACCACTACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGA
TCTACCTGCCCCCCATCCCCGCCGACGAGATCCGGAACCCCGTGGTGCTGCGGGCCCTGTCCCAGGCCCGGAAGG
TGATCAACGGCGTGGTGCGGCGGTACGGCTCCCCCGCCCGGATCCACATCGAGACCGCCCGGGAGGTGGGCAAGT
CCTTCAAGGACCGGAAGGAGATCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAG
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TTCCGGGAGTACTTCCCCAACTTCGTGGGCGAGCCCAAGTCCAAGGACATCCTGAAGCTGCGGCTGTACGAGCAGC
AGCACGGCAAGTGCCTGTACTCCGGCAAGGAGATCAACCTGGTGCGGCTGAACGAGAAGGGCTACGTGGAGATCGA
CCACGCCCTGCCCTTCTCCCGGACCTGGGACGACTCCTTCAACAACAAGGTGCTGGTGCTGGGCTCCGAGAACCAG
AACAAGGGCAACCAGACCCCCTACGAGTACTTCAACGGCAAGGACAACTCCCGGGAGTGGCAGGAGTTCAAGGCCC
GGGTGGAGACCTCCCGGTTCCCCCGGTCCAAGAAGCAGCGGATCCTGCTGCAGAAGTTCGACGAGGACGGCTTCAA
GGAGTGCAACCTGAACGACACCCGGTACGTGAACCGGTTCCTGTGCCAGTTCGTGGCCGACCACATCCTGCTGACC
GGCAAGGGCAAGCGGCGGGTGTTCGCCTCCAACGGCCAGATCACCAACCTGCTGCGGGGCTTCTGGGGCCTGCGG
AAGGTGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCTGGACGCCGTGGTGGTGGCCTGCTCCACCGTGGCCATGCAG
CAGAAGATCACCCGGTTCGTGCGGTACAAGGAGATGAACGCCTTCGACGGCAAGACCATCGACAAGGAGACCGGCA
AGGTGCTGCACCAGAAGACCCACTTCCCCCAGCCCTGGGAGTTCTTCGCCCAGGAGGTGATGATCCGGGTGTTCGG
CAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGTTCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCTGCGGACCCTGCTGGCCGAGAAGCT
GTCCTCCCGGCCCGAGGCCGTGCACGAGTACGTGACCCCCCTGTTCGTGTCCCGGGCCCCCAACCGGAAGATGTC
CGGCGCCCACAAGGACACCCTGCGGTCCGCCAAGCGGTTCGTGAAGCACAACGAGAAGATCTCCGTGAAGCGGGT
GTGGCTGACCGAGATCAAGCTGGCCGACCTGGAGAACATGGTGAACTACAAGAACGGCCGGGAGATCGAGCTGTAC
GAGGCCCTGAAGGCCCGGCTGGAGGCCTACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCTTCGACCCCAAGGACAACCCCTTC
TACAAGAAGGGCGGCCAGCTGGTGAAGGCCGTGCGGGTGGAGAAGACCCAGGAGTCCGGCGTGCTGCTGAACAAG
AAGAACGCCTACACCATCGCCGACAACGGCGACATGGTGCGGGTGGACGTGTTCTGCAAGGTGGACAAGAAGGGCA
AGAACCAGTACTTCATCGTGCCCATCTACGCCTGGCAGGTGGCCGAGAACATCCTGCCCGACATCGACTGCAAGGG
CTACCGGATCGACGACTCCTACACCTTCTGCTTCTCCCTGCACAAGTACGACCTGATCGCCTTCCAGAAGGACGAGA
AGTCCAAGGTGGAGTTCGCCTACTACATCAACTGCGACTCCTCCAACGGCCGGTTCTACCTGGCCTGGCACGACAAG
GGCTCCAAGGAGCAGCAGTTCCGGATCTCCACCCAGAACCTGGTGCTGATCCAGAAGTACCAGGTGAACGAGCTGG
GCAAGGAGATCCGGCCCTGCCGGCTGAAGAAGCGGCCCCCCGTGCGGTCCGAGTCCGCCACCCCCGAGTCCGTGT
CCGGCTGGCGGCTGTTCAAGAAGATCTCCTAG

656

Marco

de

lectura

abierto

para

atgGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAG
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Nme2Cas9 codificado por ARNm Q

AAGGGCGGCTCCGGCGGCGGCygcecgcectticaageccaaccccatcaactacatcectgggectggacatcggceatcgecteegtgggetgggecatggtgg
agatcgacgaggaggagaaccccatccggctgatcgacctgggcegtgegggtgticgagecgggecgaggtgecccaagaccggcegactccctggccatggecececggegg
ctggcccggteegtgecggeggcetgacccggeggegggeccaccggcetgetgecgggeccggeggcetgctgaagecgggagggcegtgetgcaggecgcecgacttcgacga
gaacggcctgatcaagtccctgcccaacaccccctggcagetgcgggecgcecgecctggaccggaagctgacccecctggagtggtccgecgtgetgetgcacctgate
aagcaccggggctacctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagctgggcgcecctgctgaagggegtggccaacaacgeccacgcecctgca
gaccggcgacttccggacccccgccgagcetggecctgaacaagttcgagaaggagtccggcecacatccggaaccagcggggcgactactcccacaccttctccegga
aggacctgcaggccgagctgatcctgctgticgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggecggectgaaggagggcatcgagaccctgcetgatgacce
agcggcccgcecctgtccggegacgecgtgcagaagatgcetgggccactgcaccttcgagecccgecgagcccaaggcecgccaagaacacctacaccgecgageggtic
atctggctgaccaagctgaacaacctgcggatcctggagcagggctccgagcggceccctgaccgacaccgagcecgggccaccctgatggacgagcecctaccggaagtc
caagctgacctacgcccaggcccggaagctgetgggcectggaggacaccgccttcttcaagggcectgcggtacggcaaggacaacgccgaggcectccaccctgatgga
gatgaaggcctaccacgccatctcccgggecctggagaaggagggcctgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagetgcaggacgagatcggcaccg
ccttcteectgttcaagaccgacgaggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcageccgagatcctggaggecctgctgaagcacatctccticgacaagttcgtge
agatctccctgaaggcecctgecggeggategtgecectgatggagcagggcaageggtacgacgaggcectgecgecgagatctacggecgaccactacggcaagaagaac
accgaggagaagatctacctgccccccatccccgecgacgagatccggaacccegtggtgetgegggcecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgegg
cggtacggctcecececgeccggatccacatcgagaccgeccgggaggtgggcaagtecticaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaa
ggaccgggagaaggccgccgccaagttccgggagtacttccccaacttcgtgggecgageccaagtccaaggacatectgaagcetgeggetgtacgagcagcagcacg
gcaagtgcctgtactccggcaaggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgcecctgceccttctcccggacctgggacgactccttc
aacaacaaggtgctggtgctgggctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttica
aggcccgggtggagacctcecggttccccecggtccaagaagcageggatcectgectgcagaagticgacgaggacggceticaaggagtgcaacctgaacgacacceggt
acgtgaaccggttcctgtgccagttcgtggccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaagcggcegggtgticgectccaacggccagatcaccaacctgectgecgggge
ttctggggcectgcggaaggtgcgggccgagaacgaccggcaccacgccctggacgecgtggtggtggectgctccaccgtggeccatgcagcagaagatcacceggttc
gtgcggtacaaggagatgaacgcctticgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagcecctgggagttcttcgec
caggaggtgatgatccgggtgttcggcaagcccgacggcaagceccgagticgaggaggccgacacccccgagaagctgeggaccctgctggccgagaagcetgtecte

ccggcccgaggcecgtgcacgagtacgtgacccccctgticgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggegeccacaaggacacccetgeggtccgecaageggtt
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cgtgaagcacaacgagaagatctccgtgaagcgggtgtggctgaccgagatcaagctggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgag
ctgtacgaggccctgaaggcccggctggaggcctacggcggcaacgccaagcaggcecticgaccccaaggacaacccctictacaagaagggcggcecagcetggtga
aggccgtgcgggtggagaagacccaggagtcecggegtgctgctgaacaagaagaacgcectacaccatcgeccgacaacggcegacatggtgecgggtggacgtgttctge
aaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggccgagaacatcctgecccgacatcgactgcaagggctaccggatcgac
gactcctacaccttctgcttctccctgcacaagtacgacctgatcgecttccagaaggacgagaagtccaaggtggagticgectactacatcaactgcgactcctccaacgg
ccggttctacctggcectggcacgacaagggctccaaggagcagcagticcggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagetgggcaag

gagatccggccctgeccggetgaagaagcggcecccccgtgeggtag

657

Marco abierto de lectura para editor de
base Nme2Cas9 codificado por ARNm
R

ATGGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAA
GGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGGCTCCGGCGGCGGLCGAGGLLCTCCCLCGLLTCCGGLCCCCGGCACC
TGATGGACCCCCACATCTTCACCTCCAACTTCAACAACGGCATCGGCCGGCACAAGACCTACCTGTGCTACGAGGTG
GAGCGGCTGGACAACGGCACCTCCGTGAAGATGGACCAGCACCGGGGCTTCCTGCACAACCAGGCCAAGAACCTG
CTGTGCGGCTTCTACGGCCGGCACGCCGAGCTGCGGTTCCTGGACCTGGTGCCCTCCCTGCAGCTGGACCCCGCC
CAGATCTACCGGGTGACCTGGTTCATCTCCTGGTCCCCCTGCTTCTCCTGGGGCTGCGCCGGCGAGGTGCGGGLCT
TCCTGCAGGAGAACACCCACGTGCGGCTGCGGATCTTCGCCGCCCGGATCTACGACTACGACCCCCTGTACAAGGA
GGCCCTGCAGATGCTGCGGGACGCCGGCGCCCAGGTGTCCATCATGACCTACGACGAGTTCAAGCACTGCTGGGA
CACCTTCGTGGACCACCAGGGCTGCCCCTTCCAGCCCTGGGACGGCCTGGACGAGCACTCCCAGGCCCTGTCCGG
CCGGCTGCGGGCCATCCTGCAGAACCAGGGCAACTCCGGCTCCGAGACCCCCGGCACCTCCGAGTCCGCCACCCC
CGAGTCCGCAGCGTTCAAACCAAAT cccatcaactacatcectgggectggccatcggcatcgectcegtgggetgggecatggtggagatcgacgagga
ggagaaccccatccggctgatcgacctgggegtgegggtgticgagecgggcecgaggtgecccaagaccggegactccctggecatggeccggeggctggeccggteegt
gcggceggcetgacccggeggegggceccaccggcetgctgecgggeccggeggcetgetgaagecgggagggcegtgetgcaggecgecgacttcgacgagaacggcectgate
aagtccctgcccaacaccccctggcagetgcgggecgecgecctggaccggaagcetgacccccctggagtggtecgeegtgetgetgcacctgatcaagcaccggggcet
acctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggegecctgetgaagggcgtggccaacaacgcccacgcecctgcagaccggcgacttce
ggacccccgcecgagctggecctgaacaagttcgagaaggagtccggcecacatccggaaccagcggggcegactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggcec

gagctgatcctgctgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggcggcectgaaggagggcatcgagacccetgctgatgacccagecggeccgcecctgt
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ccggcgacgcecgtgcagaagatgctgggccactgcaccttcgagcccgccgageccaaggcecgccaagaacacctacaccgccgagceggttcatctggetgaccaag
ctgaacaacctgcggatcctggagcagggctccgagecggceccctgaccgacaccgagcgggccaccctgatggacgagccctaccggaagtccaagctgacctacge
ccaggcccggaagctgctgggcctggaggacaccgcecttcttcaagggectgecggtacggcaaggacaacgcecgaggcctccaccctgatggagatgaaggcectace
acgccatctcccgggcecctggagaaggagggcectgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtcctccgagctgcaggacgagatcggcaccgccttctcectgttcaa
gaccgacgaggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcagcccgagatcctggaggccctgctgaagcacatctecticgacaagttcgtgcagatctcectgaag
gccctgeggeggategtgeccctgatggagcagggcaagcggtacgacgaggcectgcgccgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaag
atctacctgccccccatccccgecgacgagatccggaaccecgtggtgetgecgggcecctgtcccaggeccggaaggtgatcaacggegtggtgeggeggtacggcetece
ccgcccggatccacatcgagaccgeccgggaggtgggcaagtecttcaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaa
ggccgccgccaagttccgggagtacttccccaacttcgtgggecgagceccaagtccaaggacatcctgaagcetgcggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgectgtac
tccggcaaggagatcaacctggtgcggcetgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgcecctgeccttctcccggacctgggacgactccttcaacaacaaggtge
tggtgctgggctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagtticaaggeccgggtgga
gacctcccggttccececcggtccaagaagcageggatcctgetgcagaagtticgacgaggacggcttcaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttc
ctgtgccagttcgtggccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaagcggcegggtgticgectccaacggccagatcaccaacctgetgeggggcettectggggectgeg
gaaggtgcgggccgagaacgaccggcaccacgcecctggacgeegtggtggtggectgetccaccgtggeccatgcagcagaagatcacceggttcgtgecggtacaagg
agatgaacgccttcgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagecctgggagttcttcgcccaggaggtgatga
tccgggtgttcggcaagcccgacggcaageccgagticgaggaggecgacacccccgagaagcetgcggaccctgetggecgagaagcetgtectcccggeccgaggec
gtgcacgagtacgtgacccccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggegeccacaaggacacccetgeggtcecgeccaageggticgtgaagcacaac
gagaagatctccgtgaagcgggtgtggctgaccgagatcaagectggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggecect
gaaggcccggctggaggcctacggcggcaacgccaagcaggccticgaccccaaggacaaccccttctacaagaagggcggcecagetggtgaaggecgtgegggtg
gagaagacccaggagtccggcgtgctgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcgacatggtgegggtggacgtgttctgcaaggtggacaaga
agggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggccgagaacatcctgcccgacatcgactgcaagggcetaccggatcgacgactcctacaccttct
gcttctcectgcacaagtacgacctgatcgecticcagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgectactacatcaactgcgactcctccaacggecggttctacctgge
ctggcacgacaagggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagetgggcaaggagatccggcecct
gccggctgaagaageggccccccgtgeggtccggaaagcggaccgccgacggcetccgagticgagtcccccaagaagaagecggaaggtggagtag
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658

Marco abierto de lectura para editor de
base Nme2Cas9 codificado por ARNm
R

ATGGACGGCTCCGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAA
GGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGGCTCCGGCGGLCGGLGAGGLLTCCCCCGLLTCCGGLCCCCGGCACe
TGATGGACCCCCACATCTTCACCTCCAACTTCAACAACGGCATCGGCCGGCACAAGACCTACCTGTGCTACGAGGTG
GAGCGGCTGGACAACGGCACCTCCGTGAAGATGGACCAGCACCGGGGCTTCCTGCACAACCAGGCCAAGAACCTG
CTGTGCGGCTTCTACGGCCGGCACGCCGAGCTGCGGTTCCTGGACCTGGTGCCCTCCCTGCAGCTGGACCCCGCC
CAGATCTACCGGGTGACCTGGTTCATCTCCTGGTCCCCCTGCTTCTCCTGGGGCTGCGCCGGCGAGGTGCGGGCCT
TCCTGCAGGAGAACACCCACGTGCGGCTGCGGATCTTCGCCGCCCGGATCTACGACTACGACCCCCTGTACAAGGA
GGCCCTGCAGATGCTGCGGGACGCCGGCGCCCAGGTGTCCATCATGACCTACGACGAGTTCAAGCACTGCTGGGA
CACCTTCGTGGACCACCAGGGCTGCCCCTTCCAGCCCTGGGACGGCCTGGACGAGCACTCCCAGGCCCTGTCCGG
CCGGCTGCGGGCCATCCTGCAGAACCAGGGCAACTCCGGCTCCGAGACCCCCGGCACCTCCGAGTCCGCCACC e
CGAGTCCGCAGCGTTCAAACCAAATcccatcaactacatcetgggectggecatcggeatcgecteegtgggcetgggecatggtggagatcgacgagga
ggagaaccccatccggctgatcgacctgggegtgegggtgttcgagegggecgaggtgeccaagaccggegactcectggecatggeccggeggetggeccggteegt
gcggceggcetgacccggeggegggeccaccggcetgectgecgggececggeggcetgctgaagecgggagggcegtgetgcaggecgecgacttcgacgagaacggcectgate
aagtccctgcccaacaccccctggcagcetgecgggecgecgecctggaccggaagcetgacccccctggagtggteccgecgtgetgetgecacctgatcaagcaccggggct
acctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggcegecctgctgaagggegtggccaacaacgeccacgcecctgcagaccggegacttce
ggacccccgcecgagcetggecctgaacaagtticgagaaggagtccggecacatccggaaccageggggcegactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggece
gagctgatcctgcetgttcgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggcggcectgaaggagggcatcgagacccetgetgatgacccagcggeccgcecctgt
ccggcgacgccgtgcagaagatgctgggcecactgcaccttcgagcccgeccgageccaaggecgccaagaacacctacaccgeccgageggttcatctggetgaccaag
ctgaacaacctgcggatcctggagcagggctccgageggeccctgaccgacaccgagcgggcecacccetgatggacgagecctaccggaagtccaagetgacctacge
ccaggcccggaagctgcetgggcectggaggacaccgccttcticaagggcctgecggtacggcaaggacaacgccgaggcectccaccctgatggagatgaaggcectacce
acgccatctcccgggecctggagaaggagggcectgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtecctccgagetgcaggacgagatcggcaccgcecttcteectgttcaa
gaccgacgaggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcagcccgagatcctggaggcecctgctgaagcacatctecttcgacaagttcgtgcagatctcectgaag
gccctgecggeggategtgcccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggcectgcgeccgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaag
atctacctgccccccatcccecgecgacgagatccggaacccecgtggtgetgecgggecctgtcccaggecccggaaggtgatcaacggegtggtgeggeggtacggcetecece
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ccgcccggatccacatcgagaccgecccgggaggtgggcaagtecticaaggaccggaaggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaa
ggccgccgccaagttccgggagtacttccccaacttcgtgggcgagceccaagtccaaggacatcctgaagcetgeggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgectgtac
tccggcaaggagatcaacctggtgcggcetgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgcecctgeccttctcccggacctgggacgactccttcaacaacaaggtge
tggtgctgggctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacticaacggcaaggacaactcccgggagtggcaggagttcaaggeccgggtgga
gacctcccggttcccececggtccaagaagcagceggatccetgetgcagaagticgacgaggacggcttcaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttc
ctgtgccagttcgtggeccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaageggegggtgttcgectccaacggcecagatcaccaacctgcetgeggggcttctggggectgeg
gaaggtgcgggccgagaacgaccggcaccacgccctggacgcecgtggtggtggcectgctccaccgtggccatgcagcagaagatcacccggttcgtgcggtacaagg
agatgaacgccttcgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcccccagccctgggagticttcgcccaggaggtgatga
tccgggtgttcggcaagcccgacggcaagceccgagticgaggaggccgacacccccgagaagcetgcggaccctgctggeccgagaagcetgtectceccggeccgaggec
gtgcacgagtacgtgacccccctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggecgeccacaaggacaccctgeggtccgecaageggttcgtgaagcacaac
gagaagatctccgtgaagcgggtgtggctgaccgagatcaagctggccgacctggagaacatggtgaactacaagaacggccgggagatcgagcetgtacgaggecct
gaaggcccggctggaggcctacggcggcaacgccaagcaggccticgaccccaaggacaaccccttctacaagaagggcggcecagcetggtgaaggecgtgegggtg
gagaagacccaggagtccggcgtgctgctgaacaagaagaacgcctacaccatcgccgacaacggcgacatggtgegggtggacgtgttctgcaaggtggacaaga
agggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggccgagaacatcctgcccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttct
gcttctcectgcacaagtacgacctgatcgecticcagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgectactacatcaactgcgactcctccaacggecggttctacctgge
ctggcacgacaagggctccaaggagcagcagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccaggtgaacgagcetgggcaaggagatceggecct

gccggctgaagaageggcecccccgtgeggtag

659

Marco de lectura abierto para editor de
base Nme2Cas9 codificado por ARNm S

ATGGAGGCCTCCCCCGCCTCCGGCCCCCGGCACCTGATGGACCCCCACATCTTCACCTCCAACTTCAACAACGGCA
TCGGCCGGCACAAGACCTACCTGTGCTACGAGGTGGAGCGGCTGGACAACGGCACCTCCGTGAAGATGGACCAGC
ACCGGGGCTTCCTGCACAACCAGGCCAAGAACCTGCTGTGCGGCTTCTACGGCCGGCACGCCGAGCTGCGGTTCCT
GGACCTGGTGCCCTCCCTGCAGCTGGACCCCGCCCAGATCTACCGGGTGACCTGGTTCATCTCCTGGTCCCCCTGC
TTCTCCTGGGGCTGCGCCGGCGAGGTGCGGGCCTTCCTGCAGGAGAACACCCACGTGCGGCTGCGGATCTTCGCC
GCCCGGATCTACGACTACGACCCCCTGTACAAGGAGGCCCTGCAGATGCTGCGGGACGCCGGCGCCCAGGTGTCC
ATCATGACCTACGACGAGTTCAAGCACTGCTGGGACACCTTCGTGGACCACCAGGGCTGCCCCTTCCAGCCCTGGG
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ACGGCCTGGACGAGCACTCCCAGGCCCTGTCCGGCCGGCTGCGGGCCATCCTGCAGAACCAGGGCAACTCCGGCT
CCGAGACCCCCGGCACCTCCGAGTCCGCCACCCCCGAGTCCGCAGCGTTCAAACCAAAT ccatcaactacatectgggectgg
ccatcggcatcgcectccgtgggcetgggecatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatccggcetgatcgacctgggegtgegggtgttcgagecgggecgaggtge
ccaagaccggcgactccctggccatggcccggeggcetggeccggtecegtgecggeggcetgaccecggeggcegggcccaccggcetgetgecgggeccggeggctgcetgaag
cgggagggcgtgctgcaggcecgccgacttcgacgagaacggcctgatcaagtcecctgecccaacacccecctggcagetgecgggecgcecgecctggaccggaagcetgac
ccccctggagtggtecgcecgtgcetgetgcacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgccgacaaggagcetgggegcecctgcet
gaagggcgtggccaacaacgcccacgccctgcagaccggcegacttccggaccecccgecgagcetggecctgaacaagticgagaaggagtccggccacatccggaac
cagcggggcgactactcccacaccttctcccggaaggacctgcaggcecgagctgatcctgetgticgagaagcagaaggagttcggcaacccccacgtgtccggeggcec
tgaaggagggcatcgagaccctgctgatgacccagcggcccgcecctgtccggecgacgecgtgcagaagatgetgggccactgcaccticgagcccgeccgagceccaag
gccgcecaagaacacctacaccgcecgagcggttcatctggctgaccaagetgaacaacctgecggatcctggagcagggcetccgageggeccctgaccgacaccgagceg
ggccaccctgatggacgagccctaccggaagtccaagctgacctacgcccaggeccggaagcetgetgggectggaggacaccgccttcticaagggectgeggtacgg
caaggacaacgccgaggcctccaccctgatggagatgaaggcctaccacgccatctcccgggecctggagaaggagggcectgaaggacaagaagtcceccctgaac
ctgtcctccgagcetgcaggacgagatcggcaccgccticteectgttcaagaccgacgaggacatcaccggecggcetgaaggaccgggtgcageccgagatectggag
gccctgctgaagcacatctccttcgacaagttcgtgcagatctccctgaaggcecctgeggeggatcgtgeccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggcectgege
cgagatctacggcgaccactacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgccccccatccccgecgacgagatccggaaccceegtggtgetgecgggecctgt
cccaggcccggaaggtgatcaacggegtggtgecggeggtacggcetcccecegeccggatccacatcgagaccgecccgggaggtgggcaagtecticaaggaccggaa
ggagatcgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgccgccaagticcgggagtacttccccaacttcgtgggecgageccaagtccaagga
catcctgaagctgcggcetgtacgagcagcagcacggcaagtgcectgtactccggcaaggagatcaacctggtgecggcetgaacgagaagggctacgtggagatcgacca
cgccctgcccttctcccggacctgggacgactccticaacaacaaggtgcetggtgctgggetccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaac
ggcaaggacaactcccgggagtggcaggagtticaaggcccgggtggagacctceccggticccccggtccaagaagcageggatcectgctgcagaagttcgacgagga
cggcttcaaggagtgcaacctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttcctgtgccagtticgtggeccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaageggegggtgtteg
cctccaacggcecagatcaccaacctgectgecggggcttctggggectgcggaaggtgcgggccgagaacgaccggcaccacgccctggacgecgtggtggtggectgct
ccaccgtggccatgcagcagaagatcacccggttcgtgcggtacaaggagatgaacgccticgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcacca

gaagacccacttcccccagccctgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgttcggcaagcccgacggcaageccgagticgaggaggecgacacceccga
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gaagctgcggaccctgctggccgagaagctgtcctccecggeccgaggecgtgcacgagtacgtgaccccecctgttcgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtcegge
gcccacaaggacaccctgcggtccgccaagceggticgtgaagcacaacgagaagatctccgtgaagegggtgtggctgaccgagatcaagctggccgacctggagaa
catggtgaactacaagaacggccgggagatcgagctgtacgaggccctgaaggcccggcetggaggectacggcggcaacgccaagcaggcecticgaccccaaggac
aaccccttctacaagaagggcggccagctggtgaaggcecgtgcgggtggagaagacccaggagtcecggcegtgctgctgaacaagaagaacgcectacaccatcgecg
acaacggcgacatggtgcgggtggacgtgttctgcaaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggeccgagaacatcect
gcccgacatcgactgcaagggctaccggatcgacgactcctacaccttctgcettctccctgcacaagtacgacctgatcgecticcagaaggacgagaagtccaaggtgg
agttcgcctactacatcaactgcgactcctccaacggcecggttctacctggectggcacgacaagggctccaaggagcagcagticcggatctccacccagaacctggtge
tgatccagaagtaccaggtgaacgagctgggcaaggagatccggccctgeccggetgaagaagcggceccceccgtgecggtccggaaagcggaccgccgacggctecga
gttcgagtcccccaagaagaagcggaaggtggagtag

660

Marco de lectura abierto
Nme2Cas9 codificado por ARNm U

para

ATGaagCTGggcTCCatcGAGttcATCaagGTGaacAAGggcTCCggeTCCggecTCCGGCgecCCCgagTCCgecACCgagTCCggce
GGCaccTCCaccGAGtccGAGggeTCCgecGGCaccTCCaccGAGtccGAGggetccGCCggeTCCgecGGCteccaccTCCaccGAGga
gGGCaccTCCaccGAGtccGAGggcetccGCCggcACCteccACCgagteccgagGGCtecGCCggcACCteccGAGteccgecACCgagTCCgge
GGCaccTCCaccGAGtccGAGggeTCCteccTCCaccggtgcecgcectticaagecccaaccccatcaactacatecctgggectggacatcggceategectecgtg
ggctgggccatggtggagatcgacgaggaggagaaccccatccggcetgatcgacctgggegtgegggtgticgagecgggecgaggtgecccaagaccggegactcect
ggccatggcccggeggctggeccggtecgtgecggeggetgacccggeggegggeccaccggcetgetgecgggececggeggcetgetgaagecgggagggegtgetgeag
gccgcecgacttcgacgagaacggcectgatcaagtccctgecccaacacccecctggecagetgegggecgcecgcecctggaccggaagcetgaccececctggagtggtecegece
gtgctgctgcacctgatcaagcaccggggctacctgtcccagcggaagaacgagggcgagaccgecgacaaggagetgggegecctgetgaagggegtggecaaca
acgcccacgccctgcagaccggcgacttccggacccccgecgagcetggecctgaacaagticgagaaggagtccggcecacatccggaaccagcggggcgactactce
cacaccttctcccggaaggacctgcaggccgagcetgatcctgcetgticgagaagcagaaggagticggcaacccccacgtgtccggecggectgaaggagggcatcgag
accctgctgatgacccagcggcccgccctgtccggcgacgecgtgcagaagatgcetgggcecactgcaccticgagcccgecgagceccaaggcecgccaagaacaccta
caccgccgagcggttcatctggctgaccaagctgaacaacctgcggatcctggagcagggctccgagcggeccctgaccgacaccgagcgggcecaccctgatggacg
agccctaccggaagtccaagctgacctacgcccaggcccggaagcetgctgggectggaggacaccgccttcttcaagggectgcggtacggcaaggacaacgcecgag
gcctccaccctgatggagatgaaggcctaccacgccatctcccgggecctggagaaggagggcectgaaggacaagaagtcccccctgaacctgtectccgagetgeag

gacgagatcggcaccgccttctcectgttcaagaccgacgaggacatcaccggccggctgaaggaccgggtgcagecccgagatcctggaggecectgctgaagcacate
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tccttcgacaagttcgtgcagatctccctgaaggecctgecggeggategtgeccctgatggagcagggcaageggtacgacgaggectgcgecgagatctacggegacce
actacggcaagaagaacaccgaggagaagatctacctgccccccatcccecgecgacgagatccggaaccecgtggtgetgecgggcecctgtcccaggecccggaaggtg
atcaacggcgtggtgcggcggtacggctccecccgeccggatccacatcgagaccgcccgggaggtgggcaagtecticaaggaccggaaggagatcgagaagegge
aggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgccgccaagttccgggagtactticcccaacttcgtgggcgagcccaagtccaaggacatcctgaagetgeggcet
gtacgagcagcagcacggcaagtgcctgtactccggcaaggagatcaacctggtgcggctgaacgagaagggctacgtggagatcgaccacgccctgceccttctcececg
gacctgggacgactccttcaacaacaaggtgctggtgctgggctccgagaaccagaacaagggcaaccagaccccctacgagtacttcaacggcaaggacaactccce
gggagtggcaggagttcaaggcccgggtggagacctcccggticccceggtccaagaagcageggatectgetgcagaagticgacgaggacggcttcaaggagtgea
acctgaacgacacccggtacgtgaaccgcttcctgtgccagttcgtggccgaccacatcctgctgaccggcaagggcaagceggegggtgtticgectccaacggccagatce
accaacctgctgcggggcttctggggectgcggaaggtgecgggccgagaacgaccggcaccacgccctggacgcecgtggtggtggcectgetccaccgtggecatgcag
cagaagatcacccggttcgtgcggtacaaggagatgaacgccttcgacggcaagaccatcgacaaggagaccggcaaggtgctgcaccagaagacccacttcceccca
gccctgggagttcticgcccaggaggtgatgatccgggtgticggcaageccgacggcaagceccgagtticgaggaggccgacacccccgagaagcetgeggaccetgct
ggccgagaagctgtcctccecggeccgaggcecgtgcacgagtacgtgacccecctgticgtgtcccgggeccccaaccggaagatgtccggegeccacaaggacaccct
gcggtccgccaagceggticgtgaagcacaacgagaagatctccgtgaagegggtgtggetgaccgagatcaagcetggecgacctggagaacatggtgaactacaaga
acggccgggagatcgagcetgtacgaggccctgaaggceccggetggaggectacggcggcaacgccaagcaggecttcgaccccaaggacaacccecttctacaagaa
gggcggccagcetggtgaaggcecgtgecgggtggagaagacccaggagteeggegtgctgctgaacaagaagaacgcectacaccatcgccgacaacggcgacatggtg
cgggtggacgtgttctgcaaggtggacaagaagggcaagaaccagtacttcatcgtgcccatctacgcctggcaggtggecgagaacatcctgececcgacatcgactgca
agggctaccggatcgacgactcctacaccttctgcttctccctgcacaagtacgacctgatcgecticcagaaggacgagaagtccaaggtggagttcgectactacatcaa
ctgcgactcctccaacggcecggttctacctggectggcacgacaagggctccaaggagcagceagttccggatctccacccagaacctggtgctgatccagaagtaccagg
tgaacgagctgggcaaggagatccggcecctgeccggcetgaagaagecggeccccegtgecggtccggaaageggaccgecgacggctccgagticgagtcccccaagaa

gaagcggaaggtggagtga

661

ORF que codifica Sp. Cas9

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCACAGACGAATACAA
GGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTG
CTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAA
CAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAG
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AAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATAC
CACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGAT
CTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCG
ACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGA
GTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGG
GAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTC
GACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGA
TCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAG
AGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGA
CACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGG
ATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGG
ACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAG
CATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGG
ACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGC
AGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGC
AAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACA
GCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCG
GCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCA
GCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACG
CAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGAC
ATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGC
ACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAG
CTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACA
GAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACA
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GGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTC
AAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAA
CCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGA
AGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAA
CGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCG
CAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACA
ACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACA
GAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGA
CAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGA
AAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCC
AGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCA
CTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGAT
CGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGAC
AGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCT
GGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGA
AGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAG
GACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCG
AAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAA
AAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTA
CAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACA
ACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGC
AAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCA
GAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGAC
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ACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGG
ACTGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGT
CTAG
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ORF que codifica Sp. Cas9

ATGGACAAGAAGTACTCCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCCGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACA
AGGTGCCCTCCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACTCCATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCT
GCTGTTCGACTCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGA
AGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGAGATCTTCTCCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACTCCTTCTTCCACCGGCTG
GAGGAGTCCTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTG
GCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACTCCACCGACAAGGCCGACCTGC
GGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGA
CAACTCCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACG
CCTCCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCCAAGTCCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCC
AGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGTCCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAA
GTCCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGTCCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACCTG
CTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGTCCGACGCCATCCTGCTGTCCG
ACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGTCCGCCTCCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCA
CCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGCGGCAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAG
TCCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCTCCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCC
TGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACCT
TCGACAACGGCTCCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGCGGCGGCAGGAGGACTTCTA
CCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGGATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTG
GCCCGGGGCAACTCCCGGTTCGCCTGGATGACCCGGAAGTCCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAG
GTGGTGGACAAGGGCGCCTCCGCCCAGTCCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGA
AGGTGCTGCCCAAGCACTCCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACGTGACC
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GAGGGCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGTCCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACC
GGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACTCCGTGGAGATCTCCGG
CGTGGAGGACCGGTTCAACGCCTCCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTG
GACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGATGATCG
AGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGCGGTACACCG
GCTGGGGCCGGCTGTCCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGTCCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCT
GAAGTCCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACTCCCTGACCTTCAAGGAGGACATC
CAGAAGGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGACTCCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCTCCCCCGCCATC
AAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAAC
ATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACTCCCGGGAGCGGATGAAGCGG
ATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCTCCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAAC
GAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACCGGCTGT
CCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGTCCTTCCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGCTGACCCG
GTCCGACAAGAACCGGGGCAAGTCCGACAACGTGCCCTCCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCG
GCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGTC
CGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGTGGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGAT
CCTGGACTCCCGGATGAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAG
TCCAAGCTGGTGTCCGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCACCACGCCCA
CGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGTCCGAGTTCGTGTAC
GGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGTCCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAG
TACTTCTTCTACTCCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCC
CCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAAGGT
GCTGTCCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCTCCAAGGAGTCCATCCTG
CCCAAGCGGAACTCCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGCTTCGACTCC
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CCCACCGTGGCCTACTCCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAAGTCCAAGAAGCTGAAGTCCGTGAAG
GAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGTCCTCCTTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCT
ACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCCAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCG
GATGCTGGCCTCCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCTCCAAGTACGTGAACTTCCTGTAC
CTGGCCTCCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGCAGCACA
AGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCTCCGAGTTCTCCAAGCGGGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGA
CAAGGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGACAAGCCCATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTC
ACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCTCCA
CCAAGGAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGTCCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCTGTCCCA
GCTGGGCGGCGACGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGTGA
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ORF que codifica Sp. Cas9

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGCCUGGACAUCGGCACGAACAGCGUUGGCUGGGCUGUGAUCACGGACGAGUA
CAAGGUUCCCUCAAAGAAGUUCAAGGUGCUGGGCAACACGGACCGGCACAGCAUCAAGAAGAAUCUCAUCGGUGC
ACUGCUGUUCGACAGCGGUGAGACGGCCGAAGCCACGCGGCUGAAGCGGACGGCCCGCCGGCGGUACACGLGG
CGGAAGAACCGGAUCUGCUACCUGCAGGAGAUCUUCAGCAACGAGAUGGCCAAGGUGGACGACAGCUUCUUCCA
CCGGCUGGAGGAGAGCUUCCUGGUGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCAUCUUCGGCAACAUCGUGG
ACGAAGUCGCCUACCACGAGAAGUACCCCACCAUCUACCACCUGCGGAAGAAGCUGGUGGACUCGACUGACAAGG
CCGACCUGCGGCUGAUCUACCUGGCACUGGCCCACAUGAUAAAGUUCCGGGGCCACUUCCUGAUCGAGGGCGAC
CUGAACCCUGACAACAGCGACGUGGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUGCAGACCUACAACCAGCUGUUCGAGGA
GAACCCCAUCAACGCCAGCGGCGUGGACGCCAAGGCCAUCCUCAGCGCCCGCCUCAGCAAGAGCCGGLGGLUGG
AGAAUCUCAUCGCCCAGCUUCCAGGUGAGAAGAAGAAUGGGCUGUUCGGCAAUCUCAUCGCACUCAGCCUGGGC
CUGACUCCCAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCCGAGGACGCCAAGCUGCAGCUCAGCAAGGACACCUACGAC
GACGACCUGGACAAUCUCCUGGCCCAGAUCGGCGACCAGUACGCCGACCUGUUCCUGGCUGCCAAGAAUCUCAG
CGACGCCAUCCUGCUCAGCGACAUCCUGCGGGUGAACACAGAGAUCACGAAGGCCCCCCUCAGCGCCAGCAUGA
UAAAGCGGUACGACGAGCACCACCAGGACCUGACGCUGCUGAAGGCACUGGUGCGGCAGCAGCUUCCAGAGAAG
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UACAAGGAGAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAAUGGGUACGCCGGGUACAUCGACGGUGGUGCCAGCCAGGAGGA
GUUCUACAAGUUCAUCAAGCCCAUCCUGGAGAAGAUGGACGGCACAGAGGAGCUGCUGGUGAAGCUGAACAGGG
AGGACCUGCUGCGGAAGCAGCGGACGUUCGACAAUGGGAGCAUCCCCCACCAGAUCCACCUGGGUGAGCUGCAC
GCCAUCCUGCGGCGGCAGGAGGACUUCUACCCCUUCCUGAAGGACAACAGGGAGAAGAUCGAGAAGAUCCUGAC
GUUCCGGAUCCCCUACUACGUUGGCCCCCUGGCCCGCGGCAACAGCCGGUUCGCCUGGAUGACGCGGAAGAGC
GAGGAGACGAUCACUCCCUGGAACUUCGAGGAAGUCGUGGACAAGGGUGCCAGCGCCCAGAGCUUCAUCGAGCG
GAUGACGAACUUCGACAAGAAUCUUCCAAACGAGAAGGUGCUUCCAAAGCACAGCCUGCUGUACGAGUACUUCAC
GGUGUACAACGAGCUGACGAAGGUGAAGUACGUGACAGAGGGCAUGCGGAAGCCCGCCUUCCUCAGCGGUGAGC
AGAAGAAGGCCAUCGUGGACCUGCUGUUCAAGACGAACCGGAAGGUGACGGUGAAGCAGCUGAAGGAGGACUAC
UUCAAGAAGAUCGAGUGCUUCGACAGCGUGGAGAUCAGCGGCGUGGAGGACCGGUUCAACGCCAGCCUGGGCAC
CUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAGGAGAACGAGGACAUCCUGGAGGA
CAUCGUGCUGACGCUGACGCUGUUCGAGGACAGGGAGAUGAUAGAGGAGCGGCUGAAGACCUACGCCCACCUGU
UCGACGACAAGGUGAUGAAGCAGCUGAAGCGGCGGCGGUACACGGGCUGGGGCCGGCUCAGCCGGAAGCUGAU
CAAUGGGAUCCGAGACAAGCAGAGCGGCAAGACGAUCCUGGACUUCCUGAAGAGCGACGGCUUCGCCAACCGGA
ACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACAGCCUGACGUUCAAGGAGGACAUCCAGAAGGCCCAGGUCAGCGGCCAG
GGCGACAGCCUGCACGAGCACAUCGCCAAUCUCGCCGGGAGCCCCGCCAUCAAGAAGGGGAUCCUGCAGACGGU
GAAGGUGGUGGACGAGCUGGUGAAGGUGAUGGGCCGGCACAAGCCAGAGAACAUCGUGAUCGAGAUGGCCAGG
GAGAACCAGACGACUCAAAAGGGGCAGAAGAACAGCAGGGAGCGGAUGAAGCGGAUCGAGGAGGGCAUCAAGGA
GCUGGGCAGCCAGAUCCUGAAGGAGCACCCCGUGGAGAACACUCAACUGCAGAACGAGAAGCUGUACCUGUACU
ACCUGCAGAAUGGGCGAGACAUGUACGUGGACCAGGAGCUGGACAUCAACCGGCUCAGCGACUACGACGUGGAC
CACAUCGUUCCCCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUGCUGACGCGGAGCGACAAGAACCG
GGGCAAGAGCGACAACGUUCCCUCAGAGGAAGUCGUGAAGAAGAUGAAGAACUACUGGCGGCAGCUGCUGAACG
CCAAGCUGAUCACUCAACGGAAGUUCGACAAUCUCACGAAGGCCGAGCGGGGUGGCCUCAGCGAGCUGGACAAG
GCCGGGUUCAUCAAGCGGCAGCUGGUGGAGACGCGGCAGAUCACGAAGCACGUGGCCCAGAUCCUGGACAGCCG
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GAUGAACACGAAGUACGACGAGAACGACAAGCUGAUCAGGGAAGUCAAGGUGAUCACGCUGAAGAGCAAGCUGGU
CAGCGACUUCCGGAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUGAGGGAGAUCAACAACUACCACCACGCCCACGACGCCUA
CCUGAACGCUGUGGUUGGCACGGCACUGAUCAAGAAGUACCCCAAGCUGGAGAGCGAGUUCGUGUACGGCGACU
ACAAGGUGUACGACGUGCGGAAGAUGAUAGCCAAGAGCGAGCAGGAGAUCGGCAAGGCCACGGCCAAGUACUUC
UUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAGAUCACGCUGGCCAAUGGUGAGAUCCGGAAGCGGCCCCUG
AUCGAGACGAAUGGUGAGACGGGUGAGAUCGUGUGGGACAAGGGGCGAGACUUCGCCACGGUGCGGAAGGUGC
UCAGCAUGCCCCAGGUGAACAUCGUGAAGAAGACAGAAGUCCAGACGGGUGGCUUCAGCAAGGAGAGCAUCCUU
CCAAAGCGGAACAGCGACAAGCUGAUCGCCCGCAAGAAGGACUGGGACCCCAAGAAGUACGGUGGCUUCGACAG
CCCCACCGUGGCCUACAGCGUGCUGGUGGUGGCCAAGGUGGAGAAGGGGAAGAGCAAGAAGCUGAAGAGCGUGA
AGGAGCUGCUGGGCAUCACGAUCAUGGAGCGGAGCAGCUUCGAGAAGAACCCCAUCGACUUCCUGGAAGCCAAG
GGGUACAAGGAAGUCAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUUCCAAAGUACAGCCUGUUCGAGCUGGAGAAUGGGCG
GAAGCGGAUGCUGGCCAGCGCCGGUGAGCUGCAGAAGGGGAACGAGCUGGCACUUCCCUCAAAGUACGUGAACU
UCCUGUACCUGGCCAGCCACUACGAGAAGCUGAAGGGGAGCCCAGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCUGUUCGUG
GAGCAGCACAAGCACUACCUGGACGAGAUCAUCGAGCAGAUCAGCGAGUUCAGCAAGCGGGUGAUCCUGGCCGA
CGCCAAUCUCGACAAGGUGCUCAGCGCCUACAACAAGCACCGAGACAAGCCCAUCAGGGAGCAGGCCGAGAACAU
CAUCCACCUGUUCACGCUGACGAAUCUCGGUGCCCCCGCUGCCUUCAAGUACUUCGACACGACGAUCGACCGGA
AGCGGUACACGUCGACUAAGGAAGUCCUGGACGCCACGCUGAUCCACCAGAGCAUCACGGGCCUGUACGAGACG
CGGAUCGACCUCAGCCAGCUGGGUGGCGACGGUGGUGGCAGCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGUAG

664

ORF que codifica Sp. Cas9

AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGCCUCGACAUCGGCACCAACAGCGUCGGCUGGGCCGUCAUCACCGACGAGUA
CAAGGUCCCCAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUCGGCAACACCGACCGCCACAGCAUCAAGAAGAACCUCAUCGGCGC
CCUCCUCUUCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGCCUCAAGCGCACCGCCCGLCGCCGCUACACCCGCC
GCAAGAACCGCAUCUGCUACCUCCAGGAGAUCUUCAGCAACGAGAUGGCCAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACC
GCCUCGAGGAGAGCUUCCUCGUCGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGCCACCCCAUCUUCGGCAACAUCGUCGAC
GAGGUCGCCUACCACGAGAAGUACCCCACCAUCUACCACCUCCGCAAGAAGCUCGUCGACAGCACCGACAAGGCC
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GACCUCCGCCUCAUCUACCUCGCCCUCGCCCACAUGAUCAAGUUCCGCGGCCACUUCCUCAUCGAGGGCGACCU
CAACCCCGACAACAGCGACGUCGACAAGCUCUUCAUCCAGCUCGUCCAGACCUACAACCAGCUCUUCGAGGAGAA
CCCCAUCAACGCCAGCGGCGUCGACGCCAAGGCCAUCCUCAGCGCCCGCCUCAGCAAGAGCCGCCGCCUCGAGA
ACCUCAUCGCCCAGCUCCCCGGCGAGAAGAAGAACGGCCUCUUCGGCAACCUCAUCGCCCUCAGCcUCGGCcUC
ACCCCCAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUCGCCGAGGACGCCAAGCUCCAGCUCAGCAAGGACACCUACGACGAC
GACCUCGACAACCUCCUCGCCCAGAUCGGCGACCAGUACGCCGACCUCUUCCUCGCCGCCAAGAACCUCAGCGA
CGCCAUCCUCCUCAGCGACAUCCUCCGCGUCAACACCGAGAUCACCAAGGCCCCCCUCAGCGCCAGCAUGAUCAA
GCGCUACGACGAGCACCACCAGGACCUCACCCUCCUCAAGGCCCUCGUCCGCCAGCAGCUCCCCGAGAAGUACAA
GGAGAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGCUACGCCGGCUACAUCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGUUCU
ACAAGUUCAUCAAGCCCAUCCUCGAGAAGAUGGACGGCACCGAGGAGCUCCUCGUCAAGCUCAACCGCGAGGACC
UCCUCCGCAAGCAGCGCACCUUCGACAACGGCAGCAUCCCCCACCAGAUCCACCUCGGCGAGCUCCACGCCAUCC
UCCGCCGCCAGGAGGACUUCUACCCCUUCCUCAAGGACAACCGCGAGAAGAUCGAGAAGAUCCUCACCUUCCGCA
UCCCCUACUACGUCGGCCCCCUCGCCCGCGGCAACAGCCGCUUCGCCUGGAUGACCCGCAAGAGCGAGGAGACC
AUCACCCCCUGGAACUUCGAGGAGGUCGUCGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCUUCAUCGAGCGCAUGACCAA
CUUCGACAAGAACCUCCCCAACGAGAAGGUCCUCCCCAAGCACAGCCUCCUCUACGAGUACUUCACCGUCUACAA
CGAGCUCACCAAGGUCAAGUACGUCACCGAGGGCAUGCGCAAGCCCGCCUUCCUCAGCGGCGAGCAGAAGAAGG
CCAUCGUCGACCUCCUCUUCAAGACCAACCGCAAGGUCACCGUCAAGCAGCUCAAGGAGGACUACUUCAAGAAGA
UCGAGUGCUUCGACAGCGUCGAGAUCAGCGGCGUCGAGGACCGCUUCAACGCCAGCCUCGGCACCUACCACGAC
CUCCUCAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUCGACAACGAGGAGAACGAGGACAUCCUCGAGGACAUCGUCCUC
ACCCUCACCCUCUUCGAGGACCGCGAGAUGAUCGAGGAGCGCCUCAAGACCUACGCCCACCUCUUCGACGACAA
GGUCAUGAAGCAGCUCAAGCGCCGCCGCUACACCGGCUGGGGCCGCCUCAGCCGCAAGCUCAUCAACGGCAUCC
GCGACAAGCAGAGCGGCAAGACCAUCCUCGACUUCCUCAAGAGCGACGGCUUCGCCAACCGCAACUUCAUGCAGC
UCAUCCACGACGACAGCCUCACCUUCAAGGAGGACAUCCAGAAGGCCCAGGUCAGCGGCCAGGGCGACAGCCUC
CACGAGCACAUCGCCAACCUCGCCGGCAGCCCCGCCAUCAAGAAGGGCAUCCUCCAGACCGUCAAGGUCGUCGA
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CGAGCUCGUCAAGGUCAUGGGCCGCCACAAGCCCGAGAACAUCGUCAUCGAGAUGGCCCGCGAGAACCAGACCA
CCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCCGCGAGCGCAUGAAGCGCAUCGAGGAGGGCAUCAAGGAGCUCGGCAGCCAG
AUCCUCAAGGAGCACCCCGUCGAGAACACCCAGCUCCAGAACGAGAAGCUCUACCUCUACUACCUCCAGAACGGC
CGCGACAUGUACGUCGACCAGGAGCUCGACAUCAACCGCCUCAGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCCCA
GAGCUUCCUCAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUCACCCGCAGCGACAAGAACCGCGGCAAGAGCGACAA
CGUCCCCAGCGAGGAGGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGCGCCAGCUCCUCAACGCCAAGCUCAUCACCCA
GCGCAAGUUCGACAACCUCACCAAGGCCGAGCGCGGCGGCCUCAGCGAGCUCGACAAGGCCGGCUUCAUCAAGC
GCCAGCUCGUCGAGACCCGCCAGAUCACCAAGCACGUCGCCCAGAUCCUCGACAGCCGCAUGAACACCAAGUACG
ACGAGAACGACAAGCUCAUCCGCGAGGUCAAGGUCAUCACCCUCAAGAGCAAGCUCGUCAGCGACUUCCGCAAGG
ACUUCCAGUUCUACAAGGUCCGCGAGAUCAACAACUACCACCACGCCCACGACGCCUACCUCAACGCCGUCGUCG
GCACCGCCCUCAUCAAGAAGUACCCCAAGCUCGAGAGCGAGUUCGUCUACGGCGACUACAAGGUCUACGACGUC
CGCAAGAUGAUCGCCAAGAGCGAGCAGGAGAUCGGCAAGGCCACCGCCAAGUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUG
AACUUCUUCAAGACCGAGAUCACCCUCGCCAACGGCGAGAUCCGCAAGCGCCCCCUCAUCGAGACCAACGGCGAG
ACCGGCGAGAUCGUCUGGGACAAGGGCCGCGACUUCGCCACCGUCCGCAAGGUCCUCAGCAUGCCCCAGGUCAA
CAUCGUCAAGAAGACCGAGGUCCAGACCGGCGGCUUCAGCAAGGAGAGCAUCCUCCCCAAGCGCAACAGCGACAA
GCUCAUCGCCCGCAAGAAGGACUGGGACCCCAAGAAGUACGGCGGCUUCGACAGCCCCACCGUCGCCUACAGCG
UCCUCGUCGUCGCCAAGGUCGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCUCAAGAGCGUCAAGGAGCUCCUCGGCAUCACC
AUCAUGGAGCGCAGCAGCUUCGAGAAGAACCCCAUCGACUUCCUCGAGGCCAAGGGCUACAAGGAGGUCAAGAA
GGACCUCAUCAUCAAGCUCCCCAAGUACAGCCUCUUCGAGCUCGAGAACGGCCGCAAGCGCAUGCUCGCCAGCG
CCGGCGAGCUCCAGAAGGGCAACGAGCUCGCCCUCCCCAGCAAGUACGUCAACUUCCUCUACCUCGCCAGCCAC
UACGAGAAGCUCAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCUCUUCGUCGAGCAGCACAAGCACUACCUC
GACGAGAUCAUCGAGCAGAUCAGCGAGUUCAGCAAGCGCGUCAUCCUCGCCGACGCCAACCUCGACAAGGUCCU
CAGCGCCUACAACAAGCACCGCGACAAGCCCAUCCGCGAGCAGGCCGAGAACAUCAUCCACCUCUUCACCCUCAC
CAACCUCGGCGCCCCCGCCGCCUUCAAGUACUUCGACACCACCAUCGACCGCAAGCGCUACACCAGCACCAAGGA
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GGUCCUCGACGCCACCCUCAUCCACCAGAGCAUCACCGGCCUCUACGAGACCCGCAUCGACCUCAGCCAGCUCG
GCGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGCGCAAGGUCUAG
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ORF que codifica Sp. Cas9

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATCACCGACGAGTACA
AGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCT
GCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCTGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGA
AGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGGCT
GGAGGAGAGCTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGT
GGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGACCTG
CGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCG
ACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAAC
GCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAGCGCCCGGCTGAGCAAGAGCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGC
CCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTC
AAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACC
TGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGAGCGACGCCATCCTGCTGAG
CGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCAGCATGATCAAGCGGTACGACGAGCAC
CACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGCGGCAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACC
AGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCAT
CCTGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGAC
CTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGCGGCGGCAGGAGGACTT
CTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGGATCCCCTACTACGTGGGCCCC
CTGGCCCGGGGCAACAGCCGGTTCGCCTGGATGACCCGGAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAG
GAGGTGGTGGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAAC
GAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACG
TGACCGAGGGCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGA
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CCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTGGAGAT
CAGCGGCGTGGAGGACCGGTTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGAC
TTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGA
TGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGCGGT
ACACCGGCTGGGGCCGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGG
ACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGA
GGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCC
CGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCC
CGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCCGGGAGCGGAT
GAAGCGGATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCT
GCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAAC
CGGCTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTGC
TGACCCGGAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACT
ACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGCGGGGCG
GCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGTGGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGG
CCCAGATCCTGGACAGCCGGATGAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCAC
CCTGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCAC
CACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGCGAG
TTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCA
CCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGG
AAGCGGCCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTG
CGGAAGGTGCTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAG
AGCATCCTGCCCAAGCGGAACAGCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGC
TTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAG
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AGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGAGCAGCTTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGG
CCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGG

CCGGAAGCGGATGCTGGCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAA
CTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTG
GAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAGCGGGTGATCCTGGCCGACG
CCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACCGGGACAAGCCCATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCAT
CCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGG

TACACCAGCACCAAGGAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCG
ACCTGAGCCAGCTGGGCGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGTGA

666

secuencia de aminoacidos para Sp.
Cas9

MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQ
EIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGH
FLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPN

FKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLL
KALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGE
LHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDK

NLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGV
EDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLI
NGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKV
MGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDIN

RLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELD
KAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGT
ALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRD
FATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSV

KELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEK
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LKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFD
TTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSPKKKRKV

667

Marco de lectura abierto para Cas9 con
etiqueta HiBIT

AUGGACAAGAAGUACUCCAUCGGCCUGGACAUCGGCACCAACUCCGUGGGCUGGGCCGUGAUCACCGACGAGUA
CAAGGUGCCCUCCAAGAAGUUCAAGGUGCUGGGCAACACCGACCGGCACUCCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGCG
CCCUGCUGUUCGACUCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCUGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGUACACCCEG
GCGGAAGAACCGGAUCUGCUACCUGCAGGAGAUCUUCUCCAACGAGAUGGCCAAGGUGGACGACUcCcuUucuucc
ACCGGCUGGAGGAGUCCUUCCUGGUGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCAUCUUCGGCAACAUCGUG
GACGAGGUGGCCUACCACGAGAAGUACCCCACCAUCUACCACCUGCGGAAGAAGCUGGUGGACUCCACCGACAA
GGCCGACCUGCGGCUGAUCUACCUGGCCCUGGCCCACAUGAUCAAGUUCCGGGGCCACUUCCUGAUCGAGGGC
GACCUGAACCCCGACAACUCCGACGUGGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUGCAGACCUACAACCAGCUGUUCGA
GGAGAACCCCAUCAACGCCUCCGGCGUGGACGCCAAGGCCAUCCUGUCCGCCCGGCUGUCCAAGUCCCGGLGGC
UGGAGAACCUGAUCGCCCAGCUGCCCGGCGAGAAGAAGAACGGCCUGUUCGGCAACCUGAUCGCCcUGUCCCUG
GGCCUGACCCCCAACUUCAAGUCCAACUUCGACCUGGCCGAGGACGCCAAGCUGCAGCUGUCCAAGGACACCUA
CGACGACGACCUGGACAACCUGCUGGCCCAGAUCGGCGACCAGUACGCCGACCUGUUCCUGGCCGCCAAGAACC
UGUCCGACGCCAUCCUGCUGUCCGACAUCCUGCGGGUGAACACCGAGAUCACCAAGGCCCccccuasuccaeacucce
AUGAUCAAGCGGUACGACGAGCACCACCAGGACCUGACCCUGCUGAAGGCCCUGGUGCGGCAGCAGCUGCCCGA
GAAGUACAAGGAGAUCUUCUUCGACCAGUCCAAGAACGGCUACGCCGGCUACAUCGACGGCGGCGCCUCCCAGG
AGGAGUUCUACAAGUUCAUCAAGCCCAUCCUGGAGAAGAUGGACGGCACCGAGGAGCUGCUGGUGAAGCUGAAC
CGGGAGGACCUGCUGCGGAAGCAGCGGACCUUCGACAACGGCUCCAUCCCCCACCAGAUCCACCUGGGCGAGCU
GCACGCCAUCCUGCGGCGGCAGGAGGACUUCUACCCCUUCCUGAAGGACAACCGGGAGAAGAUCGAGAAGAUCC
UGACCUUCCGGAUCCCCUACUACGUGGGCCCCCUGGCCCGGGGCAACUCCCGGUUCGCCUGGAUGACCCGGAA
GUCCGAGGAGACCAUCACCCCCUGGAACUUCGAGGAGGUGGUGGACAAGGGCGCCUCCGCCCAGUCCUUCAUCG
AGCGGAUGACCAACUUCGACAAGAACCUGCCCAACGAGAAGGUGCUGCCCAAGCACUCCCUGCUGUACGAGUACU
UCACCGUGUACAACGAGCUGACCAAGGUGAAGUACGUGACCGAGGGCAUGCGGAAGCCCGccuuccuGuceaae
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GAGCAGAAGAAGGCCAUCGUGGACCUGCUGUUCAAGACCAACCGGAAGGUGACCGUGAAGCAGCUGAAGGAGGA
CUACUUCAAGAAGAUCGAGUGCUUCGACUCCGUGGAGAUCUCCGGCGUGGAGGACCGGUUCAACGCCUCCCUGG
GCACCUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAGGAGAACGAGGACAUCCUGG
AGGACAUCGUGCUGACCCUGACCCUGUUCGAGGACCGGGAGAUGAUCGAGGAGCGGCUGAAGACCUACGCCCAC
CUGUUCGACGACAAGGUGAUGAAGCAGCUGAAGCGGCGGCGGUACACCGGCUGGGGCCGGCUGUCCCGGAAGC
UGAUCAACGGCAUCCGGGACAAGCAGUCCGGCAAGACCAUCCUGGACUUCCUGAAGUCCGACGGCUUCGCCAAC
CGGAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACUCCCUGACCUUCAAGGAGGACAUCCAGAAGGCCCAGGUGUCCGG
CCAGGGCGACUCCCUGCACGAGCACAUCGCCAACCUGGCCGGCUCCCCCGCCAUCAAGAAGGGCAUCCUGCAGA
CCGUGAAGGUGGUGGACGAGCUGGUGAAGGUGAUGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACAUCGUGAUCGAGAUGGC
CCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACUCCCGGGAGCGGAUGAAGCGGAUCGAGGAGGGCAUCA
AGGAGCUGGGCUCCCAGAUCCUGAAGGAGCACCCCGUGGAGAACACCCAGCUGCAGAACGAGAAGCUGUACCUG
UACUACCUGCAGAACGGCCGGGACAUGUACGUGGACCAGGAGCUGGACAUCAACCGGCUGUCCGACUACGACGU
GGACCACAUCGUGCCCCAGUCCUUCCUGAAGGACGACUCCAUCGACAACAAGGUGCUGACCCGGUCCGACAAGAA
CCGGGGCAAGUCCGACAACGUGCCCUCCGAGGAGGUGGUGAAGAAGAUGAAGAACUACUGGCGGCAGCUGCUGA
ACGCCAAGCUGAUCACCCAGCGGAAGUUCGACAACCUGACCAAGGCCGAGCGGGGCGGCCUGUCCGAGCUGGAC
AAGGCCGGCUUCAUCAAGCGGCAGCUGGUGGAGACCCGGCAGAUCACCAAGCACGUGGCCCAGAUCCUGGACUC
CCGGAUGAACACCAAGUACGACGAGAACGACAAGCUGAUCCGGGAGGUGAAGGUGAUCACCCUGAAGUCCAAGCU
GGUGUCCGACUUCCGGAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUGCGGGAGAUCAACAACUACCACCACGCCCACGACG
CCUACCUGAACGCCGUGGUGGGCACCGCCCUGAUCAAGAAGUACCCCAAGCUGGAGUCCGAGUUCGUGUACGGC
GACUACAAGGUGUACGACGUGCGGAAGAUGAUCGCCAAGUCCGAGCAGGAGAUCGGCAAGGCCACCGCCAAGUA
CUUCUUCUACUCCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACCGAGAUCACCCUGGCCAACGGCGAGAUCCGGAAGCGGCC
CCUGAUCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGAUCGUGUGGGACAAGGGCCGGGACUUCGCCACCGUGCGGAAG
GUGCUGUCCAUGCCCCAGGUGAACAUCGUGAAGAAGACCGAGGUGCAGACCGGCGGCUUCUCCAAGGAGUCCAU
CCUGCCCAAGCGGAACUCCGACAAGCUGAUCGCCCGGAAGAAGGACUGGGACCCCAAGAAGUACGGCGGCUUCG
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ACUCCCCCACCGUGGCCUACUCCGUGCUGGUGGUGGCCAAGGUGGAGAAGGGCAAGUCCAAGAAGCUGAAGUCC
GUGAAGGAGCUGCUGGGCAUCACCAUCAUGGAGCGGUCCUCCUUCGAGAAGAACCCCAUCGACUUCCUGGAGGC
CAAGGGCUACAAGGAGGUGAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCCAAGUACUCCCUGUUCGAGCUGGAGAACG
GCCGGAAGCGGAUGCUGGCCUCCGCCGGCGAGCUGCAGAAGGGCAACGAGCUGGCCCUGCCCUCCAAGUACGU
GAACUUCCUGUACCUGGCCUCCCACUACGAGAAGCUGAAGGGCUCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCUGU
UCGUGGAGCAGCACAAGCACUACCUGGACGAGAUCAUCGAGCAGAUCUCCGAGUUCUCCAAGCGGGUGAUCCUG
GCCGACGCCAACCUGGACAAGGUGCUGUCCGCCUACAACAAGCACCGGGACAAGCCCAUCCGGGAGCAGGCCGA
GAACAUCAUCCACCUGUUCACCCUGACCAACCUGGGCGCCCCCGCCGCCUUCAAGUACUUCGACACCACCAUCGA
CCGGAAGCGGUACACCUCCACCAAGGAGGUGCUGGACGCCACCCUGAUCCACCAGUCCAUCACCGGCCUGUACG
AGACCCGGAUCGACCUGUCCCAGCUGGGCGGCGACGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGUCCGA
GUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGCUGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUGA

668

Secuencia de aminoacidos para Cas9

con etiqueta HiBiT

MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKNRICYLQ
EIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHLRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGH
FLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFGNLIALSLGLTPN

FKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLL
KALVRQQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIKPILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGE
LHAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTFRIPYYVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTNFDK

NLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGV
EDRFNASLGTYHDLLKIIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLKTYAHLFDDKVMKQLKRRRYTGWGRLSRKLI
NGIRDKQSGKTILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKGILQTVKVVDELVKV
MGRHKPENIVIEMARENQTTQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLQNEKLYLYYLQNGRDMYVDQELDIN

RLSDYDVDHIVPQSFLKDDSIDNKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNYWRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSELD
KAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGT
ALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQEIGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRD
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FATVRKVLSMPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSV
KELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEK
LKGSPEDNEQKQLFVEQHKHYLDEIIEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKYFD
TTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDGGGSPKKKRKV

669 SV40 NLS PKKKRKV

670 SV40 NLS alternativo PKKKRRV

671 NLS 1 de ejemplo LAAKRSRTT

672 NLS 2 de ejemplo QAAKRSRTT

673 NLS 3 de ejemplo PAPAKRERTT

674 NLS 4 de ejemplo QAAKRPRTT

675 NLS 5 de ejemplo RAAKRPRTT

676 NLS 6 de ejemplo AAAKRSWSMAA

677 NLS 7 de ejemplo AAAKRVWSMAF

678 NLS 8 de ejemplo AAAKRSWSMAF

679 NLS 9 de ejemplo AAAKRKYFAA

680 NLS 10 de ejemplo RAAKRKAFAA

681 NLS 11 de ejemplo RAAKRKYFAV

682 NLS de nucleoplasmina KRPAATKKAGQAKKKK

683 SV40 NLS alternativo PKKKRKVE

684 SV40 NLS alternativo KKKRKVE

685 NLS bipartita KRTADGSEFESPKKKRKVE

686 c-myc como NLS PAAKKKKLD

687-700 No utilizado
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701

Secuencia de ejemplo que codifica
Nme2Cas9 (ARNm AA)

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGG
CUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCG
UGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGLCGUGCGGGUGUU
CGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGCLCCCGGLGGLUGGLLCGGUCCGUGLGGLGG
CUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCUGCUGCGGGCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCC
GCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGLCCGLCCGCCCUGGA
CCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGC
GGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCC
CUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCG
GAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGA
AGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAG
CGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGG
CCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAG
GGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGAC
CUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACA
ACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUG
AAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAA
GACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACA
UCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAG
CGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCU
GCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUC
AACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCU
UCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUC
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CGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCA
GCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCG
ACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAAC
CAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAG
GCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACG
GCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUC
CUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCU
GGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCAC
CGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCG
ACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUG
AUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGAC
CCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCccUGUUCGUGUCCCGG
GCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGGACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGA
GAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAGAUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGA
ACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGC
CUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCC
AGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGCCUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGAC
GUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGA
GAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUACCGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAA
GUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCU
CCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAAC
CUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCC
CCCCGUGCGGUAGCUAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACU
UUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCAA
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702

Secuencia de ejemplo que codifica
Nme1Cas9
(ARNm AB)

GGGUCCCGCAGUCGGCGUCCAGCGGCUCUGCUUGUUCGUGUGUGUGUCGUUGCAGGCCUUAUUCGGAUCCGCC
ACCAUGGCAGCAUUCAAGCCGAACUCGAUCAACUACAUCCUGGGACUGGACAUCGGAAUCGCAUCGGUCGGAUG
GGCAAUGGUCGAAAUCGACGAAGAAGAAAACCCGAUCAGACUGAUCGACCUGGGAGUCAGAGUCUUCGAAAGAGC
AGAAGUCCCGAAGACAGGAGACUCGCUGGCAAUGGCAAGAAGACUGGCAAGAUCGGUCAGAAGACUGACAAGAAG
AAGAGCACACAGACUGCUGAGAACAAGAAGACUGCUGAAGAGAGAAGGAGUCCUGCAGGCAGCAAACUUCGACGA
AAACGGACUGAUCAAGUCGCUGCCGAACACACCGUGGCAGCUGAGAGCAGCAGCACUGGACAGAAAGCUGACACC
GCUGGAAUGGUCGGCAGUCCUGCUGCACCUGAUCAAGCACAGAGGAUACCUGUCGCAGAGAAAGAACGAAGGAG
AAACAGCAGACAAGGAACUGGGAGCACUGCUGAAGGGAGUCGCAGGAAACGCACACGCACUGCAGACAGGAGACU
UCAGAACACCGGCAGAACUGGCACUGAACAAGUUCGAAAAGGAAUCGGGACACAUCAGAAACCAGAGAUCGGACU
ACUCGCACACAUUCUCGAGAAAGGACCUGCAGGCAGAACUGAUCCUGCUGUUCGAAAAGCAGAAGGAAUUCGGAA
ACCCGCACGUCUCGGGAGGACUGAAGGAAGGAAUCGAAACACUGCUGAUGACACAGAGACCGGCACUGUCGGGA
GACGCAGUCCAGAAGAUGCUGGGACACUGCACAUUCGAACCGGCAGAACCGAAGGCAGCAAAGAACACAUACACA
GCAGAAAGAUUCAUCUGGCUGACAAAGCUGAACAACCUGAGAAUCCUGGAACAGGGAUCGGAAAGACCGCUGACA
GACACAGAAAGAGCAACACUGAUGGACGAACCGUACAGAAAGUCGAAGCUGACAUACGCACAGGCAAGAAAGCUG
CUGGGACUGGAAGACACAGCAUUCUUCAAGGGACUGAGAUACGGAAAGGACAACGCAGAAGCAUCGACACUGAUG
GAAAUGAAGGCAUACCACGCAAUCUCGAGAGCACUGGAAAAGGAAGGACUGAAGGACAAGAAGUCGCCGCUGAAC
CUGUCGCCGGAACUGCAGGACGAAAUCGGAACAGCAUUCUCGCUGUUCAAGACAGACGAAGACAUCACAGGAAGA
CUGAAGGACAGAAUCCAGCCGGAAAUCCUGGAAGCACUGCUGAAGCACAUCUCGUUCGACAAGUUCGUCCAGAUC
UCGCUGAAGGCACUGAGAAGAAUCGUCCCGCUGAUGGAACAGGGAAAGAGAUACGACGAAGCAUGCGCAGAAAUC
UACGGAGACCACUACGGAAAGAAGAACACAGAAGAAAAGAUCUACCUGCCGCCGAUCCCGGCAGACGAAAUCAGA
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AACCCGGUCGUCCUGAGAGCACUGUCGCAGGCAAGAAAGGUCAUCAACGGAGUCGUCAGAAGAUACGGAUCGCC
GGCAAGAAUCCACAUCGAAACAGCAAGAGAAGUCGGAAAGUCGUUCAAGGACAGAAAGGAAAUCGAAAAGAGACA
GGAAGAAAACAGAAAGGACAGAGAAAAGGCAGCAGCAAAGUUCAGAGAAUACUUCCCGAACUUCGUCGGAGAACC
GAAGUCGAAGGACAUCCUGAAGCUGAGACUGUACGAACAGCAGCACGGAAAGUGCCUGUACUCGGGAAAGGAAAU
CAACCUGGGAAGACUGAACGAAAAGGGAUACGUCGAAAUCGACCACGCACUGCCGUUCUCGAGAACAUGGGACGA
CUCGUUCAACAACAAGGUCCUGGUCCUGGGAUCGGAAAACCAGAACAAGGGAAACCAGACACCGUACGAAUACUU
CAACGGAAAGGACAACUCGAGAGAAUGGCAGGAAUUCAAGGCAAGAGUCGAAACAUCGAGAUUCCCGAGAUCGAA
GAAGCAGAGAAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAAGACGGAUUCAAGGAAAGAAACCUGAACGACACAAGAUACGU
CAACAGAUUCCUGUGCCAGUUCGUCGCAGACAGAAUGAGACUGACAGGAAAGGGAAAGAAGAGAGUCUUCGCAUC
GAACGGACAGAUCACAAACCUGCUGAGAGGAUUCUGGGGACUGAGAAAGGUCAGAGCAGAAAACGACAGACACCA
CGCACUGGACGCAGUCGUCGUCGCAUGCUCGACAGUCGCAAUGCAGCAGAAGAUCACAAGAUUCGUCAGAUACAA
GGAAAUGAACGCAUUCGACGGAAAGACAAUCGACAAGGAAACAGGAGAAGUCCUGCACCAGAAGACACAcCUUCCC
GCAGCCGUGGGAAUUCUUCGCACAGGAAGUCAUGAUCAGAGUCUUCGGAAAGCCGGACGGAAAGCCGGAAUUCG
AAGAAGCAGACACACUGGAAAAGCUGAGAACACUGCUGGCAGAAAAGCUGUCGUCGAGACCGGAAGCAGUCCACG
AAUACGUCACACCGCUGUUCGUCUCGAGAGCACCGAACAGAAAGAUGUCGGGACAGGGACACAUGGAAACAGUCA
AGUCGGCAAAGAGACUGGACGAAGGAGUCUCGGUCCUGAGAGUCCCGCUGACACAGCUGAAGCUGAAGGACCUG
GAAAAGAUGGUCAACAGAGAAAGAGAACCGAAGCUGUACGAAGCACUGAAGGCAAGACUGGAAGCACACAAGGAC
GACCCGGCAAAGGCAUUCGCAGAACCGUUCUACAAGUACGACAAGGCAGGAAACAGAACACAGCAGGUCAAGGCA
GUCAGAGUCGAACAGGUCCAGAAGACAGGAGUCUGGGUCAGAAACCACAACGGAAUCGCAGACAACGCAACAAUG
GUCAGAGUAGACGUCUUCGAAAAGGGAGACAAGUACUACCUGGUCCCGAUCUACUCGUGGCAGGUCGCAAAGGG
AAUCCUGCCGGACAGAGCAGUCGUCCAGGGAAAGGACGAAGAAGACUGGCAGCUGAUCGACGACUCGUUCAACU
UCAAGUUCUCGCUGCACCCGAACGACCUGGUCGAAGUCAUCACAAAGAAGGCAAGAAUGUUCGGAUACUUCGCAU
CGUGCCACAGAGGAACAGGAAACAUCAACAUCAGAAUCCACGACCUGGACCACAAGAUCGGAAAGAACGGAAUCC
UGGAAGGAAUCGGAGUCAAGACAGCACUGUCGUUCCAGAAGUACCAGAUCGACGAACUGGGAAAGGAAAUCAGAC
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CGUGCAGACUGAAGAAGAGACCGCCGGUCAGAUCCGGAAAGAGAACAGCAGACGGAUCGGAAUUCGAAUCGCCG
AAGAAGAAGAGAAAGGUCGAAUGAUAGCUAGCCAUCACAUUUAAAAGCAUCUCAGCCUACCAUGAGAAUAAGAGAA
AGAAAAUGAAGAUCAAUAGCUUAUUCAUCUCUUUUUCUUUUUCGUUGGUGUAAAGCCAACACCCUGUCUAAAAAAC
AUAAAUUUCUUUAAUCAUUUUGCCUCUUUUCUCUGUGCUUCAAUUAAUAAAAAAUGGAAAGAACCUCGAGAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAUCUAG

703

Secuencia de ejemplo que codifica
Nme2Cas9 con etiqueta HiBIiT
(ARNm V)

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGG
CUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCG
UGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUU
CGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGCLCCGGLGGLUGGLLLCGGUCCGUGLGGEGG
CUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCUGCUGCGGGCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCC
GCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGCGGGLCGLCCGCCCUGGA
CCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGC
GGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCC
CUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCG
GAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGA
AGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAG
CGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGG
CCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAG
GGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGAC
CUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACA
ACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUG
AAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAA
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GACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACA
UCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAG
CGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCU
GCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUC
AACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCU
UCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGCCGLCCGCCAAGUUC
CGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCA
GCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGUGCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCG
ACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAAC
CAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAG
GCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACG
GCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUC
CUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCU
GGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCAC
CGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCG
ACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUG
AUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGAC
CCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCccuUGUUCGUGUCCCGG
GCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGGACACCCUGCGGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGA
GAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAGAUCAAGCUGGCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGA
ACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGC
CUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGGGCGGCCAGCUGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCC
AGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGCCUACACCAUCGCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGAC
GUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGUACUUCAUCGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGA
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GAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUACCGGAUCGACGACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAA
GUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGGAGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCU
CCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAAGGGCUCCAAGGAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAAC
CUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCC
CCCCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGCUGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUAGCUA
GCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCC
CCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAA
AAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAA
ACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGG
AAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAA
AAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAAGUUAAAAAAAAA
AAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUCGA

704

Secuencia de ejemplo que codifica
Nme1Cas9 con etiqueta HiBiT
(ARNm X)

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGEG
CUCCGGCGGCGGCGCAGCAUUCAAGCCAAACUCAAUCAAUUACAUCCUGGGACUGGACAUCGGCAUCGCAUCCG
UCGGGUGGGCUAUGGUCGAAAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGCCUGAUCGAUCUGGGCGUGCGCGUGUU
UGAGAGGGCAGAGGUGCCUAAGACCGGCGACAGCCUGGCCAUGGCACGGAGACUGGCACGCUCCGUGAGGCGC
CUGACCCGGAGAAGGGCCCACAGACUGCUGAGGACACGCCGGCUGCUGAAGAGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCG
CCAACUUCGAUGAGAAUGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAAUACCCCUUGGCAGCUGAGGGCAGCCGCCCUGGAC
CGCAAGCUGACACCUCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCUCAGAG
AAAGAACGAGGGCGAGACAGCCGAUAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGAGUGGCAGGAAAUGCACACGCCC
UGCAGACCGGCGACUUUCGCACACCAGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGAGCGGCCACAUCCGC
AAUCAGCGGUCUGACUAUAGCCACACCUUCUCCCGGAAGGAUCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUUGAGAA
GCAGAAGGAGUUCGGCAACCCACACGUGUCUGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACACUGCUGAUGACACAGC
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GGCCCGCCCUGAGCGGCGACGCAGUGCAGAAGAUGCUGGGACACUGCACCUUUGAGCCAGCCGAGCCCAAGGCC
GCCAAGAAUACCUACACAGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACAAAGCUGAACAAUCUGAGGAUCCUGGAGCAGGGA
AGCGAGCGCCCACUGACCGACACAGAGAGGGCCACCCUGAUGGAUGAGCCCUACCGCAAGUCCAAGCUGACAUA
UGCACAGGCAAGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUUAAGGGCCUGAGAUACGGCAAGGAUAACG
CCGAGGCCUCUACACUGAUGGAGAUGAAGGCCUAUCACGCCAUCAGCAGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAG
GACAAGAAGUCCCCACUGAAUCUGUCUCCCGAGCUGCAGGAUGAGAUCGGCACCGCCUUUAGCCUGUUCAAGAC
CGACGAGGAUAUCACAGGCAGACUGAAGGACAGGAUCCAGCCAGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCA
GCUUUGAUAAGUUCGUGCAGAUCAGCCUGAAGGCCCUGCGGAGGAUCGUGCCACUGAUGGAGCAGGGCAAGAGG
UACGACGAGGCCUGCGCCGAAAUCUACGGCGAUCACUAUGGCAAGAAGAACACAGAGGAGAAAAUCUACCUGCCC
CCUAUCCCCGCCGAUGAGAUCAGGAACCCUGUGGUGCUGCGCGCCCUGUCUCAGGCAAGAAAAGUGAUCAACGG
AGUGGUGCGCCGGUACGGCAGCCCCGCCAGAAUCCACAUCGAGACAGCCAGGGAAGUGGGCAAGUCCUUUAAGG
ACAGAAAGGAGAUCGAGAAGAGGCAGGAGGAGAACAGAAAGGAUAGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCAGAGAG
UACUUUCCUAAUUUCGUGGGCGAGCCAAAGUCCAAGGAUAUCCUGAAGCUGAGGCUGUACGAGCAGCAGCACGG
CAAGUGUCUGUAUUCUGGCAAGGAGAUCAACCUGGGCCGCCUGAAUGAGAAGGGCUAUGUGGAGAUCGACCACG
CCCUGCCUUUUUCUCGGACCUGGGACGAUAGCUUCAACAAUAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCUGAGAACCAGAAU
AAGGGCAACCAGACACCCUACGAGUAUUUCAACGGCAAGGACAAUAGCCGCGAGUGGCAGGAGUUUAAGGCAAGG
GUGGAGACAAGCAGGUUCCCUCGGUCCAAGAAGCAGAGAAUCCUGCUGCAGAAGUUUGACGAGGAUGGCUUCAA
GGAGAGGAACCUGAAUGACACCCGCUACGUGAAUCGGUUUCUGUGCCAGUUCGUGGCCGAUAGAAUGAGGCUGA
CCGGCAAGGGCAAGAAGAGAGUGUUUGCCUCCAACGGCCAGAUCACAAAUCUGCUGAGGGGCUUCUGGGGCCUG
AGAAAGGUGAGGGCAGAGAACGACAGGCACCACGCACUGGAUGCAGUGGUGGUGGCAUGUUCUACCGUGGCCAU
GCAGCAGAAGAUCACACGCUUUGUGCGGUAUAAGGAGAUGAAUGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGAUAAGGAGAC
AGGCGAGGUGCUGCACCAGAAGACACACUUUCCUCAGCCAUGGGAGUUCUUUGCCCAGGAAGUGAUGAUCCGGG
UGUUUGGCAAGCCUGACGGCAAGCCAGAGUUCGAGGAGGCCGAUACCCUGGAGAAGCUGAGAACACUGCUGGCA
GAGAAGCUGAGCUCCAGGCCCGAGGCAGUGCACGAGUACGUGACCCCACUGUUCGUGUCUAGAGCCCCCAACAG
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GAAGAUGAGCGGCCAGGGCCACAUGGAGACAGUGAAGUCCGCCAAGAGACUGGACGAGGGCGUGUCUGUGCUGA
GGGUGCCUCUGACACAGCUGAAGCUGAAGGAUCUGGAGAAGAUGGUGAAUCGCGAGCGGGAGCCAAAGCUGUAU
GAGGCCCUGAAGGCAAGGCUGGAGGCACACAAGGACGAUCCUGCCAAGGCCUUUGCCGAGCCAUUCUACAAGUA
UGAUAAGGCCGGCAACAGAACCCAGCAGGUGAAGGCCGUGAGGGUGGAGCAGGUGCAGAAGACAGGCGUGUGG
GUGCGCAACCACAAUGGCAUCGCCGACAAUGCUACCAUGGUGCGGGUGGACGUGUUUGAGAAGGGCGAUAAGUA
CUAUCUGGUGCCCAUCUACAGCUGGCAGGUGGCCAAGGGCAUCCUGCCUGAUAGAGCCGUGGUGCAGGGCAAG
GACGAGGAGGAUUGGCAGCUGAUCGACGAUUCCUUCAACUUUAAGUUCUCUCUGCACCCCAAUGACCUGGUGGA
AGUGAUCACCAAGAAGGCCAGGAUGUUUGGCUACUUCGCCUCCUGCCACCGCGGCACAGGCAACAUCAAUAUCC
GGAUCCACGACCUGGAUCACAAGAUCGGCAAGAACGGCAUCCUGGAGGGCAUCGGCGUGAAGACAGCCCUGAGC
UUCCAGAAGUAUCAGAUCGACGAGCUGGGCAAGGAGAUCAGACCUUGUAGGCUGAAGAAGCGCCCACCCGUGCG
GUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGCUGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUAGCUAGCACCAGCCU
CAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCCCCAAAAUGUA
GCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUAAAAAAAAAAAAUGGAAAAAAAAAAAACGGA
AAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACGUAAAAAA
AAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAAGGGAAAAAAAAAA
AACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCUAAAAAAAAAAAACG
AAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAAGUUAAAAAAAAAAAACUGAAAA
AAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUCGA

705

Secuencia de ejemplo que codifica
Nme1Cas9 con etiqueta HiBiT
(ARNm Y)

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGG
CUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACUCCAUCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCG
UGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUU
CGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGCCCGGLGGLUGGLLCCGGUCCGUGCGGLGG
CUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCUGCUGCGGACCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCC
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GCCAACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAGCUGLCGGGLCGLCCGCCCUGGA
CCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGC
GGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCGGCAACGCCCACGC
CCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCC
GGAACCAGCGGUCCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAG
AAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCA
GCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAG
GCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCA
GGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGA
CCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGA
CAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGCCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCC
UGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCCCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCcuucucccuacuuc
AAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGAUCCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCA
CAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCA
AGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUAC
CUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGA
UCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUC
CUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGLCCGCCGCCAAGU
UCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAG
CAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGGCCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAU
CGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGA
ACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCA
AGGCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGAC
GGCUUCAAGGAGCGGAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCGGAU
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GCGGCUGACCGGCAAGGGCAAGAAGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCuUUCU
GGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCAC
CGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCG
ACAAGGAGACCGGCGAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUG
AUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCUGGAGAAGCUGCGGAC
CCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGG
GCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCCAGGGCCACAUGGAGACCGUGAAGUCCGCCAAGCGGCUGGACGAGGGCGU
GUCCGUGCUGCGGGUGCCCCUGACCCAGCUGAAGCUGAAGGACCUGGAGAAGAUGGUGAACCGGGAGCGGGAG
CCCAAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCCACAAGGACGACCCCGCCAAGGCCUUCGCCGAGCC
CUUCUACAAGUACGACAAGGCCGGCAACCGGACCCAGCAGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGCAGGUGCAGAAGA
CCGGCGUGUGGGUGCGGAACCACAACGGCAUCGCCGACAACGCCACCAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCGAGAA
GGGCGACAAGUACUACCUGGUGCCCAUCUACUCCUGGCAGGUGGCCAAGGGCAUCCUGCCCGACCGGGCCGUG
GUGCAGGGCAAGGACGAGGAGGACUGGCAGCUGAUCGACGACUCCUUCAACUUCAAGUUCUCCCUGCACCCCAA
CGACCUGGUGGAGGUGAUCACCAAGAAGGCCCGGAUGUUCGGCUACUUCGCCUCCUGCCACCGGGGCACCGGCA
ACAUCAACAUCCGGAUCCACGACCUGGACCACAAGAUCGGCAAGAACGGCAUCCUGGAGGGCAUCGGCGUGAAGA
CCGCCCUGUCCUUCCAGAAGUACCAGAUCGACGAGCUGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGG
CCCCCCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGCUGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUAGC
UAGCACCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUC
CCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUAAAAAAAAAAAAUGGAAA
AAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAA
AAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAAA
GGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCUA
AAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAAGUUAAAAAA
AAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUCGA
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706

Secuencia de ejemplo que codifica
Nme3Cas9 con etiqueta HiBIiT
(ARNm 2)

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAG
AAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAAGGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGG
CUCCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAUCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGG
GCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGA
GCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGCLCCCGGLGGLUGGLLCGGUCcGUGLGGLGGeU
GACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCUGCUGCGGGLCCCGGCGGCUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGC
CGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCCCUGGCAGLCUGCGGGLLGLLGLCCUGGACC
GGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCG
GAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGCGCCCUGCUGAAGGGCGUGGCCGACAACGCCCACGCCC
UGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACAAGUUCGAGAAGGAGUGCGGCCACAUCCGG
AACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUGCAGGCCGAGCUGAACCUGCUGUUCGAGAA
GCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGC
GGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGC
CGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGG
GCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACC
UACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGUCCCUGGAGGACACCGCCUUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAA
CGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACACCAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGA
AGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCCCCGAGCUGCAGGACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAG
ACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGAUCCAGCCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAU
CUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGC
GGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUG
CCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAA
CGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUC
AAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAGGACCGGGAGAAGGLCCGLCCGCCAAGUUCCEG
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GGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGC
ACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGGCCGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGAC
CACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCA
GAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGG
CCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGC
UUCAAGGAGCGGAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCGGAUGCG
GCUGACCGGCAAGGGCAAGAAGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGG
GGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCG
UGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGAC
AAGGAGACCGGCGAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAU
GAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGACCC
UGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACGAGUACGUGACCCCCcCUGUUCGUGUCCCGGGC
CCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCCAGGGCCACAUGGAGACCGUGAAGUCCGCCAAGCGGCUGGACGAGGGCGUGU
CCGUGCUGCGGGUGCCCCUGACCCAGCUGAAGCUGAAGGACCUGGAGAAGAUGGUGAACCGGGAGCGGGAGCC
CAAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCCACAAGGACGACCCCGCCAAGGCCUUCGCCGAGCCcU
UCUACAAGUACGACAAGGCCGGCAACCGGACCCAGCAGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGCAGGUGCAGAAGACC
GGCGUGUGGGUGCGGAACCACAACGGCAUCGCCGACAACGCCACCAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCGAGAAGG
GCGACAAGUACUACCUGGUGCCCAUCUACUCCUGGCAGGUGGCCAAGGGCAUCCUGCCCGACCGGGCCGUGGU
GGCCUACGCCGACGAGGAGGACUGGACCGUGAUCGACGAGUCCUUCCGGUUCAAGUUCGUGCUGUACUCCAACG
ACCUGAUCAAGGUGCAGCUGAAGAAGGACUCCUUCCUGGGCUACUUCUCCGGCCUGGACCGGGCCACCGGLGEC
AUCUCCCUGCGGGAGCACGACCUGGAGAAGUCCAAGGGCAAGGACGGCAUGCACCGGAUCGGCGUGAAGACCGC
CCUGUCCUUCCAGAAGUACCAGAUCGACGAGAUGGGCAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCC
CCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGCUGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUAGCUAGCA
CCAGCCUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUGUCCCCCA
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AAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCGAGAAAAAAAAAAAAUGGAA

AAAAAAAAAACGGAAAAAAAAAAAAGGUAAAAAAAAAAAAUAUAAAAAAAAAAAACAUAAAAAAAAAAAACGAAAAAAA

AAAAACGUAAAAAAAAAAAACUCAAAAAAAAAAAAGAUAAAAAAAAAAAACCUAAAAAAAAAAAAUGUAAAAAAAAAAA

AGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAAAAACACAAAAAAAAAAAAUGCAAAAAAAAAAAAUCGAAAAAAAAAAAAUCU
AAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAAAAAAAAAUAGAAAAAAAAAAAAGUUAAAAA

AAAAAAACUGAAAAAAAAAAAAUUUAAAAAAAAAAAAUCUAG

707

Secuencia de aminoacidos de ejemplo
para Nme2Cas9
(Aminoacido AA del ARNm)

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGV
RVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLT
PLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFS
RKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNL
RILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKD
KKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGD
HYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAA
AKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKG
NQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRYV
FASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQP
WEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKH
NEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARLEAY GGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVL
LNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKV
EFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVR*

708

Secuencia de aminoacidos de ejemplo
para Nme1Cas9
(aminoacido BB del ARNm)

MAAFKPNSINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVRVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRTR
RLLKREGVLQAANFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVAG
NAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRSDYSHTFSRKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPAL
SGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNLRILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLE
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DTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKDKKSPLNLSPELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRIQPEILEA
LLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDHYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRR
YGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAAKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLG
RLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGNQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQ
KFDEDGFKERNLNDTRYVNRFLCQFVADRMRLTGKGKKRVFASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACST
VAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGEVLHQKTHFPQPWEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTLEKLRTLLAEKLS
SRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGQGHMETVKSAKRLDEGVSVLRVPLTQLKLKDLEKMVNREREPKLYEALKARLEAH
KDDPAKAFAEPFYKYDKAGNRTQQVKAVRVEQVQKTGVWVRNHNGIADNATMVRVDVFEKGDKYYLVPIYSWQVAKGIL
PDRAVVQGKDEEDWQLIDDSFNFKFSLHPNDLVEVITKKARMFGYFASCHRGTGNINIRIHDLDHKIGKNGILEGIGVKTALS
FQKYQIDELGKEIRPCRLKKRPPVRSGKRTADGSEFESPKKKRKVE*

709

Secuencia de aminoacidos de ejemplo
para Nme2Cas9 con etiqueta HiBiT
(aminoacido ARNm V)

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGV
RVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLT
PLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVANNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRGDYSHTFS
RKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNL
RILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKD
KKSPLNLSSELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRVQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGD
HYGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAA
AKFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLVRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKG
NQTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKECNLNDTRYVNRFLCQFVADHILLTGKGKRRV
FASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGKVLHQKTHFPQP
WEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGAHKDTLRSAKRFVKH
NEKISVKRVWLTEIKLADLENMVNYKNGREIELYEALKARLEAY GGNAKQAFDPKDNPFYKKGGQLVKAVRVEKTQESGVL
LNKKNAYTIADNGDMVRVDVFCKVDKKGKNQYFIVPIYAWQVAENILPDIDCKGYRIDDSYTFCFSLHKYDLIAFQKDEKSKV

EFAYYINCDSSNGRFYLAWHDKGSKEQQFRISTQNLVLIQKYQVNELGKEIRPCRLKKRPPVRSESATPESVSGWRLFKKI
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S*

710

Secuencia de aminoacidos de ejemplo
para Nme1Cas9 con etiqueta HiBiT
(aminoacido ARNm X)

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGAAFKPNSINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGV
RVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRTRRLLKREGVLQAANFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLT
PLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVAGNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRSDYSHTFS
RKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNL
RILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKD
KKSPLNLSPELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRIQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDH
YGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAA
KFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLGRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGN
QTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKERNLNDTRYVNRFLCQFVADRMRLTGKGKKRV
FASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGEVLHQKTHFPQP
WEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTLEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGQGHMETVKSAKRLDE
GVSVLRVPLTQLKLKDLEKMVNREREPKLYEALKARLEAHKDDPAKAFAEPFYKYDKAGNRTQQVKAVRVEQVQKTGVW
VRNHNGIADNATMVRVDVFEKGDKYYLVPIYSWQVAKGILPDRAVVQGKDEEDWQLIDDSFNFKFSLHPNDLVEVITKKAR
MFGYFASCHRGTGNINIRIHDLDHKIGKNGILEGIGVKTALSFQKYQIDELGKEIRPCRLKKRPPVRSESATPESVSGWRLFK
KIS*

711

Secuencia de aminoacidos de ejemplo
para Nme1Cas9 con etiqueta HiBiT
(aminoacido ARNm Y)

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGGAAFKPNSINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGV
RVFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRTRRLLKREGVLQAANFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLT
PLEWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVAGNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKESGHIRNQRSDYSHTFS
RKDLQAELILLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNL
RILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLGLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHAISRALEKEGLKD
KKSPLNLSPELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRIQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDH
YGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAA
KFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLGRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGN
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QTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLQKFDEDGFKERNLNDTRYVNRFLCQFVADRMRLTGKGKKRYV
FASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGEVLHQKTHFPQP
WEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTLEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGQGHMETVKSAKRLDE
GVSVLRVPLTQLKLKDLEKMVNREREPKLYEALKARLEAHKDDPAKAFAEPFYKYDKAGNRTQQVKAVRVEQVQKTGVW
VRNHNGIADNATMVRVDVFEKGDKYYLVPIYSWQVAKGILPDRAVVQGKDEEDWAQLIDDSFNFKFSLHPNDLVEVITKKAR
MFGYFASCHRGTGNINIRIHDLDHKIGKNGILEGIGVKTALSFQKYQIDELGKEIRPCRLKKRPPVRSESATPESVSGWRLFK
KIS*

712

Secuencia de aminoacidos de ejemplo
para Nme3Cas9 con etiqueta HiBiT
(aminoacido ARNm Z)

MDGSGGGSPKKKRKVEDKRPAATKKAGQAKKKKGGSGGAAFKPNPINYILGLDIGIASVGWAMVEIDEEENPIRLIDLGVR
VFERAEVPKTGDSLAMARRLARSVRRLTRRRAHRLLRARRLLKREGVLQAADFDENGLIKSLPNTPWQLRAAALDRKLTPL
EWSAVLLHLIKHRGYLSQRKNEGETADKELGALLKGVADNAHALQTGDFRTPAELALNKFEKECGHIRNQRGDYSHTFSR
KDLQAELNLLFEKQKEFGNPHVSGGLKEGIETLLMTQRPALSGDAVQKMLGHCTFEPAEPKAAKNTYTAERFIWLTKLNNL
RILEQGSERPLTDTERATLMDEPYRKSKLTYAQARKLLSLEDTAFFKGLRYGKDNAEASTLMEMKAYHTISRALEKEGLKD
KKSPLNLSPELQDEIGTAFSLFKTDEDITGRLKDRIQPEILEALLKHISFDKFVQISLKALRRIVPLMEQGKRYDEACAEIYGDH
YGKKNTEEKIYLPPIPADEIRNPVVLRALSQARKVINGVVRRYGSPARIHIETAREVGKSFKDRKEIEKRQEENRKDREKAAA
KFREYFPNFVGEPKSKDILKLRLYEQQHGKCLYSGKEINLGRLNEKGYVEIDHALPFSRTWDDSFNNKVLVLGSENQNKGN
QTPYEYFNGKDNSREWQEFKARVETSRFPRSKKQRILLOQKFDEDGFKERNLNDTRYVNRFLCQFVADRMRLTGKGKKRV
FASNGQITNLLRGFWGLRKVRAENDRHHALDAVVVACSTVAMQQKITRFVRYKEMNAFDGKTIDKETGEVLHQKTHFPQP
WEFFAQEVMIRVFGKPDGKPEFEEADTPEKLRTLLAEKLSSRPEAVHEYVTPLFVSRAPNRKMSGQGHMETVKSAKRLDE
GVSVLRVPLTQLKLKDLEKMVNREREPKLYEALKARLEAHKDDPAKAFAEPFYKYDKAGNRTQQVKAVRVEQVQKTGVW
VRNHNGIADNATMVRVDVFEKGDKYYLVPIYSWQVAKGILPDRAVVAYADEEDWTVIDESFRFKFVLYSNDLIKVQLKKDSF
LGYFSGLDRATGAISLREHDLEKSKGKDGMHRIGVKTALSFQKYQIDEMGKEIRPCRLKKRPPVRSESATPESVSGWRLFK
KIS*

713

Marco de lectura abierto de para
Nme2Cas9

augGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAA
GGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGLGGLCUCCGGLCGGLCGGLLyecgecuucaageccaaccccaucaacuacauccugggecug
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(ORF de ARNm AA)

gacaucggcaucgccuccgugggcugggccaugguggagaucgacgaggaggagaaccccauccggcugaucgaccugggegugeggguguucgagegg
gccgaggugcccaagaccggcgacucccuggecauggeccggeggeuggeccgguccgugeggeggeugacceggeggegggeccaccggeugeugeggge
ccggcggeugeugaagegggagggegugcugcaggcecgecgacuucgacgagaacggccugaucaagucccugcccaacacccccuggcageugegggec
gccgceccuggaccggaagcugaccccccuggagugguccgecgugcugeugcaccugaucaagcaccggggeuaccugucccagcggaagaacgagggcg
agaccgccgacaaggagcugggcgcccugcugaagggcguggccaacaacgcccacgcccugcagaccggcgacuuccggacceccgecgageuggeccug
aacaaguucgagaaggaguccggccacauccggaaccagcggggcgacuacucccacaccuucucccggaaggaccugcaggccgagcugauccugeugu
ucgagaagcagaaggaguucggcaacccccacguguccggcggccugaaggagggcaucgagacccugcugaugacccagcggceccgeccuguccggega
cgccgugcagaagaugcugggccacugcaccuucgageccgecgageccaaggccgcecaagaacaccuacaccgecgagcgguucaucuggeugaccaage
ugaacaaccugcggauccuggagcagggcuccgagcggccccugaccgacaccgagcegggcecacccugauggacgageccuaccggaaguccaageugac
cuacgcccaggcccggaageugcugggecuggaggacaccgccuucuucaagggccugcgguacggcaaggacaacgccgaggcecuccacccugauggag
augaaggccuaccacgccaucucccgggcccuggagaaggagggccugaaggacaagaaguccccccugaaccuguccuccgageugcaggacgagaucg
gcaccgccuucucccuguucaagaccgacgaggacaucaccggccggcugaaggaccgggugcagcccgagauccuggaggeccugcugaagcacaucuc
cuucgacaaguucgugcagaucucccugaaggcccugcggcggaucgugccccugauggagcagggcaagcgguacgacgaggcecugcgecgagaucuac
ggcgaccacuacggcaagaagaacaccgaggagaagaucuaccugccccccauccecgecgacgagauccggaaccccguggugeugegggeccuguccea
ggcccggaaggugaucaacggcguggugeggcgguacggcucccccgeccggauccacaucgagaccgcccgggaggugggcaaguccuucaaggaccgg
aaggagaucgagaagcggcaggaggagaaccggaaggaccgggagaaggccgccgccaaguuccgggaguacuuccccaacuucgugggcgageccaag
uccaaggacauccugaagcugcggcuguacgagcagcagcacggcaagugccuguacuccggcaaggagaucaaccuggugcggcugaacgagaagggce
uacguggagaucgaccacgcccugcccuucucccggaccugggacgacuccuucaacaacaaggugcuggugcugggcuccgagaaccagaacaagggcea
accagacccccuacgaguacuucaacggcaaggacaacucccgggaguggcaggaguucaaggceccggguggagaccucccgguuccececcgguccaagaa
gcagcggauccugcugcagaaguucgacgaggacggcuucaaggagugcaaccugaacgacacccgguacgugaaccgguuccugugccaguucguggec
gaccacauccugcugaccggcaagggcaagcggcggguguucgccuccaacggccagaucaccaaccugcugcggggeuucuggggecugeggaagguge
gggccgagaacgaccggcaccacgcccuggacgccguggugguggecugeuccaccguggecaugcagcagaagaucacccgguucgugegguacaagga
gaugaacgccuucgacggcaagaccaucgacaaggagaccggcaaggugcugcaccagaagacccacuucccccageccugggaguucuucgeccaggag

gugaugauccggguguucggcaagcccgacggcaagcccgaguucgaggaggcecgacacccccgagaagcugcggacccugecuggecgagaageuguccu
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cccggeccgaggcecgugcacgaguacgugaccccccuguucgugucccgggceccccaaccggaagauguccggcgeccacaaggacacccugegguccgec
aagcgguucgugaagcacaacgagaagaucuccgugaagcggguguggcugaccgagaucaagcuggcecgaccuggagaacauggugaacuacaagaac
ggccgggagaucgagcuguacgaggcccugaaggcccggcuggaggecuacggcggcaacgccaagcaggcecuucgaccccaaggacaaccccuucuaca
agaagggcggccagcuggugaaggecgugcggguggagaagacccaggaguccggcegugcugcugaacaagaagaacgccuacaccaucgcecgacaacy

gcgacauggugcggguggacguguucugcaagguggacaagaagggcaagaaccaguacuucaucgugcccaucuacgccuggcagguggcecgagaaca
uccugcccgacaucgacugcaagggcuaccggaucgacgacuccuacaccuucugcuucucccugcacaaguacgaccugaucgccuuccagaaggacga

gaaguccaagguggaguucgccuacuacaucaacugcgacuccuccaacggccgguucuaccuggecuggcacgacaagggcuccaaggagcagcaguuc

cggaucuccacccagaaccuggugcugauccagaaguaccaggugaacgagcugggcaaggagauccggcccugccggcugaagaageggcccceccguge

gguag

714

Marco de lectura abierto de ejemplo
para Nme1Cas9
(ORF de ARNm AB )

AUGGCAGCAUUCAAGCCGAACUCGAUCAACUACAUCCUGGGACUGGACAUCGGAAUCGCAUCGGUCGGAUGGGC
AAUGGUCGAAAUCGACGAAGAAGAAAACCCGAUCAGACUGAUCGACCUGGGAGUCAGAGUCUUCGAAAGAGCAGA
AGUCCCGAAGACAGGAGACUCGCUGGCAAUGGCAAGAAGACUGGCAAGAUCGGUCAGAAGACUGACAAGAAGAAG
AGCACACAGACUGCUGAGAACAAGAAGACUGCUGAAGAGAGAAGGAGUCCUGCAGGCAGCAAACUUCGACGAAAA
CGGACUGAUCAAGUCGCUGCCGAACACACCGUGGCAGCUGAGAGCAGCAGCACUGGACAGAAAGCUGACACCGC
UGGAAUGGUCGGCAGUCCUGCUGCACCUGAUCAAGCACAGAGGAUACCUGUCGCAGAGAAAGAACGAAGGAGAAA
CAGCAGACAAGGAACUGGGAGCACUGCUGAAGGGAGUCGCAGGAAACGCACACGCACUGCAGACAGGAGACUUC
AGAACACCGGCAGAACUGGCACUGAACAAGUUCGAAAAGGAAUCGGGACACAUCAGAAACCAGAGAUCGGACUAC
UCGCACACAUUCUCGAGAAAGGACCUGCAGGCAGAACUGAUCCUGCUGUUCGAAAAGCAGAAGGAAUUCGGAAAC
CCGCACGUCUCGGGAGGACUGAAGGAAGGAAUCGAAACACUGCUGAUGACACAGAGACCGGCACUGUCGGGAGA
CGCAGUCCAGAAGAUGCUGGGACACUGCACAUUCGAACCGGCAGAACCGAAGGCAGCAAAGAACACAUACACAGC
AGAAAGAUUCAUCUGGCUGACAAAGCUGAACAACCUGAGAAUCCUGGAACAGGGAUCGGAAAGACCGCUGACAGA
CACAGAAAGAGCAACACUGAUGGACGAACCGUACAGAAAGUCGAAGCUGACAUACGCACAGGCAAGAAAGCUGCU
GGGACUGGAAGACACAGCAUUCUUCAAGGGACUGAGAUACGGAAAGGACAACGCAGAAGCAUCGACACUGAUGGA
AAUGAAGGCAUACCACGCAAUCUCGAGAGCACUGGAAAAGGAAGGACUGAAGGACAAGAAGUCGCCGCUGAACCU
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GUCGCCGGAACUGCAGGACGAAAUCGGAACAGCAUUCUCGCUGUUCAAGACAGACGAAGACAUCACAGGAAGACU
GAAGGACAGAAUCCAGCCGGAAAUCCUGGAAGCACUGCUGAAGCACAUCUCGUUCGACAAGUUCGUCCAGAUCUC
GCUGAAGGCACUGAGAAGAAUCGUCCCGCUGAUGGAACAGGGAAAGAGAUACGACGAAGCAUGCGCAGAAAUCUA
CGGAGACCACUACGGAAAGAAGAACACAGAAGAAAAGAUCUACCUGCCGCCGAUCCCGGCAGACGAAAUCAGAAA
CCCGGUCGUCCUGAGAGCACUGUCGCAGGCAAGAAAGGUCAUCAACGGAGUCGUCAGAAGAUACGGAUCGCCGG
CAAGAAUCCACAUCGAAACAGCAAGAGAAGUCGGAAAGUCGUUCAAGGACAGAAAGGAAAUCGAAAAGAGACAGGA
AGAAAACAGAAAGGACAGAGAAAAGGCAGCAGCAAAGUUCAGAGAAUACUUCCCGAACUUCGUCGGAGAACCGAA
GUCGAAGGACAUCCUGAAGCUGAGACUGUACGAACAGCAGCACGGAAAGUGCCUGUACUCGGGAAAGGAAAUCAA
CCUGGGAAGACUGAACGAAAAGGGAUACGUCGAAAUCGACCACGCACUGCCGUUCUCGAGAACAUGGGACGACUC
GUUCAACAACAAGGUCCUGGUCCUGGGAUCGGAAAACCAGAACAAGGGAAACCAGACACCGUACGAAUACUUCAA
CGGAAAGGACAACUCGAGAGAAUGGCAGGAAUUCAAGGCAAGAGUCGAAACAUCGAGAUUCCCGAGAUCGAAGAA
GCAGAGAAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAAGACGGAUUCAAGGAAAGAAACCUGAACGACACAAGAUACGUCAA
CAGAUUCCUGUGCCAGUUCGUCGCAGACAGAAUGAGACUGACAGGAAAGGGAAAGAAGAGAGUCUUCGCAUCGAA
CGGACAGAUCACAAACCUGCUGAGAGGAUUCUGGGGACUGAGAAAGGUCAGAGCAGAAAACGACAGACACCACGC
ACUGGACGCAGUCGUCGUCGCAUGCUCGACAGUCGCAAUGCAGCAGAAGAUCACAAGAUUCGUCAGAUACAAGGA
AAUGAACGCAUUCGACGGAAAGACAAUCGACAAGGAAACAGGAGAAGUCCUGCACCAGAAGACACACUUCCCGCA
GCCGUGGGAAUUCUUCGCACAGGAAGUCAUGAUCAGAGUCUUCGGAAAGCCGGACGGAAAGCCGGAAUUCGAAG
AAGCAGACACACUGGAAAAGCUGAGAACACUGCUGGCAGAAAAGCUGUCGUCGAGACCGGAAGCAGUCCACGAAU
ACGUCACACCGCUGUUCGUCUCGAGAGCACCGAACAGAAAGAUGUCGGGACAGGGACACAUGGAAACAGUCAAGU
CGGCAAAGAGACUGGACGAAGGAGUCUCGGUCCUGAGAGUCCCGCUGACACAGCUGAAGCUGAAGGACCUGGAA
AAGAUGGUCAACAGAGAAAGAGAACCGAAGCUGUACGAAGCACUGAAGGCAAGACUGGAAGCACACAAGGACGAC
CCGGCAAAGGCAUUCGCAGAACCGUUCUACAAGUACGACAAGGCAGGAAACAGAACACAGCAGGUCAAGGCAGUC
AGAGUCGAACAGGUCCAGAAGACAGGAGUCUGGGUCAGAAACCACAACGGAAUCGCAGACAACGCAACAAUGGUC
AGAGUAGACGUCUUCGAAAAGGGAGACAAGUACUACCUGGUCCCGAUCUACUCGUGGCAGGUCGCAAAGGGAAU
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CCUGCCGGACAGAGCAGUCGUCCAGGGAAAGGACGAAGAAGACUGGCAGCUGAUCGACGACUCGUUCAACUUCA
AGUUCUCGCUGCACCCGAACGACCUGGUCGAAGUCAUCACAAAGAAGGCAAGAAUGUUCGGAUACUUCGCAUCGU
GCCACAGAGGAACAGGAAACAUCAACAUCAGAAUCCACGACCUGGACCACAAGAUCGGAAAGAACGGAAUCCUGG
AAGGAAUCGGAGUCAAGACAGCACUGUCGUUCCAGAAGUACCAGAUCGACGAACUGGGAAAGGAAAUCAGACCGU
GCAGACUGAAGAAGAGACCGCCGGUCAGAUCCGGAAAGAGAACAGCAGACGGAUCGGAAUUCGAAUCGCCGAAGA
AGAAGAGAAAGGUCGAAUGA

715

Marco de lectura abierto de ejemplo
para Nme2Cas9 con etiqueta HiBiT
(ORF de ARNm V)

augGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAA
GGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGGCUCCGGCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACA
UCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAU
CCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUG
GCCCGGCGGCUGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGLUGCUGLCGGGLLCLCGGLGE
CUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACAC
CCCCUGGCAGCUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCAC
CUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGLCGCCcU
GCUGAAGGGCGUGGCCAACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGA
ACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGAC
CUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAA
GGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGC
CACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGAC
CAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGA
UGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCC
UUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGC
CAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCUCCGAGCUGCAGG
ACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGGUGCAG
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CCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCG
GCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUAC
GGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCU
GCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCAC
AUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCG
GAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGG
ACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGUG
CGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAA
CAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAA
GGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGC
GGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGUGCAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGG
UUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCACAUCCUGCUGACCGGCAAGGGCAAGCGGCGGGUGUUCGCCUCCAACG
GCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGC
CCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAG
GAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCAAGGUGCUGCACCAGAAGACCCAcCuUUCcce
CAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCG
AGGAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCA
CGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCGCCCACAAGGACACCCUGC
GGUCCGCCAAGCGGUUCGUGAAGCACAACGAGAAGAUCUCCGUGAAGCGGGUGUGGCUGACCGAGAUCAAGCUG
GCCGACCUGGAGAACAUGGUGAACUACAAGAACGGCCGGGAGAUCGAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCeGGeu
GGAGGCCUACGGCGGCAACGCCAAGCAGGCCUUCGACCCCAAGGACAACCCCUUCUACAAGAAGGGCGGCCAGC
UGGUGAAGGCCGUGCGGGUGGAGAAGACCCAGGAGUCCGGCGUGCUGCUGAACAAGAAGAACGCCUACACCAUC
GCCGACAACGGCGACAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCUGCAAGGUGGACAAGAAGGGCAAGAACCAGUACUUCAU
CGUGCCCAUCUACGCCUGGCAGGUGGCCGAGAACAUCCUGCCCGACAUCGACUGCAAGGGCUACCGGAUCGACG
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ACUCCUACACCUUCUGCUUCUCCCUGCACAAGUACGACCUGAUCGCCUUCCAGAAGGACGAGAAGUCCAAGGUGG
AGUUCGCCUACUACAUCAACUGCGACUCCUCCAACGGCCGGUUCUACCUGGCCUGGCACGACAAGGGCUCCAAG
GAGCAGCAGUUCCGGAUCUCCACCCAGAACCUGGUGCUGAUCCAGAAGUACCAGGUGAACGAGCUGGGCAAGGA
GAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGC
UGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUAG

716

Marco de lectura abierto de ejemplo
para Nme1Cas9 con etiqueta HiBiT
(ORF de ARNm X))

augGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAA
GGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGGCUCCGGCGGCGGCGCAGCAUUCAAGCCAAACUCAAUCAAUUACA
UCCUGGGACUGGACAUCGGCAUCGCAUCCGUCGGGUGGGCUAUGGUCGAAAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUC
CGCCUGAUCGAUCUGGGCGUGCGCGUGUUUGAGAGGGCAGAGGUGCCUAAGACCGGCGACAGCCUGGCCAUGG
CACGGAGACUGGCACGCUCCGUGAGGCGCCUGACCCGGAGAAGGGCCCACAGACUGCUGAGGACACGCCGGCU
GCUGAAGAGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCAACUUCGAUGAGAAUGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAAUACCC
CUUGGCAGCUGAGGGCAGCCGCCCUGGACCGCAAGCUGACACCUCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCACCU
GAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCUCAGAGAAAGAACGAGGGCGAGACAGCCGAUAAGGAGCUGGGLCGCCcUGC
UGAAGGGAGUGGCAGGAAAUGCACACGCCCUGCAGACCGGCGACUUUCGCACACCAGCCGAGCUGGCCCUGAAC
AAGUUCGAGAAGGAGAGCGGCCACAUCCGCAAUCAGCGGUCUGACUAUAGCCACACCUUCUCCCGGAAGGAUCU
GCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUUGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCACACGUGUCUGGCGGCCUGAAGG
AGGGCAUCGAGACACUGCUGAUGACACAGCGGCCCGCCCUGAGCGGCGACGCAGUGCAGAAGAUGCUGGGACAC
UGCACCUUUGAGCCAGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAAUACCUACACAGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACAAA
GCUGAACAAUCUGAGGAUCCUGGAGCAGGGAAGCGAGCGCCCACUGACCGACACAGAGAGGGCCACCCUGAUGG
AUGAGCCCUACCGCAAGUCCAAGCUGACAUAUGCACAGGCAAGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCCcUUC
UUUAAGGGCCUGAGAUACGGCAAGGAUAACGCCGAGGCCUCUACACUGAUGGAGAUGAAGGCCUAUCACGCCAU
CAGCAGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCACUGAAUCUGUCUCCCGAGCUGCAGGAUG
AGAUCGGCACCGCCUUUAGCCUGUUCAAGACCGACGAGGAUAUCACAGGCAGACUGAAGGACAGGAUCCAGCCA
GAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCAGCUUUGAUAAGUUCGUGCAGAUCAGCCUGAAGGCCCUGCGGAG
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GAUCGUGCCACUGAUGGAGCAGGGCAAGAGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAAAUCUACGGCGAUCACUAUGGCA
AGAAGAACACAGAGGAGAAAAUCUACCUGCCCCCUAUCCCCGCCGAUGAGAUCAGGAACCCUGUGGUGCUGCGC
GCCCUGUCUCAGGCAAGAAAAGUGAUCAACGGAGUGGUGCGCCGGUACGGCAGCCCCGCCAGAAUCCACAUCGA
GACAGCCAGGGAAGUGGGCAAGUCCUUUAAGGACAGAAAGGAGAUCGAGAAGAGGCAGGAGGAGAACAGAAAGG
AUAGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCAGAGAGUACUUUCCUAAUUUCGUGGGCGAGCCAAAGUCCAAGGAUAUC
CUGAAGCUGAGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGUCUGUAUUCUGGCAAGGAGAUCAACCUGGGCCGCCU
GAAUGAGAAGGGCUAUGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCUUUUUCUCGGACCUGGGACGAUAGCUUCAACAAUA
AGGUGCUGGUGCUGGGCUCUGAGAACCAGAAUAAGGGCAACCAGACACCCUACGAGUAUUUCAACGGCAAGGAC
AAUAGCCGCGAGUGGCAGGAGUUUAAGGCAAGGGUGGAGACAAGCAGGUUCCCUCGGUCCAAGAAGCAGAGAAU
CCUGCUGCAGAAGUUUGACGAGGAUGGCUUCAAGGAGAGGAACCUGAAUGACACCCGCUACGUGAAUCGGUUUC
UGUGCCAGUUCGUGGCCGAUAGAAUGAGGCUGACCGGCAAGGGCAAGAAGAGAGUGUUUGCCUCCAACGGCCAG
AUCACAAAUCUGCUGAGGGGCUUCUGGGGCCUGAGAAAGGUGAGGGCAGAGAACGACAGGCACCACGCACUGGA
UGCAGUGGUGGUGGCAUGUUCUACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACACGCUUUGUGCGGUAUAAGGAGAUGA
AUGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGAUAAGGAGACAGGCGAGGUGCUGCACCAGAAGACACACUUUCCUCAGCCAU
GGGAGUUCUUUGCCCAGGAAGUGAUGAUCCGGGUGUUUGGCAAGCCUGACGGCAAGCCAGAGUUCGAGGAGGC
CGAUACCCUGGAGAAGCUGAGAACACUGCUGGCAGAGAAGCUGAGCUCCAGGCCCGAGGCAGUGCACGAGUACG
UGACCCCACUGUUCGUGUCUAGAGCCCCCAACAGGAAGAUGAGCGGCCAGGGCCACAUGGAGACAGUGAAGUCC
GCCAAGAGACUGGACGAGGGCGUGUCUGUGCUGAGGGUGCCUCUGACACAGCUGAAGCUGAAGGAUCUGGAGAA
GAUGGUGAAUCGCGAGCGGGAGCCAAAGCUGUAUGAGGCCCUGAAGGCAAGGCUGGAGGCACACAAGGACGAUC
CUGCCAAGGCCUUUGCCGAGCCAUUCUACAAGUAUGAUAAGGCCGGCAACAGAACCCAGCAGGUGAAGGCCGUG
AGGGUGGAGCAGGUGCAGAAGACAGGCGUGUGGGUGCGCAACCACAAUGGCAUCGCCGACAAUGCUACCAUGGU
GCGGGUGGACGUGUUUGAGAAGGGCGAUAAGUACUAUCUGGUGCCCAUCUACAGCUGGCAGGUGGCCAAGGGC
AUCCUGCCUGAUAGAGCCGUGGUGCAGGGCAAGGACGAGGAGGAUUGGCAGCUGAUCGACGAUUCCUUCAACUU
UAAGUUCUCUCUGCACCCCAAUGACCUGGUGGAAGUGAUCACCAAGAAGGCCAGGAUGUUUGGCUACUUCGCCU
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CCUGCCACCGCGGCACAGGCAACAUCAAUAUCCGGAUCCACGACCUGGAUCACAAGAUCGGCAAGAACGGCAUCC
UGGAGGGCAUCGGCGUGAAGACAGCCCUGAGCUUCCAGAAGUAUCAGAUCGACGAGCUGGGCAAGGAGAUCAGA
CCUUGUAGGCUGAAGAAGCGCCCACCCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGGLUGGEGGC
UGUUCAAGAAGAUCUCCUAG

7

Marco de lectura abierto de ejemplo
para Nme1Cas9 con etiqueta HiBiT
(ORF de ARNm YY)

augGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAA
GGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGGCUCCGGCGGLCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACUCCAUCAACUACA
UCCUGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAU
CCGGCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUG
GCCCGGCGGCUGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGCGGGCCCACCGGCUGCUGCGGACCCGGLGG
CUGCUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCAACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACAC
CCCCUGGCAGCUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGCCGUGCUGCUGCAC
CUGAUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGLCUGGGLCGCccU
GCUGAAGGGCGUGGCCGGCAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGLCUGGLCCUG
AACAAGUUCGAGAAGGAGUCCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGUCCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGAC
CUGCAGGCCGAGCUGAUCCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAA
GGAGGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGC
CACUGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGAC
CAAGCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGA
UGGACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGGGCCUGGAGGACACCGCC
UUCUUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACGC
CAUCUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCCCCGAGCUGCAGG
ACGAGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGAUCCAG
CCCGAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCG
GCGGAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUAC
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GGCAAGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCU
GCGGGCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCAC
AUCGAGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCG
GAAGGACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGG
ACAUCCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGGC
CGGCUGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAA
CAACAAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAA
GGACAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGC
GGAUCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGCGGAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGG
UUCCUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCGGAUGCGGCUGACCGGCAAGGGCAAGAAGCGGGUGUUCGCCUCCAACG
GCCAGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGC
CCUGGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAG
GAGAUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCGAGGUGCUGCACCAGAAGACCCAcCUUCCC
CCAGCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUC
GAGGAGGCCGACACCCUGGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGLCCGUGC
ACGAGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCCAGGGCCACAUGGAGACC
GUGAAGUCCGCCAAGCGGCUGGACGAGGGCGUGUCCGUGCUGCGGGUGCCCCUGACCCAGCUGAAGCUGAAGG
ACCUGGAGAAGAUGGUGAACCGGGAGCGGGAGCCCAAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCCA
CAAGGACGACCCCGCCAAGGCCUUCGCCGAGCCCUUCUACAAGUACGACAAGGCCGGCAACCGGACCCAGCAGG
UGAAGGCCGUGCGGGUGGAGCAGGUGCAGAAGACCGGCGUGUGGGUGCGGAACCACAACGGCAUCGCCGACAA
CGCCACCAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCGAGAAGGGCGACAAGUACUACCUGGUGCCCAUCUACUCCUGGCAGG
UGGCCAAGGGCAUCCUGCCCGACCGGGCCGUGGUGCAGGGCAAGGACGAGGAGGACUGGCAGCUGAUCGACGA
CUCCUUCAACUUCAAGUUCUCCCUGCACCCCAACGACCUGGUGGAGGUGAUCACCAAGAAGGCCCGGAUGUUCG
GCUACUUCGCCUCCUGCCACCGGGGCACCGGCAACAUCAACAUCCGGAUCCACGACCUGGACCACAAGAUCGGC
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AAGAACGGCAUCCUGGAGGGCAUCGGCGUGAAGACCGCCCUGUCCUUCCAGAAGUACCAGAUCGACGAGCUGGG
CAAGGAGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUG
UCCGGCUGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUAG

718

Marco de lectura abierto de ejemplo
para Nme3Cas9 con etiqueta HiBiT
(ORF de ARNm Z)

augGACGGCUCCGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGGAGGACAAGCGGCCCGCCGCCACCAAGAA
GGCCGGCCAGGCCAAGAAGAAGAAGGGCGGCUCCGGCGGCGCCGCCUUCAAGCCCAACCCCAUCAACUACAUCC
UGGGCCUGGACAUCGGCAUCGCCUCCGUGGGCUGGGCCAUGGUGGAGAUCGACGAGGAGGAGAACCCCAUCCG
GCUGAUCGACCUGGGCGUGCGGGUGUUCGAGCGGGCCGAGGUGCCCAAGACCGGCGACUCCCUGGCCAUGGCC
CGGCGGCUGGCCCGGUCCGUGCGGCGGCUGACCCGGCGGLGGGLCCCACCGGLUGLUGLGGGLLCGGLGGLUG
CUGAAGCGGGAGGGCGUGCUGCAGGCCGCCGACUUCGACGAGAACGGCCUGAUCAAGUCCCUGCCCAACACCCC
CUGGCAGCUGCGGGCCGCCGCCCUGGACCGGAAGCUGACCCCCCUGGAGUGGUCCGLCCGUGCUGCUGCACCUG
AUCAAGCACCGGGGCUACCUGUCCCAGCGGAAGAACGAGGGCGAGACCGCCGACAAGGAGCUGGGLCGCccuaGey
GAAGGGCGUGGCCGACAACGCCCACGCCCUGCAGACCGGCGACUUCCGGACCCCCGCCGAGCUGGCCCUGAACA
AGUUCGAGAAGGAGUGCGGCCACAUCCGGAACCAGCGGGGCGACUACUCCCACACCUUCUCCCGGAAGGACCUG
CAGGCCGAGCUGAACCUGCUGUUCGAGAAGCAGAAGGAGUUCGGCAACCCCCACGUGUCCGGCGGCCUGAAGGA
GGGCAUCGAGACCCUGCUGAUGACCCAGCGGCCCGCCCUGUCCGGCGACGCCGUGCAGAAGAUGCUGGGCCAC
UGCACCUUCGAGCCCGCCGAGCCCAAGGCCGCCAAGAACACCUACACCGCCGAGCGGUUCAUCUGGCUGACCAA
GCUGAACAACCUGCGGAUCCUGGAGCAGGGCUCCGAGCGGCCCCUGACCGACACCGAGCGGGCCACCCUGAUGG
ACGAGCCCUACCGGAAGUCCAAGCUGACCUACGCCCAGGCCCGGAAGCUGCUGUCCCUGGAGGACACCGCccuUuC
UUCAAGGGCCUGCGGUACGGCAAGGACAACGCCGAGGCCUCCACCCUGAUGGAGAUGAAGGCCUACCACACCAU
CUCCCGGGCCCUGGAGAAGGAGGGCCUGAAGGACAAGAAGUCCCCCCUGAACCUGUCCCCCGAGCUGCAGGACG
AGAUCGGCACCGCCUUCUCCCUGUUCAAGACCGACGAGGACAUCACCGGCCGGCUGAAGGACCGGAUCCAGCCC
GAGAUCCUGGAGGCCCUGCUGAAGCACAUCUCCUUCGACAAGUUCGUGCAGAUCUCCCUGAAGGCCCUGCGGCG
GAUCGUGCCCCUGAUGGAGCAGGGCAAGCGGUACGACGAGGCCUGCGCCGAGAUCUACGGCGACCACUACGGCA
AGAAGAACACCGAGGAGAAGAUCUACCUGCCCCCCAUCCCCGCCGACGAGAUCCGGAACCCCGUGGUGCUGCGG
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GCCCUGUCCCAGGCCCGGAAGGUGAUCAACGGCGUGGUGCGGCGGUACGGCUCCCCCGCCCGGAUCCACAUCG
AGACCGCCCGGGAGGUGGGCAAGUCCUUCAAGGACCGGAAGGAGAUCGAGAAGCGGCAGGAGGAGAACCGGAAG
GACCGGGAGAAGGCCGCCGCCAAGUUCCGGGAGUACUUCCCCAACUUCGUGGGCGAGCCCAAGUCCAAGGACAU
CCUGAAGCUGCGGCUGUACGAGCAGCAGCACGGCAAGUGCCUGUACUCCGGCAAGGAGAUCAACCUGGGCCGGC
UGAACGAGAAGGGCUACGUGGAGAUCGACCACGCCCUGCCCUUCUCCCGGACCUGGGACGACUCCUUCAACAAC
AAGGUGCUGGUGCUGGGCUCCGAGAACCAGAACAAGGGCAACCAGACCCCCUACGAGUACUUCAACGGCAAGGA
CAACUCCCGGGAGUGGCAGGAGUUCAAGGCCCGGGUGGAGACCUCCCGGUUCCCCCGGUCCAAGAAGCAGCGGA
UCCUGCUGCAGAAGUUCGACGAGGACGGCUUCAAGGAGCGGAACCUGAACGACACCCGGUACGUGAACCGGUUC
CUGUGCCAGUUCGUGGCCGACCGGAUGCGGCUGACCGGCAAGGGCAAGAAGCGGGUGUUCGCCUCCAACGGCC
AGAUCACCAACCUGCUGCGGGGCUUCUGGGGCCUGCGGAAGGUGCGGGCCGAGAACGACCGGCACCACGCCcU
GGACGCCGUGGUGGUGGCCUGCUCCACCGUGGCCAUGCAGCAGAAGAUCACCCGGUUCGUGCGGUACAAGGAG
AUGAACGCCUUCGACGGCAAGACCAUCGACAAGGAGACCGGCGAGGUGCUGCACCAGAAGACCCACUUCCCCCA
GCCCUGGGAGUUCUUCGCCCAGGAGGUGAUGAUCCGGGUGUUCGGCAAGCCCGACGGCAAGCCCGAGUUCGAG
GAGGCCGACACCCCCGAGAAGCUGCGGACCCUGCUGGCCGAGAAGCUGUCCUCCCGGCCCGAGGCCGUGCACG
AGUACGUGACCCCCCUGUUCGUGUCCCGGGCCCCCAACCGGAAGAUGUCCGGCCAGGGCCACAUGGAGACCGUG
AAGUCCGCCAAGCGGCUGGACGAGGGCGUGUCCGUGCUGCGGGUGCCCCUGACCCAGCUGAAGCUGAAGGACC
UGGAGAAGAUGGUGAACCGGGAGCGGGAGCCCAAGCUGUACGAGGCCCUGAAGGCCCGGCUGGAGGCCCACAA
GGACGACCCCGCCAAGGCCUUCGCCGAGCCCUUCUACAAGUACGACAAGGCCGGCAACCGGACCCAGCAGGUGA
AGGCCGUGCGGGUGGAGCAGGUGCAGAAGACCGGCGUGUGGGUGCGGAACCACAACGGCAUCGCCGACAACGC
CACCAUGGUGCGGGUGGACGUGUUCGAGAAGGGCGACAAGUACUACCUGGUGCCCAUCUACUCCUGGCAGGUG
GCCAAGGGCAUCCUGCCCGACCGGGCCGUGGUGGCCUACGCCGACGAGGAGGACUGGACCGUGAUCGACGAGU
CCUUCCGGUUCAAGUUCGUGCUGUACUCCAACGACCUGAUCAAGGUGCAGCUGAAGAAGGACUCCUUCCUGGGC
UACUUCUCCGGCCUGGACCGGGCCACCGGCGCCAUCUCCCUGCGGGAGCACGACCUGGAGAAGUCCAAGGGCAA
GGACGGCAUGCACCGGAUCGGCGUGAAGACCGCCCUGUCCUUCCAGAAGUACCAGAUCGACGAGAUGGGCAAGG
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AGAUCCGGCCCUGCCGGCUGAAGAAGCGGCCCCCCGUGCGGUCCGAGUCCGCCACCCCCGAGUCCGUGUCCGG
CUGGCGGCUGUUCAAGAAGAUCUCCUAG

abla 4B: Secuencias adicionales

G000502 758 ACACAAAUACCAGUCCAGCGGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAG

(sin modificar) UucGGUGCUUUU

G000502 759 mA*MC*mA*CAAAUACCAGUCCAGCGGUUUUAGAMGMCmMUmMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCmMUmMUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMGMUMCmMGmMGmMUMGmMCmU*mU*muU*mu

ARNWT-145 760 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTTCTCATTTCGGAAACGAAATGAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAG
ATGTGCCGCAACGCTCTGCCCCTTAAAGCTTCTGCTTTAAGGGGCATCGTTTAT

ARN9-102 761 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCCTTCTGAAAAGAAGGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCTTC
TGCATCGTHt

ARN7-106 762 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTCTGAAAAGCCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTG
CTTCTGCATCGTHtt

ARNB8-106 763 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTTCTGAAAAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGC
TCTGCTTCTGCAtt

ARNG6-110 764 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTTCTGAAAAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGC
TCTGCTTCTGCATCGTHt

ARNG6b-110 765 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCCTTCTCATTGAAAAATGAGAAGGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGC
TCTGCTTCTGCATCGttt

ARN5-112 766 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTCTGAAAAGCCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTG
CCCCTTTTCTAAGGGGCALtt

ARN4-116 767 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTTCTGAAAAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGC
TCTGCCCCTTTTCTAAGGGGCALt

ARN3-122 768 gGGGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTTCTCAGGAAACTGAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGC
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CGCAACGCTCTGCCCCTTTTCTAAGGGGCAT

ARN2-126 769 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTCTCAGGAAACTGAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGC
AACGCTCTGCCCCTITTCTAAGGGGCATCGtttT

ARN17-101 770 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCICCCtGAAACCGttGCIACAAIAAGGCCGIGAAAAIGIGCCGCAACGCICIGCCttCtGGCALCGtHT

ARN18-103 771 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCICCCtGAAACCGttGCtACAAIAAGGCCGICGAAAGAIGIGCCGCAACGCICIGCCttCtGGCALCGttt
T

ARN15-105 772 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCtCCCtGAAACCGttGCtACAAIAAGGCCGIGAAAAIGtGCCGCAACGCICtGCCGCttCtGCGGCALC
GtttT

ARN16-105 773 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCtCCCtGAAACCGttGCtACAAIAAGGCCGICtGAAAAGAIGtGCCGCAACGCICtGCCHCIGGCALCG
tttT

ARN13-107 774 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCICCCttCGGAAACGACCGHttGCtACAAIAAGGCCGtGAAAAIGIGCCGCAACGCICtGCCttCtGGCALt
CGtttT

ARN14-109 775 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCICCCtGAAACCGttGCtACAAIAAGGCCGICtGAAAAGAIGIGCCGCAACGCICtGCCGCHttCtGCGG
CACGtttT

ARN12-111 776 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCICCCttCGGAAACGACCGHttGCIACAAIAAGGCCGICtGAAAAGAIGIGCCGCAACGCICIGCCHCtG
GCAtCGtttT

ARN11-113 77 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCICCCttCGGAAACGACCGttGCtACAAIAAGGCCGItGAAAAIGIGCCGCAACGCICtGCCGCHttCtGC
GGCAtCGHtTTT

ARN10-115 778 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGttGtAGCICCCttCGGAAACGACCGHttGCtACAAIAAGGCCGtCtGAAAAGAIGIGCCGCAACGCtCtGCCGCitt
CtGCGGCALCGtttT

R10B-111 779 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTGGAAACACCGTTGCTACAATAAGGCCGTTGAAAAATGTGCCGCAACGCTCTGCC
CTTCTGGGCATCGTTTTTT

R10E-109 780 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTGGAAACACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCGAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGC

CCTTCTGGGCATCGTTTT
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R10F-113 781 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTGGAAACACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTG
CCGCTTCTGCGGCATCGTTTT

R10G-113 782 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTCGGAAACGACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCT
CTGCCGTTCTCGGCATCGTTTT

R10H-113 783 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTCGGAAACGACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCT
CTGCCCTTCTGGGCATCGTTTT

R101-113 784 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTCGGAAACGACCGTTGCTACAATAAGGCCGTTGAAAAATGTGCCGCAACGCTCTG
CCGCTTCTGCGGCATCGTTTT

R10J-113 785 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTCGGAAACGACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCGAAAGATGTGCCGCAACGCTCT
GCCGCTTCTGCGGCATCGTTTT

R19-112 786 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCTTCGGAACGACCGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAGATGTGCCGCAACGCTCT
GCCGCTCTGCGGCATCGTTTT

ES99 787 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCGAAACGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCTTCTG
CATCGTT

ES121 788 gGGGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCGAAACGTTGCTACAATAAGGCCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCC
CCTTAAAGCTTCTGCTTTAAGGGGCATCGTTTA

ES111 789 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCGAAACGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCCCCTT
TTCTAAGGGGCATCGTTTA

ES105 790 GGCGCTTCGCCAGCCATTCCTGCGTTGTAGCTCCCGAAACGTTGCTACAATAAGGCCGTCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCttCTGC
ATCGTTTALtT

791-799  |No utilizado
G023066 800 mC*mC*mA*mAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAmMCAAU*AAGMGmMC

CmGmUmC(L1)mMGmAmMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023067

801

MC*mU*mU*mCmACCMAMGGmMAGMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC
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CmGmMUmMC(LT) mGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023068 802 MC*mU*mU*mCmACCmMAMAGMAGMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023069 803 CUUCACCAGGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGmMUMC(L1)mGmA
mUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023070 804 mC*mU*mU*CACCAGGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGmMCCMGmMUmMC(L1)
MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023071 805 mC*mU*mU*mCACCAGGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023072 806 mC*mU*mU*CmACCAGGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023073 807 mMC*mU*mU*CACCAMGGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMmGmUmMC(L
1)MGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023074 808 MmC*mU*mU*CACCAGGMAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023075 809 MmC*mU*mU*CACCAGGAGmMAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1) mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023076 810 mC*mU*mU*CACCAGGAGAAGCCmMGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023077 811 mC*mU*mU*CACCAGGAGAAGCCGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023078 812 mC*mU*mU*CmACCmMAMGGmMAGMAAGCCmMGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGMCUAmMCAAU*AAGMGmMCC
MmGmUmC(L1)mGmMmAmMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023079 813 MC*mU*mU*mCACCmAMGGmMAGmMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1) mCmCGUUMGMCUAmMCAAU*AAGMGmMCC
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mGmUmC(L1)mGMAMUGUGCmMmCGMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023080 814 MC*mU*mU*mCmACCAMGGmMAGMAAGCCmMGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023081 815 MC*mMU*mU*mCmACCmMAGGMAGMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023082 816 MC*mU*mU*mCmACCmMAMGGAGMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023083 817 mC*mU*mU*mCmACCMAMGGMAGAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
mGmMUmC(L1)mGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023084 818 mC*mU*mU*mCmACCMAMGGMAGmMAAGCCGUCAMCACMGUUGMUMAmMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
mGmMUmC(L1)mGmMAmMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023085 819 MC*mU*mU*mCmACCmMAMGGmMAGMAAGCCmMGUCACACMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023086 820 CUUCACCAAGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGmMUmMC(L1)mGmA
mUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023087 821 mC*mU*mU*CACCAAGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMmGmMUmMC(L1)
MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023088 822 mC*mU*mU*mCACCAAGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAmMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMmGmMUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023089 823 mC*mU*mU*CmACCAAGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAmMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMmGmMUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023090 824 mC*mU*mU*CACCAMAGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAmMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023091 825 mC*mU*mU*CACCAAGMAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC(L
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1)MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG mMU*mU

G023092 826 MC*mU*mU*CACCAAGAGMAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023093 827 MC*mU*mU*CACCAAGAGAAGCCmMGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023094 828 MC*mU*mU*CACCAAGAGAAGCCGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMmGmUmMC(L
1)MGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023095 829 mC*mU*mU*CmACCmMAmMAGMAGMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAmMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmC(L1)mGmAmMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023096 830 mC*mU*mU*mCACCmMAmMAGMAGMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAmMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmC(L1)mGmAmMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023097 831 MC*mU*mU*mCmACCAMAGMAGMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmC(L1)mGmAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUmMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023098 832 MC*mU*mU*mCmACCmMAAGMAGmMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmC(L1)MGmMmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023099 833 MC*mU*mU*mCmACCMAMAGAGMAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmC(L1)mMGmMmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023100 834 mC*mU*mU*mCmACCMAMAGMAGAAGCCMGUCAMCACMGUUGMUMAmMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmC(L1)mGmAmMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023101 835 mC*mU*mU*mCmACCMAMAGMAGmMAAGCCGUCAMCACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmC(L1) mGmAmMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023102 836 mC*mU*mU*mCmACCMAMAGMAGMAAGCCmMGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1) mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCm
GmUmC(L1)mGmAmMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023103 837 CCAAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAmMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmMUMC(L1)mGmA
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mUGUGCmMCGMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023104 838 mC*mC*mA*AGUGUCUUCCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmMmGmMUmMC(L1)
MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023105 839 MC*mC*mA*mAGUGUCUUCCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)MCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023106 840 mMC*mC*mA*AmGUGUCUUCCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023107 841 mC*mC*mA*AGUGUMCUUCCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023108 842 mC*mC*mA*AGUGUCUmMUCCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023109 843 MmC*mC*mA*AGUGUCUUCMCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023110 844 mC*mC*mA*AGUGUCUUCCAGUAMCGAUUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023111 845 mC*mC*mA*AGUGUCUUCCAGUACGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023112 846 mC*mC*mA*AmMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAmMCAAU*AAGmMGmMCC
mGmUmC(L1)mMGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023113 847 mC*mC*mA*mAGUGMUmMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAmMCAAU*AAGmMGmMCC
mGmUmC(L1)mMGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023114 848 mC*mC*mA*mAMGUGUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAmMCAAU*AAGmMGmMCC
MmGmUmC(L1)mGmMmAmMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023115 849 MmC*mC*mA*mMAMGUGmMUCUMUCmMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
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mGmUmC(L1)mGMAMUGUGCmMmCGMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023116 850 MC*MC*MA*mMAMGUGMUMCUUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023117 851 MC*MC*MA*mMAMGUGMUMCUmMUCCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023118 852 MC*MC*MA*mMAMGUGMUMCUmMUCMCAGUACGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mMCmCGUUMGmMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023119 853 mC*mC*mA*mAMGUGMUMCUMUCmMCAGUAMCGAUUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAmMCAAU*AAGmMGmMCC
mGmMUmC(L1)mGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G023120 854 mC*mU*mU*CACCmAGGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCCmGmUmMC(L
1)MGmMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023121 855 MC*mU*mU*CACCmAAGAGAAGCCGUCACACMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmMmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G023122 856 mMmC*mC*mA*AGUGMUCUUCCAGUACGAUUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGMCCmGmMUmMC(L
1)MGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

TR018227 857 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCUUCUGCUUAAGGGCAUCG
Uuu*mA*muU*mu

TR018228 858 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCUUCUGCUUAAGGGCAUCGUU
U*mA*mU*mU

TR018229 859 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUGAAAAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCUUCUGCUUAAGGGCAUCGUUU*
mA*mU*mU

TR018230 860 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGGAAAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCUUCUGCUUAAGGGCAUCGUUU*MA
*mU*muU

TR018231 861 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGAAAGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCUUCUGCUUAAGGGCAUCGUUU* MA*m
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U*muU

TR018232 862 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGUUCUCUUAAGGGCAUCGUU
U*mA*mU*mu

TR018233 863 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAUUCUUUAAGGGCAUCGUUU®
mA*mU*mU

TR018234 864 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAUUCUUAAGGGCAUCGUUU* MA*
mU*muU

TR018235 865 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUUUCUAAGGGCAUCGUUU*MA*m
U*muU

TR018236 866 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUUCUAGGGCAUCGUUU* MA*mU*m
u

TR018237 867 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUCUGGGCAUCGUUU*MA* mU*mU

TR018238 868 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGGCAUCGUUU*MA* mU*mU

TR018239 869 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCUUCUGCAUCGUUU*MA*mU*mU

TR018240 870 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGUUCUCAUCGUUU* MA*mU*mU

TR018241 871 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUGAAAAUGUGCCGCAACGCUCUGCCUUCUGGCAUCGUUU*MA*mU*mU

TR018242 872 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCUUCUGCUUAAGGGCAUCG
*mU*mU*muU

CR018648 873 MA*MC*mMU*MCmACUMCMAMCMCCmMACMACMAMGACAMCAMCMGUUMGMUMAMGMCmUCCCmU* MU mU*mC*mU*mC*mA*mU*mC*m
G

CR018656 874 MG* MU MG*'mUmGUCMCmMCmMmUmCUMCCmMCCmMAMCCCGMUCMCmMmGUUMGMUMAMGmMCmMmUCCCmU*mU*mU*mC*U*mC* mA*mU*mC*m
G

CR018473 875 mG*mU*mG*UGUCCCUCUCCCCACCCGUCCGUUGUAGCUCCCUUUCUCA*MU*MC*mG

CR018474 876 mG*mU*mG*UGUCCCUCUCCCCACCCGUCCMGUUGMUMAMGMCmUCCCmMmUmMUmMUmCmUmMCmMA*mU*mC*mG
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CR018475 877 mG*'mU*MG*'mUmGmUCCCmMUmCmUmCmCCCmAMCCCGmMUCCGUUGUAGCUCCCUUUCUCA* MU*mC*mG

CR018476 878 MG*MU*MG*mUmGmUCCCmMmUmMCmMUmCmMCCCmMAMCCCGmMUCCMGUUGMUMAMGMCmUCCCmMUmUmUmCmUmCmA*mU*mC*mG

TRO018477 879 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCMUMUmMCmMUGCUUA
AGGGCAUCGUU*MU*mA*mU

TRO018478 880 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGmMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCMGmMAMAMAGCUUA
AGGGCAUCGUU*MU*mA*mU

TR018479 881 mCmGmMAUGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCMUMUmMCmMUGCUUAA
GGGCAUCGUUMUmAmMU

TR018480 882 mC*mG*mA*UGAGAAAGGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCMUMUmMCmMUGCUUA
AGGGCAUCGUU*MU*mA*mU

TR018481 883 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCMUMUmMCmMUGCUUA
AGGGCAUCGU*U*mU*mU

TR018482 884 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCMUMUmMCmMUGCUUA
AGGGCAUCGU*mU*mU*mU

TR018483 885 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCMUMUmMCmMUGCUUA
AGGGCAUCG*mU*mU*mU

TR018484 886 MC*MG*MA*MUMGMAMGMAMAMCMCGUUGMCUACAAMUAAGMGMCMCmMmGmMUMCmMUMGmMAMAMAMAMGMAMUGUMGMCmMCGCAmMA
MCmMGmMCMUmMCmUmMGMCmCCmUmMUMAMAMGmMCmUmMUmCmUmGmMCmUmMUMAMAGMGmMGCAUCGMUmMU*mU*mA*mU

TR018485 887 MC*MG*MA*MUmMGMAMGMAMAMAMGGUUGMCUACAAMUAAGMGMCMCmMmGmMUMCmMUmMGmMAMAMAMAMGMAMUGUMGMCmMCGCAmMA
MCmMGmMCMUmMCmUmGmMCmCCmUmMUMAMAMGmMCmUmMUmCmUmGmMCmUmMUMAMAGMGmMGCAUCGMUmMU*mU*mA*mU

TR018486 888 MC*MG*MA*MUMGMAMGMAMAMCMCGUUGMCUACAAMUAAGMGMCMCmMmGmMUMCmMUMGmMAMAMAMAMGMAMUGUMGMCmMCGCAmMA
MCmMGmMCMmUmMCmUmGmMCmCCmUmMUMAMAMGmMCmUmUmCmUmGmMCmUmUMAMAGMGmMGCAUCG*mU*mU*mU

TR018487 889 MC*MG*MA* MUMGMAMGMAMAMCmMCGUUGMCUACAAMUAAGMGMCMCMGMUmMCMGMAMAMAMGMAMUGUMGMCmMCGCAMAMCmMG

MCMUMCmUmGmMCmCCmUmUmCmUmGmGCAUCGMUMU*mU*mA*mU
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TR018488 890 MC*'MG*MA*MUMGMAMGMAMAMCMCGUUGMCUACAAMUAAGMGMCMCmMmGmMUmMCmMGMAMAMAMGMAMUGUMGmMCmMCGCAMAMCmMG
MCMUmMCmMUmGMCmMCCmUmUmCmUmGmMGCAUCG* mU*mU*mU

TR018489 891 mC*MG*MA*MUmGMAMGMAMAMCmMCGUUGMCUACAAMUAAGGCCGUCUMGmMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAGCmM
UmUmCmUGCUUAAGGGCAUCGUU*mU*mA*mU

TR018490 892 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGMGMCMCmMGmMUMCmMUmMGmMAMAMAMAMGMAMUGUmMGmMCmMCGCAACGCUCUGCCCUUA
AGCmMmUmMUmMCmUGCUUAAGGGCAUCGUU*MU*MA*mU

TR018491 893 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAMAMCMGmMCmUmCmUmMGmMCmCCmUmUmAmM
AmGMCmMUmMUmMCmUmMGMCmUmMUMAMAGMGMGCAUCGmMUmMU*mU*mA*mU

TR018492 894 MC*MG*MA*MUmMGMAMGMAMAMCMCGUUGMCUACAAMUAAGMGMCMCmMmGmMUmMCmMUmMGmMAMAMAMAMGMAMUGUMGMCmMCGCAACG
CUCUGCCCUUAAGCMUmUmCmUGCUUAAGGGCAUCGUU*MU*mA*mU

TR018493 895 mC*mG*mA*MUmGmMAMGMAMAMCmMCGUUGMCUACAAMUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAMAMCMGMCmMmUmMCmUmGm
CmCCmMmUMUMAMAMGmMCmMmUmMUmMCmMUmMmGmMCmUmMUMAMAGMGmMGCAUCGMUmMU*mU*mA*mU

TR018494 896 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGMGMCmMCmMGmMUMCmMUmMGmMAMAMAMAMGMAMUGUMGMCmMCGCAMAMCMGmMCmUmCm
UmGmCmCCmUmUMAmMAMGMCmUmUMCmUmMGMCmUmMUmMAMAGMGmMGCAUCGmMUmMU*MmU*mA*mU

TR018495 897 MC*MG*MA*MUmGMAMGMAMAMCMCGUUMGMCUACAMAMUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCUUAAG
CmUmUmCmUGCUUAAGGGCAUCGUU*mU*mA*mU

TR018496 898 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAMAGMGMCMCmMmGMUMCmMUMGMAmMAMAMAMGMAMUGMUMGMCmCmGmMCAACGCUCUGC
CCUUAAGCMUMUMCmMUGCUUAAGGGCAUCGUU*MU*MA*mU

TR018497 899 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCMAMAMCMGMCmUMCmMUmMGmMCmMCmCmUmUm
AMAMGMCMUmMUMCmMUmMGMCmUmMUMAMAGMGMGCmMAMUMCmGmUmMU*mU*mA*mU

TR018498 900 MC*MG*MA*MUmMGMAMGMAMAMCMCGUUMGMCUACAMAMUAMAGMGmMCMCmMGmMUMCmMUMGMAMAMAMAMGMAMUGMUMGMCmCG
mCAACGCUCUGCCCUUAAGCMUmMUMCmMUGCUUAAGGGCAUCGUU*MU*mA*mU

TR018499 901 mC*mMG*MA* MUMGMAMGMAMAMCmMCGUUMGMCUACAMAMUAAGGCCGUCUMGMAMAMAAGAUGUGCCGCMAMAMCMGMCmUmCmU

MGMCMCMCmMUMUMAMAMGMCMUmMUMCmUmGMCmUmUMAMAGMGMGCmMAMUMCmMmGmMUmMU*mU*mA*mU
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TR018500 902 mC*mG*mA*UGAGAACCGUUGCUACAAUAMAGMGMCMCmMGmMUMCmMUMGMAMAMAMAMGMAMUGMUMGmMCmMmCGmMCmMAMAMCMGmMCm
UmCmUmGmCmCmCmUmUmAmMAMGMCmUmUmCmUmGmMCmUmMUMAMAGMGMGCmMAMUMCmMGmUmMU*mU*mA*mU

G027492 903 mC*MmC*mA*MAMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMmUMUMCmMGMAMAMAMGmMAMCmMCGUUmMGmMCU
AmMCAAU*AAGMGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G027493 904 mC*MmC*mA*MAMGUGmMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMUMCmMGMAMAMAMGmMAMCmMCGUUMGmMCU
AmMCAAU*AAGMGmMCCmMGMUMGMAMAMAMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmMmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G027494 905 mC*mC*mA*MAMGUGMUmMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMmUMUMCmMGMAMAMAMGmMAMCmMCGUUMGmMCU
AMCAAU*AAGMGMCCMGMGMAMAMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmMmUmMUMCmUGGCAUCG*mU*mU

G027495 906 MC*MC*MA*MAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCMUmMUMCmMGmMAMAMAMGMAMCmCGUUMGmMCU
AMCAAU*AAGMGMCCMGMAMAMAGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUmMmUmCmUGGCAUCG* mU*mU

G027496 907 mC*mC*mA*mAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGMCCmMGmMAMAMAGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G024103 908 MC*MA*mA*MGmMUCUMGMUCMUGmMCCUAUMUCACMCGAMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC
CmGmUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G024104 909 MG*MG* mMU*mMGMAAUMAMGGmMCAMGACAGMACUUMGUCMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGmMCUAmMCAAU*AAGMGmMC
CmGmUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G024108 910 MG*MA*MU*mMUMAAAMCmMCCmGGMCCACUMUUCAMGGAMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC
CmGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G024109 911 mC*mA*mG*mMUmGACMAMAGmMUCMUGUCUMGCCUMAUUMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC
CmGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G024110 912 mG*mMU*mU*mGmAAGMGmMCGmMUUMUGCACMAUGCMAAAMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC
CmGmMUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU

G024111 913 MU mC*mC*mUmGUGMAMUGmMUCmMAAGCUMGGUCMGAGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmU(L1)mMCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC

CmGmUmC(L1)mMGmAmMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG*mU*mU
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G024112 914 mC*mA*mG* mGmUUUMUMGAMAAMGUUUAMGGUUMCGUMGUUGMUMAMGMCUCCCmMU(L1)mCmCGUUMGMCUAmMCAAU*AAGMGmMC
CmGmUmMC(L1)mMGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G024113 915 MA*MU*mC*mAMGAAMUMCCmUUMACUUUMGUGAMCACMGUUGMUMAMGMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMCC
MGmUmMC(L1)mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G024114 916 MG*MA*MA*MGMUCCMAMUAMGAMCCUCAMUGUCMUAGMGUUGMUMAMGMCUCCCmU(L1)mCmCGUUMGMCUAMCAAU*AAGMGmMC
CmGmUmMC(L1) mGmAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCC(L1)GGCAUCG* mU*mU

G028844 917 mU*mG* mU*mCmUGCmMCmUAMUUMCACCGmMAUUUMUGAMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G028845 918 mU*mG*mC*mCmUAUMUMCAMCCmGAUUUMUGAUMUCUMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G028846 919 MC*MG*MA*mMUmUUUMGMAUMUCMUCAAAMCAAAMUGUMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmMmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G028847 920 MG*MU*MA*mAMGGAMUmMUCmMUGmMAUGUGMUAUAMUCAMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUmMGmMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G028848 921 MA*MG*MA*MGmMCAAMCMAGmMUGmMCUGUGMGCCUMGGAMGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmMmUmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G028849 922 mU*mG*mG*mAMGCAMAMCAMAAMUCUGAMCUUUMGCAMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUmMGmMAmMAmMAMCmMCGUUMGMCUAmMCAAU*AA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G028850 923 MA* MU mMG*mCmUGUMUMGUmMUGMAAGGCmMGUUUMGCAMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*A
AGMGMCCmMGMUmMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G028851 924 mU*mU*mU*mUmGAAMAMGUMUUMAGGUUMCGUAMUCUMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMmCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G028852 925 mU*mU*mA*mCmUUUMGmMUGMACMACAUUMUGUUMUGAMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA

GmMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUMCmMUGGCAUCG*mU*mU
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G028853

926

MG*MA*MU*mMUMAAAMCMCCmMGGmMCCACUMUUCAMGGAMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUMCmMUGGCAUCG* mU*mU

G021469 927 MA*MU*mMA*mUmCCAMGmMAAMCCmMCUGACMCCUGMCCGMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmMmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G024739 928 MA*MG* MG*MAMCCAMGMCCmMUCMAGACAMCAAAMUACMGUUGMUMAMGmMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GMGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G024741 929 MC*mMU*mG*mCmCUCMGmMGAMCGMGCAUCMUAGAMACUMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G024743 930 MA*MG*MG* MCMAGAMGMGAMGGMAGCAGMACGAMUGAMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G029377 931 MC*MC*MA*MAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGmMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMmCGUUMGmMCUAMCAAUAA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmUmMmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G029378 932 MmC*MC*mA*MAMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAmMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCmMAmMAU
AAGMGMCCMGMUMCMGmMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G029379 933 MC*MC*mA*MAMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMmCGUUMGmMCUAMCAmMAUA
AGmMGMCCMGMUMCMGmMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmUmUMCmMUGGCAUCG*mU*mU

G029380 934 mC*mC*mA*mAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCmAmMAU
*AAGMGMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCAAMCGCUCUMGMCCmMUmMUMCmUGGCAUCG*mU*mU

G029381 935 mC*mC*mA*mAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAdTAA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUmMmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G029382 936 mC*mC*mA*mAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGmMUMCmMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCmMGCUCUMGmMCCmUmUmMCmUGGCAUCG*mU*mU

G029383 937 MC*MC*MA*mMAMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA

GmMGmMCCMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCMUMGMCCmMUmMUmMCmUGGCAUCG*mU*mU
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G029384 938 MC*MC*MA*MAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCGMCmUMCmUmMGmMCCmUmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G029385 939 mC*MmC*mA*MAMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCGMCmUmMCUmMGMCCmUmUmMmCmUGGCAUCG*mU*mU

G029386 940 MmC*MC*mA*MAMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCMGMCmMUmMCmUmGmMCCmUmMmUmCmUGGCAUCG*mU*mU

G029387 941 MC*MC*MA*MAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AA
GmGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCMAMAMCMGMCmUMCmUmMmGmMCmCmUmUmCmUGGCAUCG* mU*mU

G029388 942 MC*MC*MA*MAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmMCUAMCAAU*AA
GmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCGCUCUMGMCCmUMUmMCmUGGCAUMCmMG*mU*mU

G029389 943 mC*mC*mA*mAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMCGCUCUMGmMCCmMmUmMmUmMCmUGGCMAMUmMCmG*mU*muU

G029390 944 MmC*mC*mA*MAMGUGMUmMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAmMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GMGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCmMAMAMCMGMCmUmMCmUmMmGmMCmCmUmUmCmUGGCmMAMUMCmG*mU*mu

G029391 945 MmC*MmC*mA*MAMGUGMUMCUmMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCMUMGMAMAMAMCmMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GMmGmMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGMCmMAMAMCMGmMCmUmCmUmGmMCmCmUmUmCmUGGCAUMCmG*mU*mU

G029392 946 mC*mC*mA*mAMGUGMUMCUMUCMCAGUAMCGAUMUUGMGUUGMUMAMGMCUCCCmMUMGMAMAMAMCMCGUUMGMCUAMCAAU*AA
GmGMCCmMGMUMCMGMAMAMAMGMAMUGUGCMCGmMCAAMCMGmMCmMmUmMCmMmUmMGmMCCmUmUmMCmUGGCAUMCmMG* mU*mU

G024739 947 AGGACCAGCCUCAGACACAAAUACGUUGUAGCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCC
UUCUGGCAUCGUU

G024741 948 CUGCCUCGGACGGCAUCUAGAACUGUUGUAGCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUcCUGCC
UUCUGGCAUCGUU

G024743 949 AGGCAGAGGAGGAGCAGACGAUGAGUUGUAGCUCCCUGAAACCGUUGCUACAAUAAGGCCGUCGAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGC

CUUCUGGCAUCGUU
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[00576] Se entiende que si se hace referencia en la presente a una secuencia de ADN (que comprende Ts) con respecto a un ARN, entonces Ts debe reemplazarse con Us (que
puede modificarse o no segun el contexto), y viceversa.
[00577] Las modificaciones de nucledtidos se indican en las Tablas 4 de la siguiente manera: m: 2'-OMe; *: enlace de PS; f: 2'-fluoro; (inv): abasico invertido; moe: 2'-moe; e: ENA,;
d: desoxirribonucledtido (tenga en cuenta también que T es siempre un desoxirribonucleétido); x: UNA. En las secuencias modificadas de ARNgu, en determinadas modalidades, cada
A, C, G, Uy N es independientemente un azucar ribosa (2'-OH). En determinadas modalidades, cada A, C, G, U y N es un azucar ribosa (2'-OH). Asi, por ejemplo, mA representa 2'-O-
metil adenosina; xA representa un nucleétido UNA con una nucleobase adenina; eA representa un nucleétido ENA con una nucleobase adenina; y dA representa un desoxirribonucleotido
de adenosina. Tal como se utilizan en la presente, (L1) hace referencia a un enlazador interno con una longitud de puente de alrededor de 15 a 21 atomos.
[00578] Las designaciones de ARNgu a veces se proporcionan con uno o mas ceros iniciales inmediatamente después de la G. Esto no afecta al significado de la designacion.
Asi, por ejemplo, G000282, G0282, G00282 y G282 se refieren al mismo ARNgu. Del mismo modo, las designaciones de ARNcr y/o ARNtr a veces se proporcionan con uno o0 mas ceros
iniciales inmediatamente después de CR o TR, respectivamente, lo que no afecta el significado de la designacién. Asi, por ejemplo, CR000100, CR00100, CR0100 y CR100 se refieren
al mismo ARNcr, y TR000200, TR00200, TR0200 y TR200 se refieren al mismo ARNTtr.
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EJEMPLOS
[00579] Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas modalidades descritas y no
deben interpretarse como limitantes del alcance de esta descripcion de ninguna manera.
Ejemplo 1. Materiales y métodos
Transcripcion in vitro ("IVT") de ARNm de nucleasa
[00580] Se generd ARNm protegido y poliadenilado que contenia N1-metil pseudo-U mediante
transcripcioén in vitro utilizando métodos de rutina. Por ejemplo, un ADN plasmidico que contiene un
promotor T7, una secuencia para la transcripcion y una regién de poliadenilacién se linealizé con Xbal
segun el protocolo del fabricante. El Xbal se inactivé mediante calentamiento. El plasmido linealizado se
purificé a partir de sales de amortiguador y enzimaticas. Se llevé a cabo la reaccién IVT para generar
ARNmM modificado mediante incubacion a 37 °C, 50 ng/uL de plasmido linealizado; GTP, ATP, CTP y
N1-metil pseudo-UTP (Trilink) con una concentracion de 2-5 mM; ARCA 10-25 mM (Trilink); 5 U/uL de
ARN polimerasa T7; 1 U/uL de inhibidor de ribonucleasa murina (NEB); 0,004 U/uL de pirofosfatasa
inorganica de E. coli (NEB); y 1x de amortiguador de reaccion. Se anadié TURBO DNasa (ThermoFisher)
a una concentracion final de 0,01 U/ul y la reaccion se incubd a 37 °C para eliminar la plantilla de ADN.
[00581] El ARNm se purifico utilizando un kit de limpieza de transcripcion MegaClear
(ThermoFisher) o un kit RNeasy Maxi (Qiagen) segun los protocolos de los fabricantes. De manera
alternativa, el ARNm se purific6 mediante un protocolo de precipitacion, que en algunos casos fue
seguido por una purificaciéon basada en HPLC. Brevemente, después de la digestién con ADNasa, el
ARNmM se purificé mediante precipitacién con LiCl, precipitacién con acetato de amonio y precipitacién
con acetato de sodio. Para el ARNm purificado por HPLC, después de la precipitaciéon y reconstitucion
con LiCl, el ARNm se purific6 mediante HPLC RP-IP (véase, por ejemplo, Kariko, et al. Nucleic Acids
Research, 2011, Vol. 39, n.° 21 el42). Las fracciones elegidas para la combinacién se combinaron y
desalinizaron mediante precipitacion con acetato de sodio/etanol como se describié anteriormente. En
otro método alternativo, el ARNm se purificé con un método de precipitacion con LiCl seguido de una
purificaciéon adicional mediante filtracion de flujo tangencial. Las concentraciones de ARN se
determinaron midiendo la absorbancia de la luz a 260 nm (Nanodrop) y las transcripciones se analizaron
mediante electroforesis capilar mediante Bioanlayzer (Agilent).
[00582] El ARNm de Cas9 de Streptococcus pyogenes ("Spy") se generd a partir de ADN
plasmidico que codifica un marco abierto de lectura de acuerdo con las SEQ ID NO: 661-665 (ver
secuencias en la Tabla 4A). Cuando se hace referencia a las secuencias citadas en este parrafo a
continuacion con respecto a los ARN, se entiende que Ts debe reemplazarse con Us (que pueden ser
nucledsidos modificados como se describié anteriormente). Los ARN mensajeros utilizados en los
Ejemplos incluyen un casquete de 5' y una secuencia de poliadenilacion de 3', por ejemplo, hasta 100
nts y se identifican en la Tabla 4A. Los ARN guia se sintetizan quimicamente mediante métodos
conocidos en la técnica.
[00583] Proveedores comerciales sintetizaron quimicamente el ARN guia o se usaron técnicas de
sintesis in vitro con nucleétidos modificados.
Preparacion de células de hepatocitos.
[00584] Los hepatocitos primarios de ratén (PMH), los hepatocitos primarios de rata (PRH), los
hepatocitos primarios humanos (PHH) y los hepatocitos primarios de cynomolgus (PCH) se prepararon
de la siguiente manera. PMH (Gibco, MCM837, a menos que se especifique lo contrario), PRH (Gibco,
Rs977, a menos que se especifique lo contrario), PCH (In Vitro ADMET Laboratories, 10136011, a
menos que se especifique lo contrario), PHH (Gibco, Hu8284, a menos que se especifique lo contrario)

Se descongelaron y resuspendieron en 50 mL de medio de recuperacion de hepatocitos criopreservados
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(CHRM) (Invitrogen, CM7000) seguido de centrifugacion. Las células se resuspendieron en medio de
hepatocitos con suplementos de recubrimiento: suplementos de recubrimiento de medio E de Williams
con contenido de FBS (Gibco, Cat. A13450). Las células se sedimentaron mediante centrifugacion, se
resuspendieron en medio y se sembraron en placas a una densidad de 20 000 células/pocillo para PMH
y 30 000 para PHH en placas de 96 pocillos recubiertas con colageno Bio-coat | (Corning n.° 354407).
Se permitioé que las células colocadas en placas se asentaran y se adhirieran durante 4-6 horas en una
incubadora de cultivo tisular a 37 °C y atmdsfera de CO- al 5 %.Luego de la incubacion se evaluaron las
células para determinar la formaciéon de una monocapa y se lavaron una vez y se colocaron en placas
con medio de mantenimiento de hepatocitos 100 pL: medio de Williams’ E (Gibco, Cat. A12176-01) mas
un paquete complementario (Gibco, Cat. CM3000).
Preparacion de células HEK
[00585] Se descongelaron células HEK-293 (ATCC, CRL-1573, a menos que se especifique lo
contrario) y se resuspendieron en medio Eagle modificado por Dulbecco sin suero (Corning n.° 10-013-
CV) con un contenido de FBS del 10 % (Gibco n.° A31605-02) y Penicilina-Estreptomicina al 1 % (Gibco
n.° 15070063). Las células se contaron y se sembraron en medio Eagle modificado por Dulbecco
(Corning n.° 10-013-CV) con un contenido de FBS al 10 % (Gibco n.° A31605-02) en una placa de cultivo
de tejidos de 96 pocillos (Falcon, n.° 353072). Se permitid que las células colocadas en placas se
asentaran y se adhirieran durante 18 horas en una incubadora de cultivo tisular a 37 °C y atmosfera de
CO: al 5%.
Preparacion de formulacion de LNP que contiene ARNgu y ARNm de Cas9
[00586] En general, los componentes de las nanoparticulas lipidicas se disolvieron en etanol al
100 % en diversas relaciones molares. Los cargamentos de ARN (por ejemplo, ARNm Cas9 y ARNgu)
se disolvieron en citrato 25 mM, NaCl 100 mM, pH 5,0, lo que tiene como resultado una concentracion
de carga de ARN de aproximadamente 0,45 mg/mL. Las LNP utilizadas contenian lipidos ionizables
octadeca-9,12-dienoato de (92,122)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-(((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo, también denominado (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato
de  3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo),  también
llamado aqui lipido A, colesterol, distearoil fosfatidilcolina (DSPC), y 1,2-dimiristoil-rac-glicero-3-
metilpolioxietilenglicol 2000 (PEG2k-DMG) en una proporcién molar de 50% de lipido A, colesterol al 38
%, DSPC al 9 %, y PEG2k-DMG al 3%. Las LNP se formularon con una relacién molar de amina lipidica
a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6. Los LNP utilizados comprenden una unica especie de ARN,
como el ARNm de Cas9 o un ARNgu. Las LNP se preparan de manera similar con una mezcla de ARNm
de Cas9 y un ARN guia.
[00587] Las LNP se prepararon utilizando una técnica de flujo cruzado utilizando una mezcla de
chorro de lipido en etanol con dos volumenes de una solucién de ARN y un volumen de agua. En primer
lugar, el lipido en etanol se mezclé mediante una mezcla cruzada con los dos volumenes de solucion de
ARN. Luego, se mezcldé una cuarta corriente de agua con la corriente de salida de la cruz a través de
una T en linea (Véase W02016010840 FIG. 2.). Las LNP se mantuvieron durante 1 hora a temperatura
ambiente y se diluyeron adicionalmente con agua (aproximadamente 1:1 v/v). Las LNP diluidas se
intercambiaron con tampon en Tris 50 mM, NaCl 45 mM, sacarosa al 5 % (p/v), pH 7,5 (TSS) y se
concentraron segun fuera necesario mediante métodos conocidos en la técnica. Luego se filtr6 la mezcla
resultante usando un filtro estéril de 0,2 um. Las LNP finales se caracterizaron para determinar la eficacia
de encapsulacion, el indice de polidispersidad y el tamafio promedio de particula. La LNP final se

almacend a 4 °C o -80 °C hasta su uso posterior.
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Lipoinfeccion por ARNm de Cas9 y ARNgu
[00588] Lipofeccién de ARNm de Cas9 y los ARNg utilizé formulaciones lipidicas premezcladas.
El reactivo de lipofeccion contenia lipido A ionizable, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una proporcion
molar de 50 % de lipido A, colesterol al 38 %, 9 % de DSPC y PEG2k-DMG al 3 %. Esta mezcla se
reconstituy6 en etanol al 100 % y luego se mezclé con ARN (por ejemplo, ARNm Cas9 y ARNg) en una
proporcion molar de lipidos de amina a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6,0.
Secuenciacion de ultima generacion ("NGS") y analisis para determinar la eficacia de edicién
[00589] El ADN gendmico se extrajo utilizando un kit comercial segun el protocolo del fabricante,
por ejemplo, QuickExtract™ DNA Extraction Solution (Lucigen, Cat. QE09050). Para determinar
cuantitativamente la eficacia de la edicibn en la ubicacién objetivo del genoma, se utilizé una
secuenciacién profunda para identificar la presencia de inserciones y eliminaciones introducidas por la
edicion de genes. Se disefiaron cebadores de PCR alrededor del sitio objetivo dentro del gen de interés
(por ejemplo, TRAC) y se amplific el area gendmica de interés. El disefio de la secuencia del cebador
se realizé como es estandar en la técnica.
[00590] Se realizé una PCR adicional segun los protocolos del fabricante (lllumina) para agregar
quimica para la secuenciacion. Los amplicones se secuenciaron en un instrumento lllumina MiSeq. Las
lecturas se alinearon con el genoma de referencia (por ejemplo, hg38) después de eliminar aquellas que
tenian puntuaciones de calidad bajas. Las lecturas que se superponian a la region objetivo de interés se
realinearon con la secuencia del genoma local para mejorar la alineaciéon. Luego se calculd el numero
de lecturas de tipo salvaje versus el numero de lecturas que contienen mutaciones de C a T, mutaciones
de C a A/G o indeles. Las inserciones y eliminaciones se puntuaron en una region de 20 pb centrada en
el sitio de escision de Cas9 previsto. El porcentaje de indel se define como el nimero total de lecturas
de secuenciacion con una 0 mas bases insertadas o eliminadas dentro de la regidén de puntuacion de 20
pb dividido por el numero total de lecturas de secuenciacion, incluido el tipo salvaje. Las mutaciones de
C a T o las mutaciones de C a A/G se puntuaron en una region de 40 pb que incluia 10 pb en sentido
ascendente y 10 pb en sentido descendente de la secuencia objetivo de ARNgu de 20 pb. El porcentaje
de edicion de C a T se define como el numero total de lecturas de secuenciacion con una o mas
mutaciones de C a T dentro de la region de 40 pb dividido entre el numero total de lecturas de
secuenciacion, incluido el tipo salvaje. El porcentaje de mutaciones de C a A/G se calcula de manera
similar.
Ejemplo 2. Edicion in vitro con guias de NmeCas9 truncadas en células de riidn embrionario
humano (HEK)
[00591] Se disenaron y se evaluaron ARNgu de Nme-Cas9 truncados dirigidos al gen SEAP para
evaluar el impacto de cada modificacion en la funcionalidad de la guia. Las modificaciones en las guias
que mantuvieron su eficacia de edicidon se consideraron bien toleradas y se incluyeron en estudios
futuros.
Ejemplo 2.1 Evaluacion de plasmidos de patrones de modificacion de ARNgu
Preparacion de células HEK
[00592] Las células HEK-Blue™, una linea celular indicadora HEK con un indicador SEAP, de
(Invivogen, Cat. hkb-il1b) se descongelaron y se resuspendieron en 15 mL de medio de crecimiento
(DMEM, glucosa 4,5 g/l, L-glutamina 2 mM, suero bovino fetal (FBS) al 10 % (v/v), penicilina 50 U/mL,
estreptomicina 50 mg/mL, Normocin™ 100 mg/mL seguido de centrifugacion. Se descarto el
sobrenadante y las células sedimentadas se resuspendieron en medio de crecimiento. Las células se
sembraron a una densidad de 10.000 células/pocillo en una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos
(Falcon, n.° 353072) con medio de prueba: DMEM, 4,5 g/l de glucosa, L-glutamina 2 mM, 10 % (v/v).
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FBS inactivado por calor (30 min a 56 °C), penicilina 50 U/mL, 50 mg/mL, estreptomicina, Normocin™
100 mg/mL). Se dejdé que las células en placas se asentaran y se adhirieran durante 18 horas en una
incubadora de cultivo de tejidos a 37 °C y una atmésfera de CO: al 5%.
Transfeccion a base de plasmidos
[00593] Se disefaron y clonaron variantes de truncamiento de ARNgu de NmeCas9, con una
complementariedad idéntica de 23 nt con el casete SEAP de las células HEK-Blue™, pero con diferentes
truncamientos de andamiajes de ARNgu utilizando métodos estandar de ensamblaje de Gibson para la
generacion de plasmidos. La reaccion final del plasmido se sembré en placas de caldo Luria (LB)
(Teknova, L8000) suplementadas con ampicilina (Teknova, L5104) y se incubd en una incubadora de
cultivo de tejidos a 37 °C. Se inocularon colonias de plasmidos en placas de caldo Luria de 4 mL
(Teknova, L8000) suplementadas con ampicilina 100 ug/mL (Teknova, A2135) y se incubaron a 37 °C
durante la noche. Los plasmidos se purificaron segun las instrucciones del fabricante utilizando el kit de
purificacién de plasmidos Zyppy (Zymo Research, D4036).
[00594] Después de la incubacion, las concentraciones de plasmido se midieron utilizando el
ensayo Qubit HS (Invitrogen, n.° de catalogo Q32851) y se diluyeron a 50 ng/ul. EI ADN plasmidico para
cada ARNgu y un plasmido de transfeccion pcDNA3.1 que codifica Nme1Cas9 (SEQ ID NO: 645) se
diluyeron en Opti-MEM (Thermo Fisher, L3000015) y se lipoplexaron usando Lipofectamine 3000
(Thermo Fisher, n.° de catalogo 51985091) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente,
la mezcla de lipofectamina-ADN se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después de la
incubacion, se afiadieron 10 ul de la mezcla a células HEK-Blue™ y se incubaron en una incubadora de
cultivo de tejidos a 37 °C y una atmésfera de CO- al 5 % durante 72 horas. Luego de la transfeccion, las
células se recolectaron. Se llevo a cabo el aislamiento de ADN gendmico y el analisis de NGS como se
describen en el Ejemplo 1.
[00595] La eficacia de edicién se determind para disefios de ARNgu no modificados con una
complementariedad de 23 nt idéntica a los loci SEAP, pero con diferentes truncamientos del andamiaje
de ARNgu. Los ensayos se realizaron en tres rondas iterativas de seleccion para identificar
truncamientos que alteraban la eficacia de la edicién, ya sea solos o en combinacién. Las células se
prepararon y analizaron utilizando los mismos protocolos y el plasmido de control (ARNWT-145). Se
incluyeron muestras triplicado en cada ensayo. Los resultados medios de edicidn con desviacion
estandar (SD) se muestran en la Tabla 5 y en la Fig. 1. Los niveles relativamente bajos de eficacia de
edicion observados pueden deberse a que los ARNgu de SEAP editan tanto el gen SEAP humano
enddgeno como el casete de expresion de SEAP exdgeno disefiado en las células HEK-Blue™ Los
cebadores NGS se disefiaron de manera que solo se cuantificaran los eventos de edicion en el locus
SEAP exdgeno. Sin embargo, no se espera que la edicion en los loci endégenos cambie los niveles de
edicion relativos leidos en el locus SEAP exdgeno utilizando ARNgu de SEAP truncados.

Tabla 5. Porcentaje medio de edicion en células HEK-Blue™

Experimento ID de plasmido | % medio de edicién SD
ARNWT-145 6,8 0,3
ARN9-102 0,3 0,0
ARN7-106 5,0 0,6
Ronda 1 ARNB8-106 0,6 0,2
ARNG6-110 4,3 0,6
ARNG6b-110 0,4 0,0
ARN5-112 0,4 0,1
ARN4-116 0,6 0,3
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Experimento ID de plasmido | % medio de edicidn SD
ARN3-122 1,9 0,1
ARN2-126 6,6 0,3
ES-100 4,6 1,7
ES-121 5,0 0,8
ARNWT-145 7,5 0,8
ARN17-101 3,7 0,5
ARN18-103 4.4 0,4
ARN15-105 0,1 0,0
Ronda 2 ARN16-105 4,2 0,2
ARN13-107 4,1 0,4
ARN14-109 6,4 0,5
ARN12-111 8,3 0,8
ARN11-113 6,9 1,0
ARN10-115 10,2 0,6
ARNWT-145 10,5 1,0
R10B-111 7,6 1,2
R10E-109 8,7 1,2
R10F-113 57 0,5
Ronda 3 R10G-113 4,6 0,6
R10H-113 5,4 0,8
R101-113 4.4 1,1
R10J-113 3,2 0,9
R19-112 47 0,9

Ejemplo 2.2. Evaluacion de modificaciones quimicas de ARNg en células HEK-293.

[00596] Los patrones de modificacion de guias de ARNgu truncados seleccionados probados en
el estudio descrito anteriormente se evaluaron mas a fondo para evaluar el impacto de las modificaciones
en la eficacia de edicion de guias. Se disefid una linea celular estable que expresa Nme2 Cas9 a partir
de una construccion de expresion lentiviral, denominada en el presente documento HEK-Nme2, para la
expresion constitutiva de Nme2 Cas9.

Preparacion de células HEK

[00597] Las células HEK-293 (ATCC, CRL-1573) se descongelaron en medio de mantenimiento
(DMEM (Corning, n.° 10-013-CV), FBS al 10 % (Gibco, n.° A31605-02)). Luego, las células se sembraron
en placas a una densidad celular de 200.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos (Corning, n.°
353046) en medio Eagle modificado por Dulbecco (Corning n.° 10-013-CV) con un contenido de FBS del
10 % (Gibco, n.° A31605-02). Las células se transdujeron en presencia de polibreno (Millipore Sigma,
TR-1003) siguiendo el protocolo del fabricante con el vector lentiviral Cellecta n.° SVCRU617-L que
codifica Nme2 Cas9 (SEQ ID NO: 640).

[00598] Las células se incubaron durante 10 dias en una incubadora de cultivo de tejidos a 37 °C
y una atmésfera de CO- al 5 %. Posteriormente, las células se lavaron, se procesaron en un clasificador
de células (Sony Biotechnologies, SH800Z) y se analizaron utilizando el paquete de software FlowJo
para luminiscencia de GFP. Para estudios posteriores se utilizaron mezclas policlonales de las células
HEK-Nme2 seleccionadas preparadas con una MOI de 2.

[00599] Las células HEK-Nme2 transducidas descritas anteriormente se descongelaron y se

resuspendieron en medio Eagle modificado por Dulbecco sin suero (Corning n.° 10-013-CV) con un
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contenido de FBS del 10 % (Gibco n.° A31605-02) y penicilina-estreptomicina al 1 % (Gibco n.°
15070063). Las células se contaron y se colocaron en placas en una densidad de 20 000 células/pocillo
en medio de cultivo Eagle de Dulbecco (Corning n.° 10-013-CV) con un contenido de FBS al 10 % (Gibco
n.° A31605-02) en una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos (Falcon, n.° 353072). Se permitié que
las células colocadas en placas se asentaran y se adhirieran durante 18 horas en una incubadora de
cultivo tisular a 37 °C y atmosfera de COz al 5 %.
Transfeccion celular usando MessengerMAX
[00600] Se evaluaron patrones de modificacion de guias que consisten en modificaciones de 2'-
O metilo (2'-OMe) y fosforotioato (PS) en el contexto de ARNgu para evaluar el impacto de las
modificaciones en la eficacia de edicion de guias.
[00601] Los ARN de guia dual truncados (ARNgd) se crearon mediante el recocido de ARNtracr
truncados modificados con ARNcr modificado dirigido a uno de los dos sitios en VEGFA (T25 o T47,
sitios objetivo publicados previamente en el documento W02019094791) en una mezcla de 1 ul de
ARNcr 100 pM, 1 uL 100 ARNtracr uM y amortiguador duplex de 8 uL (Integrated DNA Technologies,
n.° 11-05-01-12). La solucién de ARNtracr y ARNcr de Nme2-Cas9 se recocio a 95 °C durante 3 minutos,
seguido de una disminucion incremental de la temperatura de 0,1 C/s a 20 °C. Las muestras se
mantuvieron en hielo hasta su uso. EI ARN guia dual con una concentracion inicial de 10 uM se diluy6
en Opti-MEM (Thermo Fisher, n.° 51985091) para una concentracién de 250 nM en 10 uL y se mezcl6
con Lipofectamine MessengerMAX (Invitrogen, catalogo n.° LMRNAOO1) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se afiadié una alicuota de 20 uL de la solucién a cada pocillo de cultivo de
tejido para cada concentracion y se incubé en una incubadora de cultivo de tejido a 37 °C y una atmdsfera
de CO: al 5 % durante 72 horas.
[00602] Después de la incubacién, se aislo ADN gendmico y se realizé analisis de NGS como se
describe anteriormente.
[00603] La eficacia de edicion se evalué como se describe en el Ejemplo 1 para el ARNdg que
contiene los 16 ARNtracr truncados (TRO#####) hibridados con los ARNcr (CRO##H#H#t), indicados en la
Tabla 6, dirigidos a los dos sitios gendmicos (T25, T47) en el gen VEGFA a concentraciones de ARNgd
de 50 nM. Se incluyeron muestras duplicadas en el ensayo. Los resultados de media de edicion con
desviacion estandar (SD) se muestran en la Tabla 6 y en la Fig. 2.

Tabla 6. Edicion in vitro en células HEK-Nme2

Sitio 1 de VEGFA Sitio 2 de VEGFA

ID de Tracr (T25-CR018648) (T47-CR018656)
% medio de edicién SD % medio de edicion SD
TR018227 7,1 0,1 26,0 2,1
TR018228 8,6 0,2 28,4 8,7
TR018229 4,9 1,1 25,7 6,3
TR018230 21 0,1 23,7 1,5
TR018231 1,1 0,2 23,6 5,2
TR018232 24 0,8 30,3 4,3
TR018233 2,2 0,6 26,8 1,6
TR018234 0,0 0,0 32,6 24
TR018235 6,1 0,2 20,3 3,4
TR018236 8,0 0,6 30,8 3,3
TR018237 0,1 0,1 0,3 0,1
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Sitio 1 de VEGFA Sitio 2 de VEGFA

ID de Tracr (T25-CR018648) (T47-CR018656)
% medio de edicion SD % medio de edicion SD
TR018238 5,5 0,0 32,6 2,3
TR018239 1,6 0,1 26,8 55
TR018240 1,0 0,2 9.4 2,5
TR018241 2,4 0,4 11,3 0,5
TR018242 2,4 0,4 34,3 2,2

Ejemplo 3. Edicion in vitro con ARNgu de Nme2Cas9 modificados quimicamente

Ejemplo 3.1 Evaluacion de ARNgu modificado en células HEK-Nme2

[00604] Se evaluaron patrones de modificacion de guias que consisten en modificaciones de 2'-
O metilo (2'-OMe) y fosforotioato (PS) en el contexto de ARNgu para evaluar el impacto de las
modificaciones en la eficacia de edicién de guias.

Preparacion de células HEK

[00605] Se prepararon células HEK-Nme2 como se describe en el Ejemplo 2. Las células se
contaron y se sembraron en placas a una densidad de 30 000 células/pocillo (Falcon, n.° 353072). Las
células se transfectaron como se describe en los Ejemplos 2.2. Setenta y dos horas después de la
transfeccion, las células se prepararon para analisis NGS como se describe en el Ejemplo 1.

[00606] Se evalud la eficacia de edicion para 43 ARNgu modificados quimicamente dirigidos al
gen VEGFA en el sitio T47 como se describe en el Ejemplo 2.2. Se realizaron dos experimentos
separados con muestras analizadas por triplicado en cada ensayo. Los resultados obtenidos en ambos
experimentos fueron comparables, por lo que los resultados medios de edicién con desviacion estandar
(SD) de un solo experimento se muestran en la Tabla 7 y la Fig. 3. "ND" en la tabla representa valores
que no se pudieron determinar debido a un fallo experimental.

Tabla 7. Porcentaje medio de edicion en células HEK-Nme2

% medio % medio
de de % medio de

ID de guia | edicion | SD | ID de guia | edicién | SD |ID de guia edicion SD
G020031 3,9 1,0 | G020046 28,1 5,1 | G020060 6,3 0,5
G020032 20,4 1,3 | G020047 12,6 3,0 | G020061 11,1 5,8
G020033 1,1 0,0 | G020048 13,5 4,2 | G020062 4,2 2,0
G020034 15,5 1,4 | G020049 1,1 0,1 | G020063 ND ND
G020035 1,4 0,2 | G020050 11,1 1,7 | G020064 25,7 2,9
G020036 14,4 2,3 | G020051 12,9 3,3 | G020065 ND ND
G020037 13,8 0,9 | G020052 5,8 1,3 [ G020066 37,5 4,4
G020038 5,9 1,8 | G020053 20,0 4,2 | G020067 39,0 55
G020039 20,0 5,0 | G020054 46,6 8,2 | G020068 54,3 2,5
G020040 47,2 5,0 | G020055 34,7 2,2 | G020069 28,2 3,8
G020041 45,3 55 | G020056 17,6 2,9 | G020070 1,5 0,4
G020042 54,3 5,1 G020057 9,5 3,3 | G020071 43,3 55
G020043 42,7 11,3 | G020058 14,3 2,0 | G020072 48,3 2,6
G020044 54,5 0,5 | G020059 6,6 3,7 | G020073 61,5 1,2
G020045 57 3,9

Ejemplo 3.2 Evaluacion de patrones de modificacion de ARNgu alternativos en células HEK-293
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[00607] Se evaluaron ARNgu de Nme2 adicionales con patrones de modificacién alternativos en
células HEK-293 (ATCC, CRL-1573) para evaluar el impacto de modificaciones quimicas adicionales en
la eficacia de la edicion de guias. Las células se prepararon y transfectaron como se describe en el
Ejemplo 1, administrando 100 ng de ARNm y ARNgu de Nme2 a una concentracion final de 50 nM. Las
células se sembraron a una densidad de 15 000 células/pocillo. Setenta y dos horas después de la
transfeccion, se aislé el ADN gendmico y se analizé6 mediante NGS como se describe en el Ejemplo 1.
[00608] La eficacia de edicion se evalué para 54 ARNgu modificados quimicamente que se dirigen
al gen VEGFA en el sitio T47 como se proporcioné anteriormente. Se evaluaron muestras en triplicado
en cada ensayo. Los resultados de media de edicién con desviacion estandar (SD) se muestran en la
Tabla 8 y en la Fig. 4.

Tabla 8. Porcentaje medio de ediciéon en células HEK-293

ID de guia % medio de SD |ID de guia % medio sD ID de| % medio SD
edicién de edicién guia de edicion
G020044 |76,2 3,9 |[G020721 (76,1 5,9 |G020739 |84,8 0,4
G020054 |78,1 94 |[G020722 (76,2 5,7 |G020740 |78,9 3,7
G020057 (47,3 5,8 [G020723 (73,3 5,1 |G020741 |66,6 2,5
G020058 [32,8 7,1 [G020724 (73,7 2,5 |G020742 (82,4 24
G020063 |54,1 2,7 [G020725 (82,4 2,9 |G020743 |80,9 3,1
G020065 |72,2 0,2 |[G020726 (72,2 1,2 |G020744 (79,0 5,0
G020070 9,3 0,3 [G020727 (79,3 0,8 |G020745 |79,7 1,9
G020073 |75,5 0,6 [G020728 (85,3 5,3 |G020746 |85,5 4,3
G020711 |34,7 8,6 [G020729 (76,9 0,5 |G020747 |21,9 3,4
G020712 |39,9 3,3 [G020730 (80,6 2,4 |G020748 |84,2 2,0
G020713 |47,2 3,6 [G020731 (81,4 1,8 |G020749 (75,7 1,2
G020714 |60,7 7,7 |G020732 (80,7 1,0 |G020750 (75,2 2,5
G020715 69,0 1,9 |G020733 |78,7 4,6 |G020751 |72,0 5.4
G020716 [62,2 956 [G020734 (77,3 6,3 |G020752 (78,4 2,7
G020717 |75,9 2,2 [G020735 (80,6 2,8 |G020753 |77,3 10,2
G020718 (81,3 1,4 |G020736 |78,5 2,7 |G020754 |80,7 1,1
G020719 |74,3 6,4 [G020737 (70,4 4,6 |G020755 |73,6 2,0
G020720 |73,0 3,4 [G020738 (73,7 5,6 |G020756 |76,5 4,0

Ejemplo 4. Edicién in vitro con guias seleccionadas en Hepatocitos Primarios de Ratén (PMH)
[00609] Se realizé una selecciéon de ARNgu modificado para evaluar la eficacia de edicion de 95
ARNgu diferentes dirigidos a varios sitios dentro del gen TTR del ratén. Sobre la base de ese estudio,
se seleccionaron dos ARNgu (G021320 y G021256) para su evaluacion en un ensayo de dosis-
respuesta. Estas dos guias de prueba se compararon con una guia TTR SpyCas9 de raton (G000502)
con una secuencia guia de 20 nucledtidos. Los ARNgu de NmeCas9 probados que se dirigen al gen
TTR de raton incluyen una secuencia guia de 24 nucleétidos (representada por N) y un andamio guia
de la siguiente manera:
MN*MNNNNNNNNmMNNNmMNNNNNNNNNNNNMGUUGMUMAMGmMCUCCCmUmMGmMAMAmMAMCmMCG
UUmGmCUAMCAAU*AAGMGMCCmMGmMUmMCmMGmMAMAMAMGmMAMUG
UGCmCGCmMAMAMCmMGCUCUMGMCCmUmMUMCmMUGMGCmMAMUC*mG* mU*mU (SEQ ID NO: 4),
donde A, C, G, Uy N son adenina, citosina, guanina, uracilo y cualquier ribonucleétido, respectivamente,

a menos que se indique lo contrario. Una m es indicativa de una modificacién 2'O-metilo y un * es
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indicativo de un enlace fosforotioato entre los nucleétidos. Las versiones modificadas y sin modificar de
las guias se proporcionan en la Tabla 1-2.
[00610] Los ARNm de Cas9 y guia fueron lipoinfectados, como se describe mas adellante, en
hepatocitos primarios de raton (PMH). PMH (In Vitro ADMET Laboratories MCM114) se prepararon como
se describe en el Ejemplo 1. Las lipofecciones se realizaron como se describe en el Ejemplo 1 con una
dosis respuesta de ARNgu y ARNm. En resumen, las células se incubaron a 37 °C, CO- al 5 % durante
24 horas antes del tratamiento con las lipoplejos. Los lipoplejos se incubaron en medio de mantenimiento
que contiene suero de bovino fetal al 10 % (FBS) a 37 °C durante 10 minutos. Después de la incubacion,
los lipoplejos se agregaron a los hepatocitos de ratén en un ensayo de dosis respuesta de 8 puntos en
3 veces con una dosis de partida de ARNm de Cas9 300 ng y ARNgu 50 nM. Las dosis de ARN
mensajero aumentan junto con la dosis de ARNg en cada condicion, aunque en la Tabla 9 solo se
enumera la dosis de ARNg. Las células se lisaron 72 horas después del tratamiento y el analisis NGS
se realiz6 como se describe en el Ejemplo 1.
[00611] La respuesta a la dosis de la eficacia de edicién para guiar la concentracion se realizé en
muestras por triplicado. La Tabla 9 muestra el porcentaje medio de edicion y la desviacién estandar (SD)
en cada concentracion guia y un valor de ECso calculado. La media y la desviacion estandar (SD) se
ilustran en la Fig. 5.

Tabla 9. Porcentaje medio ediciéon en hepatocitos de ratén primarios

Muestra ECso (nM) | ARNgu (nM) % medio de edicién SD
50 95,7 0,3
16,7 40,9 14,8
5,6 6,4 3,3
ARNmM de SpyCas9 + 920 1,9 0,8 0,3
G000502 ’ 0,6 0,2 0,08
0,2 0,1 0
0,1 0,1 0
0 0,1 0
50 86,5 0,9
16,7 41,8 2,1
5,6 5,8 1,4
Nme2 Cas9
1,9 1,2 0,3
ARNm Q (SEQ ID 18,7
0,6 0,4 0,2
NO: 635) + G021320
0,2 0,1 0,1
0,1 0,1 0
0 0,1 0
50 92,3 0,5
16,7 35,1 2
5,6 2,6 0,5
Nme2 Cas9 ARNm Q
1,9 0,6 0,4
(SEQ ID NO: 635) + 20,9
0,6 0,1 0
G021256
0,2 0,1 0
0,1 0,1 0
0 0,1 0

Ejemplo 5. Edicion in vitro en hepatocitos primarios de ratén (PMH) con curva de dilucién
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Ejemplo 5.1. Evaluacion de ARNgu modificado mediante series de dilucion

[00612] Se disefiaron ARNgu modificados con varias estructuras de andamiajes, todos dirigidos
a un sitio publicado previamente en el gen pcsk9 de raton (ver WO2019094791) como se muestra en
las Tablas 1-2 y se probo su eficacia de edicién utilizando hepatocitos primarios de raton (PMH). Las
células se prepararon como se describe en el Ejemplo 1 usando células PMH (In Vitro ADMET
Laboratories) y se sembraron en placas a una densidad de 20 000 células/pocillo. Las células se
transfectaron usando MessengerMax (Invitrogen) de acuerdo con los protocolos del fabricante con 1
ng/ul de ARNm de Nme2 Cas9 (ARNm U) y ARNgu en concentraciones como se indica en la Tabla 10.
Se incluyeron muestras duplicadas en el ensayo. Las células se recolectaron 72 horas después de la
transfeccion y se analizaron mediante NGS como se describe en el Ejemplo 1. El porcentaje medio de
edicién con desviacion estandar se muestra en la Tabla 10 y la Fig. 6.

Tabla 10. Porcentaje medio de ediciéon en PMH

G017564 G017565 G017566
Concentracié % medio
n de guia (nM) % medio SD % medio SD de SD
de edicién de edicion

edicion
50,0 25,7 3,2 | 256 49 | 27,7 0,4
25,0 27,8 1,4 | 20,0 1,7 | 26,4 4,7
12,5 15,3 1,7 | 12,9 0,8 |18, 1,7
6,3 10,6 06 |87 09 |12,6 0,9
3,1 5,3 0,2 |3,6 0,3 |67 0,7
1,6 5,0 1,1 | 3,6 0,6 |48 0,2
0,8 1,3 0,5 |02 0,1 |28 0,3
0,4 0,8 0,3 |05 0,1 1,8 0,1
0,2 0,3 0,1 0,2 0,1 |07 0,1
0,1 0,1 0,0 |0,1 0,1 0,2 0,1
0,0 0,1 0,0 |0,0 0,0 [0,3 0,1

Ejemplo 5.2. Evaluacion de modificaciones de cola de poli-A ARNm y relaciones de carga
[00613] Se seleccion6é un ARNgu dirigido al gen pcsk9 de raton de la Tabla 10 para evaluar la
eficacia de edicién de guias resultante de combinaciones particulares de modificaciones de cola poli-A
y proporciones de ARNgu:ARNm. Las células de PMH se prepararon, se trataron y se analizaron como
se describe en el ejemplo 1, a menos que se indique lo contrario. Las PMH (Gibco) se sembraron a una
densidad de 15 000 células/pocillo.

[00614] Las LNP se prepararon, en general, como se describe en el Ejemplo 1. Las LNP se
prepararon con la composicion de lipidos de 50/9/38/3, expresada como la relacién molar de lipido A
ionizable/colesterol/DSPC/PEG, respectivamente. Las LNP se formularon con una relacion molar de
amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6. Las LNP encapsularon el ARNg G017566 o
uno de los tres ARNm que codifican el mismo marco de lectura abierto (ORF) de Nme2Cas9, pero con
colas poli-A codificada diferentes, como se indica en la Tabla 11. Un experimento preliminar que mantuvo
constante la aplicacién de ARNgu y vari6 la cantidad de ARNm aplicado mostré que la proporcion de 1:1
de ARNgu:ARNm en peso resulté en el mayor porcentaje de edicion. En el ejemplo actual, se aplicaron
dosis crecientes de LNP de ARNm y LNP de ARNg a las células en 100 pl de medio como se describe
en la Tabla 11, manteniendo una relacion en peso de ARNgu:ARNm de 1:1. La Tabla 11 y la Fig. 7
muestran el porcentaje medio de edicién y la desviacion estandar (SD).

Tabla 11. Porcentaje medio de edicion en PMH
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ARNm C ARNm B ARNm D

ARN total SEQ ID NO: 622 SEQ ID NO: 621 SEQ ID NO: 623

(ng) % medio de % medio de % medio de
edicion sb edicion sb edicion N
333, 49,1 0,9 44,3 0,0 39,6 1
111, 37,5 3,2 43,4 0,2 30,3 1
37, 12,8 0,2 15,6 1,0 9,3 1
12,3 1,3 0,2 2,2 0,0 1,1 1
4,1 0,1 0,0 0,2 0,0 0,0 1
1,4 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 1
0,5 0,1 0,0 0,1 0,1 0,0 1

Ejemplo 5.3. Relacion de ARNgu:ARNm en relacién con ARNgu o ARNpg utilizando LNP

[00615] Se realizaron estudios para evaluar la eficacia de edicién de disefios de ARNgu que
contienen enlazadores de polietilenglicol (ARNpg). En el estudio se compararon dos ARNg que tenian
como diana la TTR con la misma secuencia guia, uno de los cuales incluia tres conectores de
polietilenglicol en la region constante de la guia (ARNpg, G021846) y uno de los cuales no (G021845),
como se muestra en la Tabla 12. Las guias y el ARNm se formularon en diferentes LNP y se mezclaron
a las proporciones deseadas para la entrega a hepatocitos primarios de ratén (PMH) a través de
nanoparticulas lipidicas (LNP).

[00616] Las células de PMH se prepararon, se trataron y se analizaron como se describe en el
Ejemplo 1, a menos que se indique lo contrario. Las células PMH de los Laboratorios In Vitro ADMET
(n.° lote MCM114) fueron sembradas a una densidad de 15 000 células/pocillo. Las células fueron
tratadas con LNP como se describe a continuacion. Las LNP se prepararon generalmente como se
describe en el ejemplo 1. Las LNP fueron preparados con una composicién lipidica de 50/9/38/3,
expresada como la relacion mola de lipido ionizable A/colesterol/DSPC/PEG, respectivamente.. Las LNP
fueron formuladas con una relacion molar de aminalipidica y ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6. Las
LNP encapsularon una sola especie de ARN, ya sea ARNg G021845, ARNg G021846 o ARNm (ARNm
M; SEQ ID NO: 631) como se describe en el Ejemplo 1.

[00617] Las células de PMH fueron tratadas con cantidades variables de LNP en relaciones de
ARNg a ARNm de 1:4, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1 u 8:1 en peso de carga de ARN. Se incluyeron muestras
duplicadas en cada ensayo. Se analizaron las guias en una curva de respuesta a la dosis de 8 puntos y
3 veces a partir de una concentracion de ARN total de 1 ng/uL, como se muestra en la Tabla 12. En la
Tabla 12 se muestran los resultados del porcentaje medio de edicién. En la Fig. 8A se muestra la media
de porcentaje de edicion para ARNgu G021845 y en la Fig. 8B se muestra el porcentaje medio de edicion
para ARNgu G021846. "ND" en la tabla representa valores que no se pudieron detectar debido a un fallo
experimental.

Tabla 12. Porcentaje medio de edicion en PMH

] . ARNgu (G021845) ARNpg (G021846)
Relaciéon de carga Dosis de
0, H 0, H
(ARNg:ARNm) | LNP (ng/uL) | ° Mediode | | 7% medio sD
edicion de edicion
1 88,1 1,7 ND ND
14 0,3 68,7 5,7 78 0,3
' 0,1 28,1 4,1 39,8 8,2
0,03 8,7 2 5,1 0
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ARNgu (G021845) | ARNpg (G021846)
Relacién de carga Dosis de
(ARNg:ARNm) | LNP (ng/uL) | °Mediode | o, | Zemedio |
edicion de edicion
0,01 1,5 0,4 4 1,2
0,004 0,6 0,5 0,2 0
0,001 0,3 0,2 0,6 0,3
1 90,6 0 91,2 2,9
0,3 78 2,4 85,6 1,4
0,1 41,5 5,8 56,6 4.4
1:2 0,03 23 54 17,5 0
0,01 6,1 4,3 18,6 0,5
0,004 0,1 0,1 3.4 1,7
0,001 0,1 0 2,4 0,7
1 90,9 1,4 94,7 0,6
0,3 71,8 4,2 84,7 0,9
0,1 45,7 3,2 64,3 53
1:1 0,03 27,4 1 44,8 11,5
0,01 4,7 2,5 10,2 4,3
0,004 0,2 0 1,7 0,7
0,001 0,1 0 0,7 0,5
1 92,4 1,6 94,5 0,8
0,3 80 1,3 85,7 0,2
0,1 45,4 0 68 7,9
2:1 0,03 47,2 3 49,3 0
0,01 18,1 1,8 28,8 4,1
0,004 0,8 0,7 3,8 2,4
0,001 0,2 0,1 0,8 0,3
1 87,9 1,9 90,1 0
0,3 80,2 2,2 84 0,1
0,1 43,4 0 60,4 0,1
4:1 0,03 46,2 0,5 46,1 0
0,01 11,3 2,3 26,7 4.9
0,004 0,4 0,2 1,5 0,4
0,001 0,4 0,1 0,5 0,3
1 89,2 0 87,5 0
0,3 76,7 3,9 78,6 3,1
0,1 59,5 9,4 59,4 1,1
8:1 0,03 36,4 7 45,3 0,5
0,01 8,2 1,2 18,7 2,9
0,004 0,6 0,6 2,6 0,3
0,001 0,1 0 0,6 0,2

Ejemplo 5.4. Edicidn in vitro de guias pegiladas modificadas (ARNpg) en PMH usando LNP
Se analiz6 el ARNpg modificado con el mismo sitio objetivo en el gen TTR del ratén para evaluar

la eficacia de edicion en células de PMH.
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[00618] Las células de PMH se prepararon, se trataron y se analizaron como se describe en el
Ejemplo 1, a menos que se indique lo contrario. Se usaron células PMH de In Vitro ADMET Laboratories
(n.° de lote MC148) y se colocaron en placas en una densidad de 15 000 células/pocillo. Las
formulaciones de LNP se prepararon tal como se describe en el Ejemplo 1. Las LNP se prepararon con
una composicion lipidica de 50/9/38/3, expresada como la relacion molar de lipido ionizable
Al/colesterol/DSPC/PEG, respectivamente.. Las LNP fueron formuladas con una relacion molar de amina
lipidica a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6 y un ARNg indicado en la Tabla | o un ARNm.

[00619] Las PMH en 100 pl de medio se trataron con LNP para 30 ng de ARNm total (ARNm P)
en peso y LNP para ARNg en las cantidades indicadas en la Tabla 13. Las muestras se ejecutaron en
duplicado. Los resultados de media de edicion para PMH se muestran en la Tabla 13 y en la Figura 9.

Tabla 13. Porcentaje medio de edicion en PMH

% %
ARNgu de ARNgu de
medio medio
ID de guia LNP SD ID de guia LNP SD
de de
(ng/uL) o (ng/uL) .
edicion edicion
0,7 96,6 0,5 0.7 91,5 1,8
0,23 95,0 0,5 0,23 84,8 0,1
0,08 80,0 5,9 0,08 56,4 2,7
0,03 51,9 1,9 0,03 28,2 3,6
0,009 13,9 0,4 0,009 10,0 1,7
G021844 0,003 4.6 0,9 G023416 0,003 3,2 0,0
0,001 0,8 0,1 0,001 0,8 0,3
0,0003 0,2 0,1 0,0003 0,2 0,0
0,0001 0,1 0,0 0,0001 0,1 0,0
0,00004 0,2 0,1 0,00004 0,1 0,0
0,00001 0,1 0,0 0,00001 0,1 0,0
0 0,1 0,0 0 0,1 0,0
0,7 96,4 0,4 0,7 90,5 1,8
0,23 92,5 0,7 0,23 71,6 0,2
0,08 73,9 0,9 0,08 30,9 6,7
0,03 36,4 2,6 0,03 12,8 1,3
0,009 10,3 1,5 0,009 4.8 1,5
G023413 0,003 2,4 0,7 G023417 0,003 0,4 0,4
0,001 0,6 0,1 0,001 0,2 0,1
0,0003 0,3 0,0 0,0003 0,1 0,0
0,0001 0,1 0,0 0,0001 0,1 0,1
0,00004 0,1 0,0 0,00004 0,1 0,0
0,00001 0,1 0,0 0,00001 0,1 0,0
0 0,1 0,0 0 0,1 0,0
0,7 96,5 0,2 0,7 96,8 0,3
0,23 92,7 0,4 0,23 90,8 1,7
G023414 G023418
0,08 74,1 2,7 0,08 63,3 1,8
0,03 457 1,5 0,03 27,7 2,4
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% %
ARNgu de ARNgu de
medio medio
ID de guia LNP SD ID de guia LNP SD
de de
(ng/ul) i (ng/ulL) .
edicion edicion

0,009 13,7 0,7 0,009 8,8 0,5
0,003 43 1,3 0,003 1,9 0,6
0,001 0,7 0,1 0,001 0,7 0,2
0,0003 0,2 0,0 0,0003 0,2 0,1
0,0001 0,2 0,1 0,0001 0,1 0,0
0,00004 0,2 0,1 0,00004 0,1 0,0
0,00001 0,1 0,0 0,00001 0,1 0,0
0 0,1 0,0 0 0,2 0,1
0,7 96,5 0,5 0,7 96,6 0,6
0,23 92,6 0,7 0,23 93,4 1,3
0,08 73,1 0,2 0,08 71,1 3,3
0,03 34,4 0,8 0,03 29,0 4.6
0,009 14,2 0,2 0,009 9,7 4.1
0,003 3,9 0,4 0,003 2,3 0,5

G023415 G023419
0,001 0,5 0,2 0,001 0,4 0,0
0,0003 0,2 0,0 0,0003 0,1 0,0
0,0001 0,2 0,0 0,0001 0,2 0,0
0,00004 0,1 0,0 0,00004 0,2 0,0
0,00001 0,1 0,0 0,00001 0,1 0,0
0 0,1 0,0 0 0,1 0,0

Ejemplo 6. Analisis de modificacion quimica

Ejemplo 6.1. Analisis de modificacion quimica en células HEK-293

[00620] Se determind la eficacia de edicién para el ARNcr modificado quimicamente dirigido a
dos sitios objetivo de VEGFA diferentes (TS-25, TS-47). Cada ARNgd contenia una combinacion de un
ARNcr y un ARNtrac con modificaciones quimicas. Las modificaciones quimicas incluyeron
modificaciones de fosforotioato (PS) o 2'-O' metilo (2'-OMe) en las bases en los extremos 5' y 3' tanto
del ARNcr como del ARNtracr (EndMod).

[00621] Se prepararon células HEK-Nme2 como se describe en el Ejemplo 2, excepto que en este
estudio se usaron células con MOI de 0,8. Las células se colocaron en placas a una densidad de 10 000
células por pocillo Luego, las células se transfectaron con ARN guia dual mediante el protocolo
MessengerMax descrito en el Ejemplo 2.2 a una concentracion final de ARNgd 25 nM. Se incluyeron
muestras duplicadas en el ensayo. Después de 72 horas, se extrajo el ADN genémico (ADNg) de las
células y se preparé para el analisis NGS como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados del analisis
NGS se evaluaron utilizando el software Graphpad Prism (version 9). El porcentaje medio de edicién se
muestra en la Tabla 14 y las Figs. 10A-10B.

Tabla 14. Porcentaje medio de ediciéon con diferentes combinaciones de ARNcr y ARNtracr

Sitio TS-25 Sitio TS-47
ARNtracr
% medio de % medio de
ID ID de ARNcr o SD ID de ARNcr o SD
edicion edicion
TR018617 CR017872 (4,20 2,20 CR018650 3,25 0,25
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ARNtracr Sitio TS-25 Sitio TS-47
ID IDde ARNer | ™e%°9¢ | b | iDdeaRNer | 2 MeMO%e ] op
edicion edicion
TR018618 UnMod 3,05 1,05 UnMod _ |6,90 1,50
TR018619 0,75 0,25 8,55 2.15
TR018620 0,10 0,00 1,05 0,05
TR018621 0,25 0,05 3,80 1,50
TR018622 0,10 0,00 1,15 0,75
TR018617 3,80 2,30 7,70 0,10
TR018618 17,30 5,00 26,70 3,60
TR0O18619 | CR017873 9,00 2,90 CR018651 |20,85 4,25
TR018620 EndMod  |3,05 0,45 EndMod  [13,15 3,85
TR018621 9,40 2,30 18,35 3,55
TR018622 0,50 0,20 1,20 0,40
TR018617 4,95 1,75 9,10 2,90
TR018618 18,85 4,15 27,50 5,40
TRO18619 | CR018473 (18,00 250 CR018652 |28,45 3,05
TR018620 RaMod 3,15 0,25 RaMod  |8,60 3,60
TR018621 15,15 1,25 19,60 3,00
TR018622 0,30 0,10 1,40 0,10
TR018617 3,35 1,55 2,80 0,40
TR018618 15,60 4,80 12,35 0,85
TRO18619 | CR018645 (12,75 1,05 CR018653  |25,95 1,35
TR018620 | RA-maxPS (2,30 0,50 RA-maxPS 5,75 1,45
TR018621 9,40 0,00 10,95 2,55
TR018622 0,15 0,05 0,70 0,70
TR018617 5,20 1,90 4,30 1,70
TR018618 15,75 3,85 1,70 0,10
TRO18619 | CR018646 9,50 0,90 CR018654 |21,30 1,70
TR018620 maxPS  [2,20 0,00 maxPS  |6,60 2,60
TR018621 9,55 1,05 9,15 4,65
TR018622 0,15 0,05 255 1,15
TR018617 4,65 1,75 5,00 0,80
TR018618 12,15 4,25 26,85 2.25
TRoT8619 | 01804 o Gs 1,45 CRO18655 15630 1,00
TROT8620 | D™ 750 0,40 objetivo- 1525 0,95
TR018621 2-OMe 9,70 1,50 2-OMe 15,65 2,85
TR018622 0,10 0,00 1,25 0,25
TR018617 7,00 3,10 10,50 0,50
TR018618 23,40 8,00 21,10 1,90
TRO18619 | CR018648 (11,70 4,30 CR018656 |25,05 0,65
TR018620 | Max-2-OMe 3,30 0,00 Max-2-OMe (13,90 0,90
TR018621 13,30 2,20 23,60 0,70
TR018622 0,20 0,00 1,25 0,45
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Sitio TS-25 Sitio TS-47
ARNtracr
% medio de % medio de
ID ID de ARNcr SD ID de ARNcr SD
edicion edicion
TR018617 1,55 0,05 6,55 0,15
TR018618 14,60 4,10 11,65 0,65
TR018619 CR018649 (4,35 1,25 CR018657 (29,05 2,35
TR018620 Max-2'-OMe [1,25 0,15 Max-2'-OMe (9,40 1,80
TR018621 10,85 3,55 20,45 6,65
TR018622 0,10 0,00 1,70 0,10
[00622] Las combinaciones adicionales de ARNcr y ARNtracr modificados quimicamente se

testearon para evaluar la eficacia de la edicion. La eficacia de edicion se determiné para ARNgd
modificado quimicamente dirigido al sitio TS47 descrito anteriormente dentro del gen VEGFA. Cada
ARNgd contenia una combinacién de un ARNcr y un ARNtracr con modificaciones quimicas. Se
obtuvieron y prepararon células HEK-Nme2 como se describe en el Ejemplo 2. Las células (MOI=2) se
sembraron en placas a una densidad celular de 10 000 células por pocillo. Luego, las células se
transfectaron con ARN guia dual mediante el protocolo MessengerMax descrito en el Ejemplo 2.2 a una
concentracion final de ARNgd 25 nM. Se incluyeron muestras duplicadas en el ensayo. Después de 72
horas, se extrajo el ADNg de las células, se preparé para el analisis de NGS y los resultados de NGS se

analizaron como se describe anteriormente y en el Ejemplo 1. El porcentaje medio de edicion se muestra

en la Tabla 15y la Fig. 11.

Tabla 15. Porcentaje medio de edicion con ARNcr y ARNtracr modificados

CR018473 CR018474 CR018475 CR018476
ID de % medio % medio % medio % medio
ARNtracr de de de de
edicion | SD | edicién SD | edicion SD edicién SD

TR018477 | 20,5 0,1 |328 1,9 |14,2 4,1 22,2 2,1
TR018478 | 5,8 1,3 | 25,6 40 |61 0,2 14,2 0,3
TR018479 | 35,7 2,3 37,9 2,7 1199 1,7 15,4 0,6
TR018480 | 37,4 04 |29,7 0,5 |20,2 1,3 1,2 0,3
TR018481 | 24,9 1,0 | 29,9 0,1 |19 0,2 23,6 0,7
TR018482 | 0,3 0,1 |05 0,1 |09 0,3 0,8 0,1
TR018483 | 30,3 1,4 |31,8 1,7 116,9 0,4 21,1 3,1
TR018484 | 16,2 1,8 | 18,2 1,2 17,9 1,1 23,2 3,0
TR018485 | 26,1 02 |6,6 1,3 |15 0,4 5,9 1,1
TR018486 | 32,0 48 17,9 08 |28 0,1 15,7 0,3
TR018487 | 8,0 1,6 | 30,1 1,0 |12,2 0,0 21,8 0,7
TR018488 | 36,2 0,8 | 25,1 1,2 21,0 1,0 31,0 0,3
TR018489 | 34,9 0,4 |20,1 1,6 195 0,5 29,4 1,3
TR018490 | 21,9 0,3 |285 0,3 |10,2 1,6 13,8 1,4
TRO018491 | 24,7 1,2 | 28,3 1,4 |19,6 1,4 26,1 0,0
TR018492 | 13,6 1,5 | 18,3 0,3 | 124 3,0 18,7 1,9
TR018493 | 19,9 08 |84 20 |96 1,9 22,7 3,2
TR018494 | 11 09 (04 02 |03 0,2 0,3 0,1
TR018495 | 19,4 1,6 |27,8 0,7 |14 0,7 1,9 0,3
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TR018496 | 38,7 0,9 |355 1,0 [ 13,3 1,7 32,9 1,7
TR018497 | 27,5 1,1 | 16,6 05 |131 0,2 23,0 0,7
TR018498 | 28,0 1,2 | 38,1 1,0 | 18,6 2,9 24,9 1,7
TR018499 | 33,9 0,1 | 364 0,5 |26,6 0,9 37,8 1,2
TR018500 | 0,7 05 |05 02 |31 0,7 4,7 1,3

Ejemplo 6.2. Evaluacion de las modificaciones quimicas de la secuencia guia en PMH

[00623] Se evaluo la eficacia de edicion del ARN guia pegilado (ARNpg) con modificaciones
quimicas en la secuencia guia en dos regiones TTR de raton distintas (Exén 1 y Exon 3) en PMH. Se
prepararon PMH (In Vitro ADMET Laboratories) como se describe en el Ejemplo 1. La lipofeccion de
ARNmM de Nme2 Cas9 (ARNm O SEQ ID NO: 633) y ARNg dirigidos a dos loci distintos en TTR de raton
como se indica en la Tabla 16 utilizé lipidos premezclados. composiciones como se describe en el
Ejemplo 1. Se usaron lipoplejos para tratar células con 100 ng/100 ul de ARNm de Nme2 y con ARNg
en las concentraciones indicadas en la Tabla 16. Las células se incubaron en medio de mantenimiento
+ FBS al 10 % (Corning n.° 35-010-CF) a 37 °C por 72 horas. Después de la incubacion, se aisl6 ADN
gendmico y se realizd analisis de NGS como se describe en el Ejemplo 1.

[00624] Se determiné la eficacia de edicion para diversos patrones de modificaciéon de guias a
tres concentraciones de ARNg (3 nM, 8 nM o 25 nM). Se incluyeron muestras duplicadas en el ensayo.
Los resultados de la media de edicion se muestran en la Tabla 16 y las Fig. 12A-12B para las guias de
ensayo con el disefio de ARNpg N79 (G023066 o G023067) que carecen de un 2’-OMe en posiciones
nucleotidicas especificadas en la region de unién del ARNg. En la Tabla 17 y las Fig. 12C-12D se
muestra una media de porcentaje de edicién para guias de ensayo con disefios de ARNpg de fin de
moldeo (G023070 o G023104) con modificaciones adicionales de 2’-OMe en la posicion de nucleétido
especificada en la regidon de unién del objetivo del ARNg. "ND" en la tabla representa valores que no se
pudieron detectar debido a un fallo experimental.

Tabla 16. Porcentaje medio de edicion para ARNpg N79 sin modificacién con 2’-OMe en la

posicion especificada en la secuencia guia.

Concentraciones de ARNg
3 nM 8 nM 25 nM
Modificacion % medio % medio % medio
de secuencia de SD | de SD | de SD
Locus de guia Guia edicion edicion edicién
ARNpg con mod
alta 5023067 ND ND | 61,8 0,3 |76,3 4,6
Sin Mod G023069 5,1 0,4 | 13,0 0,2 | 33,8 0,3
Modo final G023070 23,7 3,9 | 48,1 0,3 | 61,2 2,0
POSICION 4 G023078 36,5 4,1 |50,7 3,5 |69,5 0,1
) POSICION 5 G023079 57,7 0,5 | 63,2 356|712 3,0
=xon-1 POSICION 8 G023080 47,3 4,2 | 46,1 29 784 0,2
POSICION 9 G023081 50,4 2,2 | 46,8 5,6 | 57,4 4.1
POSICION 11 G023082 31,2 2,3 393 1,9 | 50,7 3,6
POSICION 13 | G023083 46,5 3,7 | 49,2 3,8 | 46,6 9,2
POSICION 18 | G023084 46,8 1,8 | 47,7 7 60,7 4.1
POSICION 22 | G023085 9,5 2,6 |352 5,8 | 49,6 3,9
Exon-3 ARNpg con mod | G023066 38,8 40 | 792 4,2 | 88,0 1,0
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Concentraciones de ARNg
3nM 8 nM 25 nM
Modificacion % medio % medio % medio
de secuencia de SD | de SD | de SD
Locus de guia Guia ediciéon edicion edicién

alta
Sin Mod G023103 1,3 0,5 |20 0,2 | 37,3 1,6
Mod final G023104 20,3 4,7 | 50,1 49 | 62,1 5,1
POSICION 4 G023112 56,7 3,8 | 64,3 32772 2,0
POSICION 5 G023113 41,0 8,9 | 68,4 1,3 1818 1,8
POSICION 8 G023114 56,3 22 |76,8 14 | 87,5 0,5
POSICION 9 G023115 59,5 9,0 | 63,6 1,9 | 80,8 0,9
POSICION 11 023116 49,4 ;O’ 49,5 7,1 67,8 0,2
POSICION 13 | G023117 49,0 94 | 551 5,7 1 70,3 1,2
POSICION 18 | G023118 52,9 7,3 | 56,6 6,0 | 74,4 3,4
POSICION 22 | G023119 21,7 41 1305 3,3 | 40,8 1,2

ND = no se han presentado datos debido a fallos técnicos.
Tabla 17. Porcentaje medio de edicion para los ARNpg modificados finales con una modificaciéon

adicional 2’-OMe en la posicion especificada en la regién de unién de los ARNpg.

Concentraciones de ARNg

3 nM 8 nM 25 nM

Modificacion de % medio % medio % medio
secuencia de de SD de SD de SD

Locus guia Guia edicion edicion edicion

ARNpg con mod

alta G023067 ND ND 61,8 0,3 76,3 4,6
Sin Mod G023069 5,1 0,4 13,0 0,2 33,8 0,3
Mod final G023070 23,7 3,9 48,1 0,3 61,2 2,0

POSICION 4 G023071 22,4 4,0 51,0 53 54,2 0,6
POSICION 5 G023072 18,8 2,1 45,8 53 60,5 1,2

Exén-1 .
POSICION 8 G023120 65,3 26 41,3 5,0 38,6 7,2
POSICION 9 G023073 31,1 3,1 47,7 1,0 62,4 6,3
POSICION 11 G023074 24,0 5,6 52,0 1,7 66,5 1,4
POSICION 13 G023075 ND ND 48,2 3,6 62,5 0,8
POSICION 18 G023076 17,2 1,6 43,1 0,2 48,1 2,8
POSICION 22 G023077 30,6 2,5 59,1 7,2 ND ND

ARNpg con mod | G023066

alta 38,8 4,0 79,2 4,2 88,0 1,0
Sin mod G023103 1,3 0,5 20,0 0,2 37,3 1,6
Exon-3 Mod final G023104 20,3 4,7 50,1 4,9 62,1 5,1

POSICION 4 G023105 7,0 1,4 52,6 6,8 51,6 2,2
POSICION 5 G023106 22,8 4,2 ND ND 63,8 3,4
POSICION 8 G023122 34,6 54 53,2 6,5 66,9 1,9
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Concentraciones de ARNg

3nM 8 nM 25 nM
Modificacion de % medio % medio % medio
secuencia de de SD de SD de SD
Locus guia Guia edicién edicion edicién

POSICION 9 G023107 19,3 5,1 ND ND ND ND
POSICION 11 G023108 27,1 7,5 49,6 6,8 50,5 0,7
POSICION 13 G023109 13,6 2,8 41,6 3,4 ND ND
POSICION 18 G023110 25,1 8,8 46,2 3,9 54,1 1,1
POSICION 22 G023111 22,3 6,6 56,8 1,1 61,2 3,9

ND = no se han presentado datos debido a fallos técnicos.

Ejemplo 7. Edicion de bases con editor de bases Nme2 y ARNgu modificado quimicamente en
células HepG2

[00625] Se evaluaron construcciones de editor de bases que comprenden un dominio de
desaminasa APOBECS3A fusionado con nicasa Nme2Cas9 D16A para determinar la eficacia de
conversién de bases con varios disefios de guia en células HepG2.

[00626] Las células HepG2 sobreexpresan constitutivamente el miembro 1 de la familia de
portadores de soluto 10 (SLC10A1) (HepG2-NTCP, Seeger et al. Mol Ther Nucleic Acids. dec 2014;
3(12): e216) se descongelaron y resuspendieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% (Medio Y) seguido de centrifugacion. El sobrenadante
se descarté y las células se resuspendieron en Medio Y y se sembraron en placas a una densidad de
25 000 células por pocillo en una placa recubierta de coladgeno de 96 pocillos (Corning, Cat. 354407) en
100 uL de Medio Y.

[00627] Los ARNm del editor de bases Nme2Cas9 se prepararon mediante transcripcion in vitro
esencialmente como se describe en el Ejemplo 1 a partir de plasmidos que codifican ARNm R (2XNLS
de extremo N, editor de bases 1x de extremo C NLS Nme2), ARNm S (2XNLS de extremo N, ORF del
editor de bases NLS Nme2) y ARNm T (ORF del editor base NLS Nme2 de término C 1X). EIl ARNm de
SpyCas9 y el ARNm del inhibidor de la uracilo glicosilasa (UGI) (SEQ ID NO: 625) se transcribieron a
partir de plasmidos utilizando el mismo método.

[00628] Los ARNgu de NmeCas9 modificados quimicamente dirigidos a NTCP, con diferentes
secuencias de PAM (G020927, G020928) o VEGFA (G020073) y el ARNgu de SpyCas9 dirigidos a
NTCP (G020929) se sintetizaron utilizando métodos de rutina.

[00629] El ARN guia, el ARNm del editor y el ARNm de UGI se mezclaron en una proporcion en
peso de 1:1:1 con un reactivo de transfeccién premezclado que contenia lipido A, colesterol, DSPC y
PEG2k-DMG en una proporcidon molar de 50:38:9:3, respectivamente. Los reactivos se combinaron a
una relacion molar de amina lipidica con respecto a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6.0. La mezcla
de ARN-lipidos se mezcl6 aproximadamente 1:1 con medio FBS al 10 % y se incubd durante 10 minutos.
Después de la incubacion, las células se trataron con la mezcla de ARN y lipidos en una dilucion en
serie de 8 puntos y 2 veces comenzando con 400 ng de ARN editor total por pocillo.

[00630] A 72 horas luego del tratamiento, las células se lisaron para analisis de NGS como se
proporciond en el Ejemplo 1.

[00631] La respuesta a la dosis de la eficacia de edicién para guiar la concentracion se realizé en
triplicado. Tabla 18 — muestra los porcentajes medios de edicion calculados en cada concentracion guia
y un valor de EC50 calculado. El sitio objetivo en VEGFA es propenso a la formacion de indeles debido

al alto contenido de GC. Todos los ARNm del editor lograron la misma edicion maxima de C a T. Hubo
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ligeras diferencias en la EC50 donde el ARNm S superé al ARNm Ry al ARNm T.
Tabla 18. Porcentajes medios de edicidon en células HepG2-NTCP en el locus VEGFA (G020073) y

el editor base Nme2.

Editor de % de C con

ARNmM base de % de C conrespectoa T | respecto a A/G % de indel
nombre (ng)| Media | SD | n | EC50 | Media| SD | n | Media| SD | n
0 0,20 (0,14 | 2 0,80 0,00 2| 0,70 [ 0,14 | 2
6,25 36,05 1,63 | 2 2,30 [0,28| 2| 14,25 0,21 | 2
12,5 49,70 | 1,13 | 2 295 0492 |16,35 1,06 2
ARNM R 25 57,60 (0,42 | 2 6.85 2,75 10,072 |17,45 0,21 | 2
50 67,15 1,34 | 2 265 (0,07|2 (17,90 | 0,14 | 2
100 70,50 (0,99 | 2 2,65 [0,07|2]1880 (0,28 | 2
200 72,75 | 0,49 | 2 290 |057|2|18,75]049| 2
400 72,00 | 0,14 | 2 3,10 [ 0,14 | 2| 20,40 [ 0,99 | 2
0 0,50 |0,00| 1 1,00 |{0,00| 1| 0,60 | 0,00 | 1
6,25 49,60 |3,25| 2 210 [ 0,14 | 2| 14,05 0,21 | 2
12,5 57,05 | 0,78 | 2 250 [042| 216,50 0,14 | 2
ARNM S 25 66,95 (0,49 | 2 2.86 2,40 (0,00| 2 | 16,25 0,21 | 2
50 71,45 10,35 | 2 2,40 (0,00| 2 | 17,25 0,07 | 2
100 71,60 1 0,85| 2 255 10,35|2|17,90 0,14 | 2
200 73,70 10,28 | 2 2,65 | 0,07|2|19,00 0,28 | 2
400 73,80 (0,14 | 2 3,056 0,35 218,70 | 042 | 2
0 0,55 0492 1,05 |[0,21| 2| 0,55 |0,07| 2
6,25 4555 0,21 | 2 260 (0,282 |17,15 0,64 | 2
12,5 56,40 1,84 | 2 2,80 [0,00| 2| 19,40 0,14 | 2
ARNm T 25 64,95 1,06 | 2 484 3,15 10,35| 2 | 19,40 | 1,70 | 2
50 70,70 10,28 | 2 3,25 |0,21| 2 | 20,00 0,71 | 2
100 72,20 | 2,83 | 2 2,75 (0,212 | 19,80 | 156 | 2
200 70,90 (0,99 | 2 3,15 10,352 (19,70 | 0,85 | 2
400 71,80 (0,14 | 2 345 10,21 2]20,95(0,35| 2

Ejemplo 8. Edicion de bases con ARNgu modificado quimicamente en PMH

[00632] Se evaluaron construcciones de editor de bases que comprenden un dominio de
desaminasa APOBEC3A fusionado con nicasa Nme2Cas9 para determinar la eficacia de conversion de
bases con varios disefios en hepatocitos de ratdén primarios (PMH). Se descongelaron PMH (In Vitro
ADMET Laboratories, n.° de catdlogo MC148) y se sembraron en placas como se describe en el Ejemplo
1. Editor de bases Nme2Cas9, ARNm ARNm R, ARNm S y ARNm T; y se prepararon ARNm del inhibidor
de la uracilo glicosilasa (UGI) (SEQ ID NO: 625) como se describe en el Ejemplo 1 y se emparejaron
con una serie de ARNgu modificados quimicamente dirigidos a TTR de ratdén y seleccionados en una
dosis Unica de 128 ng de ARNm del editor de bases. A las 72 horas luego del tratamiento, las células se
lisaron para el analisis NGS como se proporciond en el Ejemplo 1. La edicidn media de guias
representativas (proporcion de tipos de edicion) se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19. Porcentajes medios de ediciéon en células PMH utilizando ARNg modificados dirigidos

al locus TTR y un editor base Nme2.
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% de C con respecto a
% de C conrespectoa T AIG % de indel
ARNm Guia Media SD N Media SD N |Media|l SD | N

G021237 (69,00 594 |2 3,65 1,63 2 9,00 (3,39 |2

ARNm R |G021249 (47,15 2,33 |2 1,20 0,14 2 1,45 (1,34 |2
G021321 |7,25 092 |2 0,25 0,21 2 91,25 10,92 |2

G021237 |76,75 1,34 |2 4,35 1,48 2 795 (1,34 |2

ARNmM S |G021249 |54,05 417 |2 1,20 0,28 2 1,60 0,42 |2
G021321 |0,50 n/a 1 0,10 n/a 1 99,00 |nfa |1

G021237 |73,55 544 |2 5,15 2,47 2 12,50 (1,70 |2

ARNm T |G021249 |53,30 552 |2 1,05 0,21 2 215 1,63 |2
G021321 |7,05 1,20 |2 0,55 0,21 2 90,40 |2,97 |2

n/a = SD no es aplicable cuando solo se informa 1 réplica.

Ejemplo 9. Estudios de ARNm de Nme2

Ejemplo 9.1 — Edicién in vitro en hepatocitos primarios

[00633]

Se analizaron ARNm mensajeros que codifican ORF de Nme2Cas9 con diferentes

ubicaciones del NLS para evaluar la eficacia de la edicién en hepatocitos primarios de ratén (PMH).

[00634]

usando el reactivo de transfeccién Lipofectamine MessengerMAX (Invitrogen LMRNAOO1) de acuerdo
con el protocolo del fabricante para transformar células con ARNgu G020361 100 nM dirigido a PCSK9
de ratén y con ARNm en las concentraciones enumeradas en la Tabla 20. Se incluyeron muestras
triplicadas en el ensayo. Después de 72 horas de incubacion a 37 °C en medio de mantenimiento, se

recolectaron las células y se realizo el analisis NGS como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados

Las PMH se prepararon como se describe en el Ejemplo 1. La lipofeccion se realizé

de edicién medios con la desviacion estandar (SD) se muestran en la Tabla 20 y la Fig. 13.

Tabla 20. Porcentaje medio de edicion en el locus PCSK9 en PMH.

Concentracion de % medio de
Construir ARNm (ng/ulL) edicion SD
2,00 0,07 0,05
0,66 0,07 0,05
0,22 0,03 0,05
ARNm H 0,07 0,03 0,05
SEQ ID NO: 626 | 0,03 0,03 0,05
0,008 0,00 0,00
0,003 0,00 0,00
0,00 0,05 0,05
2,00 22,53 1,59
0,66 10,37 2,25
0,22 0,80 0,22
ARNm | 0,07 0,07 0,05
SEQ ID NO: 627 | 0,03 0,07 0,05
0,008 0,03 0,05
0,003 0,03 0,05
0,00 0,20 0,28
ARNm J 2,00 26,30 0,86
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Concentracion de % medio de
Construir ARNm (ng/ulL) edicién SD
SEQ ID NO: 628 | 0,66 10,07 1,27
0,22 0,93 0,33
0,07 0,03 0,05
0,03 0,03 0,05
0,008 0,03 0,05
0,003 0,03 0,05
0,00 0,05 0,05
2,00 14,20 1,84
0,66 6,70 1,16
0,22 0,53 0,17
ARNm K 0,07 0,07 0,09
SEQ ID NO: 629 | 0,03 0,03 0,05
0,008 0,00 0,00
0,003 0,00 0,00
0,00 0,05 0,05
2,00 23,30 0,80
0,66 10,57 1,54
0,22 0,70 0,42
ARNm L 0,7 0,07 0,05
SEQ ID NO: 630 | 0,03 0,07 0,05
0,008 0,07 0,05
0,003 0,03 0,05
0,00 0,05 0,05
2,00 22,63 2,25
0,66 11,00 0,00
0,22 0,97 0,19
ARNm N 0,07 0,17 0,09
SEQ ID NO: 631 | 0,03 0,03 0,05
0,008 0,03 0,05
0,003 0,00 0,00
0,00 0,05 0,05
2,00 19,90 0,16
0,66 8,40 2,20
0,22 0,70 0,22
ARNm C 0,07 0,03 0,05
SEQ ID NO: 632 | 0,03 0,00 0,00
0,008 0,03 0,05
0,003 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00

Ejemplo 9.2 — Respuesta a la dosis de variantes y guias de ORF de Nme2 con variaciones de
modificacién quimica

[00635] Se analizaron diferentes ARNm mensajeros que codifican ORF de Nme2Cas9 con
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diferentes configuraciones de NLS para determinar la eficacia de edicion en hepatocitos primarios
humanos (PHH) y células HEK-293. Los ensayos se realizaron utilizando ARNg con secuencias guia
idénticas dirigidas al locus TS47 de VEGFA y los ARNg tenian varias longitudes y patrones de
modificacion quimica. Las células PHH se prepararon como se describe en el Ejemplo 1. Las células
HEK293 se descongelaron y se sembraron en placas a una densidad de 30.000 células/pocillo en placas
de 96 pocillos en DMEM (Corning, 10-013-CV) con FBS al 10 % y se incubaron durante 24 horas. La
lipofeccion se realizé utilizando el reactivo de transfeccion Lipofectamine MessengerMAX (Invitrogen
LMRNAOQO1) segun el protocolo del fabricante. Se utilizé una serie de diluciones de respuesta a la dosis
1:3 que comenzd con una dosis maxima de ARNg de 100 nM y ARNm de 1 ng/uL para transformar
células con ARNg en las concentraciones enumeradas en las Tablas LS3.1 y LS3.2. Se incluyeron
muestras replicadas en el ensayo. Después de 72 horas de incubacion a 37 °C, se recolectaron las
células y se realizé el analisis NGS como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados de edicién medios
con desviacion estandar (SD) se muestran en la Tabla 21A y las Figuras 14A-14C para células HEK y
la Tabla 21B y las Figuras 14D-14F para PHH.

Tabla 21A. Porcentaje medio de edicién en HEK

ARNg G020055 G020073
ARNm [nM] | Media | SD N | Media SD N
100 76,05 | 5,18 4 190,50 |4,15 4
33,33 61,68 | 14,86 |4 |7555 |8,65 4
11,11 32,93 |8,59 4 6353 |11,92 |4
ARNM C 3,70 14,63 | 4,08 4 139,88 |240 4
1,23 5,95 1,42 4 13,00 |5,36 4
0,41 3,35 0,60 4 6,03 1,05 4
0,14 2,05 0,50 4 | 3,65 0,47 4
0,00 1,50 0,22 4 1,30 0,22 4
100 85,55 | 7,06 4 88,08 |4,90 4
33,33 65,33 | 17,06 |4 |77,13 |4,78 4
11,11 3498 (1293 |4 |48,63 |4,83 4
ARNm | 3,70 21,25 13,09 |4 |2243 |6,49 4
1,23 8,03 8,06 4 980 2,12 4
0,41 2,83 1,94 4 |555 0,94 4
0,14 2,15 0,83 4 | 245 0,60 4
100 87,03 | 3,79 4 190,93 |1,14 4
33,33 72,25 4,18 4 |72,08 |3,88 4
11,11 40,05 | 5,01 4 42,83 |9,02 4
ARNM J 3,70 11,65 | 5,34 4 |16,63 | 6,64 4
1,23 5,78 0,86 4 17,00 1,47 4
0,41 2,60 0,42 4 14,50 2,76 4
0,14 1,53 0,50 4 1,78 0,24 4
0,00 1,33 0,13 4 1,53 0,25 4
Tabla 21B. Porcentaje medio de edicién en PHH
G020055 G020073
ARNm ARNg [nM] | Media | SD | N Media SD | N
ARNm C 100 27,70 [ 4,29 |3 |3143 3,63 |3
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G020055 G020073
ARNm ARNg [nM] | Media | SD | N Media SD | N
33,33 3298 510 |4 | 31,58 249 |4
11,11 2555 (253 |4 | 33,58 1,06 |4
3,70 13,80 | 3,68 |4 | 19,38 3,86 |4
1,23 6,20 0,68 |4 |12,83 3,60 |4
0,41 2,70 0,81 |4 |6,35 1,41 | 4
0,14 2,25 0,66 |4 |3,18 1,05 | 4
0,00 1,65 024 |4 |1,50 0,18 | 4
100 25,00 (2,73 |4 | 29,88 1,67 |4
33,33 25,73 3,69 |4 | 26,60 495 |4
11,11 26,08 | 3,23 |4 |2298 3,09 |4
ARNM | 3,70 14,55 | 3,74 |4 |19,03 3,55 [ 4
1,23 7,65 0,70 |4 | 7,28 3,41 |4
0,41 4,18 097 |4 |45 0,62 |4
0,14 2,18 0,15 |4 |2,83 093 4
0,00 1,40 0,12 |4 | 1,35 0,17 | 4
100 2790 | 1,57 |4 |36,38 5,06 |4
33,33 26,50 [3,59 |4 |32,95 2,27 |4
11,11 21,23 3,98 |4 |29,88 3,59 |4
ARNM J 3,70 14,85 | 2,37 |4 |14,88 281 |4
1,23 6,78 229 |4 |643 0,74 | 4
0,41 2,73 1,35 |4 | 3,13 049 4
0,14 2,63 1,69 |4 | 245 0,73 |4
0,00 1,40 0,12 |4 | 1,50 0,16 |4

Ejemplo 9.3 — Respuesta a la dosis de variantes de NLS Nme2 usando LNP en PMH

[00636] Se analizaron ARNm mensajeros que codifican ORF de Nme2Cas9 con diferentes
ubicaciones del NLS para evaluar la eficacia de la edicién en hepatocitos primarios de raton (PMH). El
ensayo probé guias dirigidas al locus TTR del raton e incluyé disefios de ARNgu y ARNpg.

[00637] Se prepararon PMH como en el Ejemplo 1. Las LNP se prepararon generalmente como
se describe en el ejemplo 1 con una sola especie de ARN como carga, como se indica en la Tabla 22.
Las LNP se prepararon con una composicion lipidica de 50/9/38/3, expresada como la relaciéon molar de
lipido A ionizable/colesterol/DSPC/PEG, respectivamente. Las LNP fueron formuladas con una relacion
molar de amina lipidica a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6.

[00638] Las células fueron tratadas con 60 ng/100 pl de LNP que contenia ARNg en peso de ARN
y con LNP que contenia ARNm como se indica en la Tabla 22. Las células se incubaron durante 72
horas a 37 °C en medio E de Williams (Gibco, A1217601) con suplementos de mantenimiento y suero
fetal bovino al 10 %. Después de 72 horas de incubacion a 37 °C, las células fueron cosechadas y la
edicion fue evaluada por NGS como se describe en el ejemplo 1. En la Tabla 22 y la FIG. 15 se muestran
los datos de porcentajes medios de edicion.

Tabla 22. Porcentaje medio de edicion en el locus TTR de ratén en hepatocitos primarios de ratén.
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% medio
Muestra ARNm LNP (ARN ng) de SD
edicion
40,000 92,30 0,85 3
13,330 82,67 1,61 3
4,440 62,27 2,96 3
1,480 32,80 4,54 3
0,490 11,23 1,37 3
ARNm P (2xNLS) 0,160 3,40 0,71 3
G021536 0,050 0,80 0,22 3
0,018 0,30 0,08 3
0,006 0,20 0,08 3
0,002 0,13 0,05 3
0,001 0,13 0,05 3
0,000 0,10 0,00 3
40,000 96,17 0,12 3
13,330 91,83 0,34 3
4,440 75,37 6,80 3
1,480 44,53 13,11 3
0,490 18,30 577 3
ARNm P (2xNLS) 0,160 5,50 1,43 3
G021844 (ARNpg) 0,050 1,63 0,71 3
0,018 0,33 0,05 3
0,006 0,17 0,05 3
0,002 0,07 0,05 3
0,001 0,10 0,00 3
0,000 0,07 0,05 3
40,000 84,27 1,23 3
13,330 66,23 5,39 3
4,440 33,80 5,14 3
1,480 10,17 5,51 3
0,490 4,20 0,92 3
ARNmM M (1xNLS) 0,160 1,10 0,45 3
G021536 0,050 0,33 0,17 3
0,018 0,23 0,09 3
0,006 0,10 0,00 3
0,002 0,10 0,00 3
0,001 0,10 0,00 3
0,000 0,07 0,05 3
40,000 88,83 0,37 3
13,330 74,37 4,63 3
ARNm M (1xNLS)
021844 (ARNpg) 4,440 39,00 3,72 3
1,480 16,40 2,52 3
0,490 4,03 0,77 3
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% medio
Muestra ARNm LNP (ARN ng) de SD N
edicion
0,160 1,27 0,05 3
0,050 0,23 0,05 3
0,018 0,20 0,08 3
0,006 0,10 0,00 3
0,002 0,10 0,00 3
0,001 0,10 0,00 3
0,000 0,10 0,00 3

Ejemplo 9.4. Respuesta a la dosis de variantes de NLS Nme2 usando LNP en PMH

[00639] Se analizaron ARNm mensajeros que codifican ORF de Nme2Cas9 con diferentes
ubicaciones del NLS para evaluar la eficacia de la edicion en hepatocitos primarios de raton (PMH).
[00640] Se prepararon PMH (Gibco, MC148) como se describe en el Ejemplo 1. Las LNP se
prepararon generalmente como se describe en el ejemplo 1 con una sola especie de ARN como carga.
Las LNP se prepararon con una composicion lipidica de 50/9/38/3, expresada como la relaciéon molar de
lipido A ionizable/colesterol/DSPC/PEG, respectivamente. Las LNP fueron formuladas con una relacion
molar de amina lipidica a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6.

[00641] Se trataron las células con 30 ng en peso de ARN/100 ul de LNP que contiene ARNg
G021844 y LNP que contiene ARNm tal como se indica en la Tabla LS4. Las células se incubaron a
durante 24 horas en medio E de Williams (Gibco, A1217601) con complementos de mantenimiento y
suero fetal bovino al 10 %. Después de 72 horas de incubacion, se recolectaron células y se evalud la
edicion mediante NGS como se describen en el Ejemplo 1. Se muestran los datos de media de edicion
porcentual en la Tabla 23 y la Figura 16.

Tabla 23. Porcentaje medio de edicion en PMH tratados con LNP.

ARNm LNP ECso
ARNm (ng/ulL) Media SD N (ng/ulL)
0,30 86,30 | 4,46
0,10 84,17 |[5,52
0,03 75,80 | 1,91
0,01 43,90 [ 14,36
0,004 34,03 |8,64
ARNm C 0,001 1563 |49 3 0,0082
0,0004 6,17 2,41
0,0001 3,47 0,62
0,00005 2,37 0,34
0,00002 3,00 0,64
0,00001 2,60 0,57
0,00 2,70 0,16
0,30 91,30 2,92
0,10 89,60 |4,23
ARNmJ |0,03 80,93 |[8,17 3 0,0053
0,01 62,85 | 14,35
0,004 39,95 [5,15
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ARNm LNP ECso
ARNm (ng/ulL) Media SD (ng/ulL)
0,001 16,70 | 3,79
0,0004 7,73 2,98
0,0001 4,23 0,95
0,00005 2,80 0,70
0,00002 3,23 0,54
0,00001 2,67 0,48
0,00 3,60 0,57
0,30 90,67 | 4,40
0,10 86,77 |5,43
0,03 80,27 | 6,65
0,01 56,90 |5,48
0,004 3545 | 1,35
ARNM Q 0,001 12,63 | 3,16 0.0065
0,0004 517 0,56
0,0001 2,73 0,17
0,00005 2,97 0,41
0,00002 2,73 0,21
0,00001 2,87 0,56
0,00 2,43 0,82
0,30 93,93 |2,20
0,10 90,97 1,77
0,03 82,80 |8,24
0,01 68,67 10,18
0,004 42,07 | 2,25
ARNM N 0,001 24,13 | 4,21 00045
0,0004 10,60 | 0,94
0,0001 4,67 0,66
0,00005 3,30 1,84
0,00002 3,37 0,69
0,00001 2,53 0,90
0,00 2,33 1,48
0,30 94,47 1,04
0,10 95,03 | 0,96
0,03 91,27 | 2,36
0,01 74,77 | 6,91
ARNM P 0,004 50,57 | 4,89 0.0036
0,001 22,67 |0,25
0,0004 8,27 0,74
0,0001 4,93 0,70
0,00005 3,37 0,74
0,00002 2,93 0,68
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ARNm LNP ECso
ARNm (ng/ulL) Media SD (ng/ulL)
0,00001 2,87 0,05
0,00 2,87 0,45
0,30 92,00 [0,80
0,10 91,40 [1,90
0,03 79,70 [0,70
0,01 53,10 | 6,80
0,004 22,47 [ 14,28
ARNm M 0,001 520 |420 3 0,0093
0,0004 4,57 1,57
0,0001 2,73 0,31
0,00005 3,07 0,21
0,00002 2,93 0,09
0,00001 2,77 0,66
0,00 3,47 1,09
0,30 89,40 |7,00
0,10 86,83 | 12,52
0,03 78,17 | 15,41
0,01 64,83 | 12,48
0,004 47,33 19,03
ARNm O 0,001 2067 | 712 3 0,0042
0,0004 8,60 2,95
0,0001 2,47 1,33
0,00005 4,13 0,37
0,00002 2,80 0,62
0,00001 11,13 | 231,
0,00 6,13 2,16

Ejemplo 10 — Expresion de la proteina NmeCas9
Ejemplo 10.1 Expresion de proteinas en hepatocitos humanos primarios
[00642]

expresion de ARNm y proteinas después de la administracion por LNP de ARNm que codifican SpyCas9

Para cuantificar la expresion de cada construccion de ARNm, se midieron los niveles de

o0 NmeCas9 a hepatocitos humanos primarios.
[00643]

LNP se prepararon, en general, como se describe en el Ejemplo 1 con una unica especie de ARN como

Las células PHH se prepararon generalmente como se describioé en el Ejemplo 1. Las

carga. Los LNP contenian lipido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una proporcién molar de
50:38:9:3, respectivamente. Las LNP fueron formuladas con una relacién molar de amina lipidica a ARN
fosfato (N:P) de alrededor de 6.

[00644]

que contenian ARNm o ARNg. Cada LNP se aplico a las células a razén de 16,7 ng de carga total de

Las células recibieron una dosis de un LNP que contenia ARNm (solo ARNm), o dos LNP

ARN/100 pl. Luego del tratamiento con LNP, las células se incubaron durante 24 horas a 37 °C en medio
E de Williams (Gibco, A1217601) con complementos de mantenimiento y suero fetal bovino al 10 %.
Después de 24 horas de incubacion, se recolectaron las células y se cuantificé la expresion mediante el

sistema de deteccion litica Nano-Glo HiBiT (Promega, N3030) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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La luminiscencia bruta se normalizé a una curva estandar utilizando la proteina de control HiBiT
(Promega, N3010). La expresion de proteinas de diferentes variantes de Cas9, que se muestra en la
Tabla 24 y la FIG. 17, se normalizé con respecto a la expresion de SpyCas9 medida en los hepatocitos
correspondientes entregados solo con el ARNm de SpyCas9. De acuerdo con los datos mostrados en
la Tabla 24, la expresiéon de proteinas de estas mismas construcciones fue mayor para la construccion
NmeCas9 que para la construcciéon SpyCas9 cuando se detecté mediante transferencia Western con un
anticuerpo anti-HiBiT de extractos de células PHH o segun se midié6 mediante deteccion de HiBiT en
PMH. Células PCH, PHH y PRH.

Tabla 24. Expresion media de las variantes de Cas9 en comparacion con la expresion de SpyCas9
en los hepatocitos correspondientes administrados solo con el ARNm de SpyCas9, medido

mediante el ensayo HiBiT

Expresion de multiplo
ARNm ARNg Tipo de célula Media N
PMH 1 2
PRH 1 3
Ninguno
PCH 1 3
ARNm de PHH 1 3
SpyCas9 PMH 0,8 2
PRH 2,7 3
G000502
PCH 1,8 3
PHH 0,6 3
PMH 6,8 2
PRH 19,2 3
Ninguno
PCH 7,3 3
ARNm M de PHH 4,3 3
Nme2 Cas9 PMH 5,1 2
PRH 11,5 3
G021536
PCH 4,1 3
PHH 3,0 3

Ejemplo 10.2: Expresién de proteinas en linfocitos T

[00645] Para cuantificar la expresién de cada construccion de ARNm, se midieron los niveles de
expresion de proteina luego de la administracion en LNP de ARNm que codifican SpyCas9 o Nme2Cas9
a linfocitos T.

[00646] La aféresis de donante humano sano se obtuvo comercialmente (Hemacare, Cat n.°). Se
aislaron linfocitos T de dos donantes (W106 y W864) mediante seleccion negativa utilizando el kit de
aislamiento de linfocitos T humanos EasySep (Stem Cell Technology, Cat. 17951) en el instrumento
MultiMACS Cell24 Separator Plus segun las instrucciones del fabricante. Los linfocitos T aislados se
criopreservaron en medio de congelacion CS10 (Cryostor, Cat., 07930) para uso futuro.

[00647] Tras la descongelacién, los linfocitos T se cultivaron en medio de crecimiento de linfocitos
T completo compuesto de medio base CTS OpTmizer (medio CTS OpTmizer (Gibco, A1048501) con
GlutaMAX 1X, amortiguador HEPES 10 mM, penicilina/estreptomicina al 1%)) suplementado con
citocinas (IL2 200 U/ mL, IL7 5 ng/mL y IL15 5 ng/mL) y suero humano al 2,5% (Gemini, 100-512).
Después de descansar durante la noche a 37 °C, los linfocitos T a una densidad de 1e6/mL se activaron
con el reactivo TransAct de linfocitos T (dilucién 1:100, Miltenyi) y se incubaron en una incubadora de

cultivo de tejidos durante 48 horas.
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[00648] Los linfocitos T activadas se trataron con LNP que administraban ARNm que codificaban
ARNmM de Nme2 o ARNm de Spy con etiquetas HiBiT. Los LNP se prepararon generalmente como en el
Ejemplo 1. Los LNP se formularon con una relacién molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de
alrededor de 6. Los LNP que encapsulaban los ARNm de Nme2Cas9 usaron lipido A, colesterol, DSPC
y PEG2k-DMG en una relacion molar de 50:38:9:3 respectivamente. El LNP que encapsula el ARNm de
SpyCas9 utilizo lipido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una proporcién molar de 50:10:38,5:1,5,
respectivamente. En este experimento no se proporcioné ARN guia.
[00649] Inmediatamente antes del tratamiento de linfocitos T con LNP, las LNP se preincubaron
a 37 °C durante 5 minutos a una concentracion de LNP de 13,33 ug/mL de ARN total con 10 ug/mL de
ApoE3 (Peprotech, Cat n.° 350-02) en medio completo de linfocitos T suplementado. con citoquinas (IL2
200 Ul/mL (Peprotech, Cat. 200-02), IL7 5 ng/mL (Peprotech, Cat. 200-07) y IL15 5 ng/mL (Peprotech,
Cat. 200-15) y 2,5 % de suero humano (Géminis, 100-512). Después de la incubacion, las LNP se
mezclaron 1:1 en volumen con linfocitos T en el medio completo de linfocitos T con citocinas utilizadas
para la incubacion de ApoE. Los linfocitos T se recolectaron para el analisis de la expresion de proteinas
alas 24 h, 48 hy 72 h después del tratamiento con LNP. Los linfocitos T se lisaron mediante el ensayo
litico Nano-Glo® HiBiT (Promega) y los niveles de proteina Cas9 se cuantificaron mediante el sistema
de deteccion extracelular Nano-Glo® Nano-Glo HiBiT (Promega, Cat. N2420) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La luminiscencia se midio utilizando el lector de placas Biotek Neo2.La regresion lineal
se trazd en GraphPad utilizando el numero de proteinas y las lecturas de luminiscencia de los controles
estandar, lo que obligd a la linea a pasar por X =0, Y = 0. Se utilizé la ecuacion Y = ax + 0 para calcular
el numero de proteinas por lisado.
[00650] Las muestras se normalizaron a la media de SpyCas9 a una dosis de LNP de 0,83 ug/mL.
Las Tablas 25A-25B y las Figs. 18A-18F muestran la expresion relativa de la proteina Cas9 en células
activadas cuando se utiliza ARNm a las 24, 48 y 72 horas después del tratamiento con LNP en el
Donante 1 o el Donante 2. Cas9 se expresé de una manera dependiente de la dosis en linfocitos T
activadas. La expresion de proteinas fue mayor en las muestras de Nme2Cas9 en comparacion con la
muestra de SpyCas9 en linfocitos T activadas.

Tabla 25A. Expresion de proteinas normalizada a la muestra media de SpyCas9 0,83 ug/mL para

el donante 1

Punto de Donante de linfocitos T 1

tiempo LNP ARNm P ARNm M Spy cas9

(horas) (ug/mL) | Media N Media N Media | N
6,67 89,3 2 86,5 2 26,5 2
3,33 67,7 2 50,3 2 11,3 2
1,67 32,4 2 13,5 2 4,4 2
0,83 7,3 2 2,9 2 1,0 2

24 horas
0,42 1,6 2 0,8 2 0,2 2
0,21 0,4 2 0,3 2 0,1 2
0,10 0,2 2 0,1 2 0,0 2
0,00 0,0 2 0,0 2 0,0 2
6,67 657,2 2 987,0 2 1659 | 2

48 horas 3,33 487,4 2 551,0 2 58,5 2
1,67 271,0 2 165,1 2 21,4 2
0,83 64,5 2 32,3 2 4,3 2
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Punto de Donante de linfocitos T 1

tiempo LNP ARNm P ARNm M Spy cas9

(horas) (ug/mL) | Media N Media N Media | N
0,42 11,8 2 7,8 2 1,0 2
0,21 3,2 2 2,6 2 0,1 2
0,10 1,1 2 0,7 2 0,1 2
0,00 0,0 2 0,0 2 0,0 2
6,67 53,8 2 125,6 2 24,6 2
3,33 40,8 2 75,6 2 11,6 2
1,67 23,1 2 25,0 2 3,5 2

72 horas 0,83 5,6 2 4,0 2 1,0 2
0,42 1,0 2 1,3 2 0,2 2
0,21 0,2 2 0,4 2 0,0 2
0,10 0,2 2 0,0 2 0,1 2
0,00 0,0 2 0,0 2 0,0 2

Tabla 25B. Expresion de proteinas normalizada a la muestra media de SpyCas9 0,83 ug/mL para

el donante 2

Donante 2 de linfocitos T
Punto de tiempo | LNP ARNm P ARNm M SpyCas9
(horas) (ug/mL) Media SD Media SD Media SD
6,67 151,5 2 134,0 2 36,2 2
3,33 98,2 2 64,5 2 17,2 2
1,67 37,6 2 19,4 2 4,9 2
0,83 10,4 2 4,5 2 1,0 2
24h 0,42 2,4 2 1,0 2 0,2 2
0,21 0,7 2 0,4 2 0,1 2
0,10 0,3 2 0,2 2 0,0 2
0,00 0,0 2 0,0 2 0,0 2
6,67 713,6 2 1067,3 2 119,0 2
3,33 507,5 2 587,1 2 54,9 2
1,67 229,0 2 149,2 2 15,9 2
0,83 59,1 2 33,8 2 3,6 2
eh 0,42 10,5 2 8,3 2 1,0 2
0,21 3,1 2 2,8 2 0,3 2
0,10 1,0 2 1,9 2 0,2 2
0,00 0,0 2 0,2 2 0,0 2
6,67 53,8 2 108,2 2 17,1 2
3,33 40,7 2 60,5 2 8,3 2
1,67 19,3 2 18,2 2 3,1 2
72 h 0,83 4,7 2 3,8 2 1,0 2
0,42 1,3 2 1,4 2 0,3 2
0,21 0,4 2 0,4 2 0,1 2
0,10 0,3 2 0,0 2 0,4 2
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Donante 2 de linfocitos T

Punto de tiempo | LNP ARNm P ARNm M SpyCas9
(horas) (ug/mL) Media SD Media SD Media SD
0,00 0,0 2 0,1 2 0,0 2

Ejemplo 11. Edicion in vivo en higado de ratén mediante nanoparticulas lipidicas (LNP)

[00651] Las LNP utilizadas en todos los estudios in vivo se formularon como se describe en el
Ejemplo 1. Las desviaciones del protocolo se indican en el ejemplo correspondiente. La solucion de
transporte y almacenamiento (TSS) utilizada en la preparacién de la LNP se dosificd en el experimento
como un control negativo solo para el vehiculo.

Edicién in vivo en el modelo del ratén

[00652] Se evaluaron disefios de guias seleccionados para mejorar la eficacia de la edicion in
vivo. En cada estudio con ratones se utilizaron ratones hembra CD-1 de 6 a 10 semanas de edad. Los
animales se pesaron antes de la dosis. Las LNP se formularon generalmente como se describe en el
Ejemplo 1. Las LNP contenian lipido A ionizable, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relacién molar
de 50:38:9:3, respectivamente. Los ensamblajes de acido nucleico lipidico fueron formulados con una
relacion molar de amina lipidica a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6.

[00653] Las LNP se administraron a través de la vena lateral de la cola en un volumen de 0,2 mL
por animal (alrededor de 10 mL por kilogramo de peso corporal). El peso corporal se midié veinticuatro
horas después de la administracién. Alrededor de 6-7 dias después de la entrega de LNP, los animales
fueron sacrificados mediante desangrado bajo anestesia con isoflurano después de la dosis. La sangre
fue recolectada por puncion cardiaca en tubos separadores de suero. En los estudios de edicion in vivo
se recogio tejido hepatico del I6bulo medial izquierdo de cada animal para su extraccién y analisis.
[00654] Para los estudios in vivo, se extrajo ADN gendmico del tejido con el uso de un kit de
extraccion a base de cuentas, por ejemplo, el kit Zymo Quick- DNA 96 (Zymo Research, Cat. n.° D3010)
de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se llevé a cabo el analisis de NGS como se describe en el
Ejemplo 1.

Analisis ELISA de transtirretina (TTR) utilizado en estudios con animales

[00655] Se recolecté sangre y se aislé el suero como se describié anteriormente. Los niveles
séricos totales de TTR se determinaron utilizando un kit ELISA de prealbumina de ratdn (transtirretina)
(Aviva Systems Biology, Cat. OKIA00111). Los reactivos y estandares del kit se prepararon de acuerdo
con el protocolo del fabricante. El suero de ratdon se diluyd hasta una dilucién final de 10 000 veces con
1 diluyente de ensayo. Se anadieron a cada pocillo de la placa ELISA prerrecubierta con anticuerpo de
captura diluciones de la curva estandar (100 yL cada una) y muestras de suero diluido. La placa se
incubo a temperatura ambiente durante 30 minutos antes del lavado. Se afiadié un conjugado de enzima
y anticuerpo (100 pl por pocillo) para una incubacién de 20 minutos. Se retird el conjugado de anticuerpo
libre y se lavd de nuevo la placa antes de anadir la solucion de sustrato cromogénico. La placa se incubo
durante 10 minutos antes de afadir 100 pl de la solucién de parada, por ejemplo, acido sulfurico
(aproximadamente 0,3 M). La placa se ley6 en un lector de placas Clariostar a una absorbancia de 450
nm. Los niveles séricos de TTR fueron calculados por el software SoftMax Pro ver. 6.4.2 o software Mars
ver. 3.31 utilizando una curva logistica de cuatro parametros que se ajuste a la curva estandar. Los
valores séricos finales se ajustaron para la dilucion del ensayo. Se determinaron los valores de
porcentaje de inactivacion de proteinas (%KD) en relacion con los controles, que generalmente eran
animales tratados con el vehiculo (TSS) a menos que se indique lo contrario. El porcentaje de TSS se
calcul6 dividiendo el valor de TTR de cada muestra por el valor promedio del grupo de TSS y luego se

ajusto a un valor porcentual.
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Ejemplo 11.1. Edicién in vivo utilizando LNP coformulados
[00656] La eficacia de edicion de los ARNgu modificados evaluados en el Ejemplo D.2 se evalué
adicionalmente en un modelo de raton. Se evaluaron disefios de ARN guia con secuencias guia idénticas
dirigidas a PCSK9 de ratén, pero con regiones conservadas de diferentes longitudes. Los LNP se
prepararon como se describe en el Ejemplo 1. Los LNP se prepararon utilizando lipido A ionizable,
colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relacién molar 50:38:9:3, respectivamente. Los LNP se
formularon con una relacion molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6. Se
coformularon un ARNg dirigido al gen PCSK9, como se indica en la Tabla 26, y el ARNm C en 1:2 de
ARNg a ARNm mediante peso en LNP. Las LNP se administraron a ratones hembra CD-1 (n=5) a una
dosis de 1 mg/kg de ARN total como se ha descrito anteriormente. Los ratones fueron sacrificados 7
dias después de la dosificacion. La eficacia de edicién para las LNP que contienen los ARNgu indicados
se muestran en la Tabla 26 y se ilustran en la FIG. 19.

Tabla 26. Porcentaje medio de edicion en higado de ratén

Guia Dosis (mg/kg) | % medio ediciéon | SD
vehiculo - 0,0 0,0
G017564 1 2,5 0,9
G017565 1 2,2 1,0
G017566 1 2,2 1,2
Ejemplo 11.2. Edicion in vivo usando LNP de ARNm y ARNpg
[00657] Se evalud in vivo la eficacia de edicion de los ARNpg modificados. Cuatro nucledtidos en

cada uno de los bucles de la regién de repeticion/antirrepeticion, la horquilla 1 y la horquilla 2 fueron
sustituidos por los enlazadores de polietilenglicol Spacer-18, ademas de las modificaciones de guia
especificadas en el estudio anterior en el Ejemplo 11.1.

[00658] Las LNP se prepararon generalmente como se describio en el Ejemplo 1 con una unica
especie de ARN como carga. Los LNP contenian lipido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una
proporcion molar de 50:38:9:3, respectivamente. Las LNP fueron formuladas con una relacion molar de
amina lipidica a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6.

[00659] Se administraron LNP que contenian ARNg dirigido al gen de TTR indicadas en la Tabla
27 a ratones hembra CD-1 (n=5) en una dosis de 0,1 mg/kg o 0,3 mg/kg de ARN total tal como se
describié anteriormente. La LNP que contenia ARNm (ARNm M; SEQ ID NO: 631) y la LNP que contenia
ARNpg (G021846 o G021844) se administraron simultdneamente en una proporcion de 1:2 en peso de
ARN, respectivamente. Los ratones fueron sacrificados 7 dias después de la dosis.

[00660] La eficacia de la edicion, la reduccion de la TTR sérica y el porcentaje de TSS para las

LNP que contienen los ARNpg indicados se muestran en la Tabla 27 y se ilustran en las Fig. 20A-20C,

respectivamente.
Tabla 27. Edicion hepatica, proteina TTR sérica e inactivacion de la proteina TTR
Media de
Dosis % medio de TTR en
Guia SD SD Media %TSS SD
(mg/kg) edicién suero
(ug/mL)
TSS NA 0,1 0 733,1 131,2 100 17,9
0,1 21,9 2,8 369,5 56,2 50,4 7,7
G021846
0,3 33,8 29 269,8 21,3 36,8 2,6
G021844 |01 59,6 3,9 84,1 26,6 11,5 3,6
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0,3 71,6 1,8 24,4 9,2 3,3 1,2

Se evalud un ARNpg (G021844) del estudio descrito anteriormente en ratones con ARNm

[00661]
alternativos en diferentes niveles de dosis. Las LNP se prepararon generalmente como se describio en
el Ejemplo 1 con una unica especie de ARN como carga. Las LNP que contenian ARNpg (G21844) o
ARNmM (ARNm P o ARNm M) se formularon como se describe en el Ejemplo 1. Las LNP utilizadas se
prepararon con lipido A ionizable, DSPC y PEG2k-DMG en una relacion molar de 50:38:9:3,
respectivamente. Las LNP fueron formuladas con una relacion molar de amina lipidica a ARN fosfato
(N:P) de alrededor de 6. Tanto G000502 como G021844 tienen como diana el exén 3 del gen TTR del
raton. Se administraron dosis de la LNP que contenia ARNpg y la LNP que contenia ARNmM
simultaneamente en base al peso combinado de ARN en una proporcion de 2:1 guia:ARNm en peso de
ARN, respectivamente. Se coformuld una LNP adicional con GO00502 y ARNm de SpyCas9 en una
proporcion de 1:2 en peso, respectivamente, una relacion preferida entre la guia y el ARNm de SpyCas9.
[00662]

una dosis de 0,1 mg/kg o 0,03 mg/kg de ARN total. La eficacia de edicion para las LNP que contienen

Las LNP como se indica en la Tabla 28 se administraron a ratones hembra CD-1 (n=4) a

los ARNg indicados se muestran en la Tabla 28 y se ilustran en las FIG. 20D-20E

Tabla 28. Edicion hepatica e inactivacion de la proteina TTR en suero

% Media de
Dosis medio TTR en
Guia ARNm SD SD
(mg/kg) de suero
ediciéon (ug/mL)
TSS TSS NA 0,12 0,04 937,4 100,5
G000502 SpyCas9 0,1 44,50 6,9 370,7 80,1
ARNm P 0,03 37,70 29 398,7 41,9
SEQ ID
0,1 65,40 2,2 92,8 27,5
NO: 634
G021844
ARNm M 0,03 32,02 21 527,4 93,6
SEQ ID
0,1 62,50 17,4 268,6 236,8
NO: 631
Ejemplo 11.3. Edicion in vivo usando LNP de ARNgu y ARNm

[00663]

especie de ARN como carga. Las LNP utilizadas fueron preparadas con lipido A, colesterol, DSPC y

Las LNP se prepararon generalmente como se describio en el Ejemplo 1 con una unica

PEG2k-DMG en una relaciéon molar de 50:38:9:3, respectivamente. Los LNP se formularon con una
relacion molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6. Los ARNgu se disefiaron
para apuntar al gen pcsk9 (G020361) o al gen Rosa26 (G020848).

[00664] Las LNP que contenian los ARNgu o ARNm se administraron a ratones hembra CD-1
(n=5) a una dosis de 1 mg/kg de ARN total. Las ARNm probados (ARNm C (SEQ ID NO: 622), ARNm J
(SEQ ID NO: 628), ARNm Q (SEQ ID NO: 635), ARNm N (SEQ ID NO: 632) se disefiaron con numeros
y disposiciones variables. de NLS. Las LNP se dosificaron simultaneamente en funcion del peso
combinado de la carga de ARN en una proporcion de 1:1 de ARNg:ARNm por peso de ARN. El
porcentaje medio de edicion se muestra en la Tabla 29 y se ilustra en la Fig. 21.

Tabla 29. Porcentaje medio de ediciéon en higado de raton

Guia ARNmM Dosis (mg/kg) % medio de indel SD
TSS TSS NA 0,1 0,0
G020361 ARNm C 1 3,7 1,5




10

15

20

25

294

ARNm J 1 2,1 0,8
ARNm Q 1 4,5 1,8
ARNm N 1 3,6 1,0
ARNm C 1 0,8 0,3
5020848 ARNm J 1 0,4 0,1
ARNm Q 1 0,7 0,2
ARNm N 1 0,9 0,5
Ejemplo 12. Edicion in vivo con NmeCas9 y ARNgu o ARNpg
[00665] La eficacia de edicion de los ARNpg modificados probados con Nme2Cas9 fue evaluada

en un modelo de ratdon. Todos los ARNgu de Nme evaluados comprendieron la misma secuencia guia
de 24 nt dirigida a la mTTR.

[00666] Las LNP se prepararon generalmente como se describioé en el Ejemplo 1 con una Unica
especie de ARN como carga. Las LNP utilizadas fueron preparadas con lipido A, colesterol, DSPC y
PEG2k-DMG en una relacion molar de 50:38:9:3, respectivamente. Las LNP fueron formuladas con una
relacion molar de amina lipidica a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6. Las LNP fueron mezcladas en
una relacion de 2:1 en peso de ARNg a carga de ARNm. La dosis se calcula en base al peso combinado
del peso de ARN de ARNg y ARNm. La solucién de transporte y almacenamiento (TSS) utilizada en la
preparacion de la LNP se dosificé en el experimento como un control negativo solo para el vehiculo.
[00667] Se utilizaron ratones hembra CD-1 de 6 a 10 semanas de edad en cada estudio en
ratones (n = 5 por grupo, excepto control de TSS n = 4). Las formulaciones se administraron por via
intravenosa mediante inyeccion en la vena de la cola de acuerdo con las dosis mencionadas en la Tabla
30. Los animales fueron observados periédicamente para detectar efectos adversos durante al menos
24 horas después de la administracién de la dosis. Seis dias después del tratamiento, los animales
fueron sacrificados por puncion cardiaca bajo anestesia con isoflurano y se recogio tejido hepatico para
su analisis posterior. Se colectaron muestras por punciéon hepaticas con un peso de entre 5y 15 mg para
el aislamiento del ADN gendémico y el ARN total. Las muestras de ADN gendémico se analizaron con
secuenciacion NGS, tal como se describe en el ejemplo 1. La eficacia de edicion para las LNP que
contienen los ARNm y ARNg indicados se muestra en la Tabla 30 y se ilustra en la FIG. 22.

Tabla 30. Porcentaje de ediciéon en higado de ratéon

ARNm ARNg Dosis |"dhmedio [ T
(mg/kg) | ge edicion
TSS TSS - 0,08 0,05 |4
ARNmM P | G021536 0,03 21,68 6,87 |5
(2x extremo N NLS, HiBit) (101-nt Nme ARNgu) 0,1 63,22 3,28 |5
ARNmM P | G021844 0,03 36,28 9,45 |5
(2x extremo N NLS, HiBit) (ARNpg de Nme 93-nt) 0,1 66,44 3,55 |5
ARNm O | G021844 0,03 40,88 ;4’1 5
(2 x NLS a N plazo) (ARNpg de Nme 93-nt) 07 56,02 507 |5
Ejemplo 13. Edicién de bases in vivo con ARNg Nme2Cas9
[00668] La eficacia de edicion de los ARNg modificados con diferentes ARNm fueron evaluados

con la construccion del editor de bases Nme en el modelo de raton. Este experimento se realizé en
paralelo al Ejemplo 12 y us6 las mismas muestras de control. Las LNP se prepararon generalmente

como se describié en el Ejemplo 1 con una Unica especie de ARN como carga. Las LNP utilizadas fueron
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preparadas con lipido A, colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relacion molar de 50:38:9:3,
respectivamente. Las LNP fueron formuladas con una relacion molar de amina lipidica a ARN fosfato
(N:P) de alrededor de 6. Las LNP utilizadas fueron formuladas como se describe en el Ejemplo 1, excepto
que cada componente, ARN guia o ARNm fue formulado individualmente en una LNP, y la LNP se
mezcld antes de la administracion como se describe en la Tabla 31. Para las muestras de editores de
base Nme2Cas9 y Nme2Cas9, se mezclaron LNP en una proporcion de 2:1 en peso de ARNg a carga
de ARNm del editor. En el caso de muestras de editores de base SpyCas9, se mezclaron LNP en una
relacion de 1:2 en peso de ARNg con carga de ARNm de editor. La dosis, como se indica en la Tabla
31 y la FIG. 14, se calcula con base en el peso combinado de ARN de ARNg y ARNm del editor. Las
muestras del editor de base se trataron con 0,03 mpk adicionales de ARNm de UGI. La solucion de
transporte y almacenamiento (TSS) utilizada en la preparacién de la LNP se dosificé en el experimento
como un control negativo solo para el vehiculo.

[00669] Se utilizaron ratones hembra CD-1 de 6 a 10 semanas de edad en cada estudio en
ratones (n = 5 por grupo, excepto control de TSS n = 4). Las formulaciones se administraron por via
intravenosa mediante inyeccion en la vena de la cola de acuerdo con las dosis mencionadas en la Tabla
31. Los animales fueron observados periédicamente para detectar efectos adversos durante al menos
24 horas después de la administracion de la dosis. Seis dias después del tratamiento, se sometié a los
animales a eutanasia mediante puncion cardiaca con isoflurano como anestesia y se recogio tejido
hepatico para su analisis posterior. Se colectaron muestras por puncion hepaticas con un peso de entre
5y 15 mg para el aislamiento del ADN gendmico y el ARN total. EIl ADN gendmico se extrajo utilizando
un kit de aislamiento de ADN (ZymoResearch, D3010) y las muestras se analizaron con secuenciamiento
NGS como se describe en el Ejemplo 1. La eficacia de edicion para las LNP que contienen los ARNg
indicados se muestra en la Tabla 31 y se ilustra en la FIG. 23.

Tabla 31. Porcentaje medio de edicion en higado de ratén

% de C con % de C con
Dosis respectoa T respecto a A/G % de indel

Muestra (mg/kg) | Media| SD |n|Media| SD |n|Media| SD |n
TSS 0 0,00 |[000|4|0,10 |0,004 0,08 |0,05 |4
ARNm O + G021844 0,03 0,00 |[000|5|0,08 |0,04|5]40,88 |14,16|5
(Nme2Cas9 + ARNpg) 0,1 0,00 |[0,00|5|0,02 |0,04|5]|66,02 |501 |5
ARNm S + ARNm G + | 0,03 2560 | 5285|350 (0,76 |5 (11,14 [2,18 |5
G021844
(Editor de base Nme2 +
UGI + ARNpg) 0,1 46,34 |1,53 5574 |0,33|5|13,52 |09 |5
ARNm E + ARNm G + | 0,03 928 [282|5|094 |054|5(7,34 |1,61
G000502
(SpyBC22n + UGI +
ARNgu) 0,1 30,72 [ 8515|286 |0,23|5|1560 [258 |5

Ejemplo 14. Curva de respuesta a la dosis para ARNg de NmeCas9 en PMH con Nme2Cas9

[00670] La eficacia de edicion de los ARNg modificados se evalué con una construccién de
Nme2Cas9 en hepatocitos de ratén primarios (PMH). Todos los ARNgu de Nme evaluados
comprendieron la misma secuencia guia de 24 nucleétidos dirigida al gen TTR de raton (mTTR).

[00671] Las PMH (Gibco, Lote MC931) descongelados y resuspendidos en medio de
descongelacion de hepatocitos con suplementos de recubrimiento (medio E de William (Gibco, Cat.
A12176-01)) con dexametasona + suplemento de cdctel (Gibco, Cat. A15563, Lote 2019842) y
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suplementos de revestimiento con contenido FBS (Gibco, Cat. A13450, lote 1970698) seguido de
centrifugacion. El sobrenadante fue desechado y las células granuladas resuspendidas en medio de
cultivo hepatocitario mas suplemento (Invitrogen, Cat. A1217601 y Gibco, Cat. CM3000). Las células se
contaron y se sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas con Bio-coat colageno | (ThermoFisher,
Cat. 877272) a una concentracion de 15 000 células/pocillos. Se permitié que las células colocadas en
placas se asentaran y se adhirieran durante 4-6 horas en una incubadora de cultivo tisular a 37 °C y
atmosfera de CO2 al 5 %. Después de la incubacion, las células se analizaron en busca de formacion
de monocapas y se lavaron una vez con medio de mantenimiento de hepatocitos (Invitrogen, Cat.
A1217601 y Gibco, Cat. CM4000).
[00672] Las LNP se prepararon generalmente como se describié en el Ejemplo 1 con una carga
de 1:2 en peso de ARNg con respecto a ARNm O. Las LNP utilizadas fueron preparadas con una
proporcion molar de 50 % de lipido A, 38 % de colesterol, 9 % de DSPC y 3 % de PEG2k-DMG. Los
LNP se formularon con una relaciéon molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de 6. Cada LNP se
aplico a las células utilizando una dilucién en serie de 8 puntos y 4 veces comenzando con 300 ng de
ARN total por pocillo de 100 ul (concentracion de alrededor de 32,25 de ARNg nM por pocillo) como se
muestra en la Tabla 32. Luego del tratamiento con LNP, las células se incubaron a 37 °C durante 24
horas en medio E de Williams (Gibco, A1217601) con complementos de mantenimiento y suero fetal
bovino al 3 %. Las muestras se ejecutaron en triplicado. Después de 72 horas, las células se recolectaron
y analizaron mediante NGS como se describe en el Ejemplo 1.
[00673] La eficacia de edicion para LNP que contienen el ARNg indicados, y el EC50
correspondiente para cada uno, se muestra en la Tabla 32 y se ilustra en la FIG. 26.

Tabla 32. Porcentaje medio de edicion en el locus TTR de raton en hepatocitos primarios de ratén.

% ARN ng EC50
Guia indeles (ARN ng)

300 | 75 |18,75| 4,68 {117 | 0,29 | 0,07 | ©
Media 97,7964 | 90,9 |43,1 |139|13 |03 |00

G021536 5,23
SD 0,5 |03 |50 10,1 |6,5 | 0,7 |0,1 0,0
Media 96,7 1969 | 938 |606 |27,2|40 |05 |03

G021844 2,86
SD 0,8 |03 |19 75 13427 |03 |01
Media 97,1196,5 | 952 |64,3 |30,2|6,2 [05 |0,0

G027492 2,49
SD 14 |04 |16 134 [ 15935 |04 |01
Media 96,5949 | 82,7 |324 |86 |09 |00 |0,0

G027493 6,95
SD 0,1 |06 |64 62 |55 |08 |01 0,0
Media 96,0917 | 783 |196 |6,7 |0,7 |00 |00

G027494 9,06
SD 1,0 122 |89 76 |40 |04 |01 0,0
Media 96,0 | 946 [ 838 |220 11618 |02 |01

G027495 8,31
SD 05 |18 |68 95 |73 |18 |01 0,1
Media 96,2932 | 778 (13,2 |54 |04 |01 0,0

G027496 10,22
SD 0,7 |29 |84 34 |27 |04 |01 0,0

Ejemplo 15. Edicién de bases in vivo con ARNg NmeCas9

[00674] La eficacia de edicion de los ARNg modificados fueron evaluados con una construccién
de Nme2Cas9 en ratones. Todos los ARNgu de Nme evaluados comprendieron la misma secuencia
guia de 24 nucledtidos dirigida al gen TTR de raton (mTTR).

[00675] Las LNP se prepararon generalmente como se describié en el Ejemplo 1 con una carga
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de 1:2 en peso de ARNg con respecto a ARNm O. Las LNP utilizadas fueron preparadas con una
proporcion molar de 50 % de lipido A, 38 % de colesterol, 9 % de DSPC y 3 % de PEG2k-DMG. Los
LNP se formularon con una relacion molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6.
La dosis se calculo en funcion del peso combinado de ARN de ARNg y ARNm. La solucién de transporte
y almacenamiento (TSS) utilizada en la preparacion de LNP se dosifico en el experimento como control
negativo de solo vehiculo.
[00676] En cada estudio con ratones se utilizaron ratones hembra CD-1, de 6-8 semanas de edad
(n = 5 para todos los grupos). Los animales fueron alimentados con comida regular con un
mantenimiento estandar. Los animales se pesaron antes de la administracion de la dosis. Las
formulaciones de TSS y LNP se administraron por via intravenosa mediante inyeccién en la vena de la
cola con una dosis de 0,03 mpk. Los animales fueron observados periédicamente para detectar efectos
adversos durante al menos 24 horas después de la administracion de la dosis. Siete dias luego del
tratamiento, los animales fueron sometidos a eutanasia mediante exaguinacion cardiaca bajo anestesia
con isoflurano; la sangre para la preparacién de suero y tejido hepatico se recolectaron para analisis
posterior.
[00677] Los niveles de TTR en suero que se muestran en la Tabla 33 y la Fig. 27 se produjeron
usando ELISA de TTR en suero — ELISA de prealbumina (Aviva Systems; cn.® at OKIA00111) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. El nivel de TTR sérica es significativamente menor en todos los grupos
experimentales en comparacion con el control negativo (TSS).
Tabla 33. Niveles séricos de TTR (ug/mL).

ID de guia TTR en suero | SD % de TSS
(ug/mL)
TSS 704,9 98,3 100 %
G021844 150,0 84,9 21 %
G021536 3711 95,6 53 %
G027492 239,4 30,5 34 %
G027493 423,4 170,0 |60 %
G027494 496,3 89,8 70 %
G027495 263,6 68,9 37 %
G027496 362,4 52,7 51 %
[00678] Se colectaron muestras mediante biopsia hepatica por puncién con un peso de entre 5y

15 mg para el aislamiento del ADN gendémico. EI ADN gendmico se extrajo utilizando un kit de
aislamiento de ADN (ZymoResearch, D3012) y las muestras se analizaron con secuenciacion NGS (n=5
para todos los grupos), como se describe en el Ejemplo 1. La eficacia de edicion de las LNP que
contienen los ARNg indicados se muestra en la Tabla 34 y se ilustra en la FIG. 28.

Tabla 34. Porcentaje medio de indeles en el locus TTR en muestras de higado de ratén

Guia Media SD
TSS 0,12 0,22
G021844 57,1 57
G021536 31,5 49
G027492 51,3 10,4
G027493 27,0 14,0
G027494 17,6 8,6
G027495 43,2 7,2
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Guia Media SD
G027496 23,5 8,6

Ejemplo 16. Edicion de bases in vivo con ARNg de NmeCas9

[00679] La eficacia de edicion de los ARNg modificados fueron evaluados con ARNm de
Nme2Cas9 en ratones. Todos los ARNgu de Nme evaluados comprendieron la misma secuencia guia
de 24 nt dirigida a la mTTR.

[00680] Las LNP se prepararon generalmente como se describié en el Ejemplo 1 con una carga
de 1:2 en peso de ARNg con respecto a ARNm O. Las LNP utilizadas fueron preparadas con una
proporcion molar de 50 % de lipido A, 38 % de colesterol, 9 % de DSPC y 3 % de PEG2k-DMG. Los
LNP se formularon con una relacion molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6.
La dosis se calculé en funcion del peso combinado de ARNg y ARNm. La solucién de transporte y
almacenamiento (TSS) utilizada en la preparacion de LNP se dosificd en el experimento como control
negativo de solo vehiculo.

[00681] En cada estudio con ratones se utilizaron ratones hembra CD-1, de 6 semanas de edad
(n = 5 para todos los grupos). Los animales se pesaron antes de la administracion de la dosis para
calcularla y 24 horas después de la administracion para su seguimiento. Las formulaciones de TSS y
LNP se administraron por via intravenosa mediante inyeccion en la vena de la cola con una dosis de
0,01 mpk o 0,03 mpk. Los animales fueron observados periddicamente para detectar efectos adversos
durante al menos 24 horas después de la administracion de la dosis. Siete dias después del tratamiento,
los animales fueron sacrificados mediante desangrado cardiaco bajo anestesia con isoflurano. Se
recogié sangre mediante puncién cardiaca para ELISA TTR en suero y se recogio tejido hepatico para
analisis posteriores.

[00682] Los resultados de TTR en suero preparados usando ELISA de TTR en suero — ELISA de
prealbumina (Aviva Systems; cat n.° OKIA00111) de acuerdo con el protocolo del fabricante se muestran
en la Fig. 29 y la Tabla 35.

Tabla 35. Mediciones de TTR sérica después del tratamiento.

Dosificacion TTR en suero
ID de guia SD N
(mpk) (ug/mL)
Vehiculo 663,5 61,5 5
0,01 585,5 166,1 5
G021844
0,03 205,8 99,2 5
0,01 749,2 4253 5
G021536
0,03 252,6 50,2 4
0,01 527.,4 163,1 4
G027492
0,03 266,0 92,4 5
0,01 626,9 157,7 5
G027495
0,03 310,0 118,1 5
[00683] Se recolectaron punciones de biopsia hepatica con un peso de alrededor de 5 mg-15 mg

para aislar el ADN gendmico y el ARN total. EI ADN gendmico se extrajo utilizando un kit de aislamiento
de ADN (ZymoResearch, D3012) y las muestras se analizaron con secuenciacion NGS (n=5 para todos
los grupos), como se describe en el Ejemplo 1. La eficacia de edicién de las LNP que contienen los
ARNg indicados se muestra en la Tabla 36 y se ilustra en la FIG. 30.

Tabla 36. Porcentaje medio de indeles en el locus TTR en muestras de higado de ratén
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ID de guia Dosificacion | Media SD N
vehiculo 0,00 0,1 0,07 5

0,01 19,7 2,9 5
G021844

0,03 49,6 7,9 5

0,01 10,7 4,7 5
G021536

0,03 34,4 4.1 4

0,01 21,1 9,2 4
G027492

0,03 44.6 9,4 5

0,01 9,3 2,6 4
G027495

0,03 30,2 10,9 5

Ejemplo 17. Andlisis guia con ARNm de Nme1Cas9 y Nme3Cas9 en linfocitos T

[00684] La eficacia de edicion de un andamiaje de ARNg modificado se probé en linfocitos T con
ARNm de Nme1Cas9 o Nme3Cas9 utilizando guias con 9 secuencias objetivo distintas en el locus
TRAC.

[00685] La aféresis de un donante humano sano se obtuvo comercialmente (Hemacare, Donor
3786), y las células se lavaron y resuspendieron en amortiguador CliniMACS® PBS/EDTA (Miltenyi
Biotec Cat. 130-070-525) y se procesaron en un dispositivo MultiMACS™ Cell 24 Separator Plus (
Miltenyi Biotec). Los linfocitos T se aislaron mediante seleccién positiva utilizando un kit MicroBead
CD4/CD8 Straight from Leukopak®, humano (Miltenyi Biotec Cat. 130-122-352). Los linfocitos T se
dividieron en alicuotas y se criopreservaron para su uso en Cryostor® CS10 (StemCell Technologies
Cat. 07930). Tras la descongelacion, los linfocitos T se colocaron en placas a una densidad de 1,0 x
10”6 células/mL en medio de crecimiento de linfocitos T (TCGM) compuesto por CTS OpTmizer T Cell
Expansion SFM y Complemento de Expansiéon de Linfocitos T (Thermo Fisher Cat. A1048501), suero
AB humano al 5 % (GeminiBio, Cat. 100-512), 1X penicilina-estreptomicina, 1X Glutamax, HEPES 10
mM, interleucina-2 humana recombinante 200 U/mL (Peprotech, Cat. 200-02), 5 ng/mL humana
recombinante interleucina-7 (Peprotech, Cat. 200-07) e interleucina-15 humana recombinante 5 ng/mL
(Peprotech, Cat. 200-15). Los linfocitos T se dejaron reposar en este medio durante 24 horas, momento
en el cual se activaron con T Cell TransAct™, reactivo humano (Miltenyi, Cat. 130-111-160) afiadido en
una proporcion de 1:100 en volumen.

[00686] Para la seleccién de la guia Nme1Cas9, se prepararon soluciones que contenian ARNm
que codifica Nme1Cas9 (ARNm AB) en amortiguador P3. Los ARN guia dirigidos a diversos sitios en el
locus TRAC se desnaturalizaron durante 2 minutos a 95 °C y se incubaron a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Cuarenta y ocho horas después de la activacion, los linfocitos T se recogieron, se
centrifugaron y se resuspendieron a una concentracion de 12,5 x 107° células/mL en amortiguador de
electroporacion P3 (Lonza). Para cada pocillo que se iba a electroporar, se mezclaron 1 x 10 A° células
con 600 ng de ARNm de Nme1Cas9 y 5 yM de ARNg en un volumen final de 20 yL de amortiguador de
electroporacion P3. Esta mezcla se transfirié por duplicado a placas Nucleofector™ de 96 pocillos y se
sometio a electroporacién utilizando el cédigo de pulso del fabricante. Los linfocitos T electroporadas se
dejaron reposar inmediatamente en medio de crecimiento de linfocitos T CTS OpTmizer sin citocinas
durante 15 minutos antes de transferirlas a nuevas placas de 96 pocillos de fondo plano que contenian
un medio de crecimiento de linfocitos T CTS OpTmizer adicional suplementado con citocinas. Las placas
resultantes se incubaron a 37 °C durante 3 dias. El dia 3 después de la electroporacion, las células se
dividieron 1:2 en 2 placas con fondo en U.

[00687] El dia 7 después de la electroporacion, los linfocitos T colocados en placas se analizaron

mediante citometria de flujo para determinar la expresion superficial del receptor de linfocitos T.
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Brevemente, se incubaron linfocitos T con anticuerpos contra CD3 (BioLegend, Cat. n.° 317336), CD4
(BioLegend, Cat. n.° 317434), CD8 (BioLegend, Cat. n.° 301046) y Viakrome (Beckman Coulter, Cat. n°
C36628). Posteriormente, las células se lavaron, se resuspendieron en amortiguador de tincion celular
y se procesaron en un citometro de flujo Cytoflex (Beckman Coulter). Los datos de citometria de flujo se
analizaron utilizando el paquete de software FlowJo. Los linfocitos T se seleccionaron segun el tamafio,
la forma, la viabilidad y la expresion de CD8 y CD3. Las muestras se ejecutaron en duplicado.
[00688] El CD3 es un componente de la superficie celular del complejo receptor de linfocitos T y
su presencia en la superficie celular se utiliza como marcador sustituto para la expresion de la proteina
TRAC. La poblacién de células CD3 negativas y la desviacion estandar (SD) correspondiente para cada
uno de los ARNg indicados se muestran en la Tabla 37 y se ilustran en la Fig. 31.
Tabla 37. Porcentaje medio de linfocitos T CD3 negativos seguidos de edicion TRAC con
Nme1Cas9

ID de guia Media SD
G024103 0,95 0,02
G024104 1,52 0,04
G024108 52,82 0,40
G024109 1,69 0,14
G024110 2,24 0,39
G024111 2,10 0,06
G024112 1,81 0,14
G024113 1,19 0,26
G024114 0,97 0,05

[00689] Para la deteccion de guias con ARNm de Nme3Cas9, se prepararon linfocitos T como se

describe en este ejemplo. Se prepararon soluciones que contenian ARNm que codifica Nme3Cas9
(ARNm Z) en amortiguador P3, asi como controles de Nme1Cas9 (ARNm AB) y Nme2Cas9 (ARNm O).
La electroporacién de un ARNg y ARNm de NmeCas9 (por ejemplo, Nme1Cas9, Nme2Cas9 o
Nme3Cas9) se realizé como se describié anteriormente. Las muestras se sometieron a electroporacién
en triplicado. El dia 3 después de la electroporacion, las células se analizaron mediante citometria de
flujo como se describe anteriormente.

[00690] La poblacién de células CD3 negativas y la desviacion estandar (DE) correspondiente
para cada uno de los ARNg indicados se muestran en la Tabla 38 y se ilustran en la Fig. 32.

Tabla 38. Porcentaje medio de linfocitos T CD3 negativos seguidos de edicion TRAC con
Nme3Cas9

ID de guia Media SD
G028844 2,99 0,49
G028845 2,97 0,30
G028846 22,83 1,65
G028847 8,71 1,16
G028848 95,6 0,74
G028849 6,24 0,02
G028850 69,63 3,57
G028851 1,49 0,53
G028852 79,13 3,34
G028853 (Control Nme1) 97,43 0,20
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ID de guia Media SD
G021469 (Control Nme2) 92,46 2,00

Ejemplo 18. Expresion de ARNm de NmeCas9 optimizados con codones

[00691] Para cuantificar la expresién de cada construccion de ARNm, se midieron los niveles de
expresion de proteinas después de la electroporacion de ARNm que codifican Nme1Cas9, Nme2Cas9
o Nme3Cas9 en linfocitos T. Todas las construcciones de ARNm de NmeCas9 tienen la misma estructura
general con secuencias codificantes de sefal de localizacién nuclear de SV40 y nucleoplasmina de
extremo N con respecto al marco de lectura abierto de NmeCas9. Las construcciones incluyen una
secuencia de codificacion para una etiqueta HiBiT de extremo C al marco de lectura abierto NmeCas9.
Los componentes estan unidos mediante enlazadores y las secuencias especificas se proporcionan en
el presente documento.

[00692] La aféresis de un donante humano sano se obtuvo comercialmente (Hemacare, Donor
3786), y las células se lavaron y resuspendieron en amortiguador CliniMACS® PBS/EDTA (Miltenyi
Biotec Cat. 130-070-525) y se procesaron en un dispositivo MultiMACS™ Cell 24 Separator Plus (
Miltenyi Biotec). Los linfocitos T se aislaron mediante seleccién positiva utilizando un kit MicroBead
CD4/CD8 Straight from Leukopak®, humano (Miltenyi Biotec Cat. 130-122-352). Los linfocitos T se
dividieron en alicuotas y se criopreservaron para su uso posterior en Cryostor® CS10 (StemCell
Technologies Cat. 07930). Tras la descongelacion, los linfocitos T se sembraron en placas a una
densidad de 1.0 x 1078 linfocitos /mL en medio de crecimiento de linfocitos T (TCGM) compuesto por
CTS OpTmizer T Cell Expansion SFM y T Cell Expansion Suplemento (Thermo Fisher Cat. A1048501),
suero AB humano al 5 % (GeminiBio, Cat. 100-512), 1X penicilina-estreptomicina, 1X Glutamax, HEPES
10 mM, interleucina-2 humana recombinante 200 U/mL (Peprotech, Cat. 200-02), 5 ng/mL humana
recombinante interleucina-7 (Peprotech, Cat. 200-07) e interleucina-15 humana recombinante 5 ng/mL
(Peprotech, Cat. 200-15). Los linfocitos T se dejaron reposar en este medio durante 24 horas, momento
en el cual se activaron con T Cell TransAct™, reactivo humano (Miltenyi, Cat. 130-111-160) afiadido en
una proporcion de 1:100 en volumen.

[00693] Se prepararon soluciones que contenian ARNm que codifica NmeCas9 en amortiguador
P3. Los ARN guia dirigidos al locus TRAC se retiraron del almacenamiento y se desnaturalizaron durante
2 minutos a 95 °C y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Cuarenta y ocho horas
después de la activacion, los linfocitos T se recogieron, se centrifugaron y se resuspendieron a una
concentracion de 12,5 x 107° células/mL en amortiguador de electroporacion P3 (Lonza). Cada pocillo
que se iba a electroporar contenia 1 x 10 A% células, ARNm de NmeCas9 como se especifica en la Tabla
39y ARNg de 1 uM (G028853 para Nme1Cas9; G021469 para Nme2Cas9; G028848 para Nme3Cas9)
como se especifica en la Tabla 39 en un volumen final de 20 uL de amortiguador de electroporacion P3.
El ARNm de NmeCas9 se probd utilizando una dilucién en serie de cinco puntos al triple comenzando
con 600 ng de ARNm. La mezcla adecuada de ARNg y ARNm se transfiri6 en tres veces a placas
Nucleofector™ de 96 pocillos y se sometid a electroporacion con el uso del cédigo de pulso del
fabricante. Los linfocitos T electroporadas se dejaron reposar inmediatamente en medio de crecimiento
de linfocitos T CTS OpTmizer sin citocinas durante 15 minutos antes de transferirlas a nuevas placas de
96 pocillos de fondo plano que contenian un medio de crecimiento de linfocitos T CTS OpTmizer
adicional suplementado con citocinas. Las placas resultantes se incubaron a 37 °C durante 24 horas
antes del ensayo de luminiscencia HiBiT o 96 horas antes de la citometria de flujo.

[00694] Los linfocitos T se recolectaron para el analisis de la expresion de proteinas 24 h después
de la electroporacion. Los linfocitos T se lisaron mediante el ensayo litico Nano-Glo® HiBiT (Promega)

La luminiscencia se midi6 utilizando el lector de placas Biotek Neo2. La Tabla 39 y la Fig. 33 muestran
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la expresion de la proteina Cas9 y la correspondiente desviacion estandar (SD) en células activadas

como unidades relativas de luminiscencia (RLU).

Tabla 39. Luminiscencia media (RLU) como medida relativa de la expresion de la proteina Cas9

en linfocitos T a las 24 horas.

ARNm (ng) 600 200 66,6 22,2 7,4
ARNm X Media (RLU) 6955,7 | 2941,0 | 1893,7 | 758,3 | 288,7
(Nme1Cas9)
SD 800,5 232,0 268,3 | 256,0 21,4
G028853 ’ ’ ’ ’ ’
ARNm Y Media (RLU) 10999,7 | 4967,6 | 2888,7 | 1423,0 | 479,3
(Nme1Cas9)
SD 1621,8 | 444,6 4515 | 213,3 42,0
G028853
ARNm YV Media (RLU) 43026,7 | 15244,0 | 6522,3 | 2658,3 | 1067,3
(Nme2Cas9)
SD 7729,3 | 1288,1 | 229,0 174,3 1271
G021469
ARNm Z Media (RLU) 19217,3 | 6488,0 | 2386,0 | 1033,3 | 414,7
(Nme3Cas9)
SD 1311,8 | 521,0 394,3 93,6 50,2
G028848

[00695]
para determinar la expresion de proteinas de superficie. Brevemente, los linfocitos T se incubaron

El dia 4, después de la edicidn, los linfocitos T se analizaron mediante citometria de flujo

durante 30 minutos a 4 °C con una mezcla de anticuerpos diluidos en amortiguador de tincién celular
(BioLegend, Cat. n.° 420201). Los anticuerpos contra CD3 (BioLegend, Cat. n.° 317336), CD4
(BioLegend, Cat. No. 317434), CD8 (BioLegend, Cat. n.° 301046) y Viakrome (Beckman Coulter, Cat. n°
C36628) se diluyeron a 1:100. Posteriormente, las células se lavaron, se resuspendieron en 100 uL de
amortiguador de tincion celular y se procesaron en un citometro de flujo Cytoflex (Beckman Coulter). Los
datos de citometria de flujo se analizaron utilizando el paquete de software FlowdJo. Los linfocitos T se
clasificaron segun su tamafo, forma, viabilidad, CD8 y CD3. Las muestras se ejecutaron en triplicado.
La poblacion de células CD3 negativas y la desviacion estandar (DE) correspondiente para cada uno de
los ARNg indicados se muestran en la Tabla 40 y se ilustran en la Fig. 34.

Tabla 40. Porcentaje de linfocitos CD3 negativos de los linfocitos T después de la edicién de
TRAC.

ARNm (ng) | 600 200 66,7 222 7.4

ARNm X Media |952 |946 90,3 79.9 58,7
(Nme1Cas9)

G028853 SD 0.8 1.1 0.6 3.1 4.8

ARNm Y Media |972 |962 93,7 88,7 75.0
(Nme1Cas9)

G028853 SD 0.8 1.1 0.9 1.4 13

ARNm V Media |877 |846 80,3 66,6 427
(Nme2Cas9)

G021469 SD 3,3 3,9 24 1,6 0,1

ARNm Z Media |966 |934 855 73.6 36,0
(Nme3Cas9)

SD 0.1 1.1 2.3 58 2.0
G028848

Ejemplo 19. Ediciéon in vitro con guias seleccionadas en hepatocitos primarios de mono

Cynomolgus (PCH)
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Se seleccionaron tres ARNgu de NmeCas9 (G024739, G024741 y G024743) para su

evaluacién en un ensayo de dosis-respuesta. Los ARNgu de NmeCas9 probados que se dirigen al gen

TTR de cynomolgus incluyen una secuencia guia de 24 nucleétidos.

[00697]

Las versiones modificadas y sin modificar de las guias se proporcionan en la Tabla 41.

Tabla 41. Versiones modificadas y sin modificar de ARNg seleccionados.

ID de guia

Secuencia sin modificar

Secuencia modificada

G024739

AGGACCAGCCUCAGACACA
AAUACGUUGUAGCUCCCUG
AAACCGUUGCUACAAUAAG
GCCGUCGAAAGAUGUGCCG
CAACGCUCUGCCUUCUGGC
AUCGUU (SEQ ID NO: 947)

MA*MG*MG*MAMCCAMGMCCmMUCMAG
ACAMCAAAMUACMGUUGMUMAMGmMC
UCCCmUmGMAMAMAMCmCGUUMGmM
CUAMCAAU*AAGMGMCCmMmGmMUMCmMG
MAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMC
GCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG
*mU*mU (SEQ ID NO: 928)

G024741

CUGCCUCGGACGGCAUCUA
GAACUGUUGUAGCUCCCUG
AAACCGUUGCUACAAUAAG
GCCGUCGAAAGAUGUGCCG
CAACGCUCUGCCUUCUGGC
AUCGUU (SEQ ID NO: 948)

MC*MU*MG* mCmCUCmMGmMGAMCGmMGC
AUCmMUAGAMACUMGUUGMUMAmMGmMC
UCCCmUmMmGMAMAMAMCmCGUUMGmM
CUAMCAAU*AAGMGMCCmMGmMUmMCmG
MAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMC
GCUCUMGMCCmMmUmUmMCmUGGCAUCG
*mU*mU (SEQ ID NO: 929)

G024743

AGGCAGAGGAGGAGCAGAC
GAUGAGUUGUAGCUCCCUG
AAACCGUUGCUACAAUAAG

GCCGUCGAAAGAUGUGCCG
CAACGCUCUGCCUUCUGGC
AUCGUU (SEQ ID NO: 949)

MA*MG*MG*MCMAGAMGMGAMGGMAG
CAGMACGAMUGAMGUUGMUMAMGmMC
UCCCmUMGMAMAMAMCmMCGUUMGmM
CUAMCAAU*AAGMGMCCmMGmMUMCmMG
MAMAMAMGMAMUGUGCmMCGmMCAAMC
GCUCUMGMCCmUmUmCmUGGCAUCG
*mU*mU (SEQ ID NO: 930)

[00698]

Los ARNg y el ARNm de Cas9 se lipofectaron, como se describe a continuacion, en

hepatocitos primarios de cynomolgus (PCH). Se prepararon PCH (In Vitro ADMET Laboratories
10136011) como se describe en el Ejemplo 1. PCH se colocaron en placas a una densidad de 40.000
células/pocillo. Las formulaciones de LNP se prepararon tal como se describe en el Ejemplo 1. Las LNP
se prepararon con la composicion lipidica en una relacion molar de 50 % de lipido A, 38 % de colesterol,
9 % de DSPC y 3 % de PEG2k-DMG. Las LNP fueron formuladas con una relacion molar de amina
lipidica a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6 y un ARNg como se indica en la Tabla 41. La PCH en
medio de 100 uL se traté con una serie de diluciones de 8 puntos y 4 veces de LNP que contenia ARNgu,
comenzando con 70 ng, y una dosis fija de 30 ng de LNP que encapsulaba ARNm O por peso de ARNm.
La concentracion de ARNgu en cada pocillo se indica en la Tabla 42. Las células se lisaron 72 horas
después del tratamiento y se realiz6 el analisis NGS como se describe en el Ejemplo 1. La respuesta a
la dosis de la eficacia de ediciéon para guiar la concentracion se midié6 en muestras por triplicado. La
Tabla 42 y la Fig. 35 muestran el porcentaje medio de edicién y la desviacion estandar (DE) en cada
concentracion guia.

Tabla 42. Indeles porcentuales medios en TTR después de la edicién en PCH.
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G024739 G024741 G024743
LNP guia . . .

(ng/uL) Media SD Media SD Media SD
0,7 79,0 1,7 63,5 3,7 42,6 1,1
0,2 56,8 2,4 17,4 1,2 25,4 2,3
0,04 27,2 3,6 2,3 0,5 9,8 0,5
0,01 9,5 1,8 0,6 0,1 3,6 0,5
0,003 3,5 0,9 0,3 0,1 0,7 0,3

0,0007 0,9 0,3 0,1 1,3 0,3 0,1

0,0002 0,4 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0

0,00004 0,2 0,0 0,1 1,3 0,0 0,0

Ejemplo 20. Edicion in vitro de LNP utilizando series de dilucion de ARNm en PCH
[00699] Se analizaron ARNgu modificados que tenian el mismo sitio de direccionamiento en el
gen TTR de cynomolgus para evaluar la eficacia de edicién en PCH de diferentes ARNm (ARNm O,
ARNmM AA) y proporciones de formulacién. Se prepararon, trataron y analizaron PCH (In Vitro ADMET
Laboratories, 10136011) como se describe en este ejemplo como en el Ejemplo 1, a menos que se
indique lo contrario. Se utilizaron PCH y se colocaron en placas a una densidad de 50 000 células/pocillo.
Las formulaciones de LNP se prepararon tal como se describe en el Ejemplo 1. Las LNP se prepararon
con una composicién lipidica que tiene una relacién molar de 50 % de lipido A, 38 % de colesterol, 9 %
de DSPC y 3 % de PEG2k-DMG. Las LNP fueron formuladas con una relacion molar de amina lipidica
a ARN fosfato (N:P) de alrededor de 6 y un ARNg como se indica en la Tabla 43. Se traté PCH en 100
uL de medio con una diluciéon en serie triple de 8 puntos de LNP mixto en 3 veces (formulado por
separado) o coformulado con diversas proporciones de ARNg:ARNm. La dosis maxima fue de 3 ng/uL
de ARN total en peso y las proporciones de ARNg:ARNm para la serie de diluciones fueron las indicadas
en la Tabla 43. Las muestras se ejecutaron en triplicado. El porcentaje medio de edicion, la desviacion
estandar (SD) y la EC50 calculada se muestran en la Tabla 43 y en la Fig. 36.

Tabla 43. Indeles porcentuales medios en locus de TTR después de la edicion en PCH.

Dosis de LNP (ng/ul) EC50

(ng/ul)

3 1 0,33 | 0,11 | 0,04 | 0,01 0,004 | 0,001
G024739: ARNm O (% medio| 64 | 64,3 | 45,7 | 256 | 6,5 | 16 | 0,2 | 01 0,17
LNP mixto 2:1 de
ediciéon

SD 69 | 128 | 51 [ 85 | 20 | 09 | 0,0 | 1,3
G024739: ARNm AA|% medio| 58,2 | 69,2 | 46,5 | 293 | 74 | 06 | 0,1 0,0 | 0,13
LNP mixto 2:1 de
edicién

SD 45 (122|138 | 76 | 33 | 0,3 | 0,0 | 0,0
G024739: ARNm AA|% medio| 56,5 | 67,1 | 534 | 254 | 58 | 0,7 | 0,1 0,0 | 0,13
LNP mezclados 1:2 de
edicién

SD 47 | 109 | 16,0 | 11,7 | 24 | 0,5 | 0,0 | 0,0
G024739:ARNm O |% medio| 61,3 | 59,2 | 47,0 | 27,2 | 7,2 | 0,4 | 0,1 0,1 0,14

Coformulado 2:1 de

edicion
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Dosis de LNP (ng/uL) EC50
(ng/uL)

3 1 0,33 | 0,11 | 0,04 | 0,01 0,004 | 0,001
SD 44 | 93 | 132 | 84 | 22 | 0,2 | 0,0 | 0,0
G024739:ARNm AA (% medio| 58,2 | 69,6 | 56,4 | 35,3 | 7,2 1,2 | 0,2 | 01 0,10

Coformulado 2:1 de

edicion
SD 30 [ 144|114 | 114 | 3,3 0,4 0,1 1,3
G024739:ARNm AA |% medio| 47,0 | 62,8 | 56,1 38 12,3 | 1,3 0,1 0,1 0,07

Coformulado 1:2 de

edicion
SD 58 [ 10,5153 139 | 43 | 0,1 0,0 1,3
Ejemplo 21. Edicion de bases in vivo con ARNg de Nm2Cas9

[00700] La eficacia de edicion de los ARNg modificados se evaluaron con una construccion de
Nme2Cas9 en ratones. Todos los ARNgu evaluados comprendieron la misma secuencia guia de 24
nucledtidos que se dirigen al gen TTR de raton (mTTR).

[00701] Las LNP se prepararon en general como se describe en el Ejemplo 1 con una carga de
1:2 en peso de ARNg con respecto a ARNm O. Las LNP utilizadas fueron preparadas con una proporciéon
molar de 50 % de lipido A, 38 % de colesterol, 9 % de DSPC y 3 % de PEG2k-DMG. Los LNP se
formularon con una relacion molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6. La dosis
se calculd en funcién del peso combinado de ARNg y ARNm. La solucién de transporte y
almacenamiento (TSS) utilizada en la preparacion de LNP se dosificd en el experimento como control
negativo de solo vehiculo.

[00702] En cada estudio que implico el uso de ratones, se utilizaron ratones hembras CD-1
alrededor de 6-8 semanas de edad. Los animales fueron alimentados con comida regular con un
mantenimiento estandar. Los animales se pesaron antes de la administracion de la dosis. Las
formulaciones de TSS y LNP se administraron por via intravenosa mediante inyeccién en la vena de la
cola con una dosis de 0,03 mpk. Los animales fueron observados periddicamente para detectar efectos
adversos durante al menos 24 horas después de la administracion de la dosis. Catorce dias después
del tratamiento, se someti6é a los animales a eutanasia mediante puncién cardiaca con isoflurano como
anestesia y se recogi6 tejido hepatico para su analisis posterior.

[00703] Los niveles de TTR en suero que se muestran en la Tabla 44 y la Fig. 39 se produjeron
usando ELISA de TTR en suero — ELISA de prealbumina (Aviva Systems; cat n.° OKIA00111) de acuerdo
con el protocolo del fabricante para todos los grupos experimentales y se compararon con el control
negativo (TSS).

Tabla 44. Niveles séricos de TTR (ug/mL).

ID de guia TTR en suero | SD % de TSS | N
(ug/mL)
TSS 673,7 44,13 | 100 5
G021536 378,2 83,0 56,1 7
G029377 419,3 83,5 62,2 9
G029384 270,1 63,90 | 40,1 4
G029392 375,4 58,23 | 55,7 4
G029391 509,1 1153 | 75,6 4
G029390 623,2 144,3 | 92,5 4
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[00704] Se colectaron muestras por puncidn hepaticas con un peso de entre 5y 15 mg para el
aislamiento del ADN genomicol. EI ADN genomico se extrajo utilizando un kit de aislamiento de ADN
(ZymoResearch, D3012) y las muestras se analizaron con secuenciacion NGS, como se describe en el
ejemplo 1. La eficacia de edicion de las LNP que contienen los ARNg indicados se muestra en la Tabla
45 y se ilustra en la FIG. 40.

Tabla 45. Porcentaje medio de indeles en el locus TTR en muestras de higado de ratén

% medio de
Guia edicién SD N
TSS 0,1 0 5
G021536 27,2 4,58 7
G029377 25,7 6,77 9
G029384 34,9 4,05 4
G029392 20,9 6,14 4
G029391 5,4 2,60 4
G029390 55 3,66 4

Ejemplo 22. Curva de respuesta a la dosis para ARNg de NmeCas9 en PMH con Nme2Cas9
[00705] La eficacia de edicién de las ARNg modificados se evalué con construcciones de
Nme2Cas9 en hepatocitos primarios de ratéon (PMH). Todos los ARNgu de Nme evaluados
comprendieron la misma secuencia objetivo de 24 nucledtidos guia que se dirigen al gen TTR de ratén
(MTTR).

[00706] Se descongelaron PMH (Gibco, lote MC931) y se resuspendieron en medio de
descongelacion de hepatocitos seguido de centrifugaciéon. El sobrenadante se descartd y las células
sedimentadas se resuspendieron en medio de cultivo de hepatocitos (medio William's E (Gibco, Cat.
A12176-01)) con suplementos de cultivo de dexametasona + suplemento de céctel (Gibco, Cat. A15563,
lote 2459010) y contenido de FBS (Gibco, Cat. A13450, Lote 2486425). Las células se contaron y se
sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas con colageno Bio-coat | (Corning, Ref 356407, lote
08722018) a una concentracién de 15 000 células/pocillo. Se dejoé que las células colocadas en placas
se asentaran y se adhirieran durante 4-6 horas en una incubadora de cultivo tisular a 37 °C y atmésfera
de CO2 al 5%. Después de la incubacion, se verificd la formacion de monocapas en las células y se
lavaron una vez con medio de mantenimiento de hepatocitos (medio E de William) con suplemento de
medio de cultivo (Gibco, Cat. A15564, lote 2459014).

[00707] Las LNP se prepararon en general como se describe en el Ejemplo 1 con una carga de
1:2 en peso de ARNg con respecto a ARNm O. Las LNP utilizadas se prepararon con una relacién molar
de Lipido A al 50 %, colesterol al 38 %, DSPC al 9 % y PEG2k-DMG al 3 %. Los LNP se formularon con
una relacion molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de 6. Cada LNP se aplicé a las células
utilizando una dilucion en serie triple de 8 puntos en 3 veces comenzando con 450 ng de carga total por
pocillo de 100 pl en la parte superior. dosis (300 ng de ARNm O y ARNg de 46,5 nM (alrededor de 150
ng de ARNg)) como se muestra en la Tabla 46. Tras el tratamiento con LNP, las células se incubaron
durante 24 horas a 37 °C en medio William's E con suplemento de medio de siembra (Gibco, Cat.
A15564, lote 2459014) y suero bovino fetal al 3 %. Después de 72 horas, las células se recolectaron y
analizaron mediante NGS como se describe en el Ejemplo 1.

[00708] La eficacia de edicion para LNP que contienen los ARNg indicados, y el EC50
correspondiente para cada uno, se muestran en la Tabla 46 y se ilustran en la FIG. 41.

Tabla 46. Porcentaje medio de indeles en el locus TTR en hepatocitos de ratén primarios
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% EC50
Guia indeles ARNg ni (nM ARNg)

46,5 | 15,5 5,1 1,7 0,5 0,19 | 0,064 | 0,02
Media (97,20 |97,83 (97,73 |96,75 (95,55 |83,83 48,33 (15,53

G021536 |SD 0,63 (0,25 0,45 1,70 10,50 |2,17 |4,99 |0,90 0,071
N 4,00 (4,00 |400 |4,00 (400 |400 (4,00 |4,00
Media (96,65 [96,68 (96,90 [96,73 (93,63 [83,65 |46,88 (16,73

G029377 |SD 0,82 |1,42 1,04 10,59 |2,40 1,92  |3,14 1,05 0,075
N 4,00 (4,00 |400 |4,00 (400 |400 (4,00 |4,00
Media (95,90 |97,00 (96,08 |95,55 (88,38 [62,00 |22,85 (5,38

G029380 |SD 2,27 (0,99 1,23 1,28 2,04 0,84 1,47 1,05 0,136
N 4,00 (4,00 |400 |4,00 (400 |4,00 (4,00 |4,00
Media (97,13 |96,75 (96,43 |95,20 (90,65 [62,20 |22,00 (5,33

G029379 |SD 0,49 (1,33 1,11 1,16 1,61 1,47 1,64 10,43 0,139
N 400 (400 |400 |4,00 (4,00 |4,00 (4,00 |4,00
Media (95,88 |97,00 (96,05 |94,90 (87,05 |[53,03 16,28 (3,40

G029378 |SD 1,54 10,94 1,15 1,56 2,00 |2,00 1,37 10,86 0,172
N 4,00 (4,00 |400 |4,00 (400 |4,00 (4,00 |4,00
Media (97,08 |96,05 (96,65 |95,50 (87,90 [52,28 16,83 (3,40

G029381 |SD 0,82 (1,95 0,93 (0,94 1,71 3,03 (2,35 |0,48 0,175
N 4,00 (4,00 |400 |4,00 (400 |4,00 (4,00 |4,00

Ejemplo 23. Curva de respuesta a la dosis para ARNg de NmeCas9 en PMH con Nme2Cas9
[00709] La eficacia de edicién de los ARNg modificados se evaluaron con la construccion de
Nme2Cas9 en hepatocitos de ratdon primarios (PMH). Todos los ARNgu evaluados comprendieron la
misma secuencia guia de 24 nucledtidos que se dirigie al gen TTR de ratén (mTTR).

[00710] Se descongelaron PMH (Gibco, lote MC931) y se resuspendieron en medio de
descongelacion de hepatocitos seguido de centrifugacién. El sobrenadante se descartd y las células
sedimentadas se resuspendieron en medio de cultivo de hepatocitos (medio William's E (Gibco, Cat.
A12176-01)) con suplementos de cultivo de dexametasona + suplemento de céctel (Gibco, Cat. A15563,
lote 2459010) y contenido de FBS (Gibco , Cat. A13450, Lote 2486425). Las células se contaron y se
sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas con colageno Bio-coat | (Corning, Ref 356407, lote
08722018) a una concentraciéon de 15 000 células/pocillo. Se permitid que las células colocadas en
placas se asentaran y se adhirieran durante 4-6 horas en una incubadora de cultivo tisular a 37 °C y
atmosfera de CO2 al 5 %. Después de la incubacion, se verificd la formacidon de monocapas en las
células y se lavaron una vez con medio de mantenimiento de hepatocitos (medio E de William) con
suplemento de medio de cultivo (Gibco, Cat. A15564, lote 2459014).

[00711] Las LNP se prepararon en general como se describe en el Ejemplo 1 con una carga de
1:2 en peso de ARNg con respecto a ARNm O. Las LNP utilizadas se prepararon con una relacion molar
de Lipido A al 50 %, colesterol al 38 %, DSPC al 9 % y PEG2k-DMG al 3 %. Los LNP se formularon con
una relacion molar de amina lipidica a fosfato de ARN (N:P) de 6. Cada LNP se aplicé a las células
utilizando una dilucion en serie triple de 8 puntos en 3 veces comenzando con 450 ng de carga total por
pocillo de 100 pl en la parte superior. dosis (300 ng de ARNm O y ARNg de 46,5 nM (es decir, 150 ng

de ARNg)) como se muestra en la Tabla 47. Tras el tratamiento con LNP, las células se incubaron



durante 24 horas a 37 °C en medio William's E con suplemento de medio de siembra (Gibco, Cat.

A15564, lote 2459014) y suero bovino fetal al 3 %. Las muestras se procesaron por triplicado. Después
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de 72 horas, las células se recolectaron y analizaron mediante NGS como se describe en el Ejemplo 1.

[00712]

correspondiente para cada uno, se muestran en la Tabla 47 y se ilustran en la FIG. 42.

La eficacia de edicién para LNP que contienen los ARNg indicados, y el EC50

Tabla 47. Porcentaje medio de indeles en el locus TTR en hepatocitos primarios de raton.

% EC50
Guia indeles ARNg nM (ARNg nM)
46,5 | 155 | 5,1 1,7 0,5 0,19 | 0,064 | 0,02
Media |96,70 (97,30 (96,57 (95,37 |92,70 (78,67 |43,77 [13,87
G029384 |SD 0,85 10,52 (1,71 1,01 1,95 3,73 [4,00 |1,50 0,077
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media |97,13 (96,91 (96,58 |95,77 |90,42 (73,29 |36,63 (10,49
G021536 |SD 0,00 |0,23 |0,03 |0,76 [1,26 |1,96 (1,63 |0,10 0,092
N 18,00 |18,00 |18,00 (18,00 |18,00 |18,00 (18,00 |18,00
Media |96,93 (96,83 (96,13 [94,37 |90,50 (73,20 |34,77 (9,07
G029383 |SD 0,90 1,08 2,21 2,75 (3,056 2,92 (2,23 0,91 0,094
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media |96,60 (97,03 (96,67 [95,23 [89,63 (71,13 |34,07 (9,90
G029388 |SD 0,95 10,98 [2,05 |2,80 [0,76 2,75 (3,74 |3,12 0,100
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media |96,57 (95,87 (96,60 [95,23 [90,30 (72,50 |31,13 [6,87
G029392 |SD 1,47 (2,03 1,47 |2,72 3,15 (1,56 (1,74 0,81 0,101
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media |96,83 (97,37 (96,50 [95,87 [89,43 (69,10 |33,80 (9,87
G029382 |SD 0,67 0,47 [1,30 |1,12 (3,41 492 (4,06 0,61 0,104
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media |97,17 (97,20 (96,23 (95,80 [91,70 (71,53 |32,57 (9,43
G029386 |SD 0,55 |1,13 [0,38 |1,32 (0,95 |0,61 1,62 10,93 0,105
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media [96,80 (95,90 (96,67 [94,87 |87,83 (66,95 |25,60 (7,20
G029385 |SD 0,80 0,14 |1,23 |1,53 3,11 247 2,52 (0,87 0,123
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media |94,07 (95,65 (95,23 [94,00 |81,90 (56,83 |22,67 (5,97
G029387 |SD 0,15 10,35 (0,71 0,56 (2,69 |1,80 (0,47 ]0,49 0,149
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media |95,70 (95,77 (95,43 [94,30 |85,40 (56,03 |19,83 (4,70
G029391 |SD 1,40 |2,49 298 2,96 (3,03 |2,62 (2,40 0,69 0,156
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 [3,00 (3,00 |3,00 (3,00
Media |96,80 (96,40 (95,87 [94,60 |85,53 (54,23 |17,63 (3,40
G029389 |SD 1,14 10,99 |2,32 1,93 |2,16 [4,05 |1,75 |0,62 0,164
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 3,00 |3,00 |3,00 (3,00
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Media (96,00 |95,40 |94,60 |93,07 (77,60 (42,13 (11,70 2,20
G029390 |SD 1,49 (3,49 3,97 2,97 229 (4,10 (2,49 0,70 0,219
N 3,00 (3,00 (3,00 |3,00 3,00 |3,00 |3,00 (3,00

Ejemplo 24. Modalidades adicionales

[00713] Los siguientes elementos numerados proporcionan apoyo adicional y descripciones de
las modalidades aqui descritas.

[00714] El elemento 1 es un ARN guia (ARNg) que comprende una region guia y una region
conservada, la region conservada comprende uno o mas de:

(a) una regidn de repeticion/antirrepeticion acortada, en donde la region de repeticion/antirrepeticion
acortada carece de 2-24 nucleoétidos, en donde

(i) se eliminan uno o mas de los nucleédtidos 37-48 y 53-64 y se sustituyen opcionalmente uno o mas de
los nucledtidos 37-64 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y

(ii) el nucleotido 36 esta unido al nucleétido 65 mediante al menos 2 nucleétidos; o

(b) una region de horquilla 1 acortada, en donde la horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente,
2-8 nucledtidos, en donde

(i) se eliminan uno o mas de los nucleotidos 82-86 y 91-95 y se sustituyen opcionalmente una o mas
posiciones 82-96 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y

(ii) el nucleotido 81 esta unido al nucleétido 96 mediante al menos 4 nucleétidos; o

(c) una region de horquilla 2 acortada, en donde la horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente,
2-16 nucledtidos, en donde

(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 113-121 y 126-134 y se sustituyen opcionalmente uno o
mas nucledtidos 113-134 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y

(ii) el nucleotido 112 esta unido al nucleétido 135 mediante al menos 4 nucledtidos;

en donde se eliminan opcionalmente uno o ambos de los nucledtidos 144-145 con respecto a la SEQ ID
NO: 500;

donde al menos 10 nucleotidos son nucleétidos modificados.

[00715] El Elemento 2 es el ARNg del Elemento 1, donde el ARNg es un ARN de guia unico
(ARNgu) y donde el ARNg comprende (a) una region repetitiva/antirrepeticion acortada, donde la regién
repetitiva/antirrepeticion acortada carece de 2-24 nucleétidos, donde

(i) se eliminan uno o mas de los nucledtidos 37-48 y 53-64 y se sustituyen opcionalmente uno o mas de
los nucledtidos 37-64 con respecto a la SEQ ID NO: 500; y

(ii) el nucledtido 36 se une al nucledtido 65 mediante al menos 2 nucledtidos.

[00716] El Elemento 3 es el ARNg del Elemento 1 0 2, en donde la regiéon guia tiene (i) una
insercion de un nucledtido o una eliminacién de 1-4 nucledtidos entre las posiciones 1-24 con respecto
ala SEQ ID NO: 500 o (ii) una longitud de 24 nucleétidos.

[00717] El Elemento 4 es el ARNg del Elemento inmediatamente anterior, donde la region guia
tiene una longitud de 25, 24, 23, 22, 21 o 20 nucleétidos, opcionalmente donde la region guia tiene una
longitud de 25, 24, 23 o0 22, respectivamente.

[00718] El Elemento 5 es el ARNg del Elemento inmediatamente anterior, donde la regién guia
tiene una longitud de 23-24 nucledtidos.

[00719] El Elemento 6 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde el ARNg
comprende adicionalmente una cola 3'.

[00720] El Elemento 7 es el ARNg del Elemento inmediatamente anterior, donde la cola de 3
comprende 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, o 10 nucleétidos.

[00721] El Elemento 8 es el ARNg del Elemento inmediatamente anterior, donde la cola 3
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comprende 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos.
[00722] El Elemento 9 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 6-8, donde la cola 3’ termina
con un nucleétido que comprende un uracilo o un uracilo modificado.
[00723] El Elemento 10 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 6-9, donde la cola 3’ tiene 1
nucledtido de longitud.
[00724] El Elemento 11 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 6-10, donde la cola 3' consiste
en un nucleotido que comprende un uracilo o un uracilo modificado.
[00725] El Elemento 12 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 6-11, donde la cola 3'
comprende una modificacion de cualquiera uno o mas de los nucleétidos presentes en la cola 3'.
[00726] El Elemento 13 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 6-12, donde la modificacion
de la cola 3' es uno o mas de nucledtidos modificados con 2'-O-metilo (2'-OMe) y un enlace fosforotioato
(PS) entre nucleotidos.
[00727] El Elemento 14 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores 6-13, donde la cola
3’ esta totalmente modificada.
[00728] El Elemento 15 es el ARNg de cualquiera de los Elementos inmediatamente anteriores,
donde el nucledtido 3’ del ARNg es un nucleétido que comprende un uracilo o un uracilo modificado.
[00729] El Elemento 16 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 1-5, en donde uno o mas de

los nucleétidos 144 y 145 se eliminan con relacion a la SEQ ID NO: 500.

[00730] El Elemento 17 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 1-5, donde se eliminan ambos
nucledtidos 144 y 145 con respecto ala SEQ ID NO: 500.
[00731] El Elemento 18 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 1-5, donde el ARNg no

comprende una cola 3'.

[00732] El Elemento 19 es el ARNg de cualquiera de los elementos anteriores, en donde la regién
de repeticion/antirrepeticion acortada carece de 2-24 nucleétidos.

[00733] El Elemento 20 es el ARNg de cualquiera de los elementos anteriores, donde la region
de repeticion/antirrepeticion acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 nucledtidos.

[00734] El Elemento 21 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde la region
de repeticion/antirrepeticion carece de 12-24, opcionalmente, 18-24 nucledtidos, opcionalmente 20-22
nucledétidos.

[00735] El Elemento 22 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde la regién
de repeticion/antirrepeticién acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39
0 40 nucledtidos.

[00736] El Elemento 23 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde la regién
de repeticion/antirrepeticién acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33 0 34 nucledtidos, o 30,
31 0 32 nucledtidos.

[00737] El Elemento 24 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde los
nucledtidos 37-64 de la SEQ ID NO: 500 forman el tallo superior y se eliminan uno o mas pares de bases
del tallo superior de la region de repeticién/antirrepeticion acortada.

[00738] El Elemento 25 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde el tallo
superior de la region de repeticién/antirrepeticion acortada comprende no mas de uno, dos, tres o cuatro
pares de bases.

[00739] El Elemento 26 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se
eliminan todas las posiciones 39-48 y todas las posiciones 53-62 del tallo superior de la regién de

repeticion/antirrepeticion acortada y, opcionalmente, se sustituyen los nucleétidos 38 o 63.
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[00740] El Elemento 27 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se
eliminan todas las posiciones 38-48 y todas las posiciones 53-63 del tallo superior de la regién de
repeticion/antirrepeticiéon acortada y, opcionalmente, se sustituye el nucleétido 37 o 64.
[00741] El Elemento 28 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se
eliminan todos los nucledtidos 37-48 y 53-64 del tallo superior de la region de repeticidon/antirrepeticion
acortada y, opcionalmente, se sustituye el nucleétido 36 o 65.
[00742] El Elemento 29 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de repeticion/antirrepeticion acortada tiene una parte de duplex de 11 nucleétidos con emparejamiento
de bases de longitud.
[00743] El Elemento 30 es el ARNg de una cualquiera de los Elementos anteriores, donde la
region de repeticion/antirrepeticién acortada tiene una unica parte duplex.
[00744] El Elemento 31 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde el tallo
superior de la regidn de repeticidn/antirrepeticion acortada incluye una o mas sustituciones con respecto
ala SEQ ID NO: 500.
[00745] El elemento 32 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde uno o mas
de los nucledtidos 49-52 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500.
[00746] El Elemento 33 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en el que la region
repetida/antirrepeticion acortada no esta sustituida.
[00747] El Elemento 34 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de repeticion/antirrepeticion acortada tiene 12-22 nucleétidos modificados.
[00748] El Elemento 35 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la regién

de horquilla 1 acortada carece de 2-10, opcionalmente de 2-8 0 2-4 nucledtidos.

[00749] El Elemento 36 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la regién
de horquilla 1 acortada tiene una longitud de 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o0 21 nucledtidos.
[00750] El Elemento 37 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region

de horquilla 1 acortada tiene una parte de duplex de 4-8, opcionalmente, de 7-8, nucledtidos con
emparejamiento de bases de longitud.

[00751] El Elemento 38 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de horquilla 1 acortada tiene una parte de duplex simple.

[00752] El Elemento 39 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se
eliminan uno o dos pares de bases de la region de horquilla 1 acortada.

[00753] El Elemento 40 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde el tallo
de la region de horquilla 1 acortada tiene una longitud de siete u ocho nucleétidos con emparejamiento
de bases.

[00754] El Elemento 41 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se
eliminan una o mas posiciones 85-86 y uno o mas de los nucledtidos 91-92 de la regién de horquilla 1
acortada.

[00755] El Elemento 42 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se
eliminan los nucleotidos 86 y 91 o los nucledtidos 85 y 92 de la region de horquilla 1 acortada.

[00756] El Elemento 43 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde uno o
mas de los nucledtidos 82-95 de la region de horquilla 1 acortada se sustituye con respecto a la SEQ ID
NO: 500.

[00757] El Elemento 44 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde uno o
mas de los nucledtidos 87-90 se sustituye con respecto a la SEQ ID NO: 500.

[00758] El elemento 45 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en el que la region



10

15

20

25

30

35

40

45

312
de horquilla 1 acortada no esta sustituida.
[00759] El Elemento 46 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de horquilla 1 acortada tiene 6-15 nucleétidos modificados.
[00760] El Elemento 47 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de horquilla 2 acortada carece de 2-18, opcionalmente de 2-16, nucleétidos.
[00761] El Elemento 48 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de horquilla 2 acortada tiene una longitud de 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39

0 40 nucledtidos.

[00762] El Elemento 49 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de horquilla 2 acortada tiene una longitud de 28, 29, 30, 31, 32, 33 0 34 nucleétidos.
[00763] El Elemento 50 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se

eliminan una o mas posiciones 113-121 y uno o mas de los nucleétidos 126-134 de la regién de horquilla
2 acortada.

[00764] El Elemento 51 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
horquilla 2 acortada comprende una regién no emparejada.

[00765] El Elemento 52 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de horquilla 2 acortada tiene dos partes de duplex.

[00766] El Elemento 53 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region

de horquilla 2 acortada tiene una porcién duplex de 4 nucleétidos con emparejamiento de bases de

longitud.
[00767] El Elemento 54 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 52-53, en donde la regién de
horquilla 2 acortada tiene una parte de duplex de 4-8 nucleétidos con emparejamiento de bases de
longitud.
[00768] El Elemento 55 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 52-54 , en donde la regién de
horquilla 2 acortada tiene una parte de duplex de 4-6 nucle6tidos con emparejamiento de bases de
longitud.
[00769] El Elemento 56 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde los

nucleotidos 113-134 de la SEQ ID NO: 500 forman el tallo superior, y el tallo superior de la regiéon de
horquilla acortada 2 comprende uno, dos, tres o cuatro pares de bases.

[00770] El Elemento 57 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se
elimina al menos un par de nucleétidos 113 y 134, nucledtidos 114 y 133, nucleétidos 115 y 132,
nucledtidos 116 y 131, nucledtidos 117 y 130, nucledtidos 118 y 129, los nucleétidos 119 y 128, los
nucledtidos 120 y 127 y los nucledtidos 121 y 126.

[00771] El Elemento 58 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde se
eliminan todas las posiciones 113-121 y 126-134 de la regién de horquilla 2 acortada.

[00772] El Elemento 59 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde uno o
mas de los nucledétidos 113-134 de la regidn de horquilla 2 acortada se sustituye con respecto a la SEQ
ID NO: 500.

[00773] El elemento 60 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde uno o
mas de los nucledtidos 122-125 se sustituyen con respecto a la SEQ ID NO: 500.

[00774] El Elemento 61 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde la region
de horquilla 2 acortada no se encuentra sustituida.

[00775] El Elemento 62 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
de horquilla 2 acortada tiene 6-15 nucleé6tidos modificados.

[00776] El Elemento 63 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde la region
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guia del ARNg comprende al menos dos nucleétidos modificados, opcionalmente al menos cuatro
nucleétidos modificados.
[00777] El Elemento 64 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde la region
guia del ARNg comprende 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 0 12 nucleétidos modificados, opcionalmente 1,
2 0 3 nucledtidos modificados.
[00778] El Elemento 65 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
guia del ARNg comprende 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 0 12 nucledétidos modificados.
[00779] El Elemento 66 es el ARNg de cualquiera de Elementos anteriores, en donde la region
guia del ARNg comprende 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12 nucledtidos modificados.
[00780] El Elemento 67 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la region
guia no comprende un nucleétido modificado en 3' de los primeros tres nucledtidos de la regién guia.
[00781] El Elemento 68 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde la region
guia no comprende un nucleétido modificado.
[00782] El Elemento 69 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde el ARNg
comprende una modificacion de extremo 5'.
[00783] El Elemento 70 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde el ARNg
comprende una modificacion de extremo 3'.
[00784] El Elemento 71 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde el ARNg
comprende una modificacion de extremo 5' y una modificacion de extremo 3'.
[00785] El Elemento 72 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en la region de tallo superior de la region de repeticion/antirrepeticion.
[00786] El Elemento 73 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en la region de horquilla 1.
[00787] El Elemento 74 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacién en la regién de horquilla 2.
[00788] El Elemento 75 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en el extremo 3', y que comprende una modificacion en la region de tallo superior de
la regidn de repeticion/antirrepeticion.
[00789] El Elementos 76 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en el extremo 3', y una modificacién en la region de horquilla 1.
[00790] El Elemento 77 es el ARNg de cualquiera de los Elementos precedentes, que comprende
una modificacion en el extremo 3', y una modificacién en la region de horquilla 2.
[00791] El Elemento 78 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en el extremo 5' y que comprende una modificacién en la regién de tallo superior de la
region de repeticion/antirrepeticion.
[00792] El Elemento 79 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacién en el extremo 5', y una modificacién en la region de horquilla 1.
[00793] El Elemento 80 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en el extremo 5', y una modificacion en la region de horquilla 2.
[00794] El Elemento 81 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en el extremo &', una modificacion en la region de tallo superior de la region de
repeticion/antirrepeticion y una modificacion en el extremo 3'.
[00795] El Elemento 82 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en el extremo &', una modificacién en la region de horquilla 1 y una modificacion en el

extremo 3'.
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[00796] El Elemento 83 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en el extremo 5', una modificacion en la regidon de horquilla 1, una modificacion en la
region de horquilla 2 y una modificacion en el extremo 3.
[00797] El Elemento 84 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una modificacion en el extremo 5', una modificacion en la region de repeticion/antirrepeticion, una
modificacion en la regién de horquilla 1, una modificacion en la regién de horquilla 2 y una modificacion
en el extremo 3'.
[00798] El Elemento 85 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 69-84, donde la modificacién
en el extremo 5' comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2'-
O-metilo (2'-OMe), un nucledétido modificado con 2’-O-(2-metoxietil) (2’-O-moe), un nucleétido modificado
con 2'-fluoro (2’-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos, o un nucleétido abasico invertido
modificado.
[00799] El Elemento 86 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 69-85, donde la modificacion
en el extremo 3' comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2'-
O-metilo (2'-OMe), un nucledétido modificado con 2’-O-(2-metoxietil) (2’-O-moe), un nucleétido modificado
con 2’-fluoro (2’-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos, o un nucleétido abasico invertido
modificado.
[00800] El Elemento 87 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 69-86, donde la modificacion
en el extremo 5' comprende cualquiera de:
i. una modificacion de cualquiera de uno o mas de los primeros 1, 2, 3 0 4 nucleétidos;
ii. un nuclestido modificado;
iii. dos nucledétidos modificados;
iv. tres nucledtidos modificados; y
v. cuatro nucleétidos modificados.
[00801] El Elemento 88 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 69-87, donde la modificacién
en el extremo 5' comprende una o mas de:
i. un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos;
ii. un nucledtido modificado con 2'-OMe;
iii. un nucleoétido modificado con 2’-O-moe;
iv. un nucleétido modificado con 2’-F; y
v. un nucleétido modificado abasico invertido.
[00802] El Elemento 89 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 69-88, donde la modificaciéon
en el extremo 3' comprende cualquiera de:
i. una modificacion de uno o mas de los ultimos 4, 3, 2 o 1 nucledétidos;
ii. un nucleétido modificado;
iii. dos nucleotidos modificados;
iv. tres nucleétidos modificados; y
v. cuatro nucleotidos modificados.
[00803] El Elemento 90 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 69-89, donde la modificaciéon
en el extremo 3' comprende una o mas de:
i. un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos;
ii. un nucleétido modificado con 2'-OMe;
iii. un nucledétido modificado con 2’-O-moe;
iv. un nucleétido modificado con 2'-F; y

V. un nucledtido modificado abasico invertido.



10

15

20

25

30

35

40

45

315
[00804] El Elemento 91 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 69-90, donde la modificaciéon
de extremo 5' comprende al menos un enlace de PS y donde uno o mas de:
i. hay un enlace de PS y el enlace es entre el primer y el segundo nucledtidos;
ii. hay dos enlaces de PS entre los primeros tres nucledtidos;
ii. hay enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los primeros cuatro nucleétidos; y
iv. hay enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los ultimos cinco nucleétidos.
[00805] El Elemento 92 es el ARNg del Elemento 91, donde la modificacion en el extremo 5'
comprende adicionalmente al menos un nucleétido modificado con 2’-OMe, 2’-O-moe, abasico invertido,
o 2’-F.
[00806] El Elemento 93 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la
modificacion en el extremo 5' comprende:
i. una modificacion de uno o mas de los primeros 1-4 nucleoétidos, en donde la modificacién es un enlace
de PS, un nucledtido abasico invertido, 2’-OMe, 2’-O-moe o 2’-F;
ii. una modificacion del primer nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F o0 combinaciones de estas, y uno
o dos enlaces de PS opcionales al nucleétido siguiente o el primer nucleétido de la cola 3’;
iii. una modificacién del primer o segundo nucledtido con 2’-OMe, 2°-O-moe, 2’-F, y opcionalmente uno
o mas enlaces de PS;
iv. una modificacion del primer, segundo o tercer nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente
uno o mas enlaces de PS; o
v. una modificaciéon del primer, segundo, tercer o cuarto nucledtido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y
opcionalmente uno o mas enlaces de PS.
[00807] El Elemento 94 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la
modificacion de extremo 3' comprende al menos un enlace de PS y en donde uno o mas de:
i. hay un enlace de PS y el enlace es entre el ultimo y el penultimo nucledtidos;
ii. hay dos enlaces de PS entre los ultimos tres nucledtidos y
iii. hay enlaces de PS entre cualesquiera uno o mas de los ultimos cuatro nucleétidos.
[00808] El Elemento 95 es el ARNg del Elemento 94, donde la modificacién en el extremo 3'
comprende adicionalmente al menos un nucleétido modificado con 2’-OMe, 2’-O-moe, abasico invertido,
o 2’-F.
[00809] El Elemento 96 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la
modificacion en el extremo 3' comprende:
i. una modificacidon de uno o mas de los ultimos 1-4 nucleétidos, en donde la modificaciéon es un enlace
de PS, un nucledtido abasico invertido, 2°-OMe, 2’-O-moe o 2’-F;
ii. una modificacién del ultimo nucledétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F o combinaciones de estas, y uno o
dos enlaces de PS opcionales al nucledétido siguiente o el primer nucleétido de la cola 3’;
ii. una modificacion del ultimo o penultimo nucledtido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente uno
o mas enlaces de PS;
iv. una modificacion del ultimo, penultimo o antepenultimo nucleétido con 2’-OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y
opcionalmente uno o mas enlaces de PS; o
v. una modificacion del ultimo, penultimo, antepenultimo o anterior al antepenultimo nucleétido con 2’-
OMe, 2’-O-moe, 2’-F, y opcionalmente uno o mas enlaces de PS.
[00810] El Elemento 97 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la
modificacion en la region de repeticion/antirrepeticion, la regién de horquilla 1 o la regién de horquilla 2
comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucledtido modificado con 2’-O-metilo (2'-

OMe), un nucleétido modificado con 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), un nucleétido modificado con 2’-
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fluoro (2’-F), un enlace fosforotioato (PS) entre nucledtidos.
[00811] El Elemento 98 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la
modificacion en la region de repeticion/antirrepeticién, la regién de horquilla 1 o la region de horquilla 2
comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-
OMe), un nucledétido modificado con 2’-fluoro (2’-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos.
[00812] El Elemento 99 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde la
modificacion en la region de repeticion/antirrepeticion, la regién de horquilla 1 o la region de horquilla 2
comprende un nucleétido modificado seleccionado de un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-
OMe), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucledtidos.
[00813] El Elemento 100 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde al menos
el 20 %, 30 %, 40 % o 50 % de los nucledtidos son nucleétidos modificados.
[00814] El Elemento 101 es el ARNg del Elemento 100, donde el ARNg comprende nucledtidos
modificados seleccionados de un nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), nucleétido modificado
con 2’-O-(2-metoxietil) (2’-O-moe), un nucledtido modificado con 2'-fluoro (2'-F), un enlace de
fosforotioato (PS) entre nucle6tidos o combinaciones de estos.
[00815] El Elemento 102 es el ARNg del Elemento 100 o 101 que comprende nucledtidos
modificados seleccionados de un nucleétido modificado con 2'-O-metilo (2'-OMe), un nucledtido
modificado con 2'-fluoro (2'-F), un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos o combinaciones de
estos.
[00816] El Elemento 103 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde los
nucledtidos 1-3 de la region guia son modificados y los nucleétidos en la regién guia diferentes a los
nucleotidos 1-3 no se encuentran modificados.
[00817] El Elemento 104 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde una
cola 3' del nucledtido 144 esta presente en el ARNg y comprende nucleétidos modificados con 2'-O-Me
en los nucledtidos 141-144 y dos enlaces de PS entre los nucledtidos 141-142 y 142-143,
respectivamente.
[00818] El Elemento 105 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde se

sustituye una o mas posiciones de 49-52, 87-90 o 122-125.

[00819] El Elemento 106 es un ARN guia unico (ARNgu) que comprende cualquiera de las SEQ
ID NO: 1-9.
[00820] El Elemento 107 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende

una secuencia de nucledétidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 750 70
% de identidad con la secuencia de nucleétidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-9

[00821] El Elemento 108 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una secuencia de nucledétidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 750 70
% de identidad con la secuencia de nucleétidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-9, donde la
modificacion en cada nucleétido del ARNg que corresponde a un nucleétido del identificador de
secuencia de referencia en la Tabla 1 es idéntico a o equivalente a la modificacion mostrada en el
identificador de secuencia de referencia en la Tabla 2.

[00822] El Elemento 109 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, que comprende
una secuencia de nucledtidos que tiene al menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91 0 90 % de identidad
con respecto a la secuencia de X al extremo 3' de la secuencia de nucledtidos de cualquiera de las SEQ
ID NO: 1-5, 7, 8, 101-291 y 301-494, donde X es el primer nucledtido de la region conservada.

[00823] El Elemento 110 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 106-109, que comprende

adicionalmente una cola 3' que comprende un nucleétido modificado con 2'-O-Me.
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[00824] El Elemento 111 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, donde el ARNg
dirige una nucleasa hacia una secuencia objetivo para la unién.
[00825] El Elemento 112 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde el
ARNg dirige una nucleasa hacia una secuencia objetivo para inducir un corte bicatenario en la secuencia
objetivo.
[00826] El Elemento 113 es el ARNg de cualquiera de los Elementos anteriores, en donde el
ARNg dirige una nucleasa hacia una secuencia objetivo para inducir un corte monocatenario en la
secuencia objetivo.
[00827] El Elemento 114 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 111-113, donde la nucleasa
es una Nme Cas9.
[00828] El Elemento 115 es el ARNg de cualquiera de los elementos anteriores, donde el ARNg
comprende una sustitucion conservadora, opcionalmente en el que la sustitucién conservadora mantiene
al menos un par de bases.
[00829] El Elemento 116 es una composicién que comprende un ARNg de cualquiera de los
Elementos anteriores, relacionado con una nanoparticula lipidica (LNP).
[00830] El Elemento 117 es una composicion de LNP que comprende un ARNg de cualquiera de
los Elementos anteriores.
[00831] El Elemento 118 es una composicion que comprende el ARNg de cualquiera de los
Elementos 1-115, o la composicién de cualquiera de los Elementos 116-117, que comprende
adicionalmente una nucleasa o un ARNm que codifica la nucleasa.
[00832] El elemento 119 es la composicion del Elemento 118, en donde la nucleasa es una

proteina Cas.

[00833] El Elemento 120 es la composicion del elemento 119, donde la proteina Cas es una Nme
Cas9.
[00834] El Elemento 121 es la composicion del Elemento 120, donde la Nme Cas9 es una Nme1

Cas9, una Nme2 Cas9 o una Nme3 Cas9.

[00835] El Elemento 122 es la composicién de cualquiera de los articulos 118-121, donde la
nucleasa tiene una actividad de escision bicatenaria.

[00836] El Elemento 123 es la composicién de cualquiera de los Elementos 118-122, donde la
nucleasa tiene actividad nicasa.

[00837] El Elemento 124 es la composicién de cualquiera de los Elementos 118-123, donde la
nucleasa tiene un dominio de unién a ADN dCas.

[00838] El Elemento 125 es la composicion de cualquiera de los Elementos 118-124, en donde la
nucleasa es modificada.

[00839] El Elemento 126 es la composicion del Elemento 125, donde la nucleasa modificada
comprende un dominio funcional heterdlogo.

[00840] El Elemento 127 es la composicion del Elemento 126, donde el dominio funcional
heterélogo es una desaminasa.

[00841] El Elemento 128 es la composicion del Elemento 127, que comprende ademas una UGI
o un ARNm que codifica una UGI.

[00842] El Elemento 129 es la composicion de cualquiera de los Elementos 127-128, donde el
dominio funcional heterélogo es una citidina desaminasa.

[00843] El Elemento 130 es la composicion del Elemento 125-129, en donde la nucleasa
modificada comprende una sefal de localizacion nuclear (NLS).

[00844] El Elemento 131 es la composicién de cualquiera de los Elementos 118-130, que
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comprende un ARNm que codifica la nucleasa.

[00845] El Elemento 132 es la composicion del elemento 131, en donde el ARNm comprende la
secuencia de cualquiera de las SEQ ID NO: 636-638.
[00846] El Elemento 133 es una formulacion farmacéutica que comprende el ARNg de cualquiera

de los Elementos 1-115, o la composicién de cualquiera de los Elementos 116-132 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

[00847] El Elemento 134 es un método de modificacion de un ADN objetivo que comprende
administrarle una proteina Cas o un acido nucleico que codifica una proteina Cas y cualquiera de uno o
mas de los siguientes a una célula:

i. el ARNg de cualquiera de los elementos 1-115

ii. la composicion de cualquiera de los elementos 116-132; y

iii. la formulacion farmacéutica del elemento 133.

[00848] El Elemento 135 es el método del Elemento 134, donde el método tiene como resultado
una insercion en un gen.

[00849] El Elemento 136 es el método del articulo 134 o 135, donde el método tiene como
resultado al menos una edicion base.

[00850] El Elemento 137 es el método de cualquiera de los Elementos 134-136, 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.
[00851] El Elemento 138 es el ARNg de cualquiera de los Elementos 1-115, la composicién de
los Elementos 116-132, o la formulacion farmacéutica del Elemento 133 para su uso en la preparacion
de un medicamento para tratar una enfermedad o trastorno.

[00852] El Elemento 139 es el uso del ARNg de cualquiera de los Elementos 1-115, las
composiciones de los Elementos 116-132 o la formulacion farmacéutica del Elemento 133 en la

fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad o trastorno.



