COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA EDICION DE GENES DE CALICREINA
(KLKB1)

[001] Esta solicitud de patente reivindica la prioridad de la solicitud de patente
provisional estadounidense N.° 62/971.906, presentada el 7 de febrero de 2020; la
solicitud de patente provisional estadounidense N.° 62/981.965, presentada el 26 de
febrero de 2020; y la solicitud de patente provisional estadounidense N.° 63/019.076,
presentada el 1 de mayo de 2020, cuyos contenidos se incorporan en la presente por
referencia en su totalidad para todos los fines.

[002] La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se presentd
electronicamente en formato ASCII y se incorpora en la presente por referencia en su
totalidad. Dicha copia en ASCII, creada el 4 de febrero de 2021, tiene el nombre
01155-0031-00PCT_ST25.txt y un tamafo de 184.584 bytes.

[003] EI angioedema hereditario (HAE) afecta a una de cada 50.000 personas y
contribuye a entre 15.000 y 30.000 visitas a la sala de emergencias por afio. El HAE
es un trastorno sanguineo autosémico de herencia dominante poco comin que se
caracteriza por episodios recurrentes de hinchazén grave (angioedema). Las areas
mas comunes del cuerpo que desarrollan hinchazén son las extremidades, la cara, el
tracto gastrointestinal y las vias respiratorias. Un traumatismo menor o el estrés
pueden desencadenar un ataque, pero la hinchazén a menudo ocurre sin un
desencadenante conocido. Los episodios que involucran el tracto intestinal causan
dolor abdominal intenso, naduseas y vomitos. La inflamacion de las vias respiratorias
puede restringir la respiraciéon y provocar una obstruccién de las vias respiratorias que
ponga en peligro la vida o asfixia. Los sintomas del HAE suelen comenzar en la
infancia y empeoran durante la pubertad. En promedio, las personas que no reciben
tratamiento tienen un ataque cada 1 o 2 semanas, Yy la mayoria de los episodios duran
entre 3y 4 dias. Hay tres tipos de angioedema hereditario, denominados tipos I, 1l y Il
y los diferentes tipos tienen signos y sintomas similares.

[004] EI angioedema hereditario se deriva del exceso de bradiquinina en la sangre
gue promueve la permeabilidad vascular y los episodios de hinchazén. La mayoria de
los pacientes con HAE tienen una deficiencia de proteina inhibidora de C1 (también
llamada inhibidor de C1 esterasa o C1-INH). En ausencia de C1-INH, los niveles de
bradiquinina pueden aumentar, iniciar una fuga vascular y causar ataques de

hinchazon. Su produccion se controla a través de la via (contacto) de calicreina-cinina,
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que es inhibida endégenamente por C1-INH. El péptido de bradiquinina se forma
cuando la calicreina plasmatica (pKal), una forma activada de la proteina precalicreina,
escinde el cininégeno de alto peso molecular (HMWK). La precalicreina esta
codificada por KLKB1 y también se denomina proteina KLKB1. La proteina KLKB1 se
produce en el higado y se secreta en el plasma, donde puede ser activada por el factor
Xlla. Una vez que se activa KLKB1, pKal puede aumentar los niveles de bradiquinina.
Un exceso de bradiquinina en la sangre provoca la fuga de liquido a través de las
paredes de los vasos sanguineos hacia los tejidos corporales. La acumulacion
excesiva de liquidos en los tejidos corporales provoca los episodios de hinchazén que
se observan en las personas con HAE.
[005] Se han desarrollado diversos medicamentos dirigidos a la via de la calicreina-
cinina, incluidos los inhibidores de la esterasa C1 (Berinert®, Cinryze®) el tratamiento
de reemplazo de CI1-INH recombinante (rhC1lINH; conestat alfa (Rhucin®,
Ruconest®)) y el antagonista del receptor de bradiquinina (lcatibant, Firazyr®).
También se han desarrollado enfoques que utilizan inhibidores de calicreina o
precalicreina (KLKB1) (ecallantide, Kalbitor®; lanadelumab, Takhzyro™).
[006] La presente invencion proporciona composiciones y meétodos que usan el
sistema CRISPR/Cas para inactivar el gen KLKB1, lo que reduce la producciéon de
precalicreina (KLKB1), reduce la produccion de calicreina y reduce la produccién de
bradiquinina en sujetos con HAE.
[007] En consecuencia, se proporcionan las siguientes formas de realizacion. En
algunas formas de realizacion, la presente invencidn proporciona composiciones y
métodos que usan un ARN guia con un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN, tal
como el sistema CRISPR/Cas, para reducir o inactivar sustancialmente la expresion
del gen KLKB1, lo que reduce sustancialmente o elimina la produccién de
bradiquinina. La reduccién sustancial o eliminacién de la producciéon de bradiquinina
mediante la alteracién del gen KLKB1 puede ser un tratamiento a largo plazo o
permanente.
[008] Se proporcionan las siguientes formas de realizacion en la presente.
[009] Laforma de realizacion Al es un ARN guia que comprende:
a. una secuencia guia que comprende al menos 95 %, 90% u 85 %
idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 15, 8 y 41;
b. una secuencia guia que comprende al menos 17, 18, 19 o 20
nucleotidos contiguos de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO:
15,8y41;0



C. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 15, 8 y 41.
[0010] La forma de realizacion A2 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion Al, que comprende ademas la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:
202.
[0011] La forma de realizacion A3 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion Al, en donde el ARN guia comprende ademas una secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 170, 171, 172 y 173, en donde la secuencia de SEQ ID
NO: 170, 171, 172, 0 173 es 3’ de la secuencia guia.
[0012] La forma de realizacion A4 es el ARN guia de acuerdo con una de las formas
de realizacién A1-A3, en donde el ARN guia comprende ademas una cola 3'.
[0013] La forma de realizacion A5 es el ARN guia de acuerdo con una de las formas
de realizacién A1-A4, en donde el ARN guia comprende al menos una modificacion.
[0014] La forma de realizacion A6 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacién A5, en donde la modificacion comprende una modificacién en el extremo 5'.
[0015] La forma de realizacion A7 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion A5 o A6, en donde la modificacion comprende una modificaciéon en el
extremo 3.
[0016] La forma de realizacion A8 es el ARN guia de acuerdo con una de las formas
de realizacion A1-A7, en donde el ARN guia comprende una modificacién en una
region de horquilla.
[0017] La forma de realizacion A9 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion A1-A8, en donde la modificacibn comprende un nucleétido
modificado con 2'-O-metilo (2'-O-Me).
[0018] La forma de realizacion A10 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion A1-A9, en donde la modificacion comprende un enlace de
fosforotioato (PS) entre nucledétidos.
[0019] La forma de realizacion All es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion A1-A10, en donde la modificacion comprende un nucleétido
modificado con 2’-fluor (2'F).
[0020] La forma de realizacion A12 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion A1 o A3-All, que comprende ademas la secuencia de
nucleotidos de SEQ ID NO: 171.
[0021] La forma de realizacion A13 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacién A12, modificada de acuerdo con el patron de la secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 405.



[0022] La forma de realizacion Al4 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion Al o A3-All, que comprende ademas la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 173.

[0023] La forma de realizacion A15 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion Al4, modificada de acuerdo con el patron SEQ ID NO: 248-255 o0 450.
[0024] La forma de realizacion A16 es el ARN guia de cualquiera de acuerdo con las
formas de realizacion A12-A15, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 15.

[0025] La forma de realizacion A17 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion A12-Al5, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 8.

[0026] La forma de realizacion A18 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion A12-A15, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 41.

[0027] La forma de realizacion A19 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion Al o A4-All, en donde el ARN guia estd modificado de acuerdo con el
patron de SEQ ID NO: 300, en donde las N son colectivamente la secuencia guia de
acuerdo con la forma de realizacion Al.

[0028] La forma de realizacion A20 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion A16, en donde cada N en SEQ ID NO: 300 es cualquier nucle6tido natural
0 no natural.

[0029] La forma de realizacion A21 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion A19, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 15 y el ARN guia esta
modificado de acuerdo con MG*MG*mA*
UUGCGUAUGGGACACAAGUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAA
GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAMAMAMAMAMGMUMG
MGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmGmGmUmMGmMCmU*mU*muU*mu  (SEQ ID NO:
603), en donde “mA,” “mC,” “mU,” 0 “mG” denota un nucledtido que ha sido modificado
con 2'-O-Me, un * denota un enlace de fosforotioato, y una N es un nucle6tido natural.
[0030] La forma de realizacion A22 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion Al19, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 8 y el ARN guia esta
modificado de acuerdo con
mU*MA*mC*CCGGGAGUUGACUUUGGGUUUUAGAMGMCmMUMAMGmMAMAmMAmMU
MAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMGmMUMGmMCmU*mU*mU*Mu
(SEQ ID NO: 604), en donde “mA,” “mC,” “mU,” o “mG” denota un nucleétido que ha
sido modificado con 2’-O-Me, un * denota un enlace de fosforotioato, y una N es un

nucleétido natural.



[0031] La forma de realizacion A23 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacion Al19, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 41 y el ARN guia esta
modificado de acuerdo con
mU*mU*mU*ACUCCCAGAAGACUGUAGUUUUAGAMGMCmUMAMGMAmMAmMAmMUmM
AmGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMAMAM
AMGMUMGMGMCmMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*muU*mu
(SEQ ID NO: 605), en donde “mA,” “mC,” “mU,” o0 “mG” denota un nucleétido que ha
sido modificado con 2’-O-Me, un * denota un enlace de fosforotioato, y una N es un
nucleotido natural.

[0032] La forma de realizaciébn A24 es una composicion que comprende un ARN guia
de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A1-A23.

[0033] La forma de realizaciébn A25 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion A24, que comprende ademas un agente de fijacion a ADN guiado por ARN
0 un acido nucleico que codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN.

[0034] La forma de realizaciébn A26 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion A25, en donde el acido nucleico que codifica un agente de fijacion a ADN
guiado por ARN comprende un mARN que comprende un marco de lectura abierto
(ORF) que codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN.

[0035] La forma de realizacion A27 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion A25 o A26, en donde el agente de fijacién a ADN guiado por ARN es Cas9.
[0036] La forma de realizacion A28 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion A27, en donde la Cas9 es Cas9 de S. pyogenes.

[0037] La forma de realizacion A29 es la composicién de acuerdo con cualquiera de
las formas de realizacion A26-A28, en donde ORF es un ORF modificado.

[0038] La forma de realizacion A30 es la composicién de acuerdo con cualquiera de
las formas de realizacibn A24-A29, que comprende ademas un excipiente
farmacéutico.

[0039] La forma de realizacion A31 es la composicion de acuerdo con cualquiera de
las formas de realizacion A24-A30, en donde el ARN guia esta asociado con una
nanoparticula lipidica (LNP).

[0040] La forma de realizacién A32 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacién A31, en donde LNP comprende un lipido catiénico.

[0041] La forma de realizacién A33 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacibon A32, en donde el |lipido catibnico es (92,122)-3-((4,4-

bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-
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9,12-dienoato, también llamado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato.

[0042] La forma de realizacion A34 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion A31-A33, en donde el LNP comprende (92,122)-3-((4,4-
bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-
9,12-dienoato, también llamado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato, DSPC,
colesterol, y PEG2k-DMG.

[0043] La forma de realizaciébn A35 es una composicion farmacéutica que comprende
un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién A1-A23 o una
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién A24-A34.

[0044] La forma de realizacion A36 es una composicion farmacéutica que comprende
o usa un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A1-A23 o
una composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A24-A34
para inducir una ruptura bicatenaria o una ruptura monocatenaria dentro de un gen
KLKBL1 en una célula o reducir la expresion de KLKB1 en una célula.

[0045] La forma de realizacion A37 es la composicion farmacéutica o el uso de la
forma de realizacibn A36, para reducir la expresion del gen KLKB1 en una célula o
sujeto.

[0046] La forma de realizacibn A38 es una composicion farmacéutica que comprende
0 usa un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A1-A23 o
una composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A24-A34
para tratar un sujeto que tiene angioedema hereditario (HAE).

[0047] La forma de realizacion A39 es la composicion farmacéutica o el uso de la
forma de realizacion A38, que comprende reducir la frecuencia y/o la gravedad de los
ataques de HAE.

[0048] La forma de realizacibn A40 es una composicion farmacéutica que comprende
o usa un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A1-A23 o
una composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A24-A34
para tratar o prevenir el angioedema asociado con HAE, produccion y acumulacion de
bradiquinina, hinchazén inducida por bradiquinina, obstruccion por angioedema de las
vias respiratorias o asfixia.

[0049] La forma de realizacion A41 es una composicién farmacéutica o uso de un
ARN guia de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A1-A23 o una

composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A24-A34 para
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reducir la actividad total de calicreina en plasma o reducir los niveles de precalicreina
y/o calicreina en un sujeto.

[0050] La forma de realizacion A42 es la composicion farmacéutica o el uso de
acuerdo con la forma de realizacion A41, en donde la actividad total de la calicreina en
plasma se reduce en mas de 60 %.

[0051] La forma de realizacion A43 es un método para inducir una ruptura bicatenaria
0 una ruptura monocatenaria dentro de un gen KLKB1 en una célula o reducir la
expresion de KLKB1 en una célula qgue comprende poner en contacto una célula con
un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién A1-A23 o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién A24-A34.

[0052] La forma de realizacion A44 es un método de acuerdo con la forma de
realizacion A43, en donde la célula esta en un sujeto.

[0053] La forma de realizacion A45 es un método para tratar a un sujeto que tiene
angioedema hereditario (HAE) que comprende administrar un ARN guia de acuerdo
con cualquiera de las formas de realizacion A1-A23 o una composicion de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion A24-34 para de este modo tratar al sujeto.
[0054] La forma de realizacion A46 es un método de acuerdo con la forma de
realizacion A45, en donde tratar al sujeto comprende reducir la frecuencia y/o
gravedad de los ataques de HAE.

[0055] La forma de realizacion A47 es un método para tratar o prevenir el angioedema
asociado con HAE, la produccién y acumulaciéon de bradiquinina, la hinchazoén
inducida por bradiquinina, la obstruccion de las vias respiratorias por angioedema o la
asfixia que comprende administrar al sujeto un ARN guia de acuerdo con cualquiera
de las formas de realizacién A1-A23 o una composicion de acuerdo con cualquiera de
las formas de realizacion A24-A34, al tratar o prevenir de este modo el angioedema
asociado con HAE, la produccién y acumulacion de bradiquinina, la hinchazén
inducida por bradiquinina, la obstruccion de las vias respiratorias por angioedema o la
asfixia en el sujeto.

[0056] La forma de realizacion A48 es un método para reducir la actividad de
calicreina plasmatica total en un sujeto que comprende administrar un ARN guia de
acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A1-A23 o una composicién de
acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A24-A34, lo que reduce la
actividad de calicreina plasmatica total en un sujeto.

[0057] La forma de realizacion A49 es el método de acuerdo con la forma de

realizacion A48, en donde la actividad total de la calicreina en plasma se reduce en
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mas de 60 % en el sujeto.

[0058] La forma de realizacion A50 es el uso de un ARN guia de acuerdo con

cualquiera de las formas de realizacion A1-A23 o0 una composicién de acuerdo con

cualquiera de las formas de realizacion A24-A34 en la preparacion de un medicamento

para practicar cualquiera de los métodos de acuerdo con las formas de realizacion

A43-A49.

[0059] Se proporcionan formas de realizacion adicionales en la presente.

[0060] La forma de realizacion 1 es un método para inducir una rotura bicatenaria

(DSB) o una rotura monocatenaria (SSB) dentro del gen KLKB1, que comprende

administrar una composicion a una célula, en donde la composicion comprende:

a.

un ARN guia que comprende

i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8, 15,41, 51, 69; 0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o

Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o

viii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente

un agente de fijaciébn a ADN guiado por ARN o un acido nucleico que

codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN.

[0061] La forma de realizaciébn 2 es un método para reducir la expresion del gen

KLKB1, que comprende administrar una composicion a una célula, en donde la

composicion comprende:

a.

un ARN guia que comprende
i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una

secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

8



iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90%, u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8, 15,41, 51,69;0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o

Vil. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o

viii.  una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente

un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o un acido nucleico que
codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN.

[0062] La forma de realizacién 3 es un método para tratar o prevenir el angioedema

hereditario (HAE), que comprende administrar una composicion a un sujeto que lo

necesite, en donde la composicion comprende:

a.

un ARN guia que comprende

i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucledtidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90%, u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8,15,41,51,69;0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledétidos consecutivos + 10

nucleotidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o

Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia de (vi); o

viii.  una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente

un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que

codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que trata o
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previene de este modo el HAE.
[0063] La forma de realizacion 4 es un método para tratar o prevenir el angioedema
causado o asociado por HAE, gue comprende administrar una composicién a un sujeto
gue lo necesite, en donde la composicion comprende:
a. un ARN guia que comprende
i una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
ii. una secuencia guia que es al menos 95%, 90%, u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8, 15,41, 51, 69; 0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucleétidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o
Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o
viii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente
b. un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que
codifica un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN, que trata o
previene de este modo el angioedema causado o asociado con HAE.
[0064] La forma de realizacion 5 es un método para tratar o prevenir cualquiera de la
produccion y acumulacién de bradiquinina, hinchazén inducida por bradiquinina,
obstruccién de las vias respiratorias por angioedema o asfixia, que comprende
administrar una composicién a un sujeto que lo necesita, en donde la composicion
comprende:
a. un ARN guia que comprende
i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149;
0
i. al menos 17, 18, 19 o 20 nucle6tidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
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iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ
ID NO: 1, 7, 8, 15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71;

0
V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ
ID NO: 8, 15, 41, 51, 69; 0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos

consecutivos + 10 nucleétidos de una coordenada gendémica

listada en la Tabla 1; o

Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucledtidos contiguos de una

secuencia de (vi); o

viii.  una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente
un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que
codifica un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN, que trata o
previene de este modo cualquiera de la produccion y acumulacién de
bradiquinina, hinchazén inducida por bradiquinina, obstruccion de las

vias respiratorias por angioedema o asfixia.

[0065] La forma de realizacion 6 es un método para reducir la frecuencia y/o gravedad

de los ataques de HAE, que comprende administrar una composicion a un sujeto que

lo necesite, en donde la composicién comprende:

a.

un ARN guia que comprende

i una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iil. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90%, u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8, 15,41, 51,69; 0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o
Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia de (vi); o

viii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
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a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente
un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que
codifica un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN, que reduce de

este modo la frecuencia y/o gravedad de los ataques de HAE.

[0066] La forma de realizacién 7 es un método para reducir la frecuencia y/o gravedad

de los ataques de angioedema en un sujeto, que comprende administrar una

composicién a un sujeto que lo necesite, en donde la composicion comprende:

a.

un ARN guia que comprende

i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 %
idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8, 15,41, 51, 69;0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o

Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucledtidos contiguos de una
secuencia de (vi); o

viii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente

un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que
codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que reduce de
este modo la frecuencia y/o gravedad de los ataques de angioedema o

lograr la remisién de los ataques de angioedema en un sujeto.

[0067] La forma de realizacion 8 es un método para reducir la actividad total de la

calicreina plasmética, que comprende administrar una composicion a un sujeto que lo

necesite, en donde la composicion comprende:

a.

un ARN guia que comprende

i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90%, u 85 %
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idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8,15,41,51,69;0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o
Vil. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o
viil. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente
b. un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que
codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que logra de este
modo la remisién de los ataques de angioedema o lograr la remisiéon de
los ataques de angioedema en un sujeto, en donde se reduce la
actividad total de la calicreina plasmética.
[0068] La forma de realizacion 9 es el método de acuerdo con la forma de realizacion
8, que comprende ademas una etapa de activacion para convertir la precalicreina en
su forma activa, pKal.
[0069] La forma de realizacion 10 es el método de acuerdo con la forma de realizacion
8, en donde la actividad total de la calicreina en plasma se reduce en mas de 60 %,
mas de 85 %, o0 mas de 60-80 %.
[0070] La forma de realizaciéon 11 es un método para reducir los niveles totales de la
calicreina plasmatica, que comprende administrar una composicion a un sujeto que lo
necesite, en donde la composicién comprende:
a. un ARN guia que comprende
i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 %
idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0
V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:

8, 15, 41, 51, 69; 0
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Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10
nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o
Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o
viii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente
b. un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que
codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que reduce de
este modo los niveles totales de calicreina en plasma.
[0071] La forma de realizacion 12 es un método para reducir los niveles de
precalicreina y/o calicreina, que comprende administrar una composicion a un sujeto
gue lo necesite, en donde la composicién comprende:
a. un ARN guia que comprende
i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90%, u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8, 15,41, 51,69;0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o
Vil. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o
viii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente
b. un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que
codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que reduce de
este modo la precalicreina y/o calicreina.
[0072] La forma de realizacién 13 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion anteriores, en donde existe un aumento dependiente de la dosis
en el porcentaje de edicion.

[0073] La forma de realizacion 14 es el método de acuerdo con cualquiera de la forma
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de realizacién 13, en donde existe una reduccion dependiente de la dosis en los
niveles totales de calicreina en plasma.

[0074] La forma de realizacion 15 es el método de acuerdo con cualquiera de la forma
de realizacion 13 o 14, en donde existe una reduccién dependiente de la dosis en la
actividad de calicreina en plasma.

[0075] La forma de realizacion 16 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 1
mes, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 1 afio, 2 afios, 5 afios, 10 afios 0 mas después de
la administracion.

[0076] La forma de realizacién 17 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 6
mes.

[0077] La forma de realizacién 18 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 1
afo.

[0078] La forma de realizacion 19 es el método de acuerdo con la forma de realizacion
6, en donde se reduce la frecuencia de los ataques de HAE.

[0079] La forma de realizacion 20 es el método de acuerdo con la forma de realizacion
19, en donde la frecuencia se reduce en al menos 40 %, al menos 50 %, al menos
60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 60-80 %, o al menos
40-90 %.

[0080] La forma de realizacion 21 es el método de acuerdo con la forma de realizacion
20, en donde se reduce la frecuencia en al menos 60-80 %.

[0081] La forma de realizacion 22 es el método de acuerdo con la forma de realizacion
20, en donde se reduce la frecuencia en al menos 40-90 %.

[0082] La forma de realizacion 23 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 1
mes, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 1 afio, 2 afios, 5 afios, 10 afios 0 mas después de
la administracion.

[0083] La forma de realizacién 24 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 6
mes después de la administracion.

[0084] La forma de realizacién 25 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 1

afio después de la administracion.
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[0085] La forma de realizacion 26 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion anteriores en donde el efecto se compara con un nivel basal.
[0086] La forma de realizacion 27 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion anteriores en donde el efecto se compara con un nivel basal de
un sujeto.
[0087] La forma de realizacion 28 es el método de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién anteriores, en donde se administra un agente de fijacién a ADN
guiado por ARN o un &cido nucleico que codifica un agente de fijacion a ADN guiado
por ARN.
[0088] La forma de realizacion 29 es una composicion que comprende:
a. un ARN guia que comprende

i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una

secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 %

idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8, 15,41, 51, 69; 0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o
Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o
viii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente
b. un agente de fijacibn a ADN guiado por ARN o &cido nucleico que
codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN.
[0089] La forma de realizacion 30 es una composicion que comprende un ARN guia
simple corto (SgARN corto), que comprende:
a. una secuencia guia que comprende:
i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90%, u 85 %
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idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
1,7,8,15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8,15,41,51,69;0

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o
Vil. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o
viil. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica
a una secuencia seleccionada de (vi); y
b. una porcion conservada de un sgARN que comprende una region de
horquilla, en donde la regién de horquilla carece de al menos 5-10
nucleétidos y opcionalmente en donde el sJARN corto comprende una o
mas de una modificacion en el extremo 5 y una modificacion en el
extremo 3.
[0090] Forma de realizacion 31. La composicion de acuerdo con la forma de
realizacion 29, que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 202.
[0091] La forma de realizacion 32 es la composicién de acuerdo con la forma de
realizacion 29 o la forma de realizacion 30, que comprende una modificacion en el
extremo 5'.
[0092] La forma de realizacién 33 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-32, en donde el sgARN corto comprende una modificacién en
el extremo 3'.
[0093] La forma de realizacién 34 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-33, en donde el sgARN corto comprende una modificacién en
el extremo 5’ y una modificacién en el extremo 3'.
[0094] La forma de realizacion 35 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-34, en donde el sgARN corto comprende ademas una cola 3'.
[0095] La forma de realizacion 36 es la composicién de acuerdo con la forma de
realizacién 35, en donde la cola 3' comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 nucledétidos.
[0096] La forma de realizacion 37 es la composicién de acuerdo con la forma de
realizacién 35, en donde la cola 3' comprende alrededor de 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-7, 1-
10, al menos 1-2, al menos 1-3, al menos 1-4, al menos 1-5, al menos 1-7 o al menos

1-10 nucleétidos.
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[0097] La forma de realizacién 38 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-37, en donde el sgARN corto no comprende una cola 3'.
[0098] La forma de realizacién 39 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-38, que comprende una modificacion en la regiéon de
horquilla.

[0099] La forma de realizacién 40 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-39, que comprende una modificacion en el extremo 3’ y una
modificacion en la regién de horquilla.

[00100]La forma de realizacién 41 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-40, que comprende una modificacion en el extremo 3’ y una
modificacion en la region de horquilla y una modificacion en el extremo 5'.

[00101]La forma de realizacion 42 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-41, que comprende una modificacion en el extremo 5’ y una
modificacion en la region de horquilla.

[00102]La forma de realizacion 43 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-42, en donde la region de horquilla carece de al menos 5
nucleotidos consecutivos.

[00103]La forma de realizacién 44 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las

formas de realizacion 29-43, en donde al menos 5-10 nucleétidos que faltan:

a. estan dentro de la horquilla 1;
b. estan dentro de la horquilla 1 y la "N" entre la horquilla 1 y la horquilla 2;
C. estan dentro de la horquilla 1 y los dos nucleétidos inmediatamente 3’

de la horquilla 1;

d. incluyen al menos una porcién de la horquilla 1;

®

estan dentro de la horquilla 2;

-

incluyen al menos una porcién de la horquilla 2;

g. estan dentro de la horquilla 1 y la horquilla 2;

h. incluyen al menos una porcién de la horquilla 1 e incluyen la "N" entre la
horquilla 1 y la horquilla 2;

i. incluyen al menos una porcion de la horquilla 2 e incluyen la "N" entre la
horquilla 1 y la horquilla 2;

- incluyen al menos una porcion de la horquilla 1, incluyen la "N" entre la
horquilla 1 y la horquilla 2, e incluyen al menos una porcién de la
horquilla 2;

k. estan dentro de la horquilla 1 o la horquilla 2, e incluyen opcionalmente
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la "N" entre la horquilla 1 y la horquilla 2;

l. son consecutivos;

m. son consecutivos e incluyen la "N" entre la horquilla 1 y la horquilla 2;

n. son consecutivos y abarcan al menos una porcién de la horquilla 1 y
una porcién de la horquilla 2;

0. son consecutivos y abarcan al menos una porcién de la horquilla 1 y la
"N" entre la horquilla 1 y la horquilla 2;

p. son consecutivos y abarcan al menos una porcion de la horquilla 1 y dos

nucleétidos inmediatamente 3’ de la horquilla 1;

g. consisten en 5-10 nucleétidos;

r. consisten en 6-10 nucledtidos;

S. consisten en 5-10 nucleétidos consecutivos;

t. consisten en 6-10 nucleétidos consecutivos; o

u. consisten en los nucledtidos 54-58 de SEQ ID NO: 400.

[00104]La forma de realizacion 45 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-44, que comprende una porcion conservada de un sgARN
que comprende una region de conexién, en donde la regidon de conexién carece de al
menos un nucledtido.
[00105]La forma de realizacion 46 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion 45, en donde los nucledtidos carentes en la regidbn de conexion
comprenden cualquiera de uno o mas de:
a. al menos 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 0 10 nucleédtidos en la regién de conexion;
b. al menos o exactamente 1-2 nucle6étidos, 1-3 nucle6tidos, 1-4
nucleétidos, 1-5 nucleétidos, 1-6 nucleétidos, 1-10 nucleétidos o 1-15
nucleétidos en la region de conexion; y
C. cada nucledétido en la region de conexion.
[00106]La forma de realizacion 47 es una composicion que comprende un ARN guia
simple (sgARN) modificado, que comprende
a. una secuencia guia que comprende:
i. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nuclettidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o
iii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 %
idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149; o

iv. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
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1,7,8, 15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

V. una secuencia guia que comprende cualquiera de SEQ ID NO:
8, 15,41, 51,69;0
Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o

Vii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia de (vi); o

viii. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 % idéntica

a una secuencia seleccionada de (vi); y

gue comprende ademas

b.

una o mas modificaciones seleccionadas de:

1. una modificacion YA en uno o mas sitios YA de regién guia;

2. una modificacibn YA en uno o mas sitios YA de region
conservada;

3. una modificacion YA en uno o mas sitios YA de region guia y en

uno 0 mas sitios YA de regién conservada,;

4, i) una modificacion YA en dos o mas sitios YA de region guia;
i) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada 2, 3,4y 10;y
iii) una modificaciébn YA en uno o mas de los sitios YA de regién
conservada 1y 8; 0

5. i) una modificacion YA en uno o mas sitios YA de region guia, en
donde el sitio YA de regibn guia esta en o después del
nucledtido 8 del extremo 5’ del terminal 5’;
i) una modificaciébn YA en uno o mas de los sitios YA de regién
conservada 2, 3, 4y 10; y opcionalmente;
iii) una modificaciéon YA en uno o mas de los sitios YA de regién
conservada ly 8; o

6. i) una modificacion YA en uno o mas sitios YA de region guia, en
donde el sitio YA de region guia esta dentro de 13 nucleoétidos
del nucledtido del terminal 3’ de la regién guia;
ii) una modificacién YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada 2, 3,4y 10; y
iif) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de region

conservada 1y 8; 0
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10.

11.

12.

i) una modificacion en el extremo 5 y una modificacién en el
extremo 3’;

i) una modificaciébn YA en uno o mas de los sitios YA de regién
conservada 2, 3,4y 10; y

iii) una modificacién YA en uno o mas de los sitios YA de regién
conservada 1y 8; 0

i) una modificacion YA en un sitio YA de regién guia, en donde la
modificacion del sitio YA de regién guia comprende una
modificacion que al menos un nucleétido ubicado 5’ del sitio YA
de regidn guia no comprende;

ii) una modificacién YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada 2, 3,4y 10; y

iif) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada ly 8; 0

i) una modificacién YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada 2, 3,4y 10; y

i) una modificacién YA en los sitios YA de region conservada 1y
8;0

i) una modificacion YA en uno o mas sitios YA de region guia, en
donde el sitio YA esta en o después del nucledtido 8 del terminal
S

i) una modificaciébn YA en uno o mas de los sitios YA de regién
conservada 2, 3,4y 10; y

iii) una modificacién en uno o0 mas de los sitios H1-1y H2-1; o

i) una modificaciéon YA en uno o mas de los sitios YA de regién
conservada 2, 3, 4 y 10; ii) una modificacién YA en uno o mas de
los sitios YA de regién conservada 1, 5, 6, 7, 8 y 9; y iii) una
modificacion en uno o mas de los sitios H1-1y H2-1; o

i) una modificacion, tal como una modificacion YA, en uno o mas
nucleotidos ubicados en o después del nucleétido 6 del terminal
S

i) una modificacion YA en uno o mas sitios YA de secuencia
guia;

iif) una modificacion en uno o més de los sitios B3, B4 y B5, en

donde B6 no comprende una modificacion 2’-OMe o comprende
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una modificacion distinta de 2’-OMe;
iv) una modificacion en LS10, en donde LS10 comprende una
modificacién distinta de 2'-fluoro; y/o
v) una modificacién en N2, N3, N4, N5, N6, N7, N10 o N11; yen
donde ocurre al menos uno de los siguientes:
i. una modificacion YA en uno o mas sitios YA de
region guia;
ii. una modificacion YA en uno o mas sitios YA de
region conservada;
iii. una modificacion YA en uno o mas sitios YA de
regibn guia y en uno o mas sitios YA de region
conservada;
iv. al menos uno de los nucledtidos 8-11, 13, 14, 17 o
18 del extremo 5’ del terminal 5° no comprende una
modificacion 2'-fluoro;
V. al menos uno de los nucleétidos 6-10 del extremo
5’ del terminal 5’ no comprende un enlace fosforotioato.
Vi. al menos uno de B2, B3, B4 o B5 no comprende
una modificacion 2’-OMe;
Vii. al menos uno de LS1, LS8 o LS10 no comprende
una modificacion 2’-OMe;
viil. al menos uno de N2, N3, N4, N5, N6, N7, N10,
N11, N16 o N17 no comprende una modificacion 2'-OMe;
iX. H1-1 comprende una modificacion;
X. H2-1 comprende una modificacion; o
Xi. al menos uno de H1-2, H1-3, H1-4, H1-5, H1-6,
H1-7, H1-8, H1-9, H1-10, H2-1, H2-2, H2-3, H2-4, H2-5,
H2-6, H2-7, H2-8, H2-9, H2-10, H2-11, H2-12, H2-13, H2-
14 o H2-15 no comprende un enlace fosforotioato.
[00107]La forma de realizacion 48 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion 47, que comprende SEQ ID NO: 450.
[00108]La forma de realizacion 49 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para su uso en la induccion de una rotura bicatenaria
(DSB) o una rotura monocatenaria dentro del gen KLKB1 en una célula o un sujeto.

[00109]La forma de realizacién 50 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
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formas de realizacién 29-48, para su uso en la reduccion de la expresion del gen
KLKB1 en una célula o un sujeto.

[00110]La forma de realizacién 51 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para su uso en el tratamiento o prevenciéon del HAE en un
sujeto.

[00111]La forma de realizacién 52 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para su uso en la reduccién de la concentracion de
bradiquinina en suero y/o plasma en un sujeto.

[00112]La forma de realizacién 53 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para uso en la reduccion de la concentracion de
vasodilatacion mediada por bradiquinina en un sujeto.

[00113]La forma de realizacion 54 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para uso en el tratamiento o prevencion de la produccién
y acumulacion de bradiquinina, vasodilatacion, hinchazén o angioedema mediada por
bradiquinina, obstruccién de las vias respiratorias o asfixia.

[00114]La forma de realizacion 55 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para su uso en el tratamiento o prevencion del
angioedema causado o asociado con HAE.

[00115]La forma de realizacién 56 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para uso en la reduccion de la frecuencia de los ataques
de angioedema.

[00116]La forma de realizacién 57 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-48, para uso en la reduccién de la gravedad de los ataques
de angioedema.

[00117]La forma de realizacién 58 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para uso en la reduccién de la frecuencia y/o gravedad de
los ataques.

[00118]La forma de realizacion 59 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-48, para uso en el logro de la remision de los ataques de
angioedema.

[00119]La forma de realizacion 60 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para uso en la reduccion de la frecuencia y/o gravedad de
los ataques de HAE.

[00120]La forma de realizacion 61 es la composicion de acuerdo con la forma de

realizacion 60, para su uso en la reduccion de la frecuencia de los ataques de HAE.
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[00121]La forma de realizacion 62 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion 61, en donde la frecuencia se reduce en al menos 40 %, al menos 50 %, al
menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 60-80 %, o al
menos 40-90 %.

[00122]La forma de realizacion 63 es el método de acuerdo con la forma de realizacion
61, en donde se reduce la frecuencia en al menos 60-80 %.

[00123]La forma de realizacion 64 es el método de acuerdo con la forma de realizacion
61, en donde se reduce la frecuencia en al menos 40-90 %.

[00124]La forma de realizacion 65 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacién 60, para su uso en la reduccion de la actividad total de calicreina en
plasma.

[00125]La forma de realizacion 66 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizaciébn 60, para su uso en la reduccién de los niveles totales de calicreina en
plasma.

[00126]La forma de realizacion 67 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacién 60, para su uso en la reduccion de los niveles totales de precalicreina y/o
calicreina.

[00127]La forma de realizacién 68 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 65-67, en donde existe un aumento dependiente de la dosis en
el porcentaje de edicion.

[00128]La forma de realizacién 69 es la composiciéon de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 65-68, en donde existe una reduccion dependiente de la dosis
en los niveles totales de calicreina en plasma

[00129]La forma de realizacién 70 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 65-69, en donde existe una reduccion dependiente de la dosis
en la actividad de calicreina en plasma

[00130]La forma de realizacién 71 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-70, en donde el efecto es duradero durante al menos 1 mes,
2 meses, 4 meses, 6 meses, 1 afio, 2 afios, 5 afios, 10 afios 0 mas después de la
administracion.

[00131]La forma de realizacion 72 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-71, en donde el efecto es duradero durante al menos 6 mes.
[00132]La forma de realizacion 73 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-72, en donde el efecto es duradero durante al menos 1 afio.

[00133]La forma de realizacion 74 es el método de acuerdo con cualquiera de las
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formas de realizacion 1-28, que comprende ademas:
a. inducir una rotura bicatenaria (DSB) dentro del gen KLKB1 en una
célula o un sujeto;
b. reducir la expresion del gen KLKB1 en una célula o un sujeto;

tratar o prevenir el HAE en un sujeto;

d. reducir la concentracién de bradiquinina en suero y/o plasma en un
sujeto;

e. reducir la produccion de bradiquinina;

f. reducir la vasodilatacién mediada por bradiquinina;

g. tratar o prevenir la hinchazén mediada por bradiquinina o angioedema,;
ylo

h. tratar o prevenir la obstruccion de las vias respiratorias o asfixia

causada por la hinchazon.
[00134]La forma de realizacion 75 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion disminuye la produccién de mARN de KLKBL1.
[00135]La forma de realizacion 76 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion disminuye los niveles de proteina precalicreina en plasma o suero.
[00136]La forma de realizacion 77 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en donde la
composicién disminuye los niveles de proteina de calicreina total (precalicreina y pKal)
en plasma o suero.
[00137]La forma de realizacion 78 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en donde la
composicion disminuye la proporcion de HMWK escindida circulante (cHMWK) en
comparacion con el total de HMWK en suero citratado o plasma citratado.
[00138]La forma de realizacion 79 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion reduce la proporcion de cHMWK de un sujeto en plasma citratado por
debajo del 30 % del total de HMWK.
[00139]La forma de realizacion 80 es el método, composicion o composicién para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion disminuye la actividad pKal espontanea en suero o plasma.

[00140]La forma de realizacion 81 es el método, composicion o composicion para su
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uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en donde la
composicion disminuye la actividad de la calicreina.

[00141]La forma de realizacion 82 es el método, composicibn o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en donde la
actividad de la calicreina comprende la actividad de la calicreina total, la actividad de
la precalicreina y/o la actividad de pKal.

[00142]La forma de realizacion 83 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion reduce la actividad pKal de un sujeto en al menos alrededor de 40 %
antes del método o uso de la composicion.

[00143]La forma de realizacion 84 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion reduce la actividad pKal de un sujeto en al menos alrededor de 50 %
antes del método o uso de la composicion.

[00144]La forma de realizacion 85 es el método, composicion o composicién para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion reduce la actividad pKal de un sujeto en al menos alrededor de 60 %
antes del método o uso de la composicion.

[00145]La forma de realizacion 86 es el método, composicibn o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en donde la
composicion reduce la actividad pKal de un sujeto a menos de alrededor de 40 % de
los niveles basales.

[00146]La forma de realizacion 87 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en donde la
composicion reduce la actividad pKal de un sujeto a alrededor de 40-50 % de los
niveles basales.

[00147]La forma de realizacion 88 es el método, composicidon o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion reduce la actividad pKal de un sujeto a alrededor de 20-40 % o 20-50 %
de los niveles basales.

[00148]La forma de realizacion 89 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion aumenta los niveles de bradiquinina en suero y/o plasma.

[00149]La forma de realizacion 90 es el método, composicion o composicién para su

uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
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composicion genera la ediciéon del gen KLKBL1.
[00150]La forma de realizacion 91 es el método, composicibn o composicion para su
uso de acuerdo con la forma de realizacion 90, en donde la edicidon se calcula como un
porcentaje de la poblacion que se edita (porcentaje de edicién).
[00151]La forma de realizacion 92 es el método, composicion o composicion para su
uso de acuerdo con la forma de realizacién 91, en donde el porcentaje de edicion es
de entre 30 y 99 % de la poblacion.
[00152]La forma de realizacion 93 es el método, composicidon o composicion para su
uso de acuerdo con la forma de realizacién 91, en donde el porcentaje de edicion es
de entre 30 y 35 %, 35y 40 %, 40 y 45 %, 45y 50 %, 50 y 55 %, 55 y 60 %, 60 y
65 %, 65y 70 %, 70y 75 %, 75y 80 %, 80y 85 %, 85y 90 %, 90y 95 % 0 95y 99 %
de la poblacion.
[00153]La forma de realizacion 94 es el método, composicion o composicioén para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion reduce la concentracion de bradiguinina en suero y/o plasma.
[00154]La forma de realizacion 95 es el método, composicion o composicién para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion reduce la concentracién de bradiquinina en suero y/o plasma, y en donde
una reduccion de la bradiquinina sérica y/o plasméatica genera una disminucion de la
hinchazon en los tejidos de los érganos, incluidas las extremidades, la cara, el tracto
gastrointestinal o las vias respiratorias.
[00155]La forma de realizacibn 96 es el método, composicibn para su uso 0
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la secuencia guia se selecciona de

a. SEQ ID NO: 1-149; o

b SEQID NO: 1, 7, 8, 15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0

C. cualquiera de SEQ ID NO: 8, 15, 41, 51, 69; o

d una secuencia que comprende 15 nucleétidos consecutivos + 10

nucleotidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o

e. al menos 17, 18, 19 o 20 nucledtidos contiguos de una secuencia de (d);
0
f. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 % idéntica a una

secuencia seleccionada de (d).
[00156]La forma de realizacibn 97 el método, la composicion para su uso o la

composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en

27



donde la composicién comprende un sgARN que comprende:
a. SEQID NO: 1, 7, 8, 15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; 0
b. cualquiera de SEQ ID NO: 8, 15, 41, 51, 69; o
C. una secuencia que comprende 15 nucleétidos consecutivos + 10

nucleétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o

d. al menos 17, 18, 19 o 20 nucled6tidos contiguos de una secuencia de (c);
0]
e. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 % idéntica a una

secuencia seleccionada de (c).

[00157]La forma de realizacion 98 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la secuencia diana esta en el exén 1, exdn 3, exon 4, exon 5, exén 6 o exon 8,
exon 9, exon 10, exon 11, exon 12, exon 13, exon 14 o exdn 15 del gen KLKB1
humano.

[00158]La forma de realizacion 99 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana
esta en el exon 1 del gen KLKB1 humano.

[00159]La forma de realizacién 100 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizaciéon 98, en donde la secuencia diana
estd en el exén 3 del gen KLKB1 humano.

[00160]La forma de realizacién 101 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana
esta en el exén 4 del gen KLKB1 humano.

[00161]La forma de realizacién 102 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana
esta en el exén 5 del gen KLKB1 humano.

[00162]La forma de realizacién 103 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana
esta en el exon 6 del gen KLKB1 humano.

[00163]La forma de realizaciébn 104 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 98, en donde la secuencia diana
esta en el exon 8 del gen KLKB1 humano.

[00164]La forma de realizacion 105 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana

esta en el exon 9 del gen KLKB1 humano.
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[00165]La forma de realizacién 106 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizaciéon 98, en donde la secuencia diana
esta en el exén 10 del gen KLKB1 humanao.

[00166]La forma de realizacién 107 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana
esta en el exén 11 del gen KLKB1 humana.

[00167]La forma de realizacién 108 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana
esta en el exén 12 del gen KLKB1 humanao.

[00168]La forma de realizaciobn 109 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 98, en donde la secuencia diana
esta en el exon 13 del gen KLKB1 humano.

[00169]La forma de realizaciébn 110 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana
esta en el exon 14 del gen KLKB1 humano.

[00170]La forma de realizacion 111 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 98, en donde la secuencia diana
esta en el exon 15 del gen KLKB1 humano.

[00171]La forma de realizacién 112 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la secuencia guia es complementaria a una secuencia diana en la cadena
positiva de KLKB1.

[00172]La forma de realizacién 113 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la secuencia guia es complementaria a una secuencia diana en la cadena
negativa de KLKBL1.

[00173]La forma de realizacién 114 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la primera secuencia guia es complementaria a una primera secuencia diana en
la cadena positiva del gen KLKB1, y en donde la composicion comprende ademas una
segunda secuencia guia que es complementaria a una segunda secuencia diana en la
cadena negativa del gen KLKBL1.

[00174]La forma de realizacion 115 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en

donde el ARN guia comprende una secuencia guia seleccionada de cualquiera de
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SEQ ID NO: 1-149 y comprende ademas una secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 170, en donde los nucleétidos de SEQ ID NO: 170 siguen la secuencia guia en su
extremo 3.

[00175]La forma de realizacién 116 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde el ARN guia comprende una secuencia guia seleccionada de cualquiera de
SEQ ID NO: 1-149 y comprende ademas una secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, o cualquiera de SEQ ID NO: 400-450, en
donde los nucledtidos de SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, o
cualquiera de las porciones conservadas de sgARN de la Tabla 4, siga la secuencia
guia en su extremo 3.

[00176]La forma de realizacion 117 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde el ARN guia es una ARN guia simple (SQARN).

[00177]La forma de realizacion 118 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 117, en donde el sgARN
comprende una secuencia guia que comprende cualquiera de las SEQ ID No: 8, 15,
41, 51, 69.

[00178]La forma de realizacién 119 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde el ARN guia se modifica de acuerdo con el patron de SEQ ID NO: 300, en
donde las N son colectivamente cualquiera de las secuencias guia de la Tabla 1 (SEQ
ID NO: 1-149).

[00179]La forma de realizacién 120 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con la forma de realizaciéon 119, en donde cada N en SEQ ID
NO: 300 es cualquier nucleétido natural o no natural, en donde las N forman la
secuencia guia, y la secuencia guia dirige Cas9 al gen KLKB1.

[00180]La forma de realizacion 121 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde el sgARN comprende cualquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 y
los nucledtidos de SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, o cualquiera
de las porciones conservadas de sgARN de la Tabla 4, en donde los nuclettidos de
SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, o cualquiera de las porciones
conservadas de sgARN de la Tabla 4, siga la secuencia guia en su extremo 3'.

[00181]La forma de realizacion 122 es el método, la composicion para su uso o la
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composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde el sgARN comprende una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 % u 85 %
idéntica a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149.

[00182]La forma de realizacién 123 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 122, en donde el sgARN
comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 8, 15, 41, 51, 69.

[00183]La forma de realizacién 124 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde el ARN guia comprende al menos una modificacion.

[00184]La forma de realizacion 125 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 124, en donde la al menos una
modificacion incluye un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-O-Me).

[00185]La forma de realizaciébn 126 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 124-125, que
comprende un enlace fosforotioato (PS) entre los nucleoétidos.

[00186]La forma de realizacion 127 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 124-126, que
comprende un nucleotido modificado con 2'-fluoro (2’-F).

[00187]La forma de realizacién 128 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 124-127, que
comprende una modificaciébn en uno o0 mas de los primeros cinco nucleétidos en el
extremo 5’ del ARN guia.

[00188]La forma de realizacién 129 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 124-128, que
comprende una modificacion en uno o0 mas de los dltimos cinco nucleédtidos en el
extremo 3’ del ARN guia.

[00189]La forma de realizacién 130 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 124-129, que
comprende un enlace PS entre los primeros cuatro nucleotidos del ARN guia.
[00190]La forma de realizacion 131 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 124-130, que
comprende un enlace PS entre los Ultimos cuatro nucleétidos del ARN guia.

[00191]La forma de realizacion 132 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 124-131, que

comprende un nucleétido modificado con 2’-O-Me en los primeros tres nucledétidos en
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el extremo 5’ del ARN guia.

[00192]La forma de realizacién 133 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 124-132, que
comprende un nucleétido modificado con 2’-O-Me en los Ultimos tres nucleétidos en el
extremo 3’ del ARN guia.

[00193]La forma de realizacién 134 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 124-133, en
donde el ARN guia comprende los nucle6tidos modificados de SEQ ID NO: 300.
[00194]La forma de realizacién 135 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion es una formulacion farmacéutica y comprende ademas un
portador aceptable desde el punto de vista farmacéutico.

[00195]La forma de realizaciébn 136 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
ARN guia esta asociado con una nanoparticula lipidica (LNP).

[00196]La forma de realizacion 137 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 136, en donde la LNP comprende
un lipido cationico.

[00197]La forma de realizacién 138 es el método, la composicién para su uso o la

composicion de acuerdo con la forma de realizacién 137, en donde el lipido catidnico

es (92,122)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-9,12-dienoato, también
denominado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-

(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (92,12Z)-octadeca-9,12-dienoato.
[00198]La forma de realizacién 139 es el método, la composicién para su uso o la
composiciéon de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 136-138, en
donde la LNP comprende un lipido neutro.

[00199]La forma de realizaciébn 140 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 139, en donde el lipido neutral es
DSPC.

[00200]La forma de realizacién 141 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 136-140, en
donde la LNP comprende un lipido auxiliar.

[00201]La forma de realizacion 142 es el método, la composicién para su uso o la

composicion de acuerdo con la forma de realizacion 141, en donde el lipido auxiliar es
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colesterol.

[00202]La forma de realizacién 143 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 136-142, en
donde la LNP comprende un lipido sigiloso.

[00203]La forma de realizacién 144 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizaciéon 143, en donde el lipido sigiloso es
PEG2k-DMG.

[00204]La forma de realizacién 145 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién comprende ademas un agente de fijacion a ADN guiado por
ARN.

[00205]La forma de realizacién 146 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion comprende ademas un mARN que codifica un agente de fijacion
a ADN guiado por ARN.

[00206]La forma de realizacion 147 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 145 o 146, en donde el agente de
fijacion a ADN guiado por ARN es Cas9.

[00207]La forma de realizacién 148 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion es una formulacién farmacéutica y comprende ademas un
portador aceptable desde el punto de vista farmacéutico.

[00208]La forma de realizacién 149 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 1.

[00209]La forma de realizacién 150 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 2.

[00210]La forma de realizaciébn 151 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 3.

[00211]La forma de realizacién 152 es el método, la composicién para su uso o la
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composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 4.

[00212]La forma de realizacién 153 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 1-89, en donde la
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149 es SEQ ID NO: 5.

[00213]La forma de realizacién 154 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 1-89, en donde la
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149 es SEQ ID NO: 6.

[00214]La forma de realizaciébn 155 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-89, en donde la
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149 es SEQ ID NO: 7.

[00215]La forma de realizaciébn 156 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 8.

[00216]La forma de realizacién 157 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 9.

[00217]La forma de realizacién 158 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 10.

[00218]La forma de realizacién 159 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 11.

[00219]La forma de realizacion 160 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 12.

[00220]La forma de realizacion 161 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-

34



149 es SEQ ID NO: 13.

[00221]La forma de realizacién 162 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 14.

[00222]La forma de realizacién 163 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 15.

[00223]La forma de realizaciobn 164 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 16.

[00224]La forma de realizacién 165 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 17.

[00225]La forma de realizacién 166 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 18.

[00226]La forma de realizacién 167 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 19.

[00227]La forma de realizacién 168 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 20.

[00228]La forma de realizacion 169 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 21.

[00229]La forma de realizaciébn 170 es el método, la composicién para su uso o la

composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
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donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 22.

[00230]La forma de realizacién 171 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 23.

[00231]La forma de realizacién 172 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 24.

[00232]La forma de realizacién 173 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 25.

[00233]La forma de realizacion 174 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 26.

[00234]La forma de realizacién 175 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 27.

[00235]La forma de realizacién 176 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 28.

[00236]La forma de realizacién 177 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 29.

[00237]La forma de realizaciébn 178 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 30.

[00238]La forma de realizacién 179 es el método, la composicién para su uso o la
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composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 31.

[00239]La forma de realizacién 180 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 32.

[00240]La forma de realizacién 181 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 33.

[00241]La forma de realizacién 182 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 34.

[00242]La forma de realizacion 183 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 35.

[00243]La forma de realizacién 184 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 36.

[00244]La forma de realizacién 185 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 37.

[00245]La forma de realizaciébn 186 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 38.

[00246]La forma de realizacion 187 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 39.
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[00247]La forma de realizacién 188 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 40.

[00248]La forma de realizacién 189 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 41.

[00249]La forma de realizacién 190 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 42.

[00250]La forma de realizaciéon 191 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 43.

[00251]La forma de realizacién 192 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 44.

[00252]La forma de realizacién 193 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 45.

[00253]La forma de realizacién 194 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 46.

[00254]La forma de realizacion 195 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 47.

[00255]La forma de realizacion 196 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 48.

[00256]La forma de realizacién 197 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 49.

[00257]La forma de realizacién 198 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 50.

[00258]La forma de realizacion 199 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 51.

[00259]La forma de realizaciébn 200 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 52.

[00260]La forma de realizacién 201 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 53.

[00261]La forma de realizacién 202 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 54.

[00262]La forma de realizacién 203 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 55.

[00263]La forma de realizacidbn 204 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 56.

[00264]La forma de realizacion 205 es el método, la composicién para su uso o la

composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
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donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 57.

[00265]La forma de realizacién 206 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 58.

[00266]La forma de realizacién 207 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 59.

[00267]La forma de realizaciébn 208 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 60.

[00268]La forma de realizacion 209 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 61.

[00269]La forma de realizacién 210 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 62.

[00270]La forma de realizacién 211 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 63.

[00271]La forma de realizacién 212 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 64.

[00272]La forma de realizacién 213 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 65.

[00273]La forma de realizacién 214 es el método, la composicién para su uso o la
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composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 66.

[00274]La forma de realizacién 215 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 67.

[00275]La forma de realizacién 216 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 68.

[00276]La forma de realizacion 217 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 69.

[00277]La forma de realizacion 218 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 70.

[00278]La forma de realizacién 219 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 71.

[00279]La forma de realizacién 220 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 72.

[00280]La forma de realizacion 221 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 73.

[00281]La forma de realizacion 222 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 74.
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[00282]La forma de realizacién 223 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 75.

[00283]La forma de realizacién 224 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 76.

[00284]La forma de realizacién 225 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 77.

[00285]La forma de realizacién 226 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 78.

[00286]La forma de realizacion 227 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 79.

[00287]La forma de realizacién 228 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 80.

[00288]La forma de realizacién 229 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 81.

[00289]La forma de realizacion 230 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 82.

[00290]La forma de realizacion 231 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 83.

[00291]La forma de realizacién 232 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 84.

[00292]La forma de realizacién 233 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 85.

[00293]La forma de realizacién 234 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 86.

[00294]La forma de realizacién 235 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 87.

[00295]La forma de realizacién 236 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 88.

[00296]La forma de realizacién 237 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 89.

[00297]La forma de realizacién 238 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 1-89, en donde la
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-1491-149 es SEQ ID NO: 90.

[00298]La forma de realizacion 239 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-89, en donde la
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-1491-149 es SEQ ID NO: 91.

[00299]La forma de realizacién 240 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-89, en donde la
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-1491-149 es SEQ ID NO: 92.

[00300]La forma de realizacion 241 es el método, la composicion para su uso o la
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composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 93.

[00301]La forma de realizacién 242 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 94.

[00302]La forma de realizacién 243 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 95.

[00303]La forma de realizacion 244 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 96.

[00304]La forma de realizacion 245 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 97.

[00305]La forma de realizacién 246 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 98.

[00306]La forma de realizacién 247 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 99.

[00307]La forma de realizacién 248 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 100.

[00308]La forma de realizacion 249 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 101.
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[00309]La forma de realizacién 250 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 102.

[00310]La forma de realizacién 251 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 103.

[00311]La forma de realizacién 252 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 104.

[00312]La forma de realizacién 253 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 105.

[00313]La forma de realizacién 254 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 106.

[00314]La forma de realizacién 255 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 107.

[00315]La forma de realizacién 256 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 108.

[00316]La forma de realizacion 257 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 109.

[00317]La forma de realizaciobn 258 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 110.

[00318]La forma de realizacién 259 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 111.

[00319]La forma de realizacién 260 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 112.

[00320]La forma de realizacion 261 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 113.

[00321]La forma de realizacién 262 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 114.

[00322]La forma de realizacién 263 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 115.

[00323]La forma de realizacién 264 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 116.

[00324]La forma de realizacién 265 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 117.

[00325]La forma de realizaciébn 266 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 118.

[00326]La forma de realizaciobn 267 es el método, la composicién para su uso o la

composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
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donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 119.

[00327]La forma de realizacién 268 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 120.

[00328]La forma de realizacién 269 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 121.

[00329]La forma de realizacién 270 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 122.

[00330]La forma de realizaciéon 271 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 123.

[00331]La forma de realizacién 272 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 124.

[00332]La forma de realizacién 273 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 125.

[00333]La forma de realizacién 274 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 126.

[00334]La forma de realizacién 275 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 127.

[00335]La forma de realizacién 276 es el método, la composiciéon para su uso o la
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composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 128.

[00336]La forma de realizacién 277 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 129.

[00337]La forma de realizacién 278 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 130.

[00338]La forma de realizacién 279 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 131.

[00339]La forma de realizacion 280 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 132.

[00340]La forma de realizacién 281 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 133.

[00341]La forma de realizacién 282 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 134.

[00342]La forma de realizacién 283 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 135.

[00343]La forma de realizacion 284 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 136.
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[00344]La forma de realizacién 285 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 137.

[00345]La forma de realizacién 286 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 138.

[00346]La forma de realizacién 287 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 139.

[00347]La forma de realizacién 288 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 140.

[00348]La forma de realizacién 289 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 141.

[00349]La forma de realizacién 290 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 142.

[00350]La forma de realizacién 291 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 143.

[00351]La forma de realizacion 292 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 144.

[00352]La forma de realizacion 293 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 145.

[00353]La forma de realizacién 294 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicién que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 146.

[00354]La forma de realizacién 295 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 147.

[00355]La forma de realizacidbn 296 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 148.

[00356]La forma de realizacion 297 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 149.

[00357]La forma de realizacion 298 es el método, composicion para su uso 0
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la secuencia guia se selecciona de SEQ ID NO: 310-386.

[00358]La forma de realizacion 299 es el método, composicion para Su uso 0
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la secuencia guia se selecciona de SEQ ID NO: 310-311, 313-326, 329-337,
339-342, 344-346, 348, 350, 352-356, 361, 362, 364, 365, 366, 367, 369-374, 376-380,
y 382-386.

[00359]La forma de realizacion 300 es el método, composicibn para Su uso 0
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la secuencia guia se selecciona de SEQ ID NO: 310-386 es SEQ ID NO: 310.
[00360]La forma de realizacion 301 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, que
comprende un sgARN que comprende la secuencia guia de cualquiera de SEQ ID NO:
1-149 y cualquiera de la porcidon conservada de sgARN de la Tabla 4, que tiene
opcionalmente el patron de modificacion de SEQ ID NO: 450, o cualquiera de los
patrones de modificacién descritos en la Tabla 4, opcionalmente en donde el sJARN

comprende una modificacion en el extremo 5’y 3'.
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[00361]La forma de realizacién 302 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 1-301, en donde
la composicion se administra como una Unica dosis.
[00362]La forma de realizacién 303 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 1-301, en donde
la composicion se administra una Unica vez.
[00363]La forma de realizacién 304 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 302 o 303, en
donde la Unica dosis 0 administracion Unica hace:
a. inducir una rotura bicatenaria (DSB) dentro del gen KLKB1 en una
célula o un sujeto; y/o
b. reducir la expresion del gen KLKB1 en una célula o un sujeto; y/o
tratar o prevenir el HAE en un sujeto; y/o
d. tratar o prevenir el angioedema causado por o asociado con el HAE en

un sujeto; y/o

e. reducir la concentracién de bradiquinina en suero y/o plasma en un
sujeto;

f. reducir la vasodilatacién mediada por bradiquinina;

g. tratar o prevenir la hinchazén mediada por bradiquinina o angioedema;
ylo

h. tratar o prevenir la obstruccion de las vias respiratorias o asfixia

causada por la hinchazon.
[00364]La forma de realizacidon 305 es el método o la composicion de acuerdo con la
forma de realizacioén 304, en donde la Unica dosis o administracion Gnica logra uno o
mas de a) —h) por 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, o 15 semanas.
[00365]La forma de realizacién 306 es el método o la composicion de acuerdo con la
forma de realizacion 304, en donde la dosis Unica o la administracién Unica logra un
efecto duradero.
[00366]La forma de realizacion 307 es el método, la composicién o la composicion
para su uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-306, que
comprende ademas lograr un efecto duradero.
[00367]La forma de realizacién 308 es el método, la composicién o la composicién
para su uso de acuerdo con la forma de realizacién 307, en donde el efecto duradero
dura al menos 1 mes, al menos 3 meses, al menos 6 meses, al menos un afio o al

menos 5 afos.
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[00368]La forma de realizacién 309 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 1-308, en donde
la administracion de la composicién genera una reduccién terapéuticamente relevante
de la actividad de la calicreina, los niveles plasmaticos totales de calicreina, los niveles
de precalicreina y/o calicreina, o bradiquinina en suero y/o plasma.

[00369]La forma de realizacién 310 es el método, la composicién la composicién para
su uso o de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-309, en donde la
administracion de la composicién genera niveles de bradiquinina en suero y/o plasma
dentro de un rango terapéutico

[00370]La forma de realizacion 311 es el método, la composicion la composicion para
su uso o de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde
la administracion de la composicion genera niveles de bradiquinina en suero y/o
plasma dentro del 100, 120 o 150 % del rango normal.

[00371]La forma de realizacion 312 es el uso de una composicion de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizaciobn anteriores para la preparacion de un
medicamento para tratar a un sujeto humano que tiene HAE.

[00372]La forma de realizacion 313 es el uso de una composicién de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores para la preparacion de un
medicamento para tratar o prevenir la produccion y acumulacion de bradiquinina,
hinchazéon inducida por bradiquinina, obstruccion de las vias respiratorias por
angioedema, o asfixia.

[00373]La forma de realizacion 314 es el uso de una composicién de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores para la preparacibn de un
medicamento para tratar o prevenir el angioedema causado por 0 asociado con HAE.
[00374]La forma de realizacion 315 es el uso de una composicién de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacién anteriores para la preparaciéon de un
medicamento para reducir la frecuencia de los ataques de angioedema.

[00375]La forma de realizacion 316 es el uso de una composicion de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores para la preparacion de un
medicamento para reducir la gravedad de los ataques de angioedema.

[00376]La forma de realizacion 317 es el uso de una composicion de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizaciobn anteriores para la preparacion de un
medicamento para reducir la frecuencia y/o gravedad de los ataques de HAE.
[00377]La forma de realizacion 318 es el uso de una composicion de acuerdo con

cualquiera de las formas de realizacion anteriores para la preparacion de un
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medicamento para la remision de los ataques de angioedema.
[00378]La forma de realizacion 319 es el uso de una composicién de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores para la preparacibn de un
medicamento para lograr una remision duradera, por ejemplo, para mantenerla
durante al menos 1 mes, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 1 afio, 2 afos, 5 afos, 10 afos
0 Mas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[00379]Las Figuras 1A-1D muestran el porcentaje de ediciéon (frecuencia de indel)
detectada en varios sitios dentro del locus KLKB1 mediante el uso de ARN guia en
hepatocitos primarios humanos (PHH) (Figuras 1A-1B) y hepatocitos primarios de
Macaca fascicularis (PCH) (Figuras 1C-1D).
[00380]Las Figuras 2A-2D muestran el porcentaje de edicién (frecuencia de indel) de
SgARN de KLKB1 en PHH (Figuras 2A-2B) y PCH (Figuras 2C-2D).
[00381]Las Figuras 3A-3E muestran el porcentaje de edicion (frecuencia de indel)
(Figura 3A), niveles de proteina KLKB1 secretada (Figura 3B) y graficos de correlacion
(Figuras 3C-E), después de la transfeccion de PHH con ARN guia dirigidos a KLKB1
en tres lotes de PHH diferentes (HU8300, HU8284, y HU8296).
[00382]Las Figuras 4A-4D muestran el porcentaje de edicidén de las guias KLKB1 en
hepatocitos primarios humanos (PHH) (Figuras 4A-4B), y el porcentaje de edicién de
las guias KLKB1 en hepatocitos de Macaca fascicularis primarios (PCH) (Figuras 4C-
4D).
[00383]Las Figuras 5A-5J muestran datos de respuesta a la dosis para el porcentaje
de edicion y calicreina secretada para ciertas secuencias guia en PHH (Figuras 5A-
5D) y PCH (Figuras 5E-5H), y graficos de correlacion del porcentaje de edicion y de la
proteina secretada en PHH y PCH (Figuras 5I-5J).
[00384]Las Figuras 6A-6D proporcionan datos de la curva de respuesta a la dosis para
la frecuencia de indel para ciertas secuencias guia en PHH (Figuras 6A-6B) y PCH
(Figuras 6C-6D).
[00385]Las Figuras 7A-7E muestran datos de la curva de respuesta a la dosis para la
frecuencia de indel (Figuras 7A'y 7B) y la secrecion de KLKB1 (Figuras 7C y 7D) para
ciertas secuencias guia en PHH (Figuras 7A 'y 7C) y PCH (Figuras 7B y 7D) y analisis
de transferencia Western para medir la proteina secretada (Figura 7E).
[00386]La Figura 8A muestra el % de edicion de KLKB1 para diversos sgARN
modificados in vivo en ratones Hu KLKB1.

[00387]Las Figuras 8B y 8C muestran los niveles de la proteina KLKB1 medidos a
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través de ELISA y la matriz basada en electroquimioluminiscencia respectivamente en
ratones Hu KLKB1 (Ejemplo 6).

[00388]La Figura 8D muestra la relacion de cambio de los niveles de mARN de KLKB1
para cada secuencia en ratones Hu KLKBL1.

[00389]Las Figuras 9A-9D muestran los niveles de edicion de KLKB1 (Figura 9A),
proteina KLKB1 en suero (precalicreina y calicreina) (Figura 9B), porcentaje de TSS
(Figura 9C) en ratones tratados, y la correlacion del porcentaje de edicion del higado
con el porcentaje de proteina KLKB1 (Figura 9D).

[00390]La Figura 10 muestra los niveles dependientes de la dosis de la edicién del gen
KLKB1, el porcentaje de inactivacion de mARN de KLKBL1, y la calicreina en plasma en
el modelo de ratén Hu KLKB1.

[00391]La Figura 11A muestra niveles de edicion de gen KLKB1 y calicreina en
plasma en un ensayo de respuestas a la dosis luego de un tratamiento con las dosis
indicadas de sgARN en el modelo de raton Hu KLKB1.

[00392]La Figura 11B muestra niveles de absorbancia en 600 nm de luz para detectar
el tinte azul de Evans (EB) de las muestras de colon en un ensayo de permeabilidad
vascular en respuesta a la dosis en respuesta a un tratamiento con agentes
permeabilizantes luego de un tratamiento con las dosis indicadas de sgARN en el
modelo de raton Hu KLKB1.

[00393]Las Figuras 12A-12B muestran reducciones dependientes de la dosis in vivo
de la actividad de calicreina total circulante (Figura 12A) y los niveles de proteina
(Figura 12B), respectivamente, luego de una administraciéon de dosis Unica de
componentes de CRISPR/Cas9 a 1,5 mg/kg, 3 mg/kg, o 6 mg/kg con G013901 en
Macaca fascicularis.

[00394]Las Figuras 13A-13B muestran las reducciones in vivo de la actividad de
calicreina total circulante (Figura 13A) y los niveles de proteina (Figura 13B),
respectivamente, luego de una administracién de dosis Unica de los componentes de
CRISPR/Cas9 en las dosis indicadas con G012267 en Macaca fascicularis.

[00395]La Figura 14 etiqueta los 10 sitios YA de region conservada en una secuencia
de sgARN de ejemplo (SEQ ID NO: 201) de 1 a 10. Los nameros 25, 45, 50, 56, 64, 67
y 83 indican la posicion de la pirimidina de los sitios YA 1, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 en un
SgARN con una regién guia indicada como (N)x, por ejemplo, en donde x es
opcionalmente 20.

[00396]La Figura 15 muestra un sgARN de ejemplo (SEQ ID NO: 401; no se muestran

todas las modificaciones) en una posible estructura secundaria con etiquetas que
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designan nucleétidos individuales de la region conservada del sgARN, incluso las
regiones de tallo inferior, protuberancia, tallo superior, nexo (cuyos nucleétidos se
pueden denominar N1 a N18, respectivamente, en la direccién 5" a 3’), regiones de
horquilla 1 y horquilla 2. Un nucle6tido entre la horquilla 1 y la horquilla 2 esta
etiquetado como n. Una region guia puede estar presente en un sgARN Yy se indica en
esta figura como "(N)x" anterior a la region conservada del sgARN.

DESCRIPCION DETALLADA
[00397]A continuacion se hara referencia en detalle a ciertas formas de realizacion de
la invencion, ejemplos de las cuales se ilustran en los dibujos adjuntos. Si bien la
invencién se describe junto con las formas de realizacion ilustradas, se entenderé que
no se pretende que limiten la invencién a aquellas formas de realizaciéon. Por el
contrario, la invencién pretende abarcar todas las alternativas, modificaciones vy
equivalentes, que pueden estar incluidos en la invencion como se define mediante las
reivindicaciones adjuntas y formas de realizacién incluidas.
[00398]Antes de describir las presentes ensefianzas en detalle, se debe entender que
la divulgacion no esta limitada a composiciones o etapas del proceso especificas, ya
que pueden variar. Se debe observar que, como se usan en esta memoria descriptiva

non non

y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen
referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo
tanto, por ejemplo, la referencia a "un conjugado” incluye una pluralidad de conjugados
y la referencia a una "célula" incluye una pluralidad de células y similares.

[00399]Los rangos numeéricos incluyen los nimeros que definen el rango. Se entiende
que los valores medidos y medibles son aproximaciones, ya que hay tomar en cuenta
digitos significativos y el error asociado con la medicion. Ademas, el uso de

"comprenden”, "comprende", "que comprende”, "contienen", "contiene", "que
contiene”, "incluyen”, "incluye" y "que incluye" no pretende ser limitativo. Debe
entenderse que tanto la descripcién general anterior como la siguiente descripcion
detallada son solo con fines ejemplificativos y explicativos y no restringen las
ensefanzas.

[00400]A menos que se indique especificamente en la memoria descriptiva, las formas
de realizacion en la memoria descriptiva que indican "que comprende" diversos
componentes también contemplan "que consiste en" o0 "que consiste esencialmente
en" los componentes; las formas de realizacion en la memoria descriptiva que indican
"que consiste en" diversos componentes también contemplan "que comprende” o "que

consiste esencialmente en" los componentes; y las formas de realizacion en la
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memoria descriptiva que indican "que consiste esencialmente en" diversos
componentes también contemplan "que consiste en" o "que comprende" los
componentes (esta intercambiabilidad no aplica al uso de estas expresiones en las
reivindicaciones).

[00401]El término "0" se usa en sentido inclusivo, es decir, equivalente a "y/o", a
menos que el contexto indica claramente lo contrario.

[00402]Los encabezados de seccidon utilizados en la presente son solo para fines
organizativos y no deben interpretarse como limitativos del objeto deseado de manera
alguna. En caso de que cualquier material incorporado por referencia contradiga
cualquier término definido en esta memoria descriptiva o cualquier otro contenido
expreso de esta memoria descriptiva, prevalecera esta memoria descriptiva. Si bien
las presentes ensefianzas se describen junto con diversas formas de realizacion, no
se pretende que las presentes ensefianzas se limiten a tales formas de realizacion.
Por el contrario, las presentes ensefianzas abarcan diversas alternativas,
modificaciones y equivalentes, como apreciaran las personas del oficio de nivel medio.
l. Definiciones

[00403]A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos y frases como se
usan en la presente pretenden tener los siguientes significados:
[00404]"Polinucleétido" y "acido nucleico" se usan en la presente para referirse a un
compuesto multimérico que comprende nucledsidos o analogos de nucledsidos que
tienen bases o analogos de bases heterociclicas nitrogenadas ligadas juntas a lo largo
de una cadena principal, que incluye ARN convencional, ADN, ARN-ADN mixtos y
polimeros que son analogos de estos. Una "cadena principal" de acido nucleico puede
estar conformada por una variedad de enlaces, que incluyen uno o mas de enlaces de
azucar-fosfodiéster, enlaces de péptido-acido nucleico ("acidos nucleicos peptidicos" o
PNA; PCT N.° WO 95/32305), enlaces fosforotioato, enlaces metilfosfonato o
combinaciones de estos. Las porciones azlicar de un acido nucleico pueden ser
ribosa, desoxirribosa o compuestos similares con sustituciones, por ejemplo,
sustituciones de 2’ metoxi o 2’ haluro. Las bases nitrogenadas pueden ser bases
convencionales (A, G, C, T, U), analogos de estas (por ejemplo, uridinas modificadas
tales como 5-metoxiuridina, pseudouridina, N1-metilpseudouridina u otras); inosina;
derivados de purinas o pirimidinas (por ejemplo, N*-metil desoxiguanosina, deaza o
aza-purinas, deaza o aza-pirimidinas, bases pirimidina con grupos sustituyentes en la
posicion 5 0 6 (por ejemplo, 5-metilcitosina), bases de purina con un sustituyente en

las posiciones 2, 6 u 8, 2-amino-6-metilaminopurina, O%-metilguanina, 4-tio-pirimidinas,
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4-amino-pirimidinas, 4-dimetilhidrazin-pirimidinas y O#-alquil-pirimidinas; patente
estadounidense N.° 5.378.825 y PCT N.° WO 93/13121). Para obtener un analisis
general, ver The Biochemistry of the Nucleic Acids 5-36, Adams et al., ed., 11.2 ed.,
1992). Los &cidos nucleicos pueden incluir uno o mas residuos "abasicos" donde la
cadena principal no incluye ninguna base nitrogenada para las posiciones del polimero
(patente estadounidense N.° 5.585.481). Un acido nucleico puede comprender solo
azucares, bases y enlaces de ARN o ADN convencionales o puede incluir
componentes y sustituciones convencionales (por ejemplo, bases convencionales con
enlaces de 2’ metoxi, o polimeros que contienen bases convencionales y uno o mas
analogos de bases). Acido nucleico incluye "acido nucleico bloqueado” (LNA), un
anélogo que contiene uno o0 mas mondmeros de nucledtido de LNA con una unidad de
furanosa biciclica bloqueada en una conformacion de azucar que imita al ARN, que
mejora la afinidad de hibridacion con secuencias de ARN y ADN complementarias
(Vester y Wengel, 2004, Biochemistry 43(42):13233-41). E| ARN y ADN tienen
diferentes porciones azucar y pueden diferir por la presencia de uracilo o analogos de
este en ARN y timina o anélogos de esta en ADN.

[00405]"ARN guia", "gARN" y simplemente "guia" se usan en la presente de manera
indistinta para referirse a la guia que dirige un agente de fijacion a ADN guiado por
ARN a un ADN diana y puede ser un crARN (también conocido como ARN de
CRISPR) o la combinacion de un crARN y un trARN (también conocida como
tracrARN). El crARN y trARN pueden estar asociados como una Unica molécula de
ARN (ARN guia unico, sgARN) o en dos moléculas de ARN distintas (ARN guia dual,
dgARN). "ARN guia" o "gARN" se refiere a cada tipo. El trARN puede ser una
secuencia natural o una secuencia de trARN con modificaciones o variaciones en
comparacion con secuencias naturales.

[00406]Como se usa en la presente, una "secuencia guia" se refiere a una secuencia
dentro de un ARN guia que es complementaria a una secuencia diana y funciona para
dirigir un ARN guia a una secuencia diana para la fijacion o modificacion (por ejemplo,
escision) por parte de un agente de fijacion a ADN guiado por ARN. Una "secuencia
guia" también se puede denominar "secuencia de direccionamiento” o "secuencia
espaciadora”. Una secuencia guia puede tener 20 pares de bases de longitud, por
ejemplo, en el caso de Streptococcus pyogenes (es decir, Spy Cas9) vy
homologos/ortélogos de Cas9 relacionados. También se pueden usar secuencias mas
cortas o mas largas como guias, por ejemplo, de 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23,24 0 25

nucleétidos de longitud. Por ejemplo, en algunas formas de realizacién, la secuencia
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guia comprende al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una secuencia
seleccionada de SEQ ID NO: 1-149. En algunas formas de realizacién, la secuencia
diana esta en un gen o en un cromosoma, por ejemplo, y es complementaria a la
secuencia guia. En algunas formas de realizacion, el grado de complementariedad o
identidad entre una secuencia guia y su secuencia diana correspondiente puede ser
de alrededor de 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %. Por
ejemplo, en algunas formas de realizacion, la secuencia guia comprende una
secuencia con alrededor de 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % de identidad con al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos contiguos de una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-149. En algunas formas de realizacion, la
secuencia guia y la regiéon diana pueden ser 100 % complementarias o idénticas. En
otras formas de realizacion, la secuencia guia y la region diana pueden contener al
menos un error de apareamiento. Por ejemplo, la secuencia guia y la secuencia diana
pueden contener 1, 2, 3 0 4 errores de apareamiento, cuando la longitud total de la
secuencia diana es de al menos 17, 18, 19 20 o mas pares de bases. En algunas
formas de realizacion, la secuencia guia y la region diana pueden contener 1-4 errores
de apareamiento, cuando la secuencia guia comprende al menos 17, 18, 19, 20 0 mas
nucleotidos. En algunas formas de realizacion, la secuencia guia y la region diana
pueden contener 1, 2, 3 0 4 errores de apareamiento, cuando la secuencia guia
comprende 20 nucledtidos.

[00407]Las secuencias dianas para agentes de fijacion a ADN guiados por ARN
incluyen cadenas tanto positivas como negativas de ADN genémico (es decir, la
secuencia dada y el complemento inverso de la secuencia), ya que un sustrato de
acido nucleico para un agente de fijacién a ADN guiado por ARN es un acido nucleico
bicatenario. En consecuencia, cuando se afirma que una secuencia guia es
"complementaria a una secuencia diana", debe entenderse que la secuencia guia
puede dirigir un ARN guia para que se fije al complemento inverso de una secuencia
diana. Por lo tanto, en algunas formas de realizacién, cuando la secuencia guia se fija
al complemento inverso de una secuencia diana, la secuencia guia es idéntica a
ciertos nucledtidos de la secuencia diana (por ejemplo, la secuencia diana que no
incluye PAM), excepto por la sustitucion de U por T en la secuencia guia.
[00408]Como se usa en la presente, un "agente de fijacion a ADN guiado por ARN"
significa un polipéptido o complejo de polipéptidos que tiene actividad de fijacién a
ARN y ADN, o una subunidad de fijacién a ADN de tal complejo, en donde la actividad

de fijacibn a ADN es especifica de la secuencia y depende de la secuencia del ARN.

58



Los agentes de fijacibn a ADN guiados por ARN de ejemplo incluyen
escindasas/nickasas Cas y formas inactivadas de estas ("agentes de fijacién a ADN de
dCas"). Como se usa en la presente, "nucleasa Cas", también denominada "proteina
Cas", abarca escindasas Cas, nickasas Cas y agentes de fijacién a ADN de dCas. Las
escindasas/nickasas Cas y agentes de fijacion a ADN de dCas incluyen un complejo
Csm o Cmr de un sistema CRISPR de tipo Il o la subunidad Cas10, Csml o Cmr2 de
este; un complejo de cascada de un sistema CRISPR de tipo I, la subunidad Cas3 de
este y nucleasas Cas de clase 2. Como se usa en la presente, una "nucleasa Cas de
clase 2" es un polipéptido monocatenario con actividad de fijacion a ADN guiada por
ARN. Las nucleasas Cas de clase 2 incluyen escindasas/nickasas Cas de clase 2 (por
ejemplo, variantes de H840A, D10A o N863A), que tienen ademdas actividad de
escindasa o nickasa de ADN guiada por ARN, y agentes de fijaciébn a ADN de dCas de
clase 2, en los que la actividad de escindasa/nickasa esta inactivada. Las nucleasas
Cas de clase 2 incluyen, por ejemplo, las proteinas Cas9, Cpfl, C2cl, C2c2, C2c3, HF
Cas9 (por ejemplo, variantes N497A, R661A, Q695A, Q926A), HypaCas9 (por
ejemplo, variantes N692A, M694A, Q695A, H698A), eSPCas9(1.0) (por ejemplo, las
variantes K810A, K1003A, R1060A) y eSPCas9(1.1) (por ejemplo, las variantes
K848A, K1003A, R1060A) y modificaciones estas. La proteina Cpfl, Zetsche et al.,
Cell, 163: 1-13 (2015), es homdloga a Cas9 y contiene un dominio de nucleasa similar
a RuvC. Las secuencias de Cpfl de Zetsche se incorporan por referencia en su
totalidad. Ver, por ejemplo, Zetsche, Tablas S1 y S3. Ver, por ejemplo, Makarova et
al., Nat Rev Microbiol, 13(11): 722-36 (2015); Shmakov et al., Molecular Cell, 60:385-
397 (2015).

[00409]Como se usa en la presente, "ribonucleoproteina" (RNP) o "complejo de RNP"
se refiere a un ARN guia junto con un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, tal
como una nucleasa Cas, por ejemplo, una escindasa Cas, una nickasa Cas 0 un
agente de fijacion a ADN de dCas (por ejemplo, Cas9). En algunas formas de
realizacién, el ARN guia dirige el agente de fijacion a ADN guiado por ARN tal como
Cas9 a una secuencia diana, y el ARN guia se hibrida con, y el agente se fija a, la
secuencia diana; cuando el agente es una escindasa o nickasa, la fijacién puede estar
seguida por escision o corte (nicking).

[00410]Como se usa en la presente, se considera que una primera secuencia
"comprende una secuencia con al menos X % de identidad con" una segunda
secuencia si una alineacion de la primera secuencia con la segunda secuencia

muestra que X % o mas de las posiciones de la segunda secuencia en su totalidad
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coinciden con la primera secuencia. Por ejemplo, la secuencia AAGA comprende una
secuencia con 100 % de identidad con la secuencia AAG ya que la alineacion
proporcionaria 100 % de identidad puesto que hay coincidencias en 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
nucleésidos tales como uridinas modificadas no contribuyen a diferencias en la
identidad o complementariedad entre los polinucleétidos siempre que los nucleétidos
pertinentes (tales como timidina, uridina o uridina modificada) tengan el mismo
complemento (por ejemplo, adenosina para todas de timidina, uridina o uridina
modificada; otro ejemplo es citosina y 5-metilcitosina, que tienen guanosina o
guanosina modificada como un complemento). Por lo tanto, por ejemplo, la secuencia
5'-AXG donde X es cualquier uridina modificada, tal como pseudouridina, N1-metil
pseudouridina o 5-metoxiuridina, se considera 100 % idéntica a AUG en que ambas
son perfectamente complementarias a la misma secuencia (5-CAU). Los algoritmos
de alineacion de ejemplo son los algoritmos Smith-Waterman y Needleman-Wunsch,
gue se conocen en la técnica. Una persona del oficio de nivel medio entendera cual
opcion de algoritmo y configuraciones de pardmetros son adecuados para alinear un
par de secuencias determinadas; para secuencias de longitud generalmente similar e
identidad prevista >50 % para aminoacidos o >75 % para nucleétidos, por lo general,
es adecuado el algoritmo Needleman-Wunsch con configuraciones predeterminadas
de la interfaz del algoritmo Needleman-Wunsch proporcionado por EBI en el servidor
www.ebi.ac.uk web.

[00411]"mARN" se usa en la presente para referirse a un polinucleétido y comprende
un marco de lectura abierto que se puede traducir en un polipéptido (es decir, puede
servir como un sustrato para la traduccion mediante un ribosoma y tARN acilados con
amino). mMARN puede comprender una cadena principal de fosfato-azlcar que incluye
residuos de ribosa o analogos de estos, por ejemplo, residuos de 2’-metoxi ribosa. En
algunas formas de realizacion, los azlcares de una cadena principal de fosfato-azucar
de mARN pueden consistir esencialmente en residuos de ribosa, residuos de 2’-metoxi
ribosa o una combinacion de estos.

[00412]Las secuencias guia Utiles en las composiciones y los métodos de ARN guia
descritos en la presente se muestran en la Tabla 1 o Tabla 2 y a lo largo de la
solicitud.

[00413]Como se usa en la presente, "indeles" se refiere a mutaciones de

insercion/eliminacion que consisten en una cantidad de nucleotidos que se insertan o
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elimina en el sitio de roturas bicatenarias (DSB) en un acido nucleico diana.
[00414]Como se usa en la presente, "inhibicion" se refiere a una disminucion de la
expresion de un producto génico particular (por ejemplo, proteina, mARN o ambos). La
inactivacion de una proteina se puede medir al detectar la cantidad celular total de la
proteina de una muestra, tal como tejido, fluido o una poblacién celular de interés.
También se puede medir al medir un sustituto, marcador, o actividad de la proteina. Se
conocen métodos para medir la inactivacion de mARN e incluyen la secuenciacién de
MARN aislado de una muestra de interés. En algunas formas de realizacion,
"inactivacién” puede referirse a algo de pérdida de la expresion de un producto génico
particular, por ejemplo, una disminucién de la cantidad de mARN transcrito o una
disminucion de la cantidad de proteina expresada por una poblacion de células (que
incluyen poblaciones in vivo, tales como las que se encuentran en tejidos).
[00415]Como se usa en la presente, "inactivacion" se refiere a una pérdida de
expresion de un gen particular o de una proteina particular en una célula. La
inactivacion se puede medir al detectar la cantidad celular total de una proteina en una
célula, un tejido o una poblaciéon de células. En algunas formas de realizacion, los
métodos de la invencion "inactivan” KLKB1 en una 0 mas muestras, por ejemplo,
suero, plasma, tejido o células (por ejemplo, en una poblacién de células que incluyen
poblaciones in vivo, tales como las que se encuentran en tejidos). En algunas formas
de realizacién, una inactivacién no es la formacion de proteina KLKB1 mutante, por
ejemplo, creada mediante indeles, sino la pérdida completa de expresién de proteina
KLKB1 en una célula. Como se usa en la presente, "KLKB1" generalmente se refiere a
precalicreina, que es el producto génico de un gen KLKB1. La precalicreina se
procesa en calicreina en plasma (pKal) y los anticuerpos pueden detectar pKal,
precalicreina o ambas. La secuencia de KLKB1 humano de tipo silvestre esta
disponible en NCBI Gen ID: 3818; Ensembl: ENSG00000164344. "PKK", "PPK",
"KLK3" y "PKKD" son sinénimos de genes. El transcrito de KLKB1 humana esta
disponible en Ensembl: ENST00000264690, y la secuencia de KLKB1 de tipo silvestre
de Macaca fascicularis esté disponible en Ensembl: ENSMFAT00000002355.
[00416]El "angioedema hereditario" (HAE) es un trastorno inflamatorio caracterizado
por episodios recurrentes de hinchazén grave (angioedema), debido a mutaciones
inactivadoras del gen SERPING1, que codifica la proteina inhibidora de la esterasa C1
(C1-INH). C1-INH bloquea la actividad de ciertas proteinas que promueven la
inflamacién (por ejemplo, en el sistema Kinin). Los niveles deficientes de C1-INH

provocan el descontrol del Factor Xl (FXII) y un alto nivel de activacion de la calicreina

61



(pKal, procesada a partir de la proteina KLKB1 (precalicreina)). La calicreina escinde
el cinindgeno de alto peso molecular (HMWK) para liberar bradiquinina, un péptido que
afecta a la permeabilidad vascular. Una cantidad excesiva de bradiquinina en la
sangre provoca la fuga de liquido a través de las paredes de los vasos sanguineos
hacia los tejidos corporales, lo que provoca la hinchazén que se observa en las
personas con HAE. Por lo tanto, en algunas formas de realizacién, se proporcionan
métodos para disminuir la actividad de KLKB1, en donde una vez reducida, se
disminuye la producciéon de bradiquinina y se reducen los ataques de hinchazén. Los
niveles de proteina de precalicreina/calicreina, HMWK y sus productos de escision, y
sustratos etiquetados sustitutos de HMWK se pueden medir para evaluar la eficacia de
la inactivacion de KLKBL1.

[00417]Como se usa en la presente, una "secuencia diana" se refiere a una secuencia
de &cido nucleico en un gen diana que es complementaria a la secuencia guia del
gARN. La interaccion de la secuencia diana y la secuencia guia dirige un agente de
fijacibn a ADN guiado por ARN para fijarse, y potencialmente cortar o escindir (segun
la actividad del agente), dentro de la secuencia diana.

[00418]Como se usa en la presente, un "sitio YA" se refiere a un 5’-pirimidin-adenin-3’
dinucledtido. Un "sitio YA de region conservada" esta presente en la region
conservada de un sgARN. Un "sitio YA de region guia" estd presente en la region guia
de un sgARN. Un sitio YA no modificado en un sgARN puede ser susceptible de
escision por endonucleasas similares a RNasa-A, por ejemplo, RNasa A. En algunas
formas de realizacién, un sgARN comprende alrededor de 10 sitios YA en su regién
conservada. En algunas formas de realizacién, un sgARN comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 o 10 sitios YA en su region conservada. Se indican sitios YA de region
conservada de ejemplo en la Figura 14 (SEQ ID NO: 201), en relacion con una
estructura de sgARN (Figura 15). Los sitios YA de regién guia de ejemplo no se
muestran en la Figura 14, ya que la regién guia puede ser cualquier secuencia, incluso
cualquier cantidad de sitios YA. En algunas formas de realizacién, un sgARN
comprende 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 0 10 de los sitios YA indicados en la Figura 14. En
algunas formas de realizacion, un sgARN comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 sitios
YA en las siguientes posiciones o un subconjunto de estas: LS5-LS6; US3-US4; US9-
US10; US12-B3; LS7-LS8; LS12-N1; N6-N7; N14-N15; N17-N18; y H2-2 a H2-3. En
algunas formas de realizacién, un sitio YA comprende una modificacién, lo que
significa que al menos un nucle6tido del sitio YA estd modificado. En algunas formas

de realizacion, la pirimidina (también denominada posicion de pirimidina) del sitio YA
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comprende una modificacidbn (que incluye una modificacion que altera el enlace
internucledsido inmediatamente en la direccién 3’ del azlcar de la pirimidina). En
algunas formas de realizacion, la adenina (también denominada posicién de adenina)
del sitio YA comprende una modificaciéon (que incluye una modificacion que altera el
enlace internucledsido inmediatamente en la direccion 3’ del azlcar de la adenina). En
algunas formas de realizacion, la posicion de pirimidina y la posicién de adenina del
sitio YA comprenden modificaciones.

[00419]Como se usa en la presente, "tratamiento” se refiere a cualquier administracion
0 aplicacion de un agente terapéutico contra una enfermedad o un trastorno en un
sujeto e incluye inhibir la enfermedad, detener su desarrollo, aliviar uno 0 mas
sintomas de la enfermedad, curar la enfermedad o prevenir la recidiva de uno o0 mas
sintomas de la enfermedad. Por ejemplo, el tratamiento contra el HAE puede
comprender aliviar los sintomas del HAE.

[00420]La expresion "reduccion terapéuticamente relevante de la actividad de KLKB1"
puede significar una reduccion de la actividad de KLKB1 en el plasma mayor de
alrededor de 60 %, en comparacion con los valores iniciales. Ver, Banerji et al., N Engl
J Med, 2017, 376:717-728; Ferrone et al., Nucleic Acid Therapeutics, 2019, 82-917. La
actividad de KLKB1 se suele medir como actividad de calicreina total, en la que la
precalicreina se convierte en calicreina en una muestra y se mide la actividad de
calicreina total de la muestra. En algunos casos, un rango de reduccién de la actividad
de KLKB1 puede significar alrededor de 60-80 % de reduccion de la actividad de
KLKB1 en plasma en comparacién con los valores iniciales. Para calcular la reduccion
de un analito en un sujeto, se puede obtener un valor inicial al recolectar una muestra
de pretratamiento del sujeto. En algunos casos, la muestra es una muestra de suero.
En ciertos aspectos, la reducciéon de la actividad de KLKB1 diana es de alrededor de
60 % de reduccion de la actividad de calicreina total (precalicreina y calicreina en
plasma) en comparacion con los valores iniciales. Por ejemplo, alcanzar los niveles de
actividad de KLKB1 dentro de un rango terapéutico puede significar la reduccién de la
calicreina total en alrededor de >60 % a partir de los valores iniciales. En algunas
formas de realizacion, se reduce un "nivel normal de calicreina" o un "rango normal de
calicreina". En algunas formas de realizacién, una reduccién terapéuticamente
relevante de la actividad de calicreina alcanza niveles de alrededor de 0-60 %, 0-50 %,
0-40 %, 0-30 %, 0-25 %, 0-20 %, 0-15 %, 0-10 % de un valor inicial para el sujeto, o
10-60 %, 10-50 %, 10-40 %, 10-30 %, 10-20 %, o 20-60 %, 20-50 %, 20-40 %, o 20-

30 %, del nivel normal de actividad de calicreina. La actividad de KLKB1 se puede
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medir a través de ensayos conocidos en el campo, que incluyen los ensayos descritos
en la presente.
[00421]La expresion " reduccion de la proteina KLKB1 diana", tal y como se utiliza en
la presente, significa el nivel diana de pKal en comparacion con los valores iniciales.
Los niveles de la proteina KLKB1 se pueden medir a través de ensayos conocidos en
el campo, tales como ensayos ELISA o de transferencia Western, como se describe en
la presente. La proteina KLKB1 total se puede medir con un anticuerpo que detecte la
precalicreina y la calicreina y/o después de convertir la precalicreina en calicreina en
una muestra. En algunos casos, la muestra es una muestra de suero. En ciertos
aspectos, la reduccion de la proteina KLKB1 diana es alrededor de 60 % de reduccion
de la calicreina total (precalicreina y calicreina en plasma) en comparaciéon con los
valores iniciales. En algunas formas de realizacion, una reduccion terapéuticamente
relevante de la proteina calicreina total alcanza niveles de alrededor de 0-60 %, O-
50 %, 0-40 %, 0-30 %, 0-25 %, 0-20 %, 0-15 %, 0-10 % de un valor inicial para el
sujeto, o 10-60 %, 10-50 %, 10-40 %, 10-30 %, 10-20 %, o 20-60 %, 20-50 %, 20-
40 %, 0 20-30 %, del nivel normal de actividad de calicreina total.
[00422]Los niveles de cHMWK en plasma en circulacion por debajo de alrededor de
30 % HMWK total se asociaron con disminuciones en los ataques de HAE en
pacientes tratados con lanadelumab (ver Baneriji, et al., 2017). En este mismo estudio,
los controles sanos tuvieron niveles plasmaticos de cHMWK de alrededor de 8,3 %
HMWAK total. En otro estudio, Suffriti et al. encontraron niveles plasmaticos de cHMWK
de un promedio de alrededor de 34,8 % en controles normales, alrededor de 41,4 %
en pacientes con HAE en remisién y alrededor de 58,1 % en pacientes con HAE
durante un ataque (Suffritti, et al. Clin Exp Allergy 2014;44:1503-14). El tratamiento
terapéutico puede dirigirse a una relacién de cHMWK en plasma en circulacién con
respecto a HMWK total de menos de alrededor de 60 %. En algunas formas de
realizacion la relacion de cHMWK con respecto a HMWK es menor de alrededor de
10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 50 % o mas.
[00423]La expresion "alrededor de" o "aproximadamente" significa un error aceptable
para un valor particular determinado por una persona del oficio de nivel medio, que
depende en parte de como se mide o determina el valor.
Il. Composiciones

A. Composiciones que comprenden ARN guia (QARN)
[00424]En la presente se proporcionan composiciones Utiles para inducir una rotura

bicatenaria (DSB), rotura monocatenaria, y/o de fijacion especifica al sitio que dan
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como resultado las modificaciones de acido nucleico dentro del gen KLKB1, por
ejemplo, mediante el uso de un ARN guia con un agente de fijacion a ADN guiado por
ARN (por ejemplo, un sistema CRISPR/Cas). Las composiciones se pueden
administrar a sujetos que tienen o que se cree que tienen HAE. Las composiciones se
pueden administrar a sujetos que tengan un aumento de la concentracién de
bradiquinina en suero y/o plasma, segun lo medido, por ejemplo, mediante una
disminuciéon de los niveles de proteina de precalicreina en plasma o en suero,
mediante una disminucién de los niveles de proteina de calicreina total (precalicreina y
pKal) en plasma o en suero, mediante una disminucién de la proporcion de HMWK
escindida en circulacion (cHMWK), o por una disminucién de la proporcion de cHMWK
en el plasma citratado. Las composiciones se pueden administrar a sujetos que tengan
un aumento de la concentracion de precalicreina y/o calicreina en suero y/o plasma.
Las composiciones se pueden administrar a sujetos que tengan un aumento de la
concentracion de calicreina total en suero y/o plasma. Las composiciones se pueden
administrar a sujetos que tengan una actividad de calicreina en suero y/o plasma
aumentada. Las secuencias guia que se dirigen al gen KLKB1 se muestran en la Tabla
1 en SEQ ID NO: 1-149.

[00425]Cada una de las secuencias guia mostradas en la Tabla 1 en SEQ ID NO: 1-
149 pueden comprender ademas nucleétidos adicionales para formar un crARN, por
ejemplo, con la siguiente secuencia de nucleétidos de ejemplo tras la secuencia guia
en su extremo 3. GUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG (SEQ ID NO: 167) en la
orientacion de 5’ a 3'. En el caso de sgARN, las secuencias guia anteriores pueden
comprender ademas nucleétidos adicionales para formar un sgARN, por ejemplo, con
la siguiente secuencia de nucleétidos de ejemplo tras el extremo 3’ de la secuencia
guia:
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
AAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU (SEQ ID NO: 171) o
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
AAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC (SEQ ID NO: 172, que es SEQ ID NO: 171 sin los
cuatro U terminales) en la orientacion de 5’ a 3'. En algunas formas de realizacion, los
cuatro U terminales de SEQ ID NO: 171 no estan presentes. En algunas formas de
realizacién, solo 1, 2 o 3 de los cuatro U terminales de SEQ ID NO: 171 estan
presentes.

[00426]En algunas formas de realizacion, el sgARN comprende cualquiera de las

secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 y nucleétidos adicionales para formar un
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crARN, por ejemplo, con la siguiente secuencia de nucleétidos de ejemplo tras la

secuencia guia en su extremo 3"
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
CACCGAGUCGGUGCUUUU (SEQ ID NO: 170) o

GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
CACCGAGUCGGUGC (SEQ ID NO: 173) en la orientacién 5" a 3. SEQ ID NO: 173
carece de 8 nucle6tidos con referencia a una secuencia conservada de ARN guia de
tipo silvestre:
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
AAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC (SEQ ID NO: 172)

[00427]En algunas formas de realizacion, se proporcionan ARN guia simples cortos de
KLKB1 (sgARN cortos de KLKB1) que comprenden una secuencia guia como se
describe en la presente y una "porcién conservada de un sgARN" que comprende una
region de horquilla, en donde la regién de horquilla carece de al menos 5-10
nucleétidos o 6-10 nucleétidos. En ciertas formas de realizacién, una region de
horquilla de los ARN guia simples cortos de KLKB1 carece de 5-10 nucle6tidos con
referencia a la porcién conservada de un sgARN, por ejemplo, los nucledtidos H1-1 a
H2-15 en la Tabla 3B y la Figura 15. En ciertas formas de realizacion, una region de
horquilla 1 de los ARN guia simples cortos de KLKB1 carece de 5-10 nucle6tidos con
referencia a la porcién conservada de un sgARN, por ejemplo, los nucledtidos H1-1 a
H1-12 en la Tabla 3B y la Figura 15. Ver, por ejemplo, W02019/237069, cuyo
contenido se incorpora en la presente por referencia en su totalidad, por ejemplo, en
las reivindicaciones 1-15.

[00428]Una "porcion conservada de un sgARN" de ejemplo se muestra en la Tabla 3A
(ver también la Figura 15), que muestra una "regién conservada" de un sgARN de
Cas9 de S. pyogenes ("spyCas9" (también denominada "spCas9")). La primera fila
muestra la numeracion de los nucleétidos, la segunda fila muestra la secuencia (SEQ
ID NO: 500); y la tercera fila muestra los "dominios". Briner AE et al., Molecular Cell
56:333-339 (2014) describe dominios funcionales de sgARN, denominados en la
presente "dominios", que incluyen el dominio "espaciador" que se encarga del
direccionamiento y los dominios de "tallo inferior”, "protuberancia”, "tallo superior" (que
puede incluir un tetrabucle), "nexo", "horquilla 1" y "horquilla 2". Ver Briner et al. en la
pagina 334, Figura 1A.

[00429]La Tabla 3B proporciona un esquema de los dominios de un sgARN como se

usa en la presente. En la Tabla 3B, la "n" entre las regiones representa una cantidad
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variable de nucledétidos, por ejemplo, de0al, 2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20 o més. En algunas formas de realizacion, n es igual a 0. En
algunas formas de realizacién, n es igual a 1.

[00430]En algunas formas de realizacion, el sJARN de KLKB1 es de Cas9 de S.
pyogenes ("spyCas9") o un equivalente de spyCas9. En algunas formas de
realizacion, el sgARN no es de S. pyogenes ("no spyCas9"). En algunas formas de
realizacion, los 5-10 nucleétidos o 6-10 nucleétidos son consecutivos.

[00431]En algunas formas de realizacion, un sgARN corto de KLKB1 carece de al
menos los nucleétidos 54-58 (AAAAA) de la porcion conservada de un sgARN de
Cas9 de S. pyogenes ('spyCas9"), como se muestra en la Tabla 3A. En algunas
formas de realizacién, un sgARN corto de KLKB1 es un sgARN no de spyCas9 que
carece de al menos los nucleétidos correspondientes a los nucle6tidos 54-58 (AAAAA)
de la porciéon conservada de una spyCas9 segun lo determinado, por ejemplo,
mediante alineacién por pares o estructural. En algunas formas de realizacion, el
sgARN no de spyCas9 es sgARN de Cas9 de Staphylococcus aureus ("saCas9").
[00432]En algunas formas de realizacion, un sgARN corto de KLKB1 carece de al
menos los nucledtidos 54-61 (AAAAAGUG) de la porcidn conservada de un sgARN de
spyCas9. En algunas formas de realizacion, un sgARN corto de KLKB1 carece de al
menos los nucledtidos 53-60 (GAAAAAGU) de la porcidn conservada de un sgARN de
spyCas9. En algunas formas de realizacion, un sgARN corto de KLKB1 carece de 4, 5,
6, 7 0 8 nucleédtidos de los nucleétidos 53-60 (GAAAAAGU) o los nucledtidos 54-61
(AAAAAGUG) de la porcibn conservada de un sgARN de spyCas9, o los
correspondientes nucledétidos de la porcién conservada de un sgARN no de spyCas9

segun lo determinado, por ejemplo, mediante alineacién por pares o estructural.
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Tabla 1: Secuencia guia dirigida a KLKB1 humana, coordenadas cromosémicas,
y ARN guia simple y ARN guia dual humanos, y guias simples sustitutas de

Macaca fascicularis (cyno)

SEQ ID NO:
SEQ _ID Coo'rdgnadas secuenciaguia | sgARN dgARN SOARN de de guiade
NO: gendémicas de Macaca
) humana humano | humano . . Macaca
(humana) ejemplo (hg38) fascicularis - .
fascicularis
1 chra:186228230- | ACAGGAAACU | G01225 | CRO0059 A A
186228252 GUAGCAAACA 3 16
) chra:186228248- AUAGAUAAUU | G01225 | CRO059 A A
186228270 CACUUACCAC 4 17
. chra:186232154- UACAUCCCCA | G01225 | CRO059 A A
186232176 CCUCUGAAGA 5 18
. chra:186251256- | UCUUGAGGAG | G01225 | CR0059 A A
186251278 UAGAGGAACU 6 22
. chra:186251308- | ACCAGGUAAA | G01225 | CRO0059 A A
186251330 GUUCUUUUGC 7 24
. chra:186251489- | GGGUAAAUUU | GO01225 | CRO0059 A A
186251511 UAGAAUGGCA 8 25
- chra:186251504- | AUUUACCCGG | G01225 | CR0059 A A
186251526 GAGUUGACUU 9 28
o chra:186251507- | UACCCGGGAG | G01226 | CR0059 A A
186251529 UUGACUUUGG 0 29
. chra:186251828- | UCUUUGAGAU | G01226 | CRO0059 A A
186251850 UGUGUAACAC 1 31
o chra:186251829- | CUUUGAGAUU | G01226 | CR0059 A A
186251851 GUGUAACACU 2 32
0 chra:186251830- | UUUGAGAUUG | G01226 | CR0059 A A
186251852 UGUAACACUG 3 33
" chra:186254748- UACAUACCAG | G01226 | CRO059 A A
186254770 UGUAAUUCAA 4 43
chra:186251784- CUCCAACUAG | G01226 | CRO059
13 186251806 GAUUGCGUAU 5 49 G013933 373
chra186251792- | AGGAUUGCGU | G01226 | CR0059
14 186251814 AUGGGACACA 6 51 G013904 344
chra:186251793- | GGAUUGCGUA | G01226 | CRO0059
15 186251815 UGGGACACAA 7 52 G013901 341
chra:186238297- | GUUACUCAGC | G01226 | CRO0059
16 186238319 ACCUUUAUAG 8 56 G013945 385
. chra:186238263- UGCCUAUUAA | G01226 | CRO059 A A
186238285 AGUACAGUCC 9 59
chra:186251772- | CUAUGGAUGG | G01227 | CR0059
18 186251794 UUCUCCAACU 0 60 G013922 362
chra:186254601- | GAUGUUUGGC | G01227 | CR0059
19 186254623 GCAUCUAUAG 1 63 (G013921 361
chra:186254592- | AUGCGCCAAA | G01227 | CRO0059
20 186254614 CAUCCUGCAG 2 70 G013885 325
chr4:186236785- CUCCUUUAUA | G01227 | CRO059
21 186236807 AAUGUCUCGA 3 79 G013905 345
2 chra:186236863- | UGUUACUGGU | GO01227 | CR0059 A A
186236885 GCACCUUUUU 4 82
chra:186254593- | GAUGCGCCAA | G01227 | CRO0059
23 186254615 ACAUCCUGCA 5 83 G013876 316
chra:186232192- | AUCUGGCAGU | G01227 | CRO0059
24 186232214 AUUGGGCAUU 6 92 G013915 355
o chra:186236893- | GCGUGGCAUA | G01227 | CRO0059 A A
186236915 UGAAAAAAAC 7 94
chra:186236798- UAUAAAGGAG | G01227 | CRO059
26 186236820 UUGAUAUGAG 8 95 G013913 353
. chra:186236938- | ACACCUUGAA | GO01227 | CR0059 A A
186236960 UUGUACUCAC 9 98
chra:186232214- | UGAGGUGCAC | G01228
28 186232236 AUUCCACCCA 0 NA NA NA
chra:186232190- | CUGGCAGUAU | G01228
29 186232212 UGGGCAUUUG 1 NA NA NA
chra186232148- | AAAACGCCUU | G01228
30 186232170 CUUCAGAGGU 2 NA NA NA
31 chra:186232227- UGAAUAGCAA | G01228 NA NA NA
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SEQ ID NO:

sego | comenates | ecveningus | sgnan | agnrn [ sgaioe [ S
(humana) |  ejemplo (hg38) humana | humano | Umano | gaggicularis | Y50
ascicularis
186232249 ACACCUUGGG 3
o | T oo S | w | w
33 ey | AuGccanaaa | b0 | NA Na NA
34 N eoees | AMUGULUGEE | 6 | NA Na N
35 N eez0nr | UUCUCAGAUG | 7o | NA | co13027 | 367
o | T e[ v | W | w
37 N eecazn | uouueueuen | 5o | NA N NA
38 N eoisar | UcacAIGAGE | o0 | NA Na N
39 M leezizes | ueuouucuue | 1oo | Na N N
R N T
a N epeaear | cancacucua | 5o | NA e -
Nl N
Nl e
TRl S T
45 N epesort | Acucoucuus | v | NA N NA
TRl T T T
o | [ o | | o |
W | TemenE (WS TS | o | m
29 N eveeont | uacoaacug | 1o | NA Na NA
50 N eeoseont | GocuucUCoA | oz | NA | coses | a7
o | T SRl O | cooee |
| T Qe T | | ooow | w
o3 chrfég%%%%%%- ggﬁﬁg%ééﬁ 6015230 NA G013924 364
54 N eereons | aacoccoaus | o | Na e v
o | T | Bl TSR | u | com | o
56 N ieers - | uaccuncens | o | NA N NA
o | T (G [ | oo | o
5 M eerseoms | UUUGGARGGU | oo | Na N NA
o | Tsmee [T | w | w
60 et | uauuaouow | 5o | NA N NA
61 N eraram | becucoeuee | s ot | Na N NA
62 M lezorase | GAGCAUGCG | 4o | Na N NA
63 N eoorsos | AGooaacooa | o son | NA | comsis NA
64 N eperan | UAUAARGARG | 6o | NA Na NA
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SEQ ID NO:

g0 [ comtematas | cvrciagun | sparn | agann | e [ ool
(humana) | ejemplo (hg3e) numana | humano | humano | agcicularis | ( MECRRS
65 oot | GUGDUAGEAA | gt | NA Na NA
66 M eerrae | avaUcunUUG | s o | NA N NA
Rl e S T T
68 N eoarsts | GouAUAMAGA | oo | NA | c012320 NA
69 N ereraar | CunuamaGRA | 1o | NA Na NA
70 N eze15s | UCAGeGACUU | 3o | NA | 012322 NA
0| e [T | s |
72 N eoeaors | AuGUGGeaUY | 4o | NA | c012324 NA
n | s RS T [ w | coums | w
7 M leezsere | cutcucauee | e | Na N NA
| P B [ | an |
& N epoit | UGUGGCCGGA | 5o | NA | ocoisses | 335
77 Chrfég%%%%?‘l' ééggﬁﬁﬁlé%% G°19232 NA G012329 NA
78 625005 | UUGCAAAGUA | 0o | NA | coisos | 382
79 Ch'fé%g%%%%%m' C(ECLZJ:LlJJ((:Z/SC%GA% 6011233 NA NA NA
80 chrfé%g%%%%%%- gxxgggzz\gé 6012233 NA G013916 356
81 oo | uacocccuse | 5o | NA N NA
82 N epoa0al | AGGGAGALUG | 4o | NA | coisoss | 383
83 ezt | GooAGGAARCE | oo | Na N NA
" chrfég;%%%%%- %%Acmggxx 60%233 NA G013929 369
85 N epeey0. | cucueoceae | v | NA N NA
86 M epeiso | LobAGACAGS | s | NA e v
87 S oeoso0s | GeAMCACAA | oo | NA N NA
TR R T
o | Tmme | SRR L[ W |
» | Tmmms ES T [T W | w
o | emmms MR [ W | w
o | T LT (B w | w
93 Maszasiz | uaoaauece | M| “oe o | cowssee | 32
| e SRR [T | oo | e
o | TEm (BRG] W | w
o | e [V [0 | o |
o7 N eosoro | aacucuueun | NA | T | e NA
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SEQ ID NO:

SE‘%:ID ;:eonofarri?gaagzz secuenciaguia | sgARN dgARN si;g:;\lcge de guiade
(humana) ejemplo (hg38) humana humano | humano fascicularis fas’\,llc?‘c:l?r;is
w | o [ woruc] w | CEE | w | wm
| oanernrs | CMRUOn | e | O | oo | o
wo | cmidseaion [ CUSeUCORS | | W | oo |
| cmdsenisn [ CUCACUS) | | T | oo | ame
wo | e | ovcrouonn | | O | oo | s
wo | e [Acuscieece | v |0 | | w
oa | ot ACAUUCEe | | O | oo | o2
ws | oo [ ASSMCACY | w | O | o | o
o | e | ovecceort | w | O | oo | a9
w7 | et | oucocnunce | | O | oo | sw
oo | cmidseames [ cuchecacc | | O | oo | o
wo | s | UARCoeoA | | O | come | s
wo | s | ooy T w | O | ooas | s
w | Moo | QUelou | | O | oo |
o | ool [UAAMCSe | | U | oo | o
ws | e | ucucemen T w | OO | oo | ow
we | s anecoours | w | O | oo | o
ws | oo | cuscomers | w | O | oo | o
o | e [ poomune | w | 9 | w |
W | ey | acavuavcua | M| T | MA NA
o | A oomuue | w |9 | w | w
wo | cadoeiso|oucuuason | | O | oo | o
wo | e cueouconie ] w | 9 | w | m
| o[ USueAIel | | O | oo |
wo | el | cousomey |y | ORI | o | o
wo | e [ QUCCACAA | | T | comer | o
a | oo | ANCUSCCAS | | T | oo |
125 | oeomenn | acavoucaca | M| S | mA NA
o | s | scrocuoue | w | O | oo | s
wr | s aoniccscor ] w | 9| wa |
| e [ oooeene ] w | | w |
wo | Messper | onvcusnom | | OO | oo | om
wo | s | asccomn | w | O w |
131 chr4:186232200- UGCACCUCAU NA CR0059 G013944 384
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SEQ ID Coordenadas . . SgARN de SEQ ”? NO:
ey | Semomessde | *himana™ | Rimano | humano | ( Mececa, | “Vacaca:

ascicularis

186232222 CUGGCAGUAU 78

wo | s [AGCARCA | | U | cose | o
o | et | AMeCACS T | O | coess | 9
e | s | teecote | | R | coes | o
s | eS| oM | | O | coes | o
o | s Tamcectic T w | OWE | w | w
| e[ aecmech T | O | oo |
o | im0 | AemeRS [ e | SO | coers | s
wo | s | osewecees | w | oW | oo | o
wo | s T OCAICAn | | O | ot |
w | e aesisees | w O | w | w
o | el | USCCRCORe T i | U | o | o
wo | e ACCHOCA | | O | o | o
wa | o [CSRANCT T [P w | w
ws | STl [CleoscUen | | TP | w | wm
wo | omemeas [ ommeset | w90 w | wm
TRl el R
wo | e [oRemee [ [T w | w
T e e N

Tabla 2. Secuencias guia Unicas dirigidas a KLKB1 de Macaca fascicularis,

coordenadas cromosémicas y homologia de la secuencia guia con la humana

Porcentaje
de
SUARN de SEQ ID NO Coordenadas genémicas de secuencia guia de Macaca homologia
Macaca de Macaca ) 4 ;
fascicularis | fascicularis ejemplo (mf5) fascicularis ngi;a
humana

G013870 310 chr5:185648888-185648908 GCACCUGCUCGACGUACUUU 90
G013871 311 chr5:185652966-185652986 AGGAACGCCUACCACUAUAA 90
G013872 312 chr5:185688465-185688485 UGAUGGAAACGCUCGGAUGC NA
G013873 313 chr5:185652964-185652984 AUAGUGGUAGGCGUUCCcUCC 90
G013874 314 chr5:185652965-185652985 UAUAGUGGUAGGCGUUCCUC 90
G013875 315 chr5:185652946-185652966 CUCUUAAAGCACAGUCCCGG 90
G013876 316 chr5:185684512-185684532 AAUGCGCCAAACAUCCGGUA 100
G013877 317 chr5:185648882-185648902 UUGCCAAAAGUACGUCGAGC 85
G013878 318 chr5:185652981-185653001 UAUAAAGGUGCUGAAUAACG 95
G013879 319 chr5:185648894-185648914 CGUCGAGCAGGUGCAAUUUC 85
G013880 320 chr5:185648883-185648903 UGCUCGACGUACUUUUGGCA 90
G013881 321 chr5:185684503-185684523 GGCUUCCCUUACCGGAUGUU 85
G013882 322 chr4:186256046-186256066 CAACUGUUGGGUAACUGGAU 100
G013883 323 chr5:185652988-185653008 GUGCUGAAUAACGUGGAAUC 95
G013884 324 chr5:185680852-185680872 CGGGUAAAUUUUAGAAUGGC 100
G013885 325 chr5:185684511-185684531 AUGCGCCAAACAUCCGGUAA 100
G013886 326 chr5:185681472-185681492 CUAUGAGUGACCCUCCACAC 100
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Porcentaje

de
SIARN de SEQ ID NO Coordenadas gendmicas de secuencia guia de Macaca homologia
Macaca de Macaca ) 4 :
fascicularis | fascicularis ejemplo (mf5) fascicularis con'la
guia
humana

G013887 327 chr5:185679339-185679359 GGCAACAUCCACAUCCGAGA NA
G013888 328 chr5:185679426-185679446 UUACGUUCUAUACGAAUGCA 85
G013889 329 chr5:185652948-185652968 CUCCGGGACUGUGCUUUAAG 90
G013890 330 chr5:185681135-185681155 GUCCCAUAUGUAAUCCUAGU 90
G013891 331 chr5:185681374-185681394 AAAACAAGCUCACGCAUUGU 95
G013892 332 chr5:185652976-185652996 UUCAGCACCUUUAUAGUGGU 90
G013893 333 chr5:185681377-185681397 ACAAGCUCACGCAUUGUUGG 95
G013894 334 chr5:185679374-185679394 GUUCGACACACAAAAGCAUC 95
G013895 335 chr4:186258088-186258108 GGGCGAAGGCUGUGCCCGCA 100
G013896 336 chr5:185681481-185681501 GUCACUCAUAGGACACCAGU 100
G013897 337 chr5:185647160-185647180 AGCAAGUUCCAUCAAUGACA 95
G013898 338 chr5:185679413-185679433 AACGUAAAGAAGAGGCAGCU 100
G013899 339 chr5:185651465-185651485 UGCCACCGAGACAUUUAUAA 95
G013900 340 chr4:186256017-186256037 GUGUUUGUGUCACCUUUGGA 100
G013901 341 chr4:186251792-186251812 GGAUUACAUAUGGGACACAA 100
G013902 342 chr5:185681520-185681540 ACACUUACCCAUCAAAGCAG 100
G013903 343 chr5:185684660-185684680 CAGUGUAAUUCAAAGGAGCC 100
G013904 344 chr5:185681138-185681158 AGGAUUACAUAUGGGACACA 100
G013905 345 chr5:185651470-185651490 UUCCUUUAUAAAUGUCUCGG 100
G013906 346 chr5:185680632-185680652 CCUCAAGAAAACACCACAUC 95
G013907 347 chr5:185688458-185688478 AGAGCAGUGAUGGAAACGCU NA
G013908 348 chr5:185681129-185681149 UCUCCAACUAGGAUUACAUA 90
G013909 349 chr5:185680982-185681002 ACUCCCAGAAGACUGUAAGG NA
G013910 350 chr5:185679360-185679380 AGCAUCUGGGGCGAGAACUC 100
G013911 351 chr5:185679372-185679392 UCGACACACAAAAGCAUCUG NA
G013912 352 chr5:185681393-185681413 UUGGAGGAACAAACUCUUCU 100
G013913 353 chr4:186236797-186236817 UAUAAAGGAAUUGAUAUGAG 100
G013914 354 chr4:186256047-186256067 AACUGUUGGGUAACUGGAUG 100
G013915 355 chr5:185647095-185647115 AUCUGGCAGUGCUGGGCGUU 100
G013916 356 chr4:186258042-186258062 CUUGCAAACACAAUGGAAUG 100
G013917 357 chr4:186251628-186251648 UCUCCUCCUUACAGUCUUCU
G013918 358 chr5:185688296-185688316 CUGUGACUCAGGGAGAUUCA NA
G013918 358 chr5:185688296-185688316 CUGUGACUCAGGGAGAUUCA 100
G013919 359 chr4:186258084-186258104 GGCACAGCCUUCGCCCCAGC 100
G013920 360 chr5:185647084-185647104 CUGGGCGUUCGGGGUGUACA 100
G013921 361 chr4:186254600-186254620 GAUGUUUGGCGCAUUUAUAG 100
G013922 362 chr4:186251771-186251791 CUUCGGAUGGUUCUCCAACU
G013923 363 chr5:185684517-185684537 CUAUAAAUGCGCCAAACAUC NA
G013923 363 chr5:185684517-185684537 CUAUAAAUGCGCCAAACAUC 100
G013924 364 chr4:186256045-186256065 CCAACUGUUGGGUAACUGGA
G013925 365 chr5:185680856-185680876 CUCCCGGGUAAAUUUUAGAA 100
G013926 366 chr5:185684639-185684659 UAUCGCCUUAAUAAAACUCC 95
G013926 366 chr4:186254722-186254742 UAUCGCCUUAAUAAAACUCC 100
G013927 367 chr4:186250264-186250284 GCAUCUUGCCUUCUCGGAUG
G013928 368 chr5:185679421-185679441 UCGUAUAGAACGUAAAGAAG 90
G013929 369 chr4:186258038-186258058 CCAUUGUGUUUGCAAGCUAA 100
G013930 370 chr5:185651562-185651582 AAAUUGGCAGCGAAUGUUAU 90
G013930 370 chr4:186236879-186236899 AAAUUGGCAGCGAAUGUUAU 100
G013931 371 chr4:186256048-186256068 CCAUCCAGUUACCCAACAGU 100
G013932 372 chr4:186256058-186256078 AACUGGAUGGGGCUUCUCGA 100
G013933 373 chr5:185681130-185681150 CUCCAACUAGGAUUACAUAU 100
G013934 374 chr5:185679328-185679348 CAUCCGAGAAGGCAAGAUGC 90
G013935 375 chr4:186251536-186251556 UUGAAUGUGACUUUCGUUAA 100
G013936 376 chr5:185647161-185647181 AUGUCAUUGAUGGAACUUGC 95
G013937 377 chr5:185648925-185648945 UUGAUGACCACACUGCUUUA 90
G013938 378 chr5:185681470-185681490 CUGUGUGGAGGGUCACUCAU 100
G013939 379 chr5:185647112-185647132 GGUGGAAUGUGCACAUCAUC 95
G013940 380 chr5:185681105-185681125 UUCUUAAGAUUAUCUUCGGA 90
G013941 381 chr5:185685921-185685941 CCUUUGGAAGGUAGGCAUAU 100
G013942 382 chr4:186258039-186258059 UCCAUUGUGUUUGCAAGCUA 100
G013943 383 chr4:186258008-186258028 CCUGUGACUCAGGGAGAUUC 100
G013944 384 chr5:185647103-185647123 UGCACAUCAUCUGGCAGUGC 85
G013945 385 chr4:186238299-186238319 GUUAUUCAGCACCUUUAUAG 100
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Porcentaje
de
SIARN de SEQ ID NO Coordenadas gendmicas de secuencia guia de Macaca homologia
Macaca de Macaca ) 4 -
: . . . ejemplo (mf5) fascicularis con la
fascicularis | fascicularis guia
humana
G013946 386 chr5:185681480-185681500 GGUCACUCAUAGGACACCAG 100

[00433]Los ARN guia identificados anteriormente como "GOXXXXX" son sgARN que
comprenden la secuencia que se dirige a 20 nucledtidos identificada de la Tabla 1 o la
Tabla 2, dentro de la estructura guia de SEQ ID NO: 300. En algunas formas de
realizacion, el sgARN comprende cualquiera de los ARN guia de las Tablas 1 0 2 y los
nucleotidos de SEQ ID NO: 300, opcionalmente en donde el sgARN comprende
cualquiera de los patrones de modificacién descritos en la Tabla 4. En algunas formas
de realizacion, el sgARN comprende cualquiera de los ARN guia de las Tablas 102y
cualquiera de la porcion conservada de sgARN de la Tabla 4, opcionalmente con
cualquiera de los patrones de modificacion descritos en la Tabla 4.

Tabla 3A (porcién conservada de un sgARN de spyCas9; SEQ ID NO: 500)

1 [2[]3fals]e]7[s]o[wn][nlr]B][Uu]s]B|rv]B]O][d][a]2]B3]a][5]B][7]B]2]D

GlululululalGe|AlGlclulAlG|AlAlTAJTUIAlGIC|[AIAlTGIUJU[ATATATATU

LSHS BIE2 USHSI2 B2B5 LSASI2

[aT=2]s[s][s[s[als[a[a[al[e[asa]a]s]s]as]as]s[nl[lale]ls][x][s][s][s]s]s]el]

IAIAIGIGICIUIAIGIUICIClGlU|U|A|U|C|AIAl_C|U|U|G|A|A|A|A|A|G|UI
HHHH?

[ I I S I I I = 0 S I I < N - S
G|lelclalclclelalclulcleleclulae]c
N | relaeis
Tabla 3B
L51-6 B1-2 L51-12 B3-6
terminal 5° (n} tallo inferior [ L tallo superior n | Pprotuberancia n
L57-12 N1-18 H1-1 thru H1-12 H2-1 thru H2-15
tallo inferior n nexo n horquilla 1 n harquilla 2 terminal 3’

[00434]En algunas formas de realizacion, la invencion proporciona una composicion

que comprende uno o mas ARN guia (JARN) que comprenden secuencias guia que

dirigen un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que puede ser una nucleasa (por

ejemplo, una nucleasa Cas tal como Cas9), a una secuencia de ADN diana en KLKB1.

El gARN puede comprender un crARN que comprende una secuencia guia mostrada
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en la Tabla 1. El gARN puede comprender un crARN que comprende 17, 18, 19 o0 20
nucleétidos contiguos de una secuencia guia mostrada en la Tabla 1. En algunas
formas de realizacion, el gARN comprende un crARN que comprende una secuencia
alrededor de 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica
a al menos 17, 18, 19 o 20 nucle6tidos contiguos de una secuencia guia mostrada en
la Tablal. En algunas formas de realizacién, el gARN comprende un crARN que
comprende una secuencia alrededor de 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia guia mostrada en la Tabla 1. El gARN
puede comprender ademas un trARN. En cada forma de realizacion de composicion y
método descrita en la presente, el crARN y el trARN pueden estar asociados como un
solo ARN (sgARN) o pueden estar en ARN distintos (dgARN). En el contexto de
SgARN, los componentes crARN y trARN pueden estar ligados de manera covalente,
por ejemplo, mediante un enlace fosfodiéster u otro enlace covalente.

[00435]En cada una de las formas de realizacion de composicion, uso y método
descritas en la presente, el ARN guia puede comprender dos moléculas de ARN como
un "ARN guia dual" o "dgARN". EI dgARN comprende una primera molécula de ARN
que comprende un crARN que comprende, por ejemplo, una secuencia guia mostrada
en la Tabla 1, y una segunda molécula de ARN que comprende un trARN. La primera
y segunda moléculas de ARN pueden no estar ligadas de manera covalente, pero
pueden formar un duiplex de ARN a través del emparejamiento de bases entre las
porciones del crARN y el trARN.

[00436]En cada una de las formas de realizacibn de composicién, uso y método
descritas en la presente, el ARN guia puede comprender una sola molécula de ARN
como un "ARN guia simple" 0 "sgARN". El sgARN puede comprender un crARN (o una
porcién de este) que comprende una secuencia guia mostrada en la Tabla 1 ligada de
manera covalente a un trARN. El sgARN puede comprender 17, 18, 19 o 20
nucleétidos contiguos de una secuencia guia mostrada en la Tabla 1. En algunas
formas de realizacion, el crARN y el trARN estan ligados de manera covalente
mediante un ligador. En algunas formas de realizacion, el sgARN forma una estructura
de tallo-bucle mediante el emparejamiento de bases entre porciones del crARN vy el
trARN. En algunas formas de realizacién, el crARN y el trARN estan ligados de
manera covalente mediante uno o mas enlaces que no son enlaces fosfodiéster.
[00437]En algunas formas de realizacion, el trARN puede comprender la totalidad o
una porcion de una secuencia de trARN derivada de un sistema CRISPR/Cas natural.

En algunas formas de realizacion, el trARN comprende un trARN de tipo silvestre

75



truncado o modificado. La longitud del trARN depende del sistema CRISPR/Cas
usado. En algunas formas de realizacion, el trARN comprende o consiste en 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 0 mas
de 100 nucledtidos. En algunas formas de realizacién, el trARN puede comprender
ciertas estructuras secundarias, tales como, por ejemplo, una 0 mas estructuras de
horquilla o tallo-bucle, o una o mas estructuras sobresalientes.

[00438]En algunas formas de realizaciébn, se proporciona una composicién que
comprende uno o mas ARN guia que comprenden una secuencia guia de cualquiera
de SEQ ID NO: 1-149. En algunas formas de realizacién, se proporciona una
composicion que comprende uno o mas ARN guia que comprenden una secuencia
guia de cualquiera de SEQ ID NO: 1-149 y cualquier porcién conservada de un sgARN
mostrado en la Tabla 4, que opcionalmente tiene un patron de modificacién de
cualquiera de los sgARN mostrados en la Tabla 4, opcionalmente en donde el sgARN
comprende una modificacién del extremo 5 y 3' (si no se muestra ya en la
construccion de la Tabla 4). En algunas formas de realizacién, se proporciona una
composicion que comprende uno o mas ARN guia que comprenden una secuencia
guia de cualquiera de SEQ ID NO: 1-149, en donde los nucleétidos de SEQ ID NO:
170, 171, 172 o 173 siguen la secuencia guia en su extremo 3'. En algunas formas de
realizacion, el uno o mas ARN guia que comprenden una secuencia guia de
cualquiera de SEQ ID NO: 1-149, en donde los nucleétidos de SEQ ID NO: 170, 171,
172 o 173 que siguen la secuencia guia en su extremo 3’, se modifican de acuerdo
con el patrén de modificacién de SEQ ID NO: 300.

[00439]En algunas formas de realizaciébn, se proporciona una composicién que
comprende uno o mas ARN guia que comprenden una secuencia guia de cualquiera
de SEQ ID NO: 1-149. En un aspecto, se proporciona una composiciobn que
comprende uno o mas gARN, que comprende una secuencia guia que es al menos
99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 % o0 90 % idéntica a cualquiera
de los acidos nucleicos de SEQ ID NO: 1-149.

[00440]En otras formas de realizacién, se proporciona una composicion que
comprende al menos un, por ejemplo, al menos dos, gARN que comprenden
secuencias guia seleccionadas de dos 0 mas cualesquiera de las secuencias guia de
SEQ ID NO: 1-149. En algunas formas de realizacion, la composicion comprende al
menos dos gARN, en donde cada uno comprende una secuencia guia al menos 99 %,
98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 % o0 90 % idéntica a cualquiera de los
acidos nucleicos de SEQ ID NO: 1-149.
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[00441]Las composiciones de ARN guia de la presente invencién estan disefiadas
para reconocer (por ejemplo, hibridarse con) una secuencia diana en el gen KLKB1.
Por ejemplo, la secuencia diana de KLKB1 puede ser reconocida y escindida por una
escindasa Cas proporcionada que comprende un ARN guia. En algunas formas de
realizacion, un ARN guia puede dirigir un agente de fijacién a ADN guiado por ARN, tal
como una escindasa Cas, a una secuencia diana del gen KLKB1, donde la secuencia
guia del ARN guia se hibrida con la secuencia diana y el agente de fijacién a ADN
guiado por ARN, tal como una escindasa Cas, escinde la secuencia diana.

[00442]En algunas formas de realizacion, la seleccién del uno o mas ARN guia se
determina en funcion de las secuencias diana dentro del gen KLKB1. En algunas
formas de realizacién, las composiciones que comprenden una 0 mas secuencias guia
comprenden una secuencia guia que es complementaria a la regién gendmica
correspondiente que se muestra en la Tabla 1 a continuacion, segun las coordenadas
del genoma humano de referencia hg38. Las secuencias guia de otras formas de
realizaciobn pueden ser complementarias a las secuencias en las cercanias de la
coordenada gendmica listada en cualquiera de las Tablas proporcionadas en la
presente. Por ejemplo, las secuencias guia de otras formas de realizacion pueden ser
complementarias a las secuencias que comprenden 15 nucle6tidos consecutivos £10
nucleétidos de una coordenada gendmica listada en cualquiera de las Tablas
divulgadas en la presente.

[00443]Sin limitarse a ninguna teoria en particular, las mutaciones (por ejemplo,
mutaciones de desplazamiento de marco que resultan de indeles que se producen
como resultado de una DSB mediada por nucleasa) en ciertas regiones del gen
pueden ser menos tolerables que las mutaciones en otras regiones del gen, por lo que
la ubicacién de una DSB es un factor importante en la cantidad o tipo de inactivacion
de proteina que puede producirse. En algunas formas de realizacion, se usa un gARN
complementario o que tiene complementariedad con una secuencia diana dentro de
KLKB1 para dirigir el agente de fijacibn a ADN guiado por ARN a una ubicacién
particular en el gen KLKB1. En algunas formas de realizacion, los gARN estan
disefliados para tener secuencias guia que son complementarias o tienen
complementariedad con secuencias diana en el exén 1, exén 3, exén 4, exén 5, exon
6, exdn 8, exdn 9, exon 10, exon 11, exdén 12, exdn 13, exon 14 o exén 15 de KLKB1.
[00444]En algunas formas de realizacién, la secuencia guia es al menos 99 %, 98 %,
97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 % o 90 % idéntica a una secuencia diana

presente en el gen KLKB1 humano. En algunas formas de realizacion, la secuencia
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diana puede ser complementaria a la secuencia guia del ARN guia. En algunas formas
de realizacion, el grado de complementariedad o identidad entre una secuencia guia
de un ARN guia y su secuencia diana correspondiente puede ser de al menos 80 %,
85 %, 90 %, 95%, 96 %, 97 %, 98%, 99% o 100 %. En algunas formas de
realizacion, la secuencia diana y la secuencia guia del gARN pueden ser 100 %
complementarias o idénticas. En otras formas de realizacién, la secuencia diana y la
secuencia guia del gARN pueden contener al menos un error de apareamiento. Por
ejemplo, la secuencia diana y la secuencia guia del gARN pueden contener 1, 2, 30 4
errores de apareamiento, cuando la longitud total de la secuencia guia es 20. En
algunas formas de realizacion, la secuencia diana y la secuencia guia del gARN
pueden contener 1-4 errores de apareamiento cuando la secuencia guia es de 20
nucledtidos.
[00445]En algunas formas de realizacién, una composicion o formulacion divulgada en
la presente comprende un mARN que comprende un marco de lectura abierto (ORF)
gue codifica un agente de fijaciébn a ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas
descrita en la presente. En algunas formas de realizacion, se proporciona, usa o
administra un mARN que comprende un ORF que codifica un agente de fijacion a ADN
guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas.
B. gARN y mARN modificados
[00446]En algunas formas de realizacion, el gARN esta modificado quimicamente. Un
gARN que comprende uno o mas nucleodsidos o nucleétidos modificados se denomina
gARN "modificado" o gARN "modificado quimicamente" para describir la presencia de
uno o0 mas componentes o configuraciones no naturales y/o naturales que se usan en
lugar o ademas de los residuos A, G, C y U canobnicos. En algunas formas de
realizacion, un gARN modificado sintetizado con un nucleésido o nucleétido no
candnico se denomina "modificado" en la presente. Los nucledsidos y nucledtidos
modificados pueden incluir uno o mas de: (i) alteracién, por ejemplo, reemplazo, de
uno o ambos de los oxigenos de fosfato no ligadores y/o de uno o mas de los
oxigenos de fosfato ligadores en el enlace de cadena principal de fosfodiéster (una
modificacion de cadena principal de ejemplo); (ii) alteracion, por ejemplo, reemplazo,
de un constituyente del azlcar ribosa, por ejemplo, del hidroxilo 2' en el azicar ribosa
(una modificacion de azucar de ejemplo); (iii) reemplazo total de la porcién fosfato con
ligadores "desfosfo" (una modificacibn de cadena principal de ejemplo); (iv)
modificacion o reemplazo de una nucleobase natural, incluso con una nucleobase no
canonica (una modificacion de base de ejemplo); (v) reemplazo o modificacion de la
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cadena principal de ribosa-fosfato (una modificacion de cadena principal de ejemplo);
(vi) modificacion del extremo 3' o 5' del oligonucle6tido, por ejemplo, eliminacion,
modificacion o reemplazo de un grupo fosfato terminal o conjugacién de una porcion,
terminacion (cap) o enlace (tales modificaciones de terminacion 3' o 5' pueden
comprender una maodificacion de azlcar y/o cadena principal); y (vii) modificacién o
reemplazo del azUcar (una modificacién de azucar de ejemplo).

[00447]Las modificaciones quimicas tales como las enumeradas anteriormente
pueden combinarse para proporcionar gARN y/o mARN modificados que comprenden
nucledsidos y nucleétidos (colectivamente "residuos") que pueden tener dos, tres,
cuatro o mas modificaciones. Por ejemplo, un residuo modificado puede tener un
azucar modificado y una nucleobase modificada. En algunas formas de realizacion,
cada base de un gARN esta modificada, por ejemplo, todas las bases tienen un grupo
fosfato modificado, tal como un grupo fosforotioato. En ciertas formas de realizacion,
todos o sustancialmente todos los grupos fosfato de una molécula de gARN estan
reemplazados con grupos fosforotioato. En algunas formas de realizacién, los gARN
modificados comprenden al menos un residuo modificado en, o cerca de, el extremo 5'
del ARN. En algunas formas de realizacion, los gARN modificados comprenden al
menos un residuo modificado en, o cerca de, el extremo 3' del ARN.

[00448]En algunas formas de realizacion, el gARN comprende uno, dos, tres o mas
residuos modificados. En algunas formas de realizacién, al menos 5 % (por ejempilo, al
menos 5 %, al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos
30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %,
al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 % o0 100 %) de las posiciones en un gARN
modificado son nucledsidos o nucle6tidos modificados.

[00449]Los acidos nucleicos no modificados pueden ser propensos a la degradacion
por, por ejemplo, nucleasas intracelulares o las encontradas en suero. Por ejemplo, las
nucleasas pueden hidrolizar enlaces fosfodiéster de acido nucleico. En consecuencia,
en un aspecto, los gARN descritos en la presente pueden contener uno o mas
nucledsidos o nucleétidos modificados, por ejemplo, para introducir estabilidad hacia
las nucleasas intracelulares o a base de suero. En algunas formas de realizacion, las
moléculas de gARN modificado descritas en la presente pueden exhibir una respuesta
inmunitaria innata reducida cuando se introducen en una poblacion de células, tanto in

vivo como ex vivo. La expresion "respuesta inmunitaria innata" incluye una respuesta
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celular a acidos nucleicos exdgenos, incluso acidos nucleicos monocatenarios, que
implica la induccion de expresion y liberacion de citocinas, particularmente los
interferones, y la muerte celular.

[00450]En algunas formas de realizacion de una modificacion de cadena principal, el
grupo fosfato de un residuo modificado puede modificarse al reemplazar uno o mas de
los oxigenos con un sustituyente diferente. Ademas, el residuo modificado, por
ejemplo, el residuo modificado presente en un acido nucleico modificado, puede incluir
el reemplazo total de una porcion fosfato no modificada con un grupo fosfato
modificado como se describe en la presente. En algunas formas de realizacion, la
modificacion de cadena principal de la cadena principal de fosfato puede incluir
alteraciones que dan como resultado ya sea un ligador sin carga o un ligador cargado
con una distribucion de carga asimétrica.

[00451]Los ejemplos de grupos fosfato modificados incluyen fosforotioato,
fosforoselenatos, fosfatos de borano, ésteres de fosfato de borano, fosfonatos de
hidrégeno, fosfoamidatos, fosfonatos de alquilo o arilo y fosfotriésteres. ElI atomo de
fésforo en un grupo fosfato no modificado es aquiral. Sin embargo, el reemplazo de
uno de los oxigenos no puente con uno de los &tomos o grupos de &tomos anteriores
puede volver quiral el a&tomo de fosforo. El atomo de fésforo estereogénico puede
poseer la configuracion "R" (en la presente, Rp) o la configuracion "S" (en la presente,
Sp). La cadena principal también se puede modificar mediante el reemplazo de un
oxigeno puente (es decir, el oxigeno que une el fosfato al nucledsido), con nitrégeno
(fosforoamidatos puenteados), azufre (fosforotioatos puenteados) y carbono
(metilenfosfonatos puenteados). El reemplazo puede ocurrir en el oxigeno de enlace o
en los dos oxigenos de enlace.

[00452]El grupo fosfato puede ser reemplazado por conectores que no contienen
fésforo en ciertas modificaciones de cadena principal. En algunas formas de
realizacion, el grupo fosfato cargado puede reemplazarse por una porcién neutra. Los
ejemplos de porciones que pueden reemplazar el grupo fosfato pueden incluir, entre
otros, por ejemplo, metilfosfonato, hidroxilamino, siloxano, carbonato, carboximetilo,
carbamato, amida, tioéter, ligador de Oxido de etileno, sulfonato, sulfonamida,
tioformacetal, formacetal, oxima, metilenimino, metilenmetilimino, metilenhidrazo,
metilendimetilhidrazo y metilenoximetilimino.

[00453]También se pueden construir soportes que pueden imitar a acidos nucleicos,

en donde el ligador de fosfato y el azlcar ribosa se reemplazan con sustitutos de
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nucledsido o nucledtido resistentes a nucleasa. Tales modificaciones pueden
comprender modificaciones de cadena principal y de azucar. En algunas formas de
realizacion, las nucleobases pueden ser ancladas por una cadena principal sustituta.
Los ejemplos pueden incluir, entre otros, los sustitutos de nucleésido de acido nucleico
peptidico (PNA), morfolino, ciclobutilo y pirrolidina.

[00454]Los nucledsidos modificados y los nucleétidos modificados pueden incluir una
0 mas maodificaciones al grupo de azulcar, es decir, una modificacion de azucar. Por
ejemplo, el grupo hidroxilo 2' (OH) puede modificarse, por ejemplo, reemplazarse con
varios sustituyentes "oxi" o "desoxi" diferentes. En algunas formas de realizacion, las
modificaciones al grupo hidroxilo 2' pueden mejorar la estabilidad del acido nucleico ya
que el hidroxilo ya no se puede desprotonar para formar un ion 2'-alcéxido.

[00455]Los ejemplos de modificaciones del grupo hidroxilo 2' pueden incluir alcoxi o
ariloxi (OR, en donde "R" puede ser, por ejemplo, alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo,
heteroarilo 0 un azucar); polietilenglicoles (PEG), O(CH,CH,0),CH,CH,OR, en donde
R puede ser, por ejemplo, H o alquilo opcionalmente sustituido, y n puede ser un
namero entero de 0 a 20 (por ejemplo,de0a4,de0a8,de0al0,deOal6, dela
4, dela8,delal0,delalb,dela?20,de2a4,de2a8,de2all, de?2al6,de
2a20,de4a8,ded4alld dedal6bydeda?20). Enalgunas formas de realizacion, la
modificacion del grupo hidroxilo 2' puede ser 2'-O-Me. En algunas formas de
realizacion, la modificacion del grupo hidroxilo 2' puede ser una modificacién 2'-fluoro,
que reemplaza el grupo hidroxilo 2' con un fluoruro. En algunas formas de realizacion,
la modificacion del grupo hidroxilo 2' puede incluir &cidos nucleicos "bloqueados”
(LNA) en los que el hidroxilo 2' puede estar conectado, por ejemplo, mediante un
puente C,¢ alquileno o C,4 heteroalquileno, al carbono 4' del mismo azlcar ribosa, en
donde los puentes de ejemplo pueden incluir puentes de metileno, propileno, éter o
amino; O-amino (en donde amino puede ser, por ejemplo, NH,; alquilamino,
dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino,
etilendiamina o poliamino) y aminoalcoxi, O(CH,),-amino, (en donde amino puede ser,
por ejemplo, NH,; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino,
heteroarilamino o diheteroarilamino, etilendiamina o poliamino). En algunas formas de
realizacion, la modificacién del grupo hidroxilo 2' puede incluir acidos nucleicos
"desbloqueados" (UNA) en los que el anillo de ribosa carece del enlace C2'-C3'. En
algunas formas de realizacion, la modificacion del grupo hidroxilo 2' puede incluir el
grupo metoxietilo (MOE), (OCH,CH,OCHj5, por ejemplo, un derivado de PEG).
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[00456]Las modificaciones "desoxi" 2' pueden incluir hidrégeno (es decir, azucares
desoxirribosas, por ejemplo, en las porciones sobresalientes de dsARN en parte); halo
(por ejemplo, bromo, cloro, flior o yodo); amino (en donde amino puede ser, por
ejemplo, NH,, alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino,
heteroarilamino, diheteroarilamino o aminoéacido); NH(CH,CH,NH),CH2CH,- amino (en
donde amino puede ser, por ejemplo, como se describe en la presente), -NHC(O)R (en
donde R puede ser, por ejemplo, alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o
azlcar), ciano; mercapto; alquil-tio-alquilo; tioalcoxi; y alquilo, cicloalquilo, arilo,
alquenilo y alquinilo, que pueden estar opcionalmente sustituidos con, por ejemplo, un
amino como se describe en la presente.

[00457]La modificacion de azlcar puede comprender un grupo de azlcar que también
puede contener uno o mas carbonos que poseen la configuracién estereoquimica
opuesta a la del carbono correspondiente en ribosa. Por lo tanto, un acido nucleico
modificado puede incluir nucleétidos que contienen, por ejemplo, arabinosa, como el
azucar. Los acidos nucleicos modificados también pueden incluir azlcares abasicos.
Estos azucares abasicos también se pueden modificar en uno o mas de los atomos de
azucar constituyentes. Los &cidos nucleicos modificados también pueden incluir uno o
mas azucares que estan en forma de L, por ejemplo, L-nucleésidos.

[00458]Los nucledsidos modificados y nucledtidos modificados descritos en la
presente, que pueden incorporarse en un acido nucleico modificado, pueden incluir
una base modificada, también denominada nucleobase. Los ejemplos de nucleobases
incluyen, entre otros, adenina (A), guanina (G), citosina (C) y uracilo (U). Estas
nucleobases pueden modificarse o reemplazarse completamente para proporcionar
residuos modificados que pueden incorporarse en acidos nucleicos modificados. La
nucleobase del nucleétido se puede seleccionar independientemente de una purina,
una pirimidina, un anélogo de purina o un analogo de pirimidina. En algunas formas de
realizacion, la nucleobase puede incluir, por ejemplo, derivados naturales y sintéticos
de una base.

[00459]En formas de realizacion que emplean un ARN guia dual, cada uno del crARN
y el tracrARN puede contener modificaciones. Dichas modificaciones pueden estar en
uno o ambos extremos del crARN y/o tracrARN. En formas de realizacién que
comprenden un sgARN, uno 0 mas residuos en uno o ambos extremos del sgARN
pueden estar modificados quimicamente, y/o los nucledsidos internos pueden estar

modificados, y/o todo el sgARN puede estar modificado quimicamente. Ciertas formas
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de realizacion comprenden una modificacion en el extremo 5'. Ciertas formas de
realizacion comprenden una modificacion en el extremo 3.

[00460]En algunas formas de realizacion, los ARN guia divulgados en la presente
comprenden una de los patrones de modificacion divulgados en W02018/107028 y/o
W02019/237069, cuyos contenidos se incorporan en la presente por referencia en su
totalidad. Por ejemplo, los ARN guia divulgados en la presente pueden comprender la
estructura de guia corta descrita en las reivindicaciones 1-15 y/o los patrones de
modificacién descritos en las reivindicaciones 16-462 de W02019/237069. En algunas
formas de realizacién, los ARN guia divulgados en la presente comprenden una de las
estructuras/patrones de modificacion divulgados en WO 2015/200555, cuyo contenido
se incorpora en la presente por referencia en su totalidad. En algunas formas de
realizacion, los ARN guia divulgados en la presente comprenden una de las
estructuras/patrones de madificacion divulgados en W02017/136794, cuyo contenido
se incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

C. Modificaciones YA

[00461]Una modificacibn en un sitio YA (también denominada en la presente
"modificacion YA") puede ser una modificacion del enlace internucleésido, una
modificacién de la base (pirimidina o adenina), por ejemplo, mediante sustitucion o
modificacién quimica, o de otra manera, y/o una modificacion del aztcar (por ejemplo,
en la posicion 2’, tal como 2-O-alquilo, 2'-F, 2'-moe, 2’-F arabinosa, 2'-H
(desoxirribosa), y similares). En algunas formas de realizacion, una "modificacién YA"
es cualquier modificaciébn que altera la estructura del motivo de dinucleétido para
reducir la actividad de endonucleasa de ARN, por ejemplo, al interferir con el
reconocimiento o la escision de un sitio YA por parte de una RNasa y/o al estabilizar
una estructura de ARN (por ejemplo, una estructura secundaria) que disminuye la
accesibilidad de un sitio de escision a una RNasa. Ver Peacock et al., J Org Chem. 76:
7295-7300 (2011); Behlke, Oligonucleotides 18:305-320 (2008); Ku et al., Adv. Drug
Delivery Reviews 104: 16-28 (2016); Ghidini et al., Chem. Commun., 2013, 49, 9036.
Peacock et al.,, Belhke, Ku y Ghidini proporcionan modificaciones de ejemplo
adecuadas como modificaciones YA. Estan abarcadas las modificaciones conocidas
por las personas del oficio de nivel medio para reducir la degradacion endonucleolitica.
Las modificaciones de ribosa 2’ de ejemplo que afectan el grupo hidroxilo 2" implicado
en la escisiébn de RNasa son 2'-H y 2'-O-alquilo, incluso 2’-O-Me. Las modificaciones
tales como analogos de ribosa biciclicos, UNA y enlaces internucledsidos modificados

de los residuos en el sitio YA pueden ser modificaciones YA. Las modificaciones de
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base de ejemplo que pueden estabilizar las estructuras de ARN son pseudouridina y 5-
metilcitosina. En algunas formas de realizacion, al menos un nucleétido del sitio YA
estd modificado. En algunas formas de realizacion, la pirimidina (también denominada
"posicién de pirimidina") del sitio YA comprende una modificacion (que incluye una
modificacion que altera el enlace internucledsido inmediatamente en la direccién 3’ del
azucar de la pirimidina, una modificacion de la base de pirimidina y una modificacion
de la ribosa, por ejemplo, en su posicion 2'). En algunas formas de realizacién, la
adenina (también denominada "posicion de adenina") del sitio YA comprende una
modificacion (que incluye una modificacion que altera el enlace internucledsido
inmediatamente en la direccién 3’ del azucar de la pirimidina, una modificacion de la
base de pirimidina y una modificacion de la ribosa, por ejemplo, en su posicion 2’). En
algunas formas de realizacion, la pirimidina y la adenina del sitio YA comprenden
modificaciones. En algunas formas de realizacion, la modificacion YA reduce la
actividad de endonucleasa de ARN.

[00462]En algunas formas de realizacion, un sgARN comprende modificaciones en 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o mas sitios YA. En algunas formas de
realizacion, la pirimidina del sitio YA comprende una modificacién (que incluye una
modificacion que altera el enlace internucledsido inmediatamente en la direccion 3’ del
azucar de la pirimidina). En algunas formas de realizacion, la adenina del sitio YA
comprende una modificaciébn (que incluye una modificacion que altera el enlace
internucledsido que se ubica inmediatamente en la direccibn 3' del azlucar de la
adenina). En algunas formas de realizacion, la pirimidina y la adenina del sitio YA
comprenden modificaciones, tales como modificaciones de azlcar, base o enlace
internucledsido. Las modificaciones YA pueden ser de cualquiera de los tipos de
modificaciones establecidos en la presente. En algunas formas de realizacion, las
modificaciones YA comprenden uno o mas de fosforotioato, 2'-OMe o 2'-fluoro. En
algunas formas de realizacion, las modificaciones YA comprenden modificaciones de
pirimidina que comprenden uno o mas de fosforotioato, 2’-OMe o 2'-fluoro. En algunas
formas de realizacion, la modificacion YA comprende un analogo biciclico de ribosa
(por ejemplo, un LNA, BNA o ENA) dentro de una region de duplex de ARN que
contiene uno o0 mas sitios YA. En algunas formas de realizacién, la modificacion YA
comprende un andlogo biciclico de ribosa (por ejemplo, un LNA, BNA o ENA) dentro
de una region de duplex de ARN que contiene un sitio YA, en donde la modificacion
YA es distal al sitio YA.

[00463]En algunas formas de realizacion, el sJARN comprende una modificacion del
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sitio YA de region guia. En algunas formas de realizacion, la regién guia comprende 1,
2, 3, 4, 5 0 mas sitios YA ("sitios YA de region guia") que pueden comprender
modificaciones YA. En algunas formas de realizacion, uno o mas sitios YA ubicados en
el 5-extremo, 6-extremo, 7-extremo, 8-extremo, 9-extremo o 10-extremo desde el
extremo 5’ del terminal 5’ (donde "5-extremo", etc., se refiere a la posicion 5 con
respecto al extremo 3’ de la region guia, es decir, el nucle6tido mas 3’ en la region
guia) comprenden modificaciones YA. En algunas formas de realizacion, dos o0 mas
sitios YA ubicados en el 5-extremo, 6-extremo, 7-extremo, 8-extremo, 9-extremo o 10-
extremo desde el extremo 5 del terminal 5 comprenden modificaciones YA. En
algunas formas de realizacion, tres 0 més sitios YA ubicados en el 5-extremo, 6-
extremo, 7-extremo, 8-extremo, 9-extremo o 10-extremo desde el extremo 5’ del
terminal 5’ comprenden modificaciones YA. En algunas formas de realizacion, cuatro o
mas sitios YA ubicados en el 5-extremo, 6-extremo, 7-extremo, 8-extremo, 9-extremo o
10-extremo desde el extremo 5’ del terminal 5 comprenden modificaciones YA. En
algunas formas de realizacion, cinco o mas sitios YA ubicados en el 5-extremo, 6-
extremo, 7-extremo, 8-extremo, 9-extremo o 10-extremo desde el extremo 5 del
terminal 5 comprenden modificaciones YA. Un sitio YA de regién guia modificada
comprende una modificacion YA.

[00464]En algunas formas de realizacién, un sitio YA de region guia modificada esta a
17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10 o 9 nucledtidos de distancia o menos del nucledtido del
terminal 3’ de la region guia. Por ejemplo, si un sitio YA de regién guia modificada esta
a 10 nucleétidos de distancia o menos del nucleétido de terminal 3’ de la regién guia y
la regién guia tiene una longitud de 20 nucledétidos, el nucle6tido modificado del sitio
YA de region guia modificada esta ubicado en cualquiera de las posiciones 11-20. En
algunas formas de realizacion, una modificacion YA esta ubicada dentro de un sitio YA
a 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucledtido de
distancia del nucledtido del terminal 3’ de la region guia. En algunas formas de
realizacion, una modificacién YA esta ubicada a 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,
10,9, 8,7,6,5, 4, 3, 201 nucleétido de distancia del nucleétido del terminal 3’ de la
region guia.

[00465]En algunas formas de realizacion, un sitio YA de region guia modificada esta
en o después del nucledtido 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 u 11 desde el extremo 5’ del terminal 5'.
[00466]En algunas formas de realizacion, un sitio YA de regién guia modificado es
distinto de una modificacion en el extremo 5. Por ejemplo, un sgARN puede

comprender una modificacion en el extremo 5’ descrita en la presente y comprender
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ademas un sitio YA de regién guia modificado. De manera alternativa, un sgARN
puede comprender un extremo 5’ no modificado y un sitio YA de regiéon guia
modificado. De manera alternativa, un sgARN puede comprender un extremo 5’
modificado y un sitio YA de region guia no modificado.

[00467]En algunas formas de realizacién, un sitio YA de regidon guia modificado
comprende una modificacién que al menos un nucleétido ubicado en la direccion 5’ del
sitio YA de regién guia no comprende. Por ejemplo, si los nucleétidos 1-3 comprenden
fosforotioatos, el nucleétido 4 comprende solo una modificacion de 2'-OMe y el
nucleétido 5 es la pirimidina de un sitio YA y comprende un fosforotioato, el sitio YA de
region guia modificada comprende una modificacion (fosforotioato) que al menos un
nucleétido ubicado en la direccion 5’ del sitio YA de regién guia (nucleétido 4) no
comprende. En otro ejemplo, si los nucledtidos 1-3 comprenden fosforotioatos y el
nucleétido 4 es la pirimidina de un sitio YA y comprende un 2’-OMe, el sitio YA de
region guia modificada comprende una modificacion (2'-OMe) que al menos un
nucleétido ubicado en la direccién 5’ del sitio YA de region guia (cualquiera de los
nucleétidos 1-3) no comprende. Esta condicion también se cumple siempre si un
nucleotido no modificado esta ubicado en la direccion 5 del sitio YA de region guia
modificada.

[00468]En algunas formas de realizacion, los sitios YA de region guia modificados
comprenden modificaciones como las descritas para otros sitios YA anteriormente.
[00469]Se establecen formas de realizacion adicionales de modificaciones de sitio YA
de regién guia en la sintesis anterior. Cualquier forma de realizacién establecida en
otra parte de la presente divulgacion puede combinarse en un grado viable con
cualquiera de las formas de realizacién anteriores.

[00470]En algunas formas de realizacion, el sgARN comprende una modificacion del
sitio YA de regidn conservada. Los sitios YA de regién conservada 1-10 se ilustran en
la Figura 14. En algunas formas de realizacion, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 sitios YA de
region conservada comprenden modificaciones.

[00471]En algunas formas de realizacion, los sitios YA de region conservada 1,801y
8 comprenden modificaciones YA. En algunas formas de realizacién, los sitios YA de
region conservada 1, 2, 3, 4 y 10 comprenden modificaciones YA. En algunas formas
de realizacion, los sitios YA 2, 3, 4, 8 y 10 comprenden modificaciones YA. En algunas
formas de realizacion, los sitios YA de region conservada 1, 2, 3 y 10 comprenden
modificaciones YA. En algunas formas de realizacion, los sitios YA 2, 3, 8 y 10

comprenden modificaciones YA. En algunas formas de realizacion, los sitios YA 1, 2,
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3, 4, 8 y 10 comprenden modificaciones YA. En algunas formas de realizacion, 1, 2, 3,
4,5, 6, 7 u 8 sitios YA de regién conservada adicionales comprenden modificaciones
YA.

[00472]En algunas formas de realizacién, 1, 2, 3 0 4 de los sitios YA de region
conservada 2, 3, 4 y 10 comprenden modificaciones YA. En algunas formas de
realizacion, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 sitios YA de regi6bn conservada adicionales
comprenden modificaciones YA.

[00473]En algunas formas de realizacién, los sitios YA de region conservada
modificados comprenden modificaciones como las descritas para los sitios YA
anteriores.

[00474]En la breve descripcion anterior se establecen formas de realizacion
adicionales de modificaciones de sitio YA de regién conservada. Cualquier forma de
realizacion establecida en otra parte de la presente divulgacion puede combinarse en
un grado viable con cualquiera de las formas de realizacion anteriores.

[00475]En algunas formas de realizacién, se proporciona un sgARN que comprende la
secuencias guia de cualquiera de SEQ ID NO: 1-149 y cualquier porcion conservada
de un sgARN mostrado en la Tabla 4, que opcionalmente tiene un patron de
modificacion de cualquiera de los sJARN mostrados en la Tabla 4, opcionalmente en
donde el sgARN comprende una modificacion del extremo 5'y 3' (si no se muestra ya
en la construccion de la Tabla 4).

[00476]En algunas formas de realizacién, el sJARN comprende cualquiera de los
patrones de modificacion mostrados mas adelante en la Tabla 4, donde N es cualquier
nucleétido natural o no natural, y en donde la totalidad de las N comprenden una
secuencia guia de KLKB1 como se describe en la presente en la Tabla 1. La Tabla 4
no muestra la porcién de secuencia guia del sgARN. Las modificaciones siguen siendo
como se muestran en la Tabla 4 a pesar de la sustitucion de las N por los nucleétidos
de una guia. Es decir, si bien los nucleétidos de la guia reemplazan las "N", los
nucleotidos estan modificados como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4: Patrones de modificacion de sgARN y porciones conservadas de un
SgARN. La secuencia guia no se muestray se adjuntara a la secuencia mostrada

en su extremo 5’.

SEQ Nombre Secuencia

ID NO

171 Porcién GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA
conservada AAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU
de ejemplo

172 Porcién GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA
conservada AAGUGGCACCGAGUCGGUGC
de ejemplo
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SEQ Nombre Secuencia

ID NO

173 Porcién GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
conservada ACCGAGUCGGUGC
de ejemplo

170 Porcién GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
conservada ACCGAGUCGGUGCUUUU
de ejemplo

168 De ejemplo GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA
—solo AAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU*mU*muU*U
modificacién

169 De ejemplo GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
—solo ACCGAGUCGGUGCmU*mU*mU*U
modificacién

400 De ejemplo GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAA
—solo AAGUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU*mU*muU*mu
modificacién

401 De ejemplo GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUm
—solo UmGmAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMGmMUmMGmMCmU
modificaciéon | *mU*mU*muU

402 De ejemplo GUUUUAGAGCUAMGMAMAMAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACU
—solo UGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU*mU*muU*U
modificacién

403 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAGAAAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU
—solo CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU*mU*muU*U
modificacién

404 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCMU*MU*mU*U
modificacién

405 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAMGmMUmM
modificacién | CmGMGmMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

406 De ejemplo MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGU
—solo CCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAMGM
modificaciéon | UmCmGmGmUmMGmMCmU*mU*mU*mU

407 De ejemplo fGFUfUfUFUTAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGU
—solo CCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAMGM
modificaciéon | UmCmGmGmUmMGmMCmU*mU*mU*mU

408 De ejemplo mGfUfUfUfUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
—solo UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMG
modificacion | mMUmCmGmGmUmGmMCmU*mU*mU*muU

409 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMAMUAAGGCUA
—solo GUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAmM
modificaciéon | GmMUmMCmGmMGmMmUmGmCmU*mU*mU*muU

410 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAFATAMAMUAAGGCU
—solo AGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMA
modificacion | MGmUmCmGmMGmMUmGmMCmU*mU*mU*mU

411 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAMAfAMUAAGGCUA
—solo GUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAmM
modificaciéon | GmMUmMCmGmMGmMmUmGmCmU*mU*muU*muU

412 De ejemplo MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCmMCmGm
modificaciéon | AmMGmMUmMCmMGmMGmMUmMGmCmU*mU*mU*muU

413 De ejemplo MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMATATAMAMUAAGG
—solo CUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAmMCmMCmG
modificacion | MAMGMUMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*muU*mu

414 De ejemplo MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAMATAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCmMCmGm
moadificacion | AmMGmMUMCmMGmMGmMUmMGmMCmU*mU*mU*muU

415 De ejemplo fGIUFUfUFUFAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCmMCmGm
moadificaciéon | AmMGmMUMCmMGmMGmMUmMGmCmU*mU*mU*muU

416 De ejemplo fGIUFUfUFUFAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAFAfAMAMUAAGG
—solo CUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMmCmMG
moadificacion | MAMGMUMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*muU*mu

417 De ejemplo fGIUFUfUfUFAGAMGMCmMUmMAMGmMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAMATAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCmMCmMmGm
modificaciéon | AmMGmMUMCmMGmMGmMUmMGmCmU*mU*mU*mU

418 De ejemplo GUUUUAMGMAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGU
—solo CCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMGM
modificacién | UmCmGmGmUmMGmCmU*mU*mU*mU
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SEQ Nombre Secuencia

ID NO

419 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCMAMAMGMUUAAAAUAAGGCUA
—solo GUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMCmMGmMAmM
modificacion | GmMUmMCmGmMGmMUmGmCmU*mU*mU*muU

420 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUFAfUFCFAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAmMGmM
modificaciéon | UmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*mU

421 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAMUMCmMAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmGmMAmM
modificaciéon | GmMUmMCmGmMGmMmUmGmCmU*mU*muU*muU

422 De ejemplo fGIUFUfUFUFAMGMAMGMCmUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCmMAMAMGmMUmMUMASFAfAmM
—solo AMUAAGGCUAGUCCGUUAMUMCMAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMG
moadificacion | MCMAMCMCmMGMAMGMUmMCmMGMGmMUmGMCmU*mU*mU*muU

423 De ejemplo GUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMUm
moadificaciéon | CmGMGmMUmMGmMCmUmUmUmU

424 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMUm
modificaciéon | CmGMGmMUmMGmMCmUmU*mU*mU

425 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAmMGUfCT
modificacién | GfGIUTGFCfU*fU*fU*mU

426 De ejemplo GUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAFAMCIUMUfGMAFAMAFAMAFGMUIGMGTCmAfCmMCIGmMAIGMUfCmMmGIGmUTG
modificacién | mCfU*mU*fU*muU

427 De ejemplo MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGU
—solo CCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAMGM
modificacién | UmCmGmGmUmMGmCmU*mU*mU*mU

428 De ejemplo fGFUfUfUFUTAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGU
—solo CCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMGM
modificacién | UmCmGmGmUmMGmCmU*mU*mU*mU

429 De ejemplo mGfUfUfUFUMAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
—solo UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMG
modificacion | mMUmCmGmMGmUmGmCmU*mU*mU*muU

430 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMAMUAAGGCUA
—solo GUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAmM
modificaciéon | GmMUMCmMmGmMGmUmGmMCmU*mU*mU*muU

431 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMATAFAMAMUAAGGCU
—solo AGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmA
modificacion | MGmMUmMCmGMGmUmMGMCmU*mU*mU*mU

432 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMAFAMATAMUAAGGCUA
—solo GUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAmM
modificaciéon | GmMUmMCmGmMGmMmUmGmCmU*mU*mU*muU

433 De ejemplo MGUUUUMAGAMGMCmMUmMAMGmMAMAMAMUMAMGmMCAAGUMUMAAAMAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMCmGm
modificacion | AMGmMUmMCmMGmMGmMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

434 De ejemplo MGUUUUMAGAMGMCmMUmMAMGmMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUmMAFAfAMAMUAAGG
—solo CUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMCmG
modificacion | MAMGMUmMCmGmMGmUmGmCmU*mU*muU*mu

435 De ejemplo MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUMATAMATAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCmMCmGm
modificaciéon | AmMGmMUmMCmMGmMGmMUmMGmCmU*mU*mU*muU

436 De ejemplo fGIUFUfUFUFAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCMAMCmMCmGm
modificaciéon | AmMGmUmMCmMGmMGmMUmMGmCmU*mU*mU*muU

437 De ejemplo fGIUFUfUFUFAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAFAfAMAMUAAGG
—solo CUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMCmMG
moadificacion | MAMGMUMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*muU*mu

438 De ejemplo fGIUFUfUFUFAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAMATAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMCmGm
moadificaciéon | AmMGmMUMCmMGmMGmMUmMGmCmU*mU*mU*muU

439 De ejemplo GUUUUAMGMAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGU
—solo CCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMCmMGmMAMGm
moadificacién | UmCmGmGmUmMGmCmU*mU*mU*mU

440 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCMAMAMGMUUAAAAUAAGGCUA
—solo GUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAmM
modificaciéon | GmMUmMCmGmMGmUmGmCmU*mU*mU*muU

441 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUTAFUTCFAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAmMGm
modificacién | UmCmGmGmUmMGmCmU*mU*mU*mU
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SEQ Nombre Secuencia
ID NO
442 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAMUMCmMAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAmM
modificacion | GmMUmCmGmMGmMUmMGMCmU*mU*mU*muU
443 De ejemplo fGFUfUfUfUTAMGMAMGMCmUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCmMAMAMGMUmMUMAfFAfAmM
—solo AMUAAGGCUAGUCCGUUAMUMCMAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMG
modificacion | MCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGMGmMUMGmMCmU*mU*mU*mU
444 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMGmMUmM
modificacion | CmGmMGmMUmGmMCmUmUmUmU
445 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMGmMUmM
modificacion | CmGmMGmMUMGMCmUmU*mU*mU
446 De ejemplo GUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmGmMAMGIUfCt
modificacion | GfGfUIGFCfU*fU*fU*mU
447 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAfAMCIUMUGMAFAMATAMAIGMUGMGFCmMAFCmMmCIGMAfGmMUfCmGIGmUG
modificacion | mCfU*muU*fU*muU
448 De ejemplo | mN*MN*mN*mNNN*N*IN*N*N*INNFNINNNNFNNN
—solo
modificacion
de la regién
guia
449 De ejemplo | mN*MN*mN*mNNN*N*IN*N*N*INNFNINNN*NFNNN
—solo
modificacion
de la regién
guia
450 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAACUUGGCACCGAGUCGG*mMU*mG*mC
modificacion
_D‘;;fmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUAAGCA
0 | CCGAGUCGG*MU*MG*mC
174 modificacion
_Dijfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUCAGCA
0 | CCGAGUCGG*MU*MG*mC
175 modificacion
_Des;‘:mp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCCACUUGGC
176 odificacion | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
_Des;‘:mp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUACGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
177 odificacion | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
_Dioelfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAGAGCUG
178 odificacion | GCACCGAGUCGGmMUMG MC
E’i;’;mp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAGAAAUGG
0 | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
179 modificacion
E’i;‘:mpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCACGAAAGG
0 | GCACCGAGUCGG*mU*MG*mC
180 modificacion
_D‘;;Ifmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAAUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*mG*mC
181 modificacion
_D‘;;fmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAGUGG
0 | CACCGAGUCGG*MmU*mG*mC
182 modificacién
_Dijfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACAGUGG
0 | CACCGAGUCGG*MU*MmG*mC
183 modificacién
_D‘zjfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCACAAGGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*mG*mC
184 modificacion
_D‘;jfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAUGGCA
0 | CCGAGUCGG*mMU*MG*mC
185 modificacién
De ejemplo | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAGGCACC
186 —solo GAGUCGG*mU*mG*mC
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modificacion
De ejemplo
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAGGGCAC
—solo
0 | CGAGUCGG*MU*mG*mC
187 modificacion
?igfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAGGCACCG
o . AGUCGG*mU*mG*mC
188 modificacién
?2§fmpb GUUUUAGAGCUAGAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCA
0 | CCGAGUCGG*mU*MG*mC
189 modificacién
?i;fmpb GUUUUAGAGCGCAAAGCGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCA
0 | CCGAGUCGG*MU*MG*mC
190 modificacién
?i;fmpb GUUUUAGAGCGCGAAGCGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCA
0 | CCGAGUCGG*MU*MG*mC
191 modificacion
?i;fmpb GUUUUAGAGCGGAAACGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCAC
0 | CGAGUCGGU*MG*mC*mU
192 modificacién
?i;fmpb GUUUUAGAGCGGAAACGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCAC
0 | CGAGUCGG*MU*mG*mC
193 modificacién
?2§fmpb GUUUUAGAGCCGAAAGGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCAC
0 | CGAGUCGG*MU*mG*mC
194 modificacion
?i;fmpb GUUUUAGAGCUGAAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCAC
0 | CGAGUCGG*MU*mG*mC
195 modificacion
?2;fmpb GUUUUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCG
*| % | *
196 modificacion AGUCGG"mUmG*mC
?2;fmpb GUUUUAGAGCGAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGA
197 | modificacin | GYCCEMUMGTMC
?ESfmpb GUUUUAGAGCAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGA
198 modificacion GUCGGMUMG*mC
?ESfmpb GUUUUAGAGGAAACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAG
o L, UCGG*mU*mG*mC
199 modificacion
?igfmpb GUUUUAGAGCAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAG
o L, UCGG*mU*mG*mC
202 modificacion
De ejemplo |\, ,yUAGAGCGAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAG
—solo
L UCGG*mU*mG*mC
203 modificacion
?igfmpb GUUUUAGAGCGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUC
o . GG*mU*mG*mC
204 modificacién
?zgfmpb GUUUUAGAGAACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUC
o . GG*mU*mG*mC
205 modificacién
?i;fmpb GUUUUAGAGACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUCG
i . G*mU*mG*mC
206 modificacién
?i;fmpb GUUUUAGAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUCGG
o . *mU*mG*mC
207 modificacion
?i;fmpb GUUUUAGAAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUCGG*
o . mU*mG*mC
208 modificacion
?i;fmpb GUUUUAGAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUCGGH
o L. mU*mG*mC
209 modificacién
?2§fmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCG*MG*mU*MmG
210 modificacion
De ejemplo | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
211 | —solo ACCGAGUC*MG*mG*mU
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SEQ Nombre Secuencia
ID NO
modificacion
De ejemplo
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
—solo
0 | ACCGAGU*MC*mG*mG
212 modificacion
?igfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
o . ACCGAG*MU*MC*mG
213 modificacién
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
i L ACCGA*mG*mU*mC
214 modificacién
De ejemplo |\, ,yUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
—solo
i . ACCG*mA*mG*mU
215 modificacién
De gjemplo |,y UAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCACUGGCACCGAG
—solo
i . UCGG*mU*mG*mC
216 modificacion
?i;fmpb GUUUUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAGGCACCGAGUC
o . GG*mU*mG*mC
217 modificacién
De ejemplo | ),y UAGAGAAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUC
—solo
o L. GG*mU*mG*mC
218 modificacién
De ejemplo | ) ,yUAGAGGAAACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAUGGCACCGAGUC
—solo
o - GG*mU*mG*mC
219 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGAAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAUGGCACCGAGUCGG!
o ., mU*mG*mC
220 modificacion
De ejemplo | 5,yUUAGAGGAAACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCACUGGCACCGAGUC
—solo GG*mU*MG*mC
221 modificacion
?2;fmpb GUUUUAGAGAAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAGGCACCGAGUCGG* M
% | * |
222 | modificacion | Y"ME™MC
?ESfmpb GUUUUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAGCUAUGGCAC
223 modificacion CGAGUCGG"mUMG*mC
?igfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCAGUCCGUUAUCAACUUGGCA
0 | CCGAGUCGG*mU*MG*mC
224 modificacion
?igfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUGUCCGUUAUCAACUUGGCA
0 | CCGAGUCGG*MU*MG*mC
225 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCGUCCGUUAUCAACUUGGCAC
0 | CGAGUCGG*MU*MG*mC
226 modificacion
De ejemplo |\, ,yUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGUAUCCGUUAUCAACUUGGCACC
—solo
o . GAGUCGG*mU*mG*mC
227 modificacién
De ejemplo |\, ,yUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGUUCCGUUAUCAACUUGGCACC
—solo
o L GAGUCGG*mU*mG*mC
228 modificacién
?i;fmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGAUCCGUUAUCAACUUGGCACC
i L GAGUCGG*mU*mG*mC
229 modificacién
?i;fmpb GUUUUCGAGCUAGAAAUAGCAAGUGAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*mG*mC
230 modificacion
?i;fmpb GUUUUUGAGCUAGAAAUAGCAAGUAAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*mG*mC
231 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCGAGAAAUCGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*mG*mC
232 modificacién
?2§fmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCGAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*mG*mC
233 modificacion
De ejemplo | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCCGGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
234 | —solo ACCGAGUCGG*MU*mG*mC
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SEQ Nombre Secuencia
ID NO
modificacion
De ejemplo
e GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUGAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*mMU*mG*mC
235 modificacion
_D‘;;Ifmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUGGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*mU*mG*mC
236 modificacién
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGARAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUCGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
237 modificacién
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUUGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
238 modificacién
_D‘zjfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUGUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
239 modificacion
_D‘;flfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUCUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
240 modificacién
_D‘z;{)emp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUUUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
241 modificacién
_Dijfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUGAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
242 modificacion
_Dijfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGG
© | ACCGAGUCGG*mU*mC*mC
243 modificacion
_Dz(;fmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGAA
241 | modificacion | CCGAGUCGGmUsMUAMC
_Des;fmp'o GUUUUCGAGCGAGAAAUCGCGAGUGAAAAUGAGGCUGGUCCGUUGUGAACUUGG
015 | modificacion | AACCGAGUCGG*MU*MU*mMC
_Di(jfmpb GUUUUUGAGCGAGAAAUCGCAAGUAAAAAUAAGGCUCGUCCGUUCUGAACUUGGA
016 | modificacion | ACCGAGUCGG MU*MU*mMC
_Dig’lfmpb GUUUCGGAGCCGGAAACGGCGAGUCGAAAUGAGGCUGGUCCGUUGUCGGCUCGG
0 | AACCGAGUCGG*mU*mU*mC
247 modificacion
E";:Ifmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
248 modificacion
_Dijfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*mMU*mG*mC
249 modificacion
_D‘;;Ifmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*mU*mG*mC
250 modificacién
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGARAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
251 modificacién
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGARAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
252 modificacién
_D‘zjfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
253 modificacion
_D‘;flfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
254 modificacion
_D‘z;fmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
0 | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
255 modificacién
'_Dijfmp'o GUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
0 | GUUAUCACGAAAGGGCACCGAGUCGG*mMU*mG*mC
256 modificacion
De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC

257

—solo

GUUAUCAAAAAUGGCACCGAGUCGG*MU*mG*mC
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SEQ Nombre Secuencia
ID NO
modificacion
De ejemplo
_solo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
2 | GUUAUCACAAGGGCACCGAGUCGG*mMU*mG*mC
258 modificacion
_D‘;;fmp'o GUUUUAGAMGMCmMUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
2 | GUUAUCAAAAUGGCACCGAGUCGG*mU*mG*mC
259 modificacién
De elemplo. | GUUUUAGAGCGCGAAGCGCAAGUUARAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAARAUGGCA
2 | CCGAGUCGG*mU*mG*mC
260 modificacién
De elemplo. | GUUUUAGAGCUGAARAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAARAUGGCACC
i . GAGUCGG*mU*mG*mC
261 modificacién
De ejemplo |\, ,yUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAUGGCACCG
—solo
i . AGUCGG*mU*mG*mC
262 modificacion
De ejemplo | \,,yUAGAGCAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAUGGCACCGA
—solo
2 | GUCGG*MU*MG*mC
263 modificacién
De elemplo | GUUUUAGAMGMCMGMAMAMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAC
2 | UUGGCACCGAGUCGG*MU*MmG*mC
264 modificacién
_Dijfmp'o GUUUUAGAMGMCMGMAMAMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAG
2 | AAAUGGCACCGAGUCGG*mMU*mG*mC
265 modificacion
De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
—solo GUUAUCAMCMGMAMAMAMGMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMG*mU*mG*m
266 modificacion | C
De ejemplo | GAMGMC G GMCAAG GGCUAGUCC
_ solo UUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAA UUAAAAU,?:A ¢ U*A U
267 modificacion GUUAUCAMAMAMAMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMmGmMG*mU*mG*mC
_Des;‘:mp'o GUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
o L. GUUAUCACMGMAMAMAMGMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMG*mU*mG*mC
268 modificacion
?2;’:’“"'0 GUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
269 modificacion GUUAUCAAMAMAMUMGMGMCmMAMCMCMGmMAMGMUMCmMmGmMG*mU*mG*mC

[00477]En algunas formas de realizacion, el sgARN madificado comprende la siguiente
secuencia:
MN*MN*MN*NNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAMGmMCmUmMAMGMAmMAmMAmMUmM
AmGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAMAmMAMAmM
AMGMUMGMGMCmMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*muU*mu
(SEQ ID NO: 300), donde "N" puede ser cualquier nucleétido natural o no natural, y en
donde la totalidad de N comprende una secuencia guia de KLKB1 como se describe
en la Tabla 1. Por ejemplo, en la presente estd abarcada SEQ ID NO: 300, donde las
N se reemplazan con cualquiera de las secuencias guia divulgadas en la presente en
la Tabla 1 (SEQ ID NO: 1-149). Ademas, en la presente estd abarcados ARN guias
gue combinan cualquiera de las secuencias guia de la Tabla 1 (SEQ ID NO: 1-149)
combinadas con una porcion conservada de un sgARN, por ejemplo, una secuencia de
la Tabla 4.

[00478]Cualquiera de las modificaciones descritas a continuacion puede estar

presente en los gARN y mARN descritos en la presente.
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[00479]Se pueden usar los términos "mA", "mC", mU" o "mG" para indicar un
nucleétido que se ha modificado con 2’-O-Me.

[00480]La modificacién de 2'-O-metilo puede ilustrarse de la siguiente manera:

L
1
Ly

O\\Base O o Base

? OH ? OCH,

ARN 2'-0O-Me

[00481]0tra modificacion quimica que influye, segun lo demostrado, sobre los anillos
de azucar de nucleétido es la sustitucion de halégeno. Por ejemplo, la sustitucion de
2'-fluoro (2'-F) en los anillos de azucar de nucleétido puede aumentar la afinidad de
fijacion a oligonucleétido y la estabilidad de nucleasa.

[00482]En esta solicitud, se pueden usar los términas "fA", "fC", "fU" o "fG" para indicar
un nucleétido que se ha sustituido con 2'-F.

[00483]La sustitucion de 2'-F se puede representar de la siguiente manera:

ARN 2'F-ARN

Composicién natural de ARN Sustitucién de 2°F

[00484]Enlace fosforotioato (PS) se refiere a un enlace en el que un azufre esta

sustituido por un oxigeno de fosfato no puente en un enlace fosfodiéster, por ejemplo,
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en los enlaces entre bases de nucleétidos. Cuando se usan fosforotioatos para
generar oligonucledtidos, los oligonucledtidos modificados también pueden
denominarse S-oligos.

[00485]Se puede usar un "*" para indicar una modificacion de PS. En esta solicitud, se
pueden usar los términos A*, C*, U* o G* para indicar un nucleétido que esta ligado al
nucleétido siguiente (por ejemplo, 3’) con un enlace PS.

[00486]En esta solicitud, se pueden usar los términos "mA*", "mC*", "mU*" o "mG*"
para indicar un nucleétido que se ha sustituido con 2'-O-Me y que estéa ligado al
nucleétido siguiente (por ejemplo, 3’) con un enlace PS.

[00487]El diagrama a continuacibn muestra la sustitucion de S- en un oxigeno de
fosfato no puente, que genera un enlace PS en lugar de un enlace fosfodiéster:

Y, Y

o 5 0
ase Base
L__,.o: | _-O-
0o X o X
\ I
0=p-0- 0=P-§
07 o Base o o Base
g e,
0O X 0O X
$ 3
Fosfodiéster Fosforotioato (PS)
Enlace de fosfodiéster Enlace de fosforotioato (PS)
natural de ARN modificado

[00488]Los nucledtidos abéasicos se refieren a aquellos que carecen de bases
nitrogenadas. La figura a continuacion muestra un oligonucleotido con un sitio abasico

(también llamado apurinico) que carece de una base:

96



o

0.
O
OO

[00489]Bases invertidas se refiere a aquellas con enlaces que estan invertidos con
respecto al enlace 5’ a 3’ normal (es decir, ya sea un enlace 5’ a 5’ o un enlace 3’ a 3).

Por ejemplo:

Enlace de oligonucledtido Enlace de oligonucledtido
normal invertido

[00490]Un nucledtido abasico puede unirse con un enlace invertido. Por ejemplo, un
nucleotido abasico puede unirse al nucleétido del terminal 5' mediante un enlace 5’ a
5, 0 un nucleétido abasico puede unirse al nucleétido del terminal 3' mediante un
enlace 3’ a 3'. Un nucleétido abasico invertido en el nucleétido del terminal 5’ 0 3’
también puede denominarse terminacion de extremo abasico invertido.

[00491]En algunas formas de realizacion, uno 0 mas de los primeros tres, cuatro o
cinco nucledtidos en el terminal 5', y uno o méas de los dltimos tres, cuatro o cinco
nucleétidos en el terminal 3' estan modificados. En algunas formas de realizacion, la
modificacion es un 2'-O-Me, 2'-F, nucleétido abasico invertido, enlace PS u otra

modificaciéon de nucleétido conocida en la técnica para aumentar la estabilidad y/o el
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rendimiento.

[00492]En algunas formas de realizacion, los primeros cuatro nucleétidos en el
terminal 5' y los Ultimos cuatro nucleétidos en el terminal 3' estan ligados con enlaces
fosforotioato (PS).

[00493]En algunas formas de realizacion, los primeros tres nucleétidos en el terminal
5', y los ultimos tres nucleétidos en el terminal 3' comprenden un nucleétido modificado
con 2'-O-metilo (2'-O-Me). En algunas formas de realizacion, los primeros tres
nucleétidos en el terminal 5, y los udltimos tres nucleétidos en el terminal 3'
comprenden un nucleétido modificado con 2'-fluoro (2'-F). En algunas formas de
realizacion, los primeros tres nucledtidos en el terminal 5, y los ultimos tres
nucleotidos en el terminal 3' comprenden un nucle6tido abasico invertido.

[00494]En algunas formas de realizacion, el ARN guia comprende un sgARN
modificado. En algunas formas de realizacion, se proporciona el ARN guia que
comprende cualquier porcién conservada de un sgARN mostrado en la Tabla 4, que
opcionalmente tiene un patréon de modificacion de cualquiera de un sgARN mostrado
en la Tabla 4, opcionalmente en donde el sgJARN comprende una modificaciéon del
extremo 5'y 3' (si no se muestra ya en la construccion de la Tabla 4). En algunas
formas de realizacion, el sgARN comprende el patrén de modificacién de cualquiera de
un sgARN mostrado en la Tabla 4, donde N es cualquier nucledtido natural o no
natural, y donde todas las N comprenden una secuencia guia que dirige una nucleasa
a una secuencia diana en KLKB1, por ejemplo, como se muestra en la Tabla 1.
[00495]En algunas formas de realizacion, el ARN guia comprende un sgARN que
comprende cualquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 y cualquier
porcién conservada de un sgARN mostrado en la Tabla 4, que opcionalmente tiene un
patréon de modificacion de cualquiera de los sgARN mostrados en la Tabla 4,
opcionalmente en donde el sgARN comprende una modificacién del extremo 5'y 3' (si
no se muestra ya en la construccién de la Tabla 4). En algunas formas de realizacion,
el ARN guia comprende un sgARN que comprende cualquiera de las secuencias guia
de SEQ ID NO: 1-149 y los nucleétidos de SEQ ID NO: 170, 171, 172 0 173, en donde
los nucleétidos de SEQ ID NO: 170, 171, 172 o 173 estan en el extremo 3’ de la
secuencia guia, y en donde el sgARN puede estar modificado como se muestra en la
Tabla 4 o SEQ ID NO: 300.

[00496]Como se indicé anteriormente, en algunas formas de realizacion, una
composicion o formulacion divulgada en la presente comprende un mARN que

comprende un marco de lectura abierto (ORF) que codifica un agente de fijacion a
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ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas descrita en la presente. En algunas
formas de realizacién, se proporciona, usa o0 administra un mARN que comprende un
ORF que codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa
Cas. En algunas formas de realizacién, el ORF que codifica una nucleasa de ADN
guiada por ARN es un "ORF de agente de fijacion a ADN guiado por ARN modificado"
o simplemente un "ORF modificado", que se usa como abreviatura para indicar que el
ORF esta modificado.

[00497]En algunas formas de realizacion, el ORF modificado puede comprender una
uridina modificada en al menos una, una pluralidad o la totalidad de las posiciones de
uridina. En algunas formas de realizacién, la uridina modificada es una uridina
modificada en la posicion 5, por ejemplo, con un halégeno, metilo o etilo. En algunas
formas de realizacion, la uridina modificada es una pseudouridina modificada en la
posicion 1, por ejemplo, con un halégeno, metilo o etilo. La uridina modificada puede
ser, por ejemplo, pseudouridina, N21-metil-pseudouridina, 5-metoxiuridina, 5-
yodouridina o una combinacion de estas. En algunas formas de realizacion, la uridina
modificada es 5-metoxiuridina. En algunas formas de realizacion, la uridina modificada
es 5-yodouridina. En algunas formas de realizacion, la uridina modificada es
pseudouridina. En algunas formas de realizacion, la uridina modificada es N1-metil-
pseudouridina. En algunas formas de realizacion, la uridina modificada es una
combinacion de pseudouridina y N1-metil-pseudouridina. En algunas formas de
realizacion, la uridina modificada es una combinacion de pseudouridina y 5-
metoxiuridina. En algunas formas de realizacion, la uridina modificada es una
combinacion de N1-metil-pseudouridina y 5-metoxiuridina. En algunas formas de
realizacion, la uridina modificada es una combinacion de 5-yodouridina y N1-metil-
pseudouridina. En algunas formas de realizacion, la uridina modificada es una
combinacion de pseudouridina y 5-yodouridina. En algunas formas de realizacién, la
uridina modificada es una combinacién de 5-yodouridina y 5-metoxiuridina.

[00498]En algunas formas de realizacién, un mARN divulgado en la presente
comprende una terminacion 5’, tal como Cap0, Capl o Cap2. Una terminacion 5’ es
por lo general un ribonucle6tido de 7-metilguanina (que puede estar modificado
adicionalmente, como se analiza mas adelante, por ejemplo, con respecto a ARCA)
ligado a través de un 5’-trifosfato a la posicién 5’ del primer nucleétido de la cadena 5’
a 3’ del mARN, es decir, el primer nucleétido cercano a la terminacién. En Cap0, las
ribosas del primer y segundo nucleétidos cercanos a la terminacion del mARN

comprenden en ambos casos un 2’-hidroxilo. En Capl, las ribosas del primer y
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segundo nucledtidos transcritos del mMARN comprenden un 2’-metoxi y un 2’-hidroxilo,
respectivamente. En Cap2, las ribosas del primer y segundo nucleétidos cercanos a la
terminacion del mARN comprenden en ambos casos un 2’-metoxi. Ver, por ejemplo,
Katibah et al. (2014) Proc Natl Acad Sci USA 111(33):12025-30; Abbas et al. (2017)
Proc Natl Acad Sci USA 114(11):E2106-E2115. La mayoria de los mARN eucariotas
superiores enddgenos, incluso mARN de mamifero, tales como mARN humanos,
comprenden Capl o Cap2. Cap0 y otras estructuras de terminacion distintas de Capl
y Cap2 pueden ser inmundégenas en mamiferos, tales como seres humanos, debido al
reconocimiento como "no propio" por parte de los componentes del sistema
inmunitario innato, tales como IFIT-1 y IFIT-5, lo que puede dar como resultado niveles
elevados de citocinas, incluso interferon tipo I. Los componentes del sistema
inmunitario innato tales como IFIT-1 y IFIT-5 también pueden competir con elF4E por
la fijaciobn de un MARN con una terminacién distinta de Capl o Cap2, lo que inhibe
potencialmente la traduccion del mARN.

[00499]Se puede incluir una terminacion cotranscripcionalmente. Por ejemplo, ARCA
(anélogo de terminacion anti-inverso; Thermo Fisher Scientific, N.° de cat. AM8045) es
un analogo de terminacién que comprende un 3’-metoxi-5'-trifosfato de 7-metilguanina
ligado a la posicién 5’ de un ribonucleétido de guanina que puede incorporarse in vitro
en un transcripto al inicio. ARCA da como resultado una terminacién Cap0 en la que la
posicién 2' del primer nucleétido cercano a la terminacién es hidroxilo. Ver, por
ejemplo, Stepinski et al., (2001) "Synthesis and properties of mMRNAs containing the
novel ‘anti-reverse’ cap analogs  7-methyl(3'-O-methyl)GpppG and 7-
methyl(3'deoxy)GpppG", RNA 7: 1486-1495. La estructura de ARCA se muestra a

continuacion.
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[00500]Se puede usar CleanCap™ AG (m7G(5)ppp(5)(2'OMeA)pG; TriLink
Biotechnologies, N.° de cat. N-7113) o CleanCap™ GG (m7G(5")ppp(5)(2'0OMeG)pG;
TriLink Biotechnologies, N.° de cat. N-7133) para proporcionar una estructura Capl
cotranscripcionalmente. También hay disponibles versiones 3'-O-metiladas de
CleanCap™ AG y CleanCap™ GG a través de TriLink Biotechnologies como N.° de

cat. N-7413 y N-7433, respectivamente. La estructura de CleanCap™ AG se muestra a
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continuacion.
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[00501]De manera alternativa, se puede agregar una terminacioén a un ARN de manera
posterior a la transcripcién. Por ejemplo, la enzima de terminacién de vaccinia esta
disponible en el comercio (New England Biolabs, N.° de cat. M2080S) y tiene
actividades de guanililtransferasa y trifosfatasa de ARN, proporcionadas por su
subunidad D1, y guanina metiltransferasa, proporcionada por su subunidad D12. Por
definicion, puede agregar una 7-metilguanina a un ARN, a fin de obtener Cap0, en
presencia de S-adenosil metionina y GTP. Ver, por ejemplo, Guo, P. y Moss, B. (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4023-4027; Mao, X. y Shuman, S. (1994) J. Biol. Chem.
269, 24472-24479.

[00502]En algunas formas de realizacion, el mMARN comprende ademas una cola poli-
adenilada (poli-A). En algunas formas de realizacion, la cola poli-A comprende al
menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 adeninas, opcionalmente hasta 300
adeninas. En algunas formas de realizacién, la cola poli-A comprende 95, 96, 97, 98,
99 0 100 nucledtidos de adenina.

D. Complejo de ribonucleoproteina

[00503]En algunas formas de realizacion, la divulgacién proporciona composiciones
que comprenden uno o0 mas gARN que comprenden una 0 mas secuencias guia de la
Tabla 1 0 2 y un agente de fijacién a ADN guiado por ARN, por ejemplo, una nucleasa,
tal como una nucleasa Cas, tal como Cas9. En algunas formas de realizacién, el
agente de fijacion a ADN guiado por ARN tiene actividad de escindasa, que también
puede denominarse actividad de endonucleasa bicatenaria. En algunas formas de
realizacion, el agente de fijacibn a ADN guiado por ARN comprende una nucleasa
Cas. Los ejemplos de nucleasas Cas9 incluyen las de los sistemas CRISPR de tipo Il

de S. pyogenes, S. aureus y otras procariotas (ver, por ejemplo, la lista en el siguiente

101



parrafo), y versiones modificadas (por ejemplo, modificadas por ingenieria genética por
ingenieria genética 0 mutantes) de estas. Ver, por ejemplo, US2016/0312198 Al; US
2016/0312199 Al. Otros ejemplos de nucleasas Cas incluyen un complejo Csm o Cmr
de un sistema CRISPR de tipo Ill o la subunidad Cas10, Csm1l o Cmr2 de este; y un
complejo de cascada de un sistema CRISPR de tipo |, o la subunidad Cas3 de este.
En algunas formas de realizacién, la nucleasa Cas puede ser de un sistema de tipo
lIA, tipo 1IB o tipo IIC. Se puede encontrar un analisis de diversos sistemas CRISPR y
nucleasas Cas en, por ejemplo, Makarova et al., NAT. REV. MICROBIOL. 9:467-477
(2011); Makarova et al., NAT. REV. MICROBIOL, 13: 722-36 (2015); Shmakov et al.,
MOLECULAR CELL, 60:385-397 (2015).

[00504]Las especies de ejemplo no limitativas de las que se puede derivar la nucleasa
Cas incluyen pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptococcus sp.,
Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Lactobacillus gasseri, Francisella novicida,
Wolinella  succinogenes, Sutterella wadsworthensis, Gammaproteobacterium,
Neisseria meningitidis, Campylobacter jejuni, Pasteurella multocida, Fibrobacter
succinogene, Rhodospirillum rubrum, Nocardiopsis dassonvillei, Streptomyces
pristinaespiralis, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces viridochromogenes,
Streptosporangium roseum, Streptosporangium roseum, Alicyclobacillus
acidocaldarius, Bacillus pseudomycoides, Bacillus selenitireducens, Exiguobacterium
sibiricum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus buchneri,
Treponema denticola, Microscilla marina, Burkholderiales bacterium, Polaromonas
naphthalenivorans, Polaromonas sp., Crocosphaera watsonii, Cyanothece sp.,
Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp., Acetohalobium arabaticum, Ammonifex
degensii, Caldicelulosiruptor becscii, Candidatus Desulforudis, Clostridium botulinum,
Clostridium difficile, Finegoldia magna, Natranaerobius thermophilus, Pelotomaculum
thermopropionicum, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus  ferrooxidans,
Allochromatium vinosum, Marinobacter sp., Nitrosococcus halophilus, Nitrosococcus
watsoni, Pseudoalteromonas haloplanktis, Ktedonobacter racemifer, Methanohalobium
evestigatum, Anabaena variabilis, Nodularia spumigena, Nostoc sp., Arthrospira
maxima, Arthrospira platensis, Arthrospira sp., Lyngbya sp., Microcoleus
chthonoplastes, Oscillatoria sp., Petrotoga mobilis, Thermosipho africanus,
Streptococcus pasteurianus, Neisseria cinerea, Campylobacter lari, Parvibaculum
lavamentivorans, Corynebacterium diphtheria, Acidaminococcus sp., Lachnospiraceae
bacterium ND2006, y Acaryochloris marina.

[00505]En algunas formas de realizacion, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de
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Streptococcus pyogenes. En algunas formas de realizacion, la nucleasa Cas es la
nucleasa Cas9 de Streptococcus thermophilus. En algunas formas de realizacion, la
nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Neisseria meningitidis. En algunas formas de
realizacion, la nucleasa Cas es la nucleasa Cas9 de Staphylococcus aureus. En
algunas formas de realizacion, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpfl de Francisella
novicida. En algunas formas de realizacion, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpfl de
Acidaminococcus sp. En algunas formas de realizacién, la nucleasa Cas es la
nucleasa Cpfl de Lachnospiraceae bacterium ND2006. En otras formas de realizacion,
la nucleasa Cas es la nucleasa Cpfl de Francisella tularensis, Lachnospiraceae
bacterium, Butyrivibrio proteoclasticus, Peregrinibacteria bacterium, Parcubacteria
bacterium, Smithella, Acidaminococcus, Candidatus Methanoplasma termitum,
Eubacterium eligens, Moraxella bovoculi, Leptospira inadai, Porphyromonas
crevioricanis, Prevotella disiens o Porphyromonas macacae. En ciertas formas de
realizacién, la nucleasa Cas es una nucleasa Cpfl de Acidaminococcus o
Lachnospiraceae.

[00506]En algunas formas de realizacion, el gARN junto con un agente de fijacion a
ADN guiado por ARN se denomina complejo de ribonucleoproteina (RNP). En algunas
formas de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN es una nucleasa
Cas. En algunas formas de realizaciéon, el gARN junto con una nucleasa Cas se
denomina Cas RNP. En algunas formas de realizacién, la RNP comprende
componentes de tipo |, tipo Il o tipo Ill. En algunas formas de realizacion, la nucleasa
Cas es la proteina Cas9 del sistema CRISPR/Cas de tipo Il. En algunas formas de
realizacion, el gARN junto con Cas9 se denomina RNP de Cas9.

[00507]Cas9 de tipo silvestre tiene dos dominios de nucleasa: RuvC y HNH. El
dominio RuvC escinde la cadena de ADN no diana, y el dominio HNH escinde la
cadena de ADN diana. En algunas formas de realizacion, la proteina Cas9 comprende
mas de un dominio RuvC y/o mas de un dominio HNH. En algunas formas de
realizacion, la proteina Cas9 es una Cas9 de tipo silvestre. En cada una de las formas
de realizacion de composicion, uso y método, la Cas induce una rotura bicatenaria en
el ADN diana.

[00508]En algunas formas de realizacién, se usan nucleasas Cas quiméricas, donde
un dominio o region de la proteina esta reemplazada por una porcién de una proteina
diferente. En algunas formas de realizacion, un dominio de nucleasa Cas puede
reemplazarse con un dominio de una nucleasa diferente, tal como Fokl. En algunas

formas de realizacion, una nucleasa Cas puede ser una nucleasa modificada.
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[00509]En otras formas de realizacion, la nucleasa Cas puede ser de un sistema
CRISPR/Cas de tipo I. En algunas formas de realizacion, la nucleasa Cas puede ser
un componente del complejo de cascada de un sistema CRISPR/Cas de tipo I. En
algunas formas de realizacion, la nucleasa Cas puede ser una proteina Cas3. En
algunas formas de realizacién, la nucleasa Cas puede ser de un sistema CRISPR/Cas
de tipo lll. En algunas formas de realizacion, la nucleasa Cas puede tener una
actividad de escision de ARN.

[00510]En algunas formas de realizacion, el agente de fijacién a ADN guiado por ARN
tiene actividad de nickasa monocatenaria, es decir, puede cortar una cadena de ADN
para producir una rotura monocatenaria, también denominada “"corte". En algunas
formas de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN comprende una
nickasa Cas. Una nickasa es una enzima que crea un corte en dsADN, es decir, corta
una cadena y no la otra de la doble hélice de ADN. En algunas formas de realizacion,
una nickasa Cas es una version de una nucleasa Cas (por ejemplo, una nucleasa Cas
analizada anteriormente) en la que un sitio activo endonucleolitico es inactivado, por
ejemplo, por una o mas alteraciones (por ejemplo, mutaciones puntuales) en un
dominio catalitico. Ver, por ejemplo, la patente estadounidense N.° 8.889.356 para
encontrar un andlisis de nickasas Cas y alteraciones de dominio catalitico de ejemplo.
En algunas formas de realizacién, una nickasa Cas, tal como una nickasa Cas9, tiene
un dominio RuvC o HNH inactivado.

[00511]En algunas formas de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN
estd modificado para contener solo un dominio de nucleasa funcional. Por ejemplo, la
proteina del agente puede estar modificada de manera tal que uno de los dominios de
nucleasa esté mutado o total o parcialmente eliminado a fin de reducir su actividad de
escision de acido nucleico. En algunas formas de realizacién, se usa una nickasa que
tiene un dominio RuvC con actividad reducida. En algunas formas de realizacién, se
usa una nickasa que tiene un dominio RuvC inactivo. En algunas formas de
realizacién, se usa una nickasa que tiene un dominio HNH con actividad reducida. En
algunas formas de realizacion, se usa una nickasa que tiene un dominio HNH inactivo.
[00512]En algunas formas de realizacién, un aminoacido conservado dentro de un
dominio de nucleasa de proteina Cas esta sustituido para reducir o alterar la actividad
de nucleasa. En algunas formas de realizacion, una nucleasa Cas puede comprender
una sustitucion de aminoéacidos en el dominio de nucleasa RuvC o similar a RuvC. Las
sustituciones de aminoacidos de ejemplo en el dominio de nucleasa RuvC o similar a

RuvC incluyen D10A (basada en la proteina Cas9 de S. pyogenes). Ver, por ejemplo,
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Zetsche et al. (2015) Cell Oct 22:163(3): 759-771. En algunas formas de realizacién, la
nucleasa Cas puede comprender una sustitucion de aminoacidos en el dominio de
nucleasa HNH o similar a HNH. Las sustituciones de aminoacidos de ejemplo en el
dominio de nucleasa HNH o similar a HNH incluyen E762A, H840A, N863A, H983A y
D986A (basadas en la proteina Cas9 de S. pyogenes). Ver, por ejemplo, Zetsche et al.
(2015). Otras sustituciones de aminoacidos de ejemplo incluyen D917A, E1006A y
D1255A (basadas en la secuencia Ull2 Cpfl de Francisella novicida (FnCpfl)
(UniProtkB - AOQ7Q2 (CPF1_FRATN)).

[00513]En algunas formas de realizacion, se proporciona un mARN que codifica una
nickasa en combinacién con un par de ARN guia que son complementarios a las
cadenas sentido y antisentido de la secuencia diana, respectivamente. En esta forma
de realizacion, los ARN guia dirigen la nickasa a una secuencia diana e introducen una
DSB al generar un corte en cadenas opuestas de la secuencia diana (es decir, corte
doble). En algunas formas de realizacion, el uso de un corte doble puede mejorar la
especificidad y reducir los efectos secundarios. En algunas formas de realizacion, se
usa una nickasa junto con dos ARN guia distintos que se dirigen a cadenas opuestas
de ADN para producir un corte doble en el ADN diana. En algunas formas de
realizacion, se usa una nickasa junto con dos ARN guia distintos que se seleccionan
para que estén cerca para producir un corte doble en el ADN diana.

[00514]En algunas formas de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN
carece de actividad de escindasa y nickasa. En algunas formas de realizacion, el
agente de fijacién a ADN guiado por ARN comprende un polipéptido de fijacion a ADN
dCas. Un polipéptido dCas tiene actividad de fijacibn a ADN, mientras que carece
esencialmente de actividad catalitica (escindasa/nickasa). En algunas formas de
realizacion, el polipéptido dCas es un polipéptido dCas9. En algunas formas de
realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN que carece de actividad de
escindasa y nickasa o el polipéptido de fijacion a ADN dCas es una version de una
nucleasa Cas (por ejemplo, una nucleasa Cas analizada anteriormente) en la que sus
sitios activos endonucleoliticos son inactivados, por ejemplo, por una o mas
alteraciones (por ejemplo, mutaciones puntuales) en sus dominios cataliticos. Ver, por
ejemplo, US 2014/0186958 Al; US 2015/0166980 Al.

[00515]En algunas formas de realizacion, el agente de fijaciéon a ADN guiado por ARN
comprende uno o mas dominios funcionales heterélogos (por ejemplo, es 0 comprende
un polipéptido de fusion).

[00516]En algunas formas de realizacion, el dominio funcional heterélogo puede
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facilitar el transporte del agente de fijacion a ADN guiado por ARN al nucleo de una
célula. Por ejemplo, el dominio funcional heterélogo puede ser una sefial de
localizacién nuclear (NLS). En algunas formas de realizacién, el agente de fijacién a
ADN guiado por ARN puede estar fusionado con 1-10 NLS. En algunas formas de
realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN puede estar fusionado con 1-5
NLS. En algunas formas de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN
puede estar fusionado con una NLS. Cuando se usa una NLS, la NLS puede estar
ligada en el terminal N o el terminal C de la secuencia de agente de fijacién a ADN
guiado por ARN. También puede insertarse dentro de la secuencia de agente de
fijacidbn a ADN guiado por ARN. En otras formas de realizacion, el agente de fijaciéon a
ADN guiado por ARN puede estar fusionado con méas de una NLS. En algunas formas
de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN puede estar fusionado con
2, 3,4 05 NLS. En algunas formas de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado
por ARN puede estar fusionado con dos NLS. En ciertas circunstancias, las dos NLS
pueden ser iguales (por ejemplo, dos SV40 NLS) o diferentes. En algunas formas de
realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN esta fusionado con dos
secuencias de SV40 NLS ligadas en el terminal carboxi. En algunas formas de
realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN puede estar fusionado con
dos NLS, una ligada en el terminal N y una en el terminal C. En algunas formas de
realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN puede estar fusionado con 3
NLS. En algunas formas de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN
puede no estar fusionado con NLS alguna. En algunas formas de realizacion, la NLS
puede ser una secuencia monopartita, tal como, por ejemplo, la SV40 NLS, PKKKRKV
(SEQ ID NO: 600) o PKKKRRYV (SEQ ID NO: 601). En algunas formas de realizacion,
la NLS puede ser una secuencia bipartita, tal como la NLS de nucleoplasmina,
KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 602). En una forma de realizacion especifica,
una sola NLS PKKKRKYV (SEQ ID NO: 600) puede estar ligada en el terminal C del
agente de fijacion a ADN guiado por ARN. Se incluyen opcionalmente uno o mas
ligadores en el sitio de fusion.

[00517]En algunas formas de realizacién, el dominio funcional heter6logo puede ser
capaz de modificar la semivida intracelular del agente de fijacion a ADN guiado por
ARN. En algunas formas de realizacion, se puede aumentar la semivida del agente de
fijacion a ADN guiado por ARN. En algunas formas de realizacion, la semivida del
agente de fijacion a ADN guiado por ARN puede reducirse. En algunas formas de

realizacion, el dominio funcional heterdlogo puede ser capaz de aumentar la
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estabilidad del agente de fijacibn a ADN guiado por ARN. En algunas formas de
realizacion, el dominio funcional heter6logo puede ser capaz de reducir la estabilidad
del agente de fijacibn a ADN guiado por ARN. En algunas formas de realizacion, el
dominio funcional heter6logo puede actuar como un péptido de sefial para la
degradacién de proteinas. En algunas formas de realizacién, la degradacién de
proteinas puede estar mediada por enzimas proteoliticas, tales como, por ejemplo,
proteasomas, proteasas lisosomales o proteasas calpainas. En algunas formas de
realizacion, el dominio funcional heterélogo puede comprender una secuencia PEST.
En algunas formas de realizacién, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN puede
modificarse mediante la adicion de ubiquitina o una cadena de poliubiquitina. En
algunas formas de realizacion, la ubiquitina puede ser una proteina similar a la
ubiquitina (UBL). Los ejemplos no limitativos de proteinas similares a la ubiquitina
incluyen un modificador similar a la ubiquitina pequefio (SUMO), una proteina de
reactividad cruzada de ubiquitina (UCRP, también denominada gen estimulado por
interferon 15 (1ISG15)), un modificador relacionado con la ubiquitina 1 (URM1), una
proteina de desarrollo regulada de manera descendente expresada en células
precursoras neuronales 8 (NEDDS8, también denominada Rubl en S. cerevisiae), un
antigeno leucocitario humano asociado a F (FAT10), autofagia 8 (ATGS8) y 12
(ATG12), una proteina similar a Fau ubiquitina (FUB1), una UBL anclada a la
membrana (MUB), un modificador de pliegue de ubiquitina 1 (UFM1) y una proteina
similar a la ubiquitina 5 (UBL5).

[00518]En algunas formas de realizacién, el dominio funcional heterélogo puede ser un
dominio de marcador. Los ejemplos no limitativos de dominios de marcador incluyen
proteinas fluorescentes, etiquetas de purificacién, etiquetas de epitopo y secuencias
de genes indicadores. En algunas formas de realizacién, el dominio de marcador
puede ser una proteina fluorescente. Los ejemplos no limitativos de proteinas
fluorescentes adecuadas incluyen proteinas fluorescentes verdes (por ejemplo, GFP,
GFP-2, tagGFP, turboGFP, sfGFP, EGFP, Emerald, Azami Green, Azami Green
monomeérica, CopGFP, AceGFP, ZsGreenl), proteinas fluorescentes amarillas (por
ejemplo, YFP, EYFP, Citrine, Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellowl), proteinas
fluorescentes azules (por ejemplo, EBFP, EBFP2, Azurite, mKalamal, GFPuv,
Sapphire, T-sapphire), proteinas fluorescentes turquesas (por ejemplo, ECFP,
Cerulean, CyPet, AmCyanl, Midoriishi-Cyan), proteinas fluorescentes rojas (por
ejemplo, mKate, mKate2, mPlum, monémero DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-
Express, DsRed2, DsRed-Monomer, HcRed-Tandem, HcRedl, AsRed2, eqFP611,
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mRasberry, mStrawberry, Jred) y proteinas fluorescentes naranjas (mOrange, mKO,
Kusabira-Orange, Kusabira-Orange monomeérica, mTangerine, tdTomato) o cualquier
otra proteina fluorescente adecuada. En otras formas de realizacion, el dominio de
marcador puede ser una etiqueta de purificacién y/o una etiqueta de epitopo. Las
etiquetas de ejemplo no limitativas incluyen glutatién-S-transferasa (GST), proteina de
fijacion a quitina (CBP), proteina de fijacibn a maltosa (MBP), tiorredoxina (TRX),
poli(NANP), etiqueta de purificacion de afinidad en tandem (TAP), myc, AcV5, AUL,
AU5, E, ECS, E2, FLAG, HA, nus, Softag 1, Softag 3, Strep, SBP, Glu-Glu, HSV, KT3,
S, S1, T7, V5, VSV-G, 6xHis, 8xHis, proteina portadora de biotina carboxilo (BCCP),
poli-His y calmodulina. Los genes indicadores de ejemplo no limitativos incluyen
glutation-S-transferasa (GST), peroxidasa de rabano picante (HRP), cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), beta-galactosidasa, beta-glucuronidasa, luciferasa o proteinas
fluorescentes.

[00519]En formas de realizacion adicionales, el dominio funcional heterélogo puede
dirigir el agente de fijacion a ADN guiado por ARN a un orgénulo, tipo celular, tejido u
organo especifico. En algunas formas de realizacion, el dominio funcional heterélogo
puede dirigir el agente de fijacion a ADN guiado por ARN a la mitocondria.

[00520]En otras formas de realizacion, el dominio funcional heterdlogo puede ser un
dominio efector. Cuando el agente de fijacion a ADN guiado por ARN se dirige a su
secuencia diana, por ejemplo, cuando un gARN dirige una nucleasa Cas a una
secuencia diana, el dominio efector puede modificar o afectar la secuencia diana. En
algunas formas de realizacién, el dominio efector puede elegirse de un dominio de
fijacion a acido nucleico, un dominio de nucleasa (por ejemplo, un dominio de nucleasa
no Cas), un dominio de modificacion epigenética, un dominio de activacion
transcripcional o un dominio de represion transcripcional. En algunas formas de
realizacion, el dominio funcional heterélogo es una nucleasa, tal como una nucleasa
Fokl. Ver, por ejemplo, la patente estadounidense N.° 9.023.649. En algunas formas
de realizacion, el dominio funcional heterélogo es un activador o represor
transcripcional. Ver, por ejemplo, Qi et al., "Repurposing CRISPR as an RNA-guided
platform for sequence-specific control of gene expression"”, Cell 152:1173-83 (2013);
Perez-Pinera et al., "RNA-guided gene activation by CRISPR-Cas9-based transcription
factors”, Nat. Methods 10:973-6 (2013); Mali et al., "CAS9 transcriptional activators for
target specificity screening and paired nickases for cooperative genome
engineering”, Nat. Biotechnol. 31:833-8 (2013); Gilbert et al., "CRISPR-mediated
modular RNA-guided regulation of transcription in eukaryotes”, Cell 154:442-51 (2013).

108



Por definicion, el agente de fijaciéon a ADN guiado por ARN se vuelve esencialmente
un factor de transcripcion que puede dirigirse para que se fije a una secuencia diana
deseada mediante el uso de un ARN guia.

E. Determinacién de la eficacia de los gARN

[00521]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un gARN se determina cuando
se administra 0 expresa junto con otros componentes que forman una RNP. En
algunas formas de realizacién, el gARN se expresa junto con un agente de fijacion a
ADN guiado por ARN, tal como una proteina Cas, por ejemplo, Cas9. En algunas
formas de realizacién, el gARN se administra a, o expresa en, una linea celular que ya
expresa de manera estable una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una
nucleasa o nickasa Cas, por ejemplo, una nucleasa o nickasa Cas9. En algunas
formas de realizacion, el gARN se administra a una célula como parte de una RNP. En
algunas formas de realizacién, el gARN se administra a una célula junto con un mARN
que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN, tal como una nucleasa o nickasa
Cas, por ejemplo, una nucleasa o nickasa Cas9.

[00522]Como se describe en la presente, el uso de una nucleasa de ADN guiada por
ARN y un ARN guia divulgados en la presente puede conducir a roturas bicatenarias
(DSB), una rotura monocatenaria y/o de fijacion especifica al sitio que dan como
resultado las modificaciones de acido nucleico en el ADN, las cuales pueden producir
errores en forma de mutaciones de insercion/eliminacion (indel) tras las reparaciones
realizadas por la maquinaria celular. Muchas mutaciones debido a indeles alteran el
marco de lectura o introducen codones de detencién prematuros y, por lo tanto,
producen una proteina no funcional.

[00523]En algunas formas de realizacion, la eficacia de gARN particulares se
determina en funcién de modelos in vitro. En algunas formas de realizacion, el modelo
in vitro son células HEK293 que expresan Cas9 (HEK293 Cas9) de manera estable.
En algunas formas de realizacién, el modelo in vitro son células de hepatocarcinoma
humano HUH7. En algunas formas de realizacién, el modelo in vitro son células
HepG2. En algunas formas de realizacion, el modelo in vitro son hepatocitos primarios
humanos. En algunas formas de realizacion, el modelo in vitro son hepatocitos
primarios de Macaca fascicularis. Con respecto al uso de hepatocitos primarios
humanos, se pueden usar hepatocitos primarios humanos disponibles en el comercio
para proporcionar una mayor consistencia entre experimentos. En algunas formas de
realizacién, la cantidad de sitios secundarios en los que ocurre una eliminacién o

insercion en un modelo in vitro (por ejemplo, en hepatocitos primarios humanos) se
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determina, por ejemplo, al analizar ADN gendmico de hepatocitos primarios humanos
transfectados in vitro con mARN de Cas9 y el ARN guia. En algunas formas de
realizacion, tal determinacion comprende analizar ADN genémico de hepatocitos
primarios humanos transfectados in vitro con mARN de Cas9, el ARN guia y un
oligonucledtido donante. Se proporcionan procedimientos de ejemplo para tales
determinaciones en los ejemplos de trabajo mas adelante.

[00524]En algunas formas de realizacion, la eficacia de gARN particulares se
determina en mdltiples modelos de células in vitro para un proceso de seleccion de
gARN. En algunas formas de realizacién, se lleva a cabo una comparacion entre
lineas celulares de datos con gARN seleccionados. En algunas formas de realizacion,
se lleva a cabo un cribado cruzado en mdltiples modelos celulares. En algunas formas
de realizacion, la eficacia de gARN particulares se determina en PHH o PCH para un
proceso de seleccion de gARN.

[00525]En algunas formas de realizacion, la eficacia de gARN particulares se
determina en funcion de modelos in vivo. En algunas formas de realizacion, el modelo
in vivo es un modelo de roedor. En algunas formas de realizacién, el modelo de roedor
es un ratén que expresa un gen KLKB1. En algunas formas de realizacion, el modelo
de roedor es un raton que expresa un gen KLKB1 humano. En algunas formas de
realizacion, el modelo in vivo es un primate no humano, por ejemplo, Macaca
fascicularis.

[00526]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se mide en
funciéon del porcentaje de edicion de KLKB1. Se puede calcular el porcentaje de
indeles a partir de la secuenciacion de NGS. En algunas formas de realizacion, el
porcentaje de edicién de KLKB1 se compara con el porcentaje de edicidon necesario
para lograr la inactivacién de la proteina precalicreina y/o calicreina, por ejemplo, de
medios de cultivo celular o lisados celulares en el caso de un modelo in vitro o plasma
que contiene niveles en circulacién en el caso de un modelo in vivo.

[00527]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se mide en
funcion de la cantidad y/o frecuencia de indeles en secuencias no diana dentro del
genoma del tipo celular diana. En algunas formas de realizacion, se proporcionan ARN
guia eficaces que producen indeles en sitios secundarios con frecuencias muy bajas
(por ejemplo, <5 %) en una poblacién celular y/o en relacién con la frecuencia de
creacion de indeles en el sitio diana. Por lo tanto, la divulgacién proporciona ARN guia
que no exhiben formacion de indeles secundaria en el tipo celular diana (por ejemplo,

un hepatocito tal como PHH), o que producen una frecuencia de formacion de indeles

110



secundaria de <5 % en una poblacion celular y/o en relacion con la frecuencia de
creacion de indeles en el sitio diana. En algunas formas de realizacion, la divulgacion
proporciona ARN guia que no exhiben ninguna formacién de indeles secundaria en el
tipo celular diana (por ejemplo, un hepatocito). En algunas formas de realizacién, se
proporcionan ARN guia que producen indeles en menos de 5 sitios secundarios, por
ejemplo, segln lo evaluado a través de uno o mas métodos descritos en la presente.
En algunas formas de realizacién, se proporcionan ARN guia que producen indeles en
menos de, o igual a, 4, 3, 2 o 1 sitio secundario, por ejemplo, segin lo evaluado
mediante uno o mas métodos descritos en la presente. En algunas formas de
realizacion, los sitios secundarios no ocurren en una regién codificante de proteinas en
el genoma de la célula diana (por ejemplo, hepatocito).

[00528]En algunas formas de realizacion, se utiliza amplificacion lineal para detectar
eventos de edicibn de genes, tal como la formacibn de mutaciones de
insercidn/eliminacion (“indel"), translocaciones y eventos de reparacion dirigida por
homologia (HDR) en el ADN diana. Por ejemplo, se puede utilizar amplificacion lineal
con un cebador etiquetado con una secuencia Unica y el aislamiento de los productos
de amplificacion etiquetados (en adelante denominado método "UnIT" o
"Tagmentacién de identificador Unico").

[00529]En algunas formas de realizacién, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de KLKB1, pKal, KLKB1 total (precalicreina + pKal), la actividad de
KLKB1, HMWK, la actividad de HMWK, y/o bradiquinina, en una muestra tal como un
fluido corporal, por ejemplo, suero, plasma o sangre.

[00530]En algunas formas de realizacién, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de mARN de KLKB1. Una disminucion en los niveles de mARN de
KLKB1 es indicativa de un ARN guia eficaz.

[00531]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de bradiquinina en una muestra tal como un fluido corporal, por
ejemplo, suero, plasma o sangre.

[00532]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de bradiquinina y/o sus productos de degradacion en una muestra.
En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al medir los
niveles de bradiquinina y/o sus productos de degradacion en suero o en plasma. Una
disminucion en los niveles de bradiquinina y/o sus productos de degradacién en suero
o en plasma es indicativa de un ARN guia eficaz.

[00533]Un método para detectar bradiquinina en sangre circulante se proporciona en
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Ferreira, et al.,, Br. J. Pharmac. Chemother. (1967), 29, 367-377. La bradiquinina
también puede detectarse mediante un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) con medios de cultivo celular o suero o plasma. (Ver, por ejemplo, Abcam N.°
de cat. ab136936; Markit-M Bradiquinina (Gentaur)). En algunas formas de realizacion,
los niveles de bradiquinina se miden en los mismos sistemas o modelos in vitro o in
vivo utilizados para medir la edicién. En algunas formas de realizacién, los niveles de
bradiquinina se miden en células, por ejemplo, hepatocitos primarios humanos. En
algunas formas de realizacién, los niveles de bradiquinina se miden en un fluido, tal
como suero o0 plasma. En algunas formas de realizacién, se miden los niveles en
circulacion de bradiquinina.

[00534]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de calicreina total (precalicreina y calicreina en plasma (pKal)) en
una muestra. En algunas formas de realizacién, la eficacia de un ARN guia se
determina al medir los niveles de calicreina total en una muestra tal como un fluido
corporal, por ejemplo, suero, plasma o sangre. En algunas formas de realizacion, la
eficacia de un ARN guia se determina al medir los niveles de calicreina total en suero
0 en plasma. Una disminucion en los niveles de calicreina total en suero o en plasma
es indicativa de un ARN guia eficaz. En algunas formas de realizacion, la calicreina
total en suero y/o en plasma disminuye por debajo de 40 % de los niveles iniciales. En
algunas formas de realizacion, los niveles de calicreina total se miden con un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) con suero, plasma o medios de cultivo
celular. En algunas formas de realizacion, los niveles de calicreina total se miden en
los mismos sistemas o modelos in vitro o in vivo utilizados para medir la edicién. En
algunas formas de realizacion, los niveles de calicreina total se miden en células, por
ejemplo, hepatocitos primarios humanos. En algunas formas de realizacion, los niveles
de calicreina total se miden en células PHH y PCH.

[00535]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de precalicreina y/o calicreina en una muestra tal como un fluido
corporal, por ejemplo, suero, plasma o sangre. En algunas formas de realizacion, la
eficacia de un ARN guia se determina al medir los niveles de precalicreina y/o
calicreina en suero o en plasma. Una disminucién en los niveles de precalicreina y/o
calicreina en suero o en plasma es indicativa de un ARN guia eficaz. En algunas
formas de realizacion, los niveles de precalicreina y/o calicreina se miden con un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) con suero, plasma o medios de
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calicreina se miden en los mismos sistemas 0 modelos in vitro o in vivo utilizados para
medir la edicion. En algunas formas de realizacion, los niveles de precalicreina y/o
calicreina se miden en células, por ejemplo, hepatocitos primarios humanos, en
plasma o en medios de cultivo celular. En algunas formas de realizacién, los niveles de
precalicreina y/o calicreina se miden en una muestra de plasma. En algunas formas de
realizacion, los niveles de precalicreina y/o calicreina se miden en una muestra de
suero. Los niveles de proteina de precalicreina y/o pKal se miden opcionalmente
mediante ELISA después de una etapa de activacién para convertir la precalicreina en
su forma activa, pKal.

[00536]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de precalicreina en una muestra. En algunas formas de realizacion,
la eficacia de un ARN guia se determina al medir los niveles de precalicreina en una
muestra tal como un fluido corporal, por ejemplo, suero, plasma o sangre. En algunas
formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al medir los niveles de
precalicreina en suero o en plasma. Una disminucion en los niveles de precalicreina
en suero o en plasma es indicativa de un ARN guia eficaz. En algunas formas de
realizacion, la precalicreina en suero y/o en plasma se reduce al menos 60 %, 70 %,
80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas. En algunas formas de realizacién, la calicreina total en
suero y/o en plasma, precalicreina y/o calicreina disminuye en alrededor de 60-80 %,
60-90 %, 60-95 %, 60-100 %, 85-95 % u 85-100 %. En algunas formas de realizacion,
los niveles de precalicreina se miden con un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) con suero, plasma o medios de cultivo celular. En algunas formas de
realizacion, los niveles de precalicreina se miden en los mismos sistemas 0 modelos in
vitro o in vivo utilizados para medir la edicién. En algunas formas de realizacion, los
niveles de precalicreina se miden en células, por ejemplo, hepatocitos primarios
humanos, en plasma o en medios de cultivo celular. En algunas formas de realizacion,
los niveles de precalicreina se miden en una muestra de plasma. En algunas formas
de realizacion, los niveles de precalicreina se miden en una muestra de suero.
[00537]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de pKal en una muestra. En algunas formas de realizacion, la
eficacia de un ARN guia se determina al medir los niveles de pKal en suero o en
plasma. Una disminucion en el nivel de pKal en suero o en plasma es indicativa de un
ARN guia eficaz. En algunas formas de realizacién, el nivel de pKal se reduce al
menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas. En algunas formas de realizacion,
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60-100 %, 85-95 % u 85-100 %. En algunas formas de realizacion, los niveles de pKal
se miden con un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) con suero,
plasma o medios de cultivo celular. En algunas formas de realizacion, los niveles de
pKal se miden en los mismos sistemas o modelos in vitro o in vivo utilizados para
medir la edicion. En algunas formas de realizacion, los niveles de pKal se miden en
células, por ejemplo, hepatocitos primarios humanos, en plasma o en medios de
cultivo celular. En algunas formas de realizacidn, los niveles de pKal se miden en una
muestra de plasma. En algunas formas de realizacion, los niveles de pKal se miden en
una muestra de suero.

[00538]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir los niveles de HMWK escindido en circulacion (c(HMWK) y HMWK total en suero
citratado o en plasma citratado. En algunas formas de realizacion, la eficacia de un
ARN guia se determina al medir los niveles de HMWK escindido en circulacion
(cHMWK) y HMWK total en suero citratado o en plasma citratado. Una disminucion en
la proporcion de HMWK escindido en comparacion con HMWK total es indicativa de un
ARN guia eficaz. En algunas formas de realizacion, la proporcion de HMWK escindido
en comparacion con HMWK total puede dirigirse a una relacién de cHMWK en plasma
en circulacion con respecto a HMWK total de menos de alrededor de 60 %. En algunas
formas de realizacion la relacibn de cHMWK con respecto a HMWK es menor de
alrededor de 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 50 % o mas. En algunas
formas de realizacién, los niveles de precalicreina se miden con ensayo de
transferencia Western con suero, plasma o medios de cultivo celular. En algunas
formas de realizacion, los niveles de cHMWK y HMWK total se miden en los mismos
sistemas 0 modelos in vitro o in vivo utilizados para medir la edicién. En algunas
formas de realizacién, los niveles de cHMWK y HMWK total se miden en células, por
ejemplo, hepatocitos primarios humanos, en plasma o en medios de cultivo celular. En
algunas formas de realizacion, los niveles de cHMWK y HMWK total se miden en una
muestra de plasma. En algunas formas de realizacion, los niveles de cHMWK y HMWK
total se miden en una muestra de suero.

[00539]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
medir la actividad de pKal en una muestra. Una disminucién en la actividad de pKal es
indicativa de un ARN guia eficaz. En algunas formas de realizacion, la eficacia de un
ARN guia se determina al medir la actividad de pKal en suero o en plasma.

[00540]En algunas formas de realizacion, la actividad de pKal se mide como la
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convertir HMWK en cHMWK (ver Banerji et al., N Engl J Med 2017;376:717-28.). Una
disminucién en la proporcién final de cHMWK con respecto a HMWK total indica una
disminucién en la actividad de pKal. Los niveles de cHMWK y HMWK de longitud
completa pueden medirse por transferencia Western. En otras formas de realizacion,
la actividad de pKal se mide como la capacidad de una muestra de suero citratado o
una muestra de plasma citratado para escindir enzimaticamente un sustrato de péptido
similar a HWMK, en cuyo caso una disminucion en la escisién del sustrato indica una
disminucién en la actividad de pKal.

[00541]En algunas formas de realizacidn, la actividad de pKal se reduce en al menos
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas. En algunas formas de
realizacion, la actividad de pKal disminuye en alrededor de 60-80 %, 60-90 %, 60-
95 %, 60-100 %, 85-95 % u 85-100 %. En algunas formas de realizacion, la actividad
de pKal se reduce a menos de alrededor de 40 % de los niveles iniciales. En algunas
formas de realizacion, la actividad de pKal se reduce a alrededor de 40-50 % de los
niveles iniciales. En algunas formas de realizacion, la actividad de pKal se reduce a
20-40 o 20-50 % de los niveles iniciales. En algunas formas de realizacion, los niveles
de la actividad de pKal se miden en los mismos sistemas o modelos in vitro o in vivo
utilizados para medir la edicion. En algunas formas de realizacion, los niveles de
actividad de pKal se miden en células, por ejemplo, hepatocitos primarios humanos, en
plasma o en medios de cultivo celular. En algunas formas de realizacién, los niveles de
actividad de pKal se miden en una muestra de plasma. En algunas formas de
realizacion, los niveles de pKal se miden en una muestra de suero.

Il. Métodos terapéuticos

[00542]Los gARN Yy los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente
son Utiles para tratar y prevenir el HAE y para prevenir los sintomas del HAE. En
algunas formas de realizacién, los gARN y los métodos y composiciones asociados
son (tiles para reducir la frecuencia de los ataques de HAE. En algunas formas de
realizacion, los gARN y los métodos y composiciones asociados son Utiles para
prevenir los ataques de HAE. En algunas formas de realizacion, los gARN divulgados
en la presente son Utiles para tratar y prevenir la produccién y acumulacién de
bradiquinina, la hinchazén inducida por bradiquinina, la obstruccién de las vias
respiratorias por angioedema o la asfixia. En algunas formas de realizacion, los gARN
divulgados en la presente son utiles para tratar y prevenir el angioedema y los ataques
provocados por HAE. En algunas formas de realizacion, los gARN divulgados en la
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como los ataques de HAE. En algunas formas de realizacion, los gARN divulgados en
la presente son Utiles para reducir la gravedad de los ataques de angioedema. En
algunas formas de realizacion, los gARN divulgados en la presente son Utiles para
reducir la frecuencia y/o la gravedad de los ataques, tales como los ataques de HAE.
En algunas formas de realizacién, los gARN divulgados en la presente son Utiles para
lograr la remisién de los ataques de angioedema, tales como los ataques de HAE. En
algunas formas de realizacion, los gARN divulgados en la presente son Utiles para
lograr una remision duradera, por ejemplo, para mantenerla durante al menos 1 mes, 2
meses, 4 meses, 6 meses, 1 afio, 2 afios, 5 afios, 10 afios 0 mas.

[00543]Los gARN y los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente
son utiles para disminuir la produccién de mARN de KLKB1. Por lo tanto, en un
aspecto, la eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse al medir los niveles de
MARN de KLKB1, en donde una disminucién en niveles de mARN de KLKB1 indica la
eficacia.

[00544]Los gARN y los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente
son utiles para disminuir los niveles de proteina precalicreina en plasma o en suero.
Por lo tanto, en un aspecto, la eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse al
medir los niveles de proteina precalicreina o los niveles de proteina calicreina total, en
donde una disminucion en la proteina precalicreina y/o calicreina indica la eficacia. En
algunas formas de realizacion, la eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse
al medir la proteina precalicreina en una muestra, tal como suero o plasma, en donde
una disminucién en precalicreina indica la eficacia. Por ejemplo, la precalicreina en
plasma o en suero puede medirse por ELISA como se describe en Ferrone JD,
Bhattacharjee G, Revenko AS, et al. IONIS-PKKg, a Novel Antisense Inhibitor of
Prekallikrein and Bradykinin Production. Nucleic Acid Ther. 2019;29(2):82-91. De
manera similar, la calicreina puede medirse por ELISA como se describe en la
presente, y la administracion de los gARN divulgados en la presente puede disminuir
los niveles de proteina calicreina en plasma o en suero.

[00545]Los gARN y los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente
son utiles para disminuir los niveles de proteina calicreina total (precalicreina y pKal)
en plasma o en suero. Por lo tanto, en un aspecto, la eficacia del
tratamiento/prevencion puede evaluarse al medir los niveles de proteina calicreina
total (precalicreina y pKal), en donde una disminucién en la proteina calicreina total
indica la eficacia. La calicreina total, precalicreina y/o calicreina pueden medirse antes
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realizacion, la eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse al medir la
precalicreina y/o la proteina pKal en una muestra, tal como suero o plasma, en donde
una disminucion en la proteina precalicreina indica la eficacia. En algunas formas de
realizacion, la eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse al medir la proteina
pKal en una muestra, tal como suero o plasma, en donde una disminucién en la
proteina pKal indica la eficacia. Por ejemplo, los niveles de precalicreina y proteina
pKal pueden medirse por ELISA, por ejemplo mediante el uso del kit ELISA para
humanos de precalicreina y calicreina (Abcam, Eugene, OR). Los niveles de proteina
de precalicreina y/o pKal se miden opcionalmente mediante ELISA después de una
etapa de activacion para convertir la precalicreina en su forma activa, pKal.

[00546]Los gARN y los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente
son utiles para disminuir la proporcion de HMWK escindido en circulaciéon (cHMWK) en
comparacion con HMWK total en suero citratado o plasma citratado. Por lo tanto, en
un aspecto, la eficacia del tratamiento/prevencién puede evaluarse al medir los niveles
de proteina de HMWK total y cHMWK, en donde una disminucién en la proporcién de
HMWK escindido indica la eficacia. En algunas formas de realizacion, la eficacia del
tratamiento/prevencion puede evaluarse al medir los niveles de proteina de HMWK
total y cHMWK en una muestra, tal como suero o plasma, en donde una disminucién
en la proporcion de cHMWK indica la eficacia. Por ejemplo, la proporcion de cHMWK
en comparacién con HMWK total en suero citratado o muestras de plasma citratado
puede medirse por transferencia Western como se describe en Suffritti C, Zanichelli A,
Maggioni L, Bonanni E, Cugno M, Cicardi M. High-molecular weight kininogen
cleavage correlates with disease states in the bradykinin-mediated angioedema due to
hereditary Cl-inhibitor deficiency. Clin Exp Allergy 2014;44:1503-14 y en Banerji A,
Busse P, Shennak M, et al. Inhibiting plasma kallikrein for hereditary angioedema
prophylaxis. N Engl J Med 2017;376:717-28.

[00547]Los niveles de cHMWK en plasma en circulacion por debajo de alrededor de
30 % HMWK total se asociaron con disminuciones en los ataques de HAE en
pacientes tratados con lanadelumab (ver Banerji, et al., 2017). En este mismo estudio,
los controles sanos tuvieron niveles plasméticos de cHMWK de alrededor de 8,3 %
HMWK total. En otro estudio, Suffriti et al. encontraron niveles plasmaticos de cHMWK
de un promedio de alrededor de 34,8 % en controles normales, alrededor de 41,4 %
en pacientes con HAE en remision y alrededor de 58,1 % en pacientes con HAE
durante un ataque (Suffritti, et al. Clin Exp Allergy 2014;44:1503-14). En consecuencia,

en algunas formas de realizacién, los gARN y los métodos y composiciones asociados
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divulgados en la presente son Uutiles para reducir niveles de cHMWK en circulacién de
manera tal que un sujeto exhiba una cantidad reducida de ataques de HAE. En
algunas formas de realizacién, los gARN y los métodos y composiciones asociados
divulgados en la presente son Utiles para reducir la proporcion de cHMWK de un sujeto
en plasma citratado por debajo de 30 %. En algunas formas de realizacion, los gARN y
los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente son Utiles para
reducir la proporcién de cHMWK de un sujeto en plasma citratado por debajo de 30 %,
20% y/o 10 %. En algunas formas de realizacion, los gARN y los métodos y
composiciones asociados divulgados en la presente son Utiles para reducir la
proporcion de cHMWK de un sujeto en plasma citratado a alrededor de las de los
controles sanos.

[00548]Los gARN y los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente
pueden ser Utiles para disminuir la actividad de pKal espontdnea en suero o en
plasma. Por lo tanto, en un aspecto, la eficacia del tratamiento/prevencion puede
evaluarse al medir la actividad de pKal espontanea, en donde una disminucién en la
actividad de pKal espontanea indica la eficacia. En algunas formas de realizacion, la
eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse al medir la actividad de pKal
espontdnea en una muestra, tal como suero o plasma, en donde una disminucién en la
actividad de pKal espontanea indica la eficacia. En ciertas formas de realizacion, los
gARN y los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente son Utiles
para disminuir el nivel inicial de pKal en circulaciéon y la actividad de pKal en
circulacion.

[00549]Los gARN y los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente
pueden ser Utiles para disminuir la actividad de pKal inducible en suero o en plasma.
Por lo tanto, en un aspecto, la eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse al
medir la actividad de pKal inducible, en donde una disminucién en la actividad de pKal
inducible indica la eficacia. En algunas formas de realizacién, la eficacia del
tratamiento/prevencion puede evaluarse al medir la actividad de pKal inducible en una
muestra, tal como suero o plasma, en donde una disminucion en la actividad de pKal
inducible indica la eficacia. En algunos ejemplos, la actividad de pKal puede inducirse
mediante la exposicion de una muestra a FXlla (ver Banerji et al., N Engl J Med
2017;376:717-28.) En algunos ejemplos, la actividad de pKal puede inducirse
mediante la incubacién de una muestra con sulfato de dextrano (ver Ferrone, et al.
Nucleic Acid Ther. 2019;29(2):82-91.) En algunos ejemplos, la actividad de pKal

puede inducirse mediante la adicion de acido elagico a una muestra (Aygoren-Pursun,
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et al., J Allergy Clin Immunol 2016; 138: 934-936.)

[00550]En algunos ejemplos, la actividad de pKal se mide como la capacidad de una
muestra de suero citratado o una muestra de plasma citratado para convertir HMWK
en cHMWK (ver Banerji et al., N Engl J Med 2017;376:717-28.) en donde una
disminucién en la proporcién final de cHMWK con respecto a HMWK total indica una
disminucién en la actividad de pKal. La proporcion de cHMWK y HMWK de longitud
completa puede medirse por transferencia Western, por ejemplo como lo describen
Suffritti, et al., Clin Exp Allergy 2014;44:1503-14. En otros ejemplos, la actividad de
pKal se mide como la capacidad de una muestra de suero citratado o una muestra de
plasma citratado para escindir enzimaticamente un sustrato de péptido similar a
HWMK, en cuyo caso una disminucion en la escision del sustrato indica una
disminucion en la actividad de pKal. En un ejemplo, el péptido de sustrato puede ser el
sustrato cromogénico péptido de H-D-Pro-Phe-Arg- p-nitroanilida (Bachem, N.° de cat.
L-2120) y la escision se puede medir como un cambio en A405 (ver Defendi et al.,
PLoS One 2013;8:e70140). En otro ejemplo, el péptido de sustrato puede ser el
sustrato fluorogénico H-Pro-Phe-Arg-AMC (Sigma, N.° de cat. P9273) y la escision se
puede medir como cambios de fluorescencia como longitudes de onda de excitacion y
emisiéon a 360 y 480 nm, respectivamente (ver Banerji, et al., N Engl J Med
2017;376:717-28).

[00551]En un estudio, la reduccion de la actividad de pKal inducida en mas de 40 % se
asocié con una reduccion de los ataques de HAE (Banerji, et al., N Engl J Med
2017;376:717-28). Reduccion de la actividad pKal inducida en al menos 50 % se
asocié con una reduccion de los ataques de HAE con un tratamiento mediante
BCX7353 (Aygoren-Pirsin, et al., N Engl J Med 2018; 379:352-362). Las reducciones
de la actividad pKal inducida en 60 % se han asociado con una reduccién de los
ataques en el tratamiento con lanadelumab (Banerji, et al., N Engl J Med
2017;376:717-28). En consecuencia, en algunas formas de realizacién, la
administracién de los gARN y las composiciones divulgados en la presente son Utiles
para reducir la actividad de calicreina, por ejemplo la calicreina total, la precalicreina,
y/o la actividad de pKal) de manera tal que un sujeto exhiba menos ataques de HAE.
[00552]En algunas formas de realizacion, la administracion de los gARN vy las
composiciones divulgados en la presente reduce la actividad de pKal de un sujeto a
menos de alrededor de 40 % de los niveles iniciales. En algunas formas de realizacion,
la administracion de los gARN y las composiciones divulgados en la presente reduce

la actividad de pKal de un sujeto a alrededor de 40-50 % de los niveles iniciales. En
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algunas formas de realizacion, la administracion de los gARN y las composiciones
divulgados en la presente reduce la actividad de pKal de un sujeto a 20-40 % o 20-
50 % de los niveles iniciales.

[00553]En algunas formas de realizaciéon, uno o mas cualesquiera de los gARN,
composiciones o formulaciones farmacéuticas descritos en la presente son para usar
en la preparacion de un medicamento para tratar o prevenir una enfermedad o
trastorno en un sujeto. En algunas formas de realizacion, el tratamiento y/o prevencién
se logra con una dosis Unica, por ejemplo, un tratamiento de una sola vez, del
medicamento/composicién. En algunas formas de realizacion, la enfermedad o el
trastorno es HAE.

[00554]En algunas formas de realizacion, la invencion comprende un método para
tratar o prevenir una enfermedad o trastorno en un sujeto, que comprende administrar
uno o mas cualesquiera de los gARN, composiciones o formulaciones farmacéuticas
descritos en la presente. En algunas formas de realizacion, la enfermedad o el
trastorno es HAE. En algunas formas de realizacion, los gARN, composiciones o
formulaciones farmacéuticas descritos en la presente se administran como una dosis
anica, por ejemplo, en una sola vez. En algunas formas de realizacion, la dosis unica
logra un tratamiento y/o prevencion duraderos. En algunas formas de realizacion, el
método logra un tratamiento y/o prevencién duraderos. Como se usa en la presente,
tratamiento y/o prevencion duraderos incluye el tratamiento y/o la prevencién que se
extienden al menos i) 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o0 15 semanas; ii) 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 18, 24, 30 o0 36 meses; 0iii)) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 afios.
En algunas formas de realizacion, una dosis Unica de los gARN, composiciones o
formulaciones farmacéuticas descritos en la presente es suficiente para tratar y/o
prevenir cualquiera de las indicaciones descritas en la presente durante toda la vida
del sujeto.

[00555]En algunas formas de realizacion, la invencion comprende un método o uso
para modificar (por ejemplo, crear una rotura bicatenaria) un ADN diana que
comprende administrar uno o mas cualesquiera de los gARN, composiciones o
formulaciones farmacéuticas descritos en la presente. En algunas formas de
realizacion, el ADN diana es el gen KLKB1. En algunas formas de realizacién, el ADN
diana esta en un exon del gen KLKB1. En algunas formas de realizacion, el ADN diana
estdenelexonl, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 del gen KLKB1.
[00556]En algunas formas de realizacion, la invencion comprende un método o uso

para modular un gen diana que comprende administrar uno 0 mas cualesquiera de los
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gARN, composiciones o formulaciones farmacéuticas descritos en la presente. En
algunas formas de realizacion, la modulacién es la edicion del gen diana KLKB1. En
algunas formas de realizacion, la modulacion es un cambio en la expresion de la
proteina codificada por el gen diana KLKB1.

[00557]En algunas formas de realizacion, el método o uso da como resultado la
ediciébn de genes. En algunas formas de realizacién, el método o uso da como
resultado una rotura bicatenaria dentro del gen KLKB1 diana. En algunas formas de
realizacion, el método o uso da como resultado la formaciéon de mutaciones de indeles
durante la unién de extremos no homdlogos de la DSB. En algunas formas de
realizacion, el método o uso da como resultado una insercibn o eliminacién de
nucleétidos en un gen KLKB1 diana. En algunas formas de realizacion, la insercion o
eliminacién de nucledtidos en un gen KLKB1 diana conduce a una mutacion de
desplazamiento de marco o un codon de detencién prematuro que da como resultado
una proteina no funcional. En algunas formas de realizacion, la insercion o eliminacion
de nucleétidos en un gen KLKB1 diana conduce a una inactivacion o eliminacion de la
expresion del gen diana.

[00558]En algunas formas de realizacion, el método o uso da como resultado la
modulacion del gen KLKB1. En algunas formas de realizacién, la modulacién del gen
KLKB1 es una disminucion de la expresion génica. En algunas formas de realizacion,
el método o uso da como resultado una disminucién de la expresion de la proteina
codificada por el gen diana en una poblacién de células o in vivo.

[00559]En algunas formas de realizacion, se proporciona un método para inducir una
rotura bicatenaria (DSB) dentro del gen KLKB1, que comprende administrar una
composicion que comprende un ARN guia que comprende una o mas cualesquiera de
secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149. En algunas formas de realizacion, los gARN
que comprenden una o mas cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-
149 se administran para inducir una DSB en el gen KLKB1. Los ARN guia pueden
administrarse junto con una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa
Cas (por ejemplo, Cas9) o un mARN o vector que codifica una nucleasa de ADN
guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9).

[00560]En algunas formas de realizacion, se proporciona un método para modificar el
gen KLKB1, que comprende administrar una composicion que comprende un ARN
guia que comprende una o mas cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO:
1-149. En algunas formas de realizacién, los gARN que comprenden una o0 mas

cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 se administran para
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modificar el gen KLKB1. Los ARN guia pueden administrarse junto con una nucleasa
de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9) o un mARN o
vector que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa Cas
(por ejemplo, Cas9).

[00561]En algunas formas de realizacion, se proporciona es un método para tratar o
prevenir el angioedema hereditario (HAE), que comprende administrar una
composicién que comprende un ARN guia que comprende una o mas cualesquiera de
las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149. En algunas formas de realizacién, los
gARN que comprenden una o mas cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID
NO: 1-149 se administran para tratar o prevenir el HAE. Los ARN guia pueden
administrarse junto con una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa
Cas (por ejemplo, Cas9) o un mARN o vector que codifica una nucleasa de ADN
guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9).

[00562]En algunas formas de realizacién, se proporciona un método para disminuir o
eliminar la produccién y acumulacion de bradiquinina que comprende administra un
ARN guia que comprende una 0 mas cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID
NO: 1-149. Los ARN guia pueden administrarse junto con una nucleasa de ADN
guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9) o un mARN o vector
que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por
ejemplo, Cas9).

[00563]En algunas formas de realizacién, se proporciona un método para tratar o
prevenir la hinchazén inducida por bradiquinina, que comprende administrar un ARN
guia que comprende una 0 mas cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO:
1-149. Los ARN guia pueden administrarse junto con una nucleasa de ADN guiada por
ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9) o un mARN o vector que codifica
una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo,
Cas9).

[00564]En algunas formas de realizacién, se proporciona un método para tratar o
prevenir el angioedema inducido por bradiquinina, que comprende administrar un ARN
guia que comprende una 0 mas cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO:
1-149. Los ARN guia pueden administrarse junto con una nucleasa de ADN guiada por
ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9) o un mARN o vector que codifica
una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo,
Cas9).

[00565]En algunas formas de realizacién, se proporciona un meétodo para tratar o
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prevenir la obstruccién de las vias respiratorias y/o la asfixia, que comprende
administrar un ARN guia que comprende una o mas cualesquiera de las secuencias
guia de SEQ ID NO: 1-149. Los ARN guia pueden administrarse junto con una
nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9) o
un mARN o vector que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una
nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9).

[00566]En algunas formas de realizacion, los gARN que comprenden una 0 mas
cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 se administran para reducir
los niveles de bradigquinina en plasma, suero o sangre. Los gARN pueden
administrarse junto con una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa
Cas (por ejemplo, Cas9) o un mARN o vector que codifica una nucleasa de ADN
guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9).

[00567]En algunas formas de realizacion, los gARN que comprenden una o mas
cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 se administran para
disminuir la bradiquinina en suero o en plasma. Los gARN pueden administrarse junto
con una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una nucleasa Cas (por ejemplo,
Cas9) o un mARN o vector que codifica una nucleasa de ADN guiada por ARN tal
como una nucleasa Cas (por ejemplo, Cas9).

[00568]En algunas formas de realizacion, los gARN que comprenden las secuencias
guia de la Tabla 1, junto con una nucleasa de ADN guiada por ARN tal como una
nucleasa Cas, inducen DSB, y la union de extremos no homdélogos (NHEJ) durante la
reparacion conduce a una mutacion en el gen KLKB1. En algunas formas de
realizacion, la NHEJ conduce a una eliminacién o insercion de nucleétidos, lo que
induce una mutacién de desplazamiento de marco o sin sentido en el gen KLKBL1.
[00569]En algunas formas de realizacion, la administraciéon de los ARN guia de la
invencién (por ejemplo, en una composicidn proporcionada en la presente) disminuye
los niveles (por ejemplo, los niveles en suero o plasma) de calicreina, precalicreina y/o
calicreina total en el sujeto y, por lo tanto, previene la sobreproduccién y acumulacion
de bradiquinina. En algunas formas de realizacion, la administracion de los ARN guia
de la invencion (por ejemplo, en una composicién proporcionada en la presente)
disminuye los niveles de actividad de la calicreina (por ejemplo, los niveles en suero o
plasma) en el sujeto y, por lo tanto, previene la sobreproduccién y acumulacién de
bradiquinina.

[00570]En algunas formas de realizacion, los métodos proporcionados en la presente

dan como resultado menos ataques que incluyen la fuga de fluido a través de las
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células sanguineas a los tejidos. En algunas formas de realizacién, los métodos
proporcionados en la presente reducen los ataques que aumentan la hinchazén en los
tejidos de los 6rganos. En algunas formas de realizacion, la administracién de los ARN
guia de la invencién (por ejemplo, en una composicién proporcionada en la presente)
disminuye la frecuencia o la gravedad de los ataques de angioedema.

[00571]En algunas formas de realizacion, el sujeto es un mamifero. En algunas formas
de realizacion, el sujeto es un primate, por ejemplo, un ser humano.

[00572]En algunas formas de realizacion, se proporciona el uso de un ARN guia que
comprende una 0 mas cualesquiera de las secuencias guia de la Tabla 1 o la Tabla 2
(por ejemplo, en una composicion proporcionada en la presente) para la preparacion
de un medicamento para tratar a un sujeto humano que tiene HAE.

[00573]En algunas formas de realizacion, los ARN guia, las composiciones y las
formulaciones se administran por via intravenosa. En algunas formas de realizacion,
los ARN guia, las composiciones y las formulaciones se administran mediante infusion.
En algunas formas de realizacion, los ARN guia, las composiciones y las
formulaciones se administran en la circulacion hepatica.

[00574]En algunas formas de realizacion, una administracion Unica de una
composicion que comprende un ARN guia proporcionada en la presente es suficiente
para inactivar la expresiéon de la proteina. En otras formas de realizacién, mas de una
administracion de una composicién que comprende un ARN guia proporcionado en la
presente puede ser beneficiosa para maximizar los efectos terapéuticos.

[00575]En algunas formas de realizacién, el tratamiento ralentiza o detiene la
progresion de la enfermedad de HAE.

[00576]En algunas formas de realizacién, el tratamiento ralentiza o detiene la
progresion del angioedema. En algunas formas de realizacion, el tratamiento da como
resultado una mejora, estabilizacion o ralentizacion del cambio en los sintomas de
HAE.

A. Administracién de composiciones de gARN

[00577]Las nanoparticulas lipidicas (LNP) son un medio conocido de administracion de
carga de nucleétido y proteina, y se las puede usar para administrar los ARN guia,
composiciones o formulaciones farmacéuticas divulgados en la presente. En algunas
formas de realizacion, las LNP administran acido nucleico, proteina o acido nucleico
junto con proteina.

[00578]En algunas formas de realizacion, la invencion comprende un método para

administrar cualquiera de los gARN divulgados en la presente a un sujeto, en donde el
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0ARN esta asociado con una LNP. En algunas formas de realizacion, el gARN/LNP
también esta asociado con una Cas9 o un mARN que codifica Cas9.

[00579]En algunas formas de realizacion, la invencion comprende una composicion
que comprende cualquiera de los gARN divulgados y una LNP. En algunas formas de
realizacion, la composicién comprende ademas una Cas9 o un mARN que codifica
Cas9.

[00580]En algunas formas de realizacién, las LNP comprenden lipidos catiénicos. En
algunas formas de realizacién, las LNP comprenden (92,122)-3-((4,4-
bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-
9,12-dienoato, también denominado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato) u otro
lipido ionizable. Ver, por ejemplo, los lipidos de WO/2017/173054 y las referencias alli
descritas. En algunas formas de realizacion, las LNP comprenden relaciones molares
de una amina lipidica catiénica con respecto a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de
4,5, 5,0, 5,5, 6,0 0 6,5. En algunas formas de realizacion, los términos catiénico e
ionizable son intercambiables en el contexto de lipidos de LNP, por ejemplo, en donde
los lipidos ionizables son cationicos en funcion del pH.

[00581]En algunas formas de realizacion, las LNP asociadas con los gARN divulgados
en la presente son para su uso en la preparacion de un medicamento para tratar una
enfermedad o trastorno.

[00582]La electroporacion es un medio conocido para administrar la carga, y se puede
usar cualquier metodologia de electroporacion para administrar cualquiera de los
gARN divulgados en la presente. En algunas formas de realizacién, se puede usar
electroporacion para administrar cualquiera de los gARN divulgados en la presente y
Cas9 o un mARN que codifica Cas9.

[00583]En algunas formas de realizacién, la invencion comprende un método para
administrar cualquiera de los gARN divulgados en la presente a una célula ex vivo, en
donde el gARN esta asociado con una LNP o0 no estad asociado con una LNP. En
algunas formas de realizacion, el gARN/LNP o gARN también est4 asociado con una
Cas9 o un mARN que codifica Cas9.

[00584]En algunas formas de realizacion, las composiciones de ARN guia descritas en
la presente, solas o codificadas en uno o mas vectores, se formulan en una
nanoparticula lipidica o se administran a través de esta; ver, por ejemplo,
WO0/2017/173054 y WO 2019/067992, cuyo contenido se incorpora en la presente por

referencia en su totalidad.
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[00585]En ciertas formas de realizacion, la invencion comprende vectores de ADN o
ARN que codifican cualquiera de los ARN guia que comprenden una 0 mas
cualesquiera de las secuencias guia descritas en la presente. En algunas formas de
realizacién, ademés de las secuencias de ARN guia, los vectores comprenden
ademas 4acidos nucleicos que no codifican ARN guia. Los acidos nucleicos que no
codifican ARN guia incluyen, entre otros, promotores, potenciadores, secuencias
reguladoras y acidos nucleicos que codifican una nucleasa de ADN guiada por ARN,
que puede ser una nucleasa tal como Cas9. En algunas formas de realizacién, el
vector comprende una o mas secuencias de nucleotidos que codifican un crARN, un
trARN, o un crARN y trARN. En algunas formas de realizacion, el vector comprende
una o mas secuencias de nucledtidos que codifican un sgARN y un mARN que
codifican una nucleasa de ADN guiada por ARN, que puede ser una nucleasa Cas, tal
como Cas9 o Cpfl. En algunas formas de realizacion, el vector comprende una o mas
secuencias de nucleétidos que codifican un crARN, un trARN y un mARN que
codifican una nucleasa de ADN guiada por ARN, que puede ser una proteina Cas, tal
como Cas9. En una forma de realizacién, la Cas9 es de Streptococcus pyogenes (es
decir, Spy Cas9). En algunas formas de realizacion, la secuencia de nucleétidos que
codifica el crARN, trARN, o crARN y trARN (que puede ser un sgARN) comprende o
consiste en una secuencia guia flanqueada por la totalidad o una porcién de una
secuencia de repeticion de un sistema CRISPR/Cas natural. El 4cido nucleico que
comprende o consiste en el crARN, trARN, o crARN y trARN puede comprender
ademas una secuencia de vector en donde la secuencia de vector comprende o
consiste en 4cidos nucleicos que no se encuentran naturalmente con el crARN, trARN,
o0 crARN y trARN.

[00586]Esta descripcion y las formas de realizacion de ejemplo no deben considerarse
limitativas. A los fines de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, a
menos que se indique lo contrario, todos los numeros que expresan cantidades,
porcentajes 0 proporciones, y otros valores numéricos usados en la memoria
descriptivas y las reivindicaciones, han de entenderse como modificados en todos los
casos por la expresiéon "alrededor de", si es que no estan ya modificados de esa
manera. En consecuencia, a menos que se indique lo contrario, los parametros
numéricos establecidos en la siguiente memoria descriptiva y las reivindicaciones
adjuntas son aproximaciones que pueden variar en funcion de las propiedades

deseadas que se buscan obtener. Como minimo, y no como un intento de limitar la
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aplicacion de la doctrina de equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada
pardmetro numérico debe interpretarse, al menos, a la luz del nimero de digitos
significativos informados y mediante la aplicacion de técnicas de redondeo ordinarias.
[00587]Se observa que, como se usan en esta memoria descriptiva y las
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "una", "el" y "la", y cualquier uso
en singular de cualquier palabra, incluyen referentes plurales a menos que estén
limitadas expresa e inequivocamente a un referente. Como se usa en la presente, el
término "incluye" y sus variantes gramaticales no pretenden ser limitativos, de modo
que la enumeracion de elementos en una lista no implica la exclusion de otros
elementos similares que pueden sustituir los elementos enumerados o sumarse a
estos.
EJEMPLOS

[00588]Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas formas de
realizacion divulgadas y no deben considerarse limitativos del alcance de esta
divulgacion de manera alguna.
Ejemplo 1: Materiales y métodos

1.1 Transcripcion in vitro ("IVT") de mARN de nucleasa
[00589]Se generé mARN de Cas9 de Streptococcus pyogenes ("Spy") con terminacion
y poliadenilado que contenia N1-metil pseudo-U mediante transcripcion in vitro con
una plantilla de ADN de plasmido linealizado y ARN polimerasa de T7. EI ADN del
plasmido que contiene un promotor T7 y una secuencia para la transcripcion (para
producir mMARN que comprende un mARN descrito en la presente (ver SEQ ID NO:
501-516 en la Tabla 5 mas adelante para los ORF de Cas9) se linealiz6 mediante
incubacién a 37 °C para completar la digestion con Xbal con las siguientes
condiciones: 200 ng/ul de plasmido, 2 U/ul de Xbal (NEB), y 1x amortiguador de
reaccion. La Xbal se inactivo al calentar la reaccion a 65 °C durante 20 min. El
plasmido linealizado se purifico a partir de enzima y sales de amortiguador mediante el
uso de una columna Maxi Spin de silice (Epoch Life Sciences) y se lo analizé con gel
de agarosa para confirmar la linealizacién. La reaccion de IVT para generar mARN de
Cas9 se incubd a 37 °C durante 4 horas en las siguientes condiciones: 50 ng/ul de
plasmido linealizado; 2 mM de cada uno de GTP, ATP, CTP y N1-metil pseudo-UTP
(Trilink); ARCA (Trilink) 10 mM; 5 U/ul de ARN polimerasa de T7 (NEB); 1 U/ul de
inhibidor de RNasa murina (NEB); 0,004 U/ul de pirofosfatasa de E. coli inorganica

(NEB); y 1x amortiguador de reaccion. Después de la incubacién de 4 horas, se
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agregd TURBO DNase (ThermoFisher) hasta una concentracion final de 0,01 U/ul, y la
reaccion se incubo durante 30 minutos adicionales para quitar la plantilla de ADN. El
MARN de Cas9 se purific6 a partir de enzima y nucle6tidos con un kit MegaClear
Transcription Clean-up de acuerdo con el protocolo del fabricante (ThermoFisher). De
manera alternativa, el mMARN de Cas9 se purific6 con un método de precipitacién de
LiCl, al que, en algunos casos, le siguié una purificacién adicional mediante filtracion
de flujo tangencial. La concentraciébn de transcripto se determiné al medir la
absorbancia de la luz a 260 nm (Nanodrop), y el transcripto se analiz6 mediante
electroforesis capilar con Bioanalyzer (Agilent).

[00590]Tabla 5: Secuencias MARN de Cas9 de ejemplo

SEQ ID NO | Secuencia
GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTC
GGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGAT
GGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGA
CAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAA
GCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCT
GCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAA
GCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAA
GTCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGA
CAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCC
TGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAAA
GAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCA
ACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGA
CAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGC
GACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCG
CAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGA
CAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATA
CATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGG
ACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTC
GACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGG
AAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCC
CGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGA
AGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCA
TCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTG
CTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGA
AAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAG
AAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCG
AAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATC
ATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGAC
ACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCG
ACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAA
GCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGAC
GGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACAT
CCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGA
AGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCA
TGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAG
GGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCC
AGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTAC
CTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACG
ACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACA
AGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGA
AGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACA
AAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCG
AAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGAC
GAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTT
CAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCAT
ACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTC
TACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAA
GGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGC
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AAACGGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGG
ACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAG
AAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACA
AGCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGT
CGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTC
AAGGAACTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCT
GGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGT
TCGAACTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGA
ACTGGCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGG
GAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGA
AATCATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGG
TCCTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCAC
CTGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAG
AAAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAA
GAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAA
AATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAA
AAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAAC
CTCGAG
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AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUC
GAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUG
AMGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACC
GCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGACAAGA
AACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAAAGAAGC
LCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCGAA
ACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAU
5CAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGG
AACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAA
NCACAUACGACGACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUU
5CAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAA
CACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAA
UACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUCAUCAAGCCGAUCC
CUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCA
ACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAAAGA
CCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGC
CGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGAC
GCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACAAAGGUCAAGUAC
LAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGU
ACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGC
UGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACGAAGACAUCCUGGAAGACAU
BACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAUGAA
GAUGGGGAAGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAU
UUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCA
GACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGC
bGUCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGA
AGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAAC
AACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGG
GUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAA
GACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAGCUGCUGAACG
GACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGA
ACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGC
CUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCA
UACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUUCG
GUCAGAAAGAUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUCUUCU
IACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAAC
NGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAG
GAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGA
BACAGUCGCAUACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUGAAG
CAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACAAG
GCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGG
CACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAAAAGCUGAAGGGAA
CUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCA
CUGGACAAGGUCCUGAGCGCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAA
AACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAUCGACAGAAAGAGAUACACAA
CUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGA
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GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACA
GACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCA
AGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGA
AGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUU
CAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGU
CGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUAC
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CACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAG
ACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCG
AAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUCCAGACAU
ACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA
GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGA
AGAACGGACUGUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCA
ACUUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCUGG
ACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGA
GCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGA
GCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGG
UCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACG
CAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUCAUCAAGCCGAUCCUGG
AAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGC
AGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCC
UGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAAAGAUCGAAAAGAUCCU
GACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUUCGCAUGGAU
GACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCA
AGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCC
UGCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACAAAGGUCAAGUA
CGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGUCGA
CCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAG
AUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGA
ACAUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACGAAG
ACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAG
ACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUAC
ACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAG
ACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGC
CUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACA
GUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUC
GAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGA
GAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCGGUCGAAAACA
CACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCG
ACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCU
UCCUGAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAG
CGACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAGCUGCUGAA
CGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAG
CGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCAC
GUCGCACAGAUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAG
AAGUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUCCAGUUCU
ACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGG
AACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGU
CUACGACGUCAGAAAGAUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUAC
UUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA
GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAG
ACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAG
UCCAGACAGGAGGAUUCAGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCG
CAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACA
GCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUGAAGAGCGUCAAGGAAC
UGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAG
CAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCG
AACUGGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAAC
UGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAAAAGCUGAAGG
GAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACG
AAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAA
GGUCCUGAGCGCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAUC
GACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCA
CAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC
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AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUC
ACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACAGACAGACACAGCA
UCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGAC
UGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAU
CUUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAAAGCUUCCU
GGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGAAGUCGC
AUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAG
GCAGACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUG
AUCGAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUCCAG
ACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCC
UGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACUGUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGA
GCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACC
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UGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACC
UGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGC
UGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCAC
UGGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAU
ACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUCAUCAAGCCGAUCC
UGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAA
AGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAA
UCCUGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAAAGAUCGAAAAGAU
CCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUUCGCAUG
GAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGA
GCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGG
UCCUGCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACAAAGGUCAA
GUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGU
CGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAG
AAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUG
GGAACAUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACG
AAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGA
AAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGA
UACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGA
AAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUC
CACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGAC
AGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAG
ACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUC
AUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGA
AGAGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCGGUCGAAA
ACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAUGUACG
UCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGA
GCUUCCUGAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAA
GAGCGACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAGCUGCU
GAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACU
GAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAA
GCACGUCGCACAGAUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUC
AGAGAAGUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUCCAG
UUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCG
UCGGAACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACA
AGGUCUACGACGUCAGAAAGAUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAA
GUACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAA
AUCAGAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAA
GAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAG
AAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGA
UCGCAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAU
ACAGCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUGAAGAGCGUCAAGG
AACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGG
AAGCAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGU
UCGAACUGGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACG
AACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAAAAGCUGA
AGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGG
ACGAAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGA
CAAGGUCCUGAGCGCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUC
AUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAA
UCGACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAU
CACAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAAGCGGAAGCCC
GAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGAUAG
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GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCACA
GACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCA
AGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACUGA
AGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAAUCUU
CAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGU
CGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUAC
CACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGACAAGGCAG
ACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCUGAUCG
AAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUCCAGACAU
ACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAGGCAAUCCUGA
GCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAAAAGA
AGAACGGACUGUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCA
ACUUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUACGACGACGACCUGG
ACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUCCUGGCAGCAAAGAACCUGA
GCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGCUGA
GCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGG
UCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGAGCAAGAACGGAUACG
CAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUCAUCAAGCCGAUCCUGG
AAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGC
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AGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCC
UGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGAGAAAAGAUCGAAAAGAUCCU
GACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUUCGCAUGGAU
GACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCA
AGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGACAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCC
UGCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAACUGACAAAGGUCAAGUA
CGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGUCGA
CCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAG
AUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGA
ACAUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACGAAG
ACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAG
ACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAAGGUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUAC
ACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAG
ACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCAC
GACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGC
CUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACA
GUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUC
GAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGA
GAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCGGUCGAAAACA
CACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCG
ACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUGAGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCU
UCCUGAAGGACGACAGCAUCGACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAG
CGACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAGCUGCUGAA
CGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAG
CGAACUGGACAAGGCAGGAUUCAUCAAGAGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCAC
GUCGCACAGAUCCUGGACAGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAG
AAGUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUCCAGUUCU
ACAAGGUCAGAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGG
AACAGCACUGAUCAAGAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGU
CUACGACGUCAGAAAGAUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUAC
UUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCA
GAAAGAGACCGCUGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAG
ACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAG
UCCAGACAGGAGGAUUCAGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCG
CAAGAAAGAAGGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACA
GCGUCCUGGUCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUGAAGAGCGUCAAGGAAC
UGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAG
CAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCG
AACUGGAAAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAAC
UGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAAAAGCUGAAGG
GAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACG
AAAUCAUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAA
GGUCCUGAGCGCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUC
CACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAUC
GACAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCA
CAGGACUGUACGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAAGCGGAAGCCCGA
AGAAGAAGAGAAAGGUCGACGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGA
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GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTC
GGATCCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAG
TCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACAC
AGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAA
GACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAA
ATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCTTCCT
GGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCAT
ACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCA
GACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGA
AGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACA
ACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGC
AAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAAAGAAGAAC
GGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGA
CCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTG
CTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAA
TCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATG
ATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCT
GCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACG
GAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGGACGGAACA
GAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGG
AAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCT
ACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTAC
GTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAA
TCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGA
ATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGA
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ATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGG
CATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTC
ACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAG
CGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGG
ACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACA
CTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAA
GGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATC
AACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCG
CAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAG
GCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCG
GCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAA
GACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAG
AAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCT
GAAGGAACACCCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGA
ACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGA
CCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGC
GACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACT
ACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCA
GAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAA
GACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAAAAC
GACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAA
GGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGA
ACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGA
GACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAAC
AGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGG
AGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGG
GAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACA
GAAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGA
TCGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATA
CAGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAA
CTGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAAC
TGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGC
ACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCC
CGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATC
GAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAG
CGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCA
CACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGA
TACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGA
AACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAA
GGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAA
GATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACAT
AAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG
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ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCA
CAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACACAGCATC
AAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACTGAA
GAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATCTTCA
GCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACCcggCTGGAAGAAAGCTTCCTGGTCGAA
GAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATACCACGA
AAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAGACCTGA
GACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGAAGGAGAC
CTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATACAACCAGCT
GTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGCGCAAGACTG
AGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACTGT
TCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCA
GAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCAC
AGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCT
GAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGA
GATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGA
AAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAG
CAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGATGGACGGAACAGAAGAA
CTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCAT
CCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGT
TCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGA
CCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACC
GTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAA
ACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTC
ACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCT
GAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCA
AGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTC
GAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGA
CTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCG
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AAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATG
AAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAA
TCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGA
AACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGT
CAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAG
AAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGC
CGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGC
AGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACA
CCCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAaAACGGAAGAG
ACATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACA
GCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGA
GGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCA
CAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTG
ATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCA
GTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCG
TCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAG
GTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTA
CTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAG
AAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGAC
TTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCA
GACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGA
AAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCC
TGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGG
AATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGGAT
ACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAAC
GGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGA
GCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGAC
AACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGAT
CAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACA
ACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACA
AACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAG
CACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAA
TCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCTAG
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ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATCA
CCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACAGACACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCAGACTG
AAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAGATCTT
CAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGGAGAGCTTCCTGGTG
GAGGAGGACAAGAAGCACGAGAGACACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTACC
ACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGACAAGGCCGA
CCTGAGACTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGCCACTTCCTGATCGAGG
GCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTACAA
CCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAGCGCC
AGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGAACG
GCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAACTTCGAC
CTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACCTGC
TGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGAGCGACGCCAT
CCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCAGCATG
ATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGAGACAGCAGC
TGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATCGAC
GGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATGGACGGCA
CCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACCTTCGACAA
CGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGAGAAGACAGGAGGAC
TTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACAGAGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCAGAATCCCCTAC
TACGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAGA
CCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGA
GAGAATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGT
ACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGAGAAA
GCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACAGA
AAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTGG
AGATCAGCGGCGTGGAGGACAGATTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGAT
CATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTG
ACCCTGACCCTGTTCGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAGAGACTGAAGACCTACGCCCACCTGTT
CGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACCGGCTGGGGCAGACTGAGCAGA
AAGCTGATCAACGGCATCAGAGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCG
ACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGAGGAC
ATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCC
GGCAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAG
GTGATGGGCAGACACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCAGAGAGAACCAGACCACCC
AGAAGGGCCAGAAGAACAGCAGAGAGAGAATGAAGAGAATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGG
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GCAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCT
GTACTACCTGCAGAACGGCAGAGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACAGACTGAGC
GACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGG
TGCTGACCAGAAGCGACAAGAACAGAGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAA
GAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGAGAAAGTTCGACA
ACCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGAGAC
AGCTGGTGGAGACCAGACAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACAGCAGAATGAACAC
CAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCAGAGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGAGCAAGCTG
GTGAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGAGAGAGATCAACAACTACCACCACGC
CCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAG
AGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGAGAAAGATGATCGCCAAGAGCGAGC
AGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACC
GAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCAGAAAGAGACCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCG
GCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCAGAGACTTCGCCACCGTGAGAAAGGTGCTGAGCATGCCCCA
GGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCATCCTGCCC
AAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGCT
TCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAAGAGCA
AGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGAGAAGCAGCTTCGAGAA
GAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAG
CTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAGAGAATGCTGGCCAGCGCCGGCG
AGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAG
CCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGCAG
CACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAGAGAGTGATCCTGGC
CGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCCCATCAGAGAG
CAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTTCAAGT
ACTTCGACACCACCATCGACAGAAAGAGATACACCAGCACCAAGGAGGTGCTGGACGCCACCCT
GATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGCGGCGAC
GGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGAGAAAGGTGTGA
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GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTC
GGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCT
GGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGA
CAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAG
GCCACCAGACTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCT
GCAGGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGGAG
AGCTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGAGACACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACG
AGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTGGACAGCAC
CGACAAGGCCGACCTGAGACTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGCCACT
TCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGT
GCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCC
ATCCTGAGCGCCAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCG
AGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAA
GAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGAC
CTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACC
TGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCT
GAGCGCCAGCATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTG
GTGAGACAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACG
CCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGA
GAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGAGAAAGCAG
AGAACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGA
GAAGACAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACAGAGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACC
TTCAGAATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCA
GAAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCCAGCG
CCCAGAGCTTCATCGAGAGAATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCC
AAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACGTGAC
CGAGGGCATGAGAAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCT
GTTCAAGACCAACAGAAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGT
GCTTCGACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACAGATTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCA
CGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTG
GAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAGAGACTGAAGA
CCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACCGGCTG
GGGCAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGCATCAGAGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTG
GACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCT
GACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCA
CATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTG
GACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCAGACACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCAGAG
AGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCAGAGAGAGAATGAAGAGAATCGAGGAGGG
CATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAAC
GAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCAGAGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACA
TCAACAGACTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAG
CATCGACAACAAGGTGCTGACCAGAAGCGACAAGAACAGAGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAGC
GAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCC
AGAGAAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCG
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GCTTCATCAAGAGACAGCTGGTGGAGACCAGACAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGA
CAGCAGAATGAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCAGAGAGGTGAAGGTGATCACC
CTGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGAGAGAGATCAA
CAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAG
TACCCCAAGCTGGAGAGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGAGAAAGATGAT
CGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGA
ACTTCTTCAAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCAGAAAGAGACCCCTGATCGAGACC
AACGGCGAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCAGAGACTTCGCCACCGTGAGAAAGGTG
CTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGG
AGAGCATCCTGCCCAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCCAA
GAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGA
GAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGAGA
AGCAGCTTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGG
ACCTGATCATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAGAGAATGCTG
GCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTC
CTGTACCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGC
TGTTCGTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAG
AGAGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACAGAGACA
AGCCCATCAGAGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCC
CGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACAGAAAGAGATACACCAGCACCAAGGAGGTGC
TGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCAGAATCGACCTGAGCCA
GCTGGGCGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGAGAAAGGTGTGACTAGCCATCACATTT
AAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTT
TTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCT
CTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG
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ATGGACAAGAAGTACTCTATCGGTTTGGACATCGGTACCAACTCTGTCGGTTGGGCCGTCATCAC
CGACGAATACAAGGTCCCATCTAAGAAGTTCAAGGTCTTGGGTAACACCGACAGACACTCTATCAA
GAAGAACTTGATCGGTGCCTTGTTGTTCGACTCTGGTGAAACCGCCGAAGCCACCAGATTGAAGA
GAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACTTGCAAGAAATCTTCTCTA
ACGAAATGGCCAAGGTCGACGACTCTTTCTTCCACAGATTGGAAGAATCTTTCTTGGTCGAAGAAG
ACAAGAAGCACGAAAGACACCCAATCTTCGGTAACATCGTCGACGAAGTCGCCTACCACGAAAAG
TACCCAACCATCTACCACTTGAGAAAGAAGTTGGTCGACTCTACCGACAAGGCCGACTTGAGATT
GATCTACTTGGCCTTGGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGTCACTTCTTGATCGAAGGTGACTTGAA
CCCAGACAACTCTGACGTCGACAAGTTGTTCATCCAATTGGTCCAAACCTACAACCAATTGTTCGA
AGAAAACCCAATCAACGCCTCTGGTGTCGACGCCAAGGCCATCTTGTCTGCCAGATTGTCTAAGA
GCAGAAGATTGGAAAACTTGATCGCCCAATTGCCAGGTGAAAAGAAGAACGGTTTGTTCGGTAAC
TTGATCGCCTTGTCTTTGGGTTTGACCCCAAACTTCAAGTCTAACTTCGACTTGGCCGAAGACGCC
AAGTTGCAATTGTCTAAGGACACCTACGACGACGACTTGGACAACTTGTTGGCCCAAATCGGTGA
CCAATACGCCGACTTGTTCTTGGCCGCCAAGAACTTGTCTGACGCCATCTTGTTGTCTGACATCTT
GAGAGTCAACACCGAAATCACCAAGGCCCCATTGTCTGCCTCTATGATCAAGAGATACGACGAAC
ACCACCAAGACTTGACCTTGTTGAAGGCCTTGGTCAGACAACAATTGCCAGAAAAGTACAAGGAAA
TCTTCTTCGACCAATCTAAGAACGGTTACGCCGGTTACATCGACGGTGGTGCCTCTCAAGAAGAAT
TCTACAAGTTCATCAAGCCAATCTTGGAAAAGATGGACGGTACCGAAGAATTGTTGGTCAAGTTGA
ACAGAGAAGACTTGTTGAGAAAGCAAAGAACCTTCGACAACGGTTCTATCCCACACCAAATCCACT
TGGGTGAATTGCACGCCATCTTGAGAAGACAAGAAGACTTCTACCCATTCTTGAAGGACAACAGA
GAAAAGATCGAAAAGATCTTGACCTTCAGAATCCCATACTACGTCGGTCCATTGGCCAGAGGTAAC
AGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGTCTGAAGAAACCATCACCCCATGGAACTTCGAAGAAGT
CGTCGACAAGGGTGCCTCTGCCCAATCTTTCATCGAAAGAATGACCAACTTCGACAAGAACTTGC
CAAACGAAAAGGTCTTGCCAAAGCACTCTTTGTTGTACGAATACTTCACCGTCTACAACGAATTGA
CCAAGGTCAAGTACGTCACCGAAGGTATGAGAAAGCCAGCCTTCTTGTCTGGTGAACAAAAGAAG
GCCATCGTCGACTTGTTGTTCAAGACCAACAGAAAGGTCACCGTCAAGCAATTGAAGGAAGACTA
CTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACTCTGTCGAAATCTCTGGTGTCGAAGACAGATTCAACGCCTC
TTTGGGTACCTACCACGACTTGTTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCTTGGACAACGAAGAAAA
CGAAGACATCTTGGAAGACATCGTCTTGACCTTGACCTTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGA
AAGATTGAAGACCTACGCCCACTTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAATTGAAGAGAAGAAGAT
ACACCGGTTGGGGTAGATTGAGCAGAAAGTTGATCAACGGTATCAGAGACAAGCAATCTGGTAAG
ACCATCTTGGACTTCTTGAAGTCTGACGGTTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAATTGATCCACGAC
GACTCTTTGACCTTCAAGGAAGACATCCAAAAGGCCCAAGTCTCTGGTCAAGGTGACTCTTTGCAC
GAACACATCGCCAACTTGGCCGGTTCTCCAGCCATCAAGAAGGGTATCTTGCAAACCGTCAAGGT
CGTCGACGAATTGGTCAAGGTCATGGGTAGACACAAGCCAGAAAACATCGTCATCGAAATGGCCA
GAGAAAACCAAACCACCCAAAAGGGTCAAAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAA
GGTATCAAGGAATTGGGTTCTCAAATCTTGAAGGAACACCCAGTCGAAAACACCCAATTGCAAAAC
GAAAAGTTGTACTTGTACTACTTGCAAAACGGTAGAGACATGTACGTCGACCAAGAATTGGACATC
AACAGATTGTCTGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCACAATCTTTCTTGAAGGACGACTCTATC
GACAACAAGGTCTTGACCAGATCTGACAAGAACAGAGGTAAGTCTGACAACGTCCCATCTGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAATTGTTGAACGCCAAGTTGATCACCCAAAGAAA
GTTCGACAACTTGACCAAGGCCGAAAGAGGTGGTTTGTCTGAATTGGACAAGGCCGGTTTCATCA
AGAGACAATTGGTCGAAACCAGACAAATCACCAAGCACGTCGCCCAAATCTTGGACAGCAGAATG
AACACCAAGTACGACGAAAACGACAAGTTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACCTTGAAGTCTAAG
TTGGTCTCTGACTTCAGAAAGGACTTCCAATTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCAC
GCCCACGACGCCTACTTGAACGCCGTCGTCGGTACCGCCTTGATCAAGAAGTACCCAAAGTTGGA
ATCTGAATTCGTCTACGGTGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCCAAGTCTGAACA
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AGAAATCGGTAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACTCTAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGA
AATCACCTTGGCCAACGGTGAAATCAGAAAGAGACCATTGATCGAAACCAACGGTGAAACCGGTG
AAATCGTCTGGGACAAGGGTAGAGACTTCGCCACCGTCAGAAAGGTCTTGTCTATGCCACAAGTC
AACATCGTCAAGAAGACCGAAGTCCAAACCGGTGGTTTCTCTAAGGAATCTATCTTGCCAAAGAGA
AACTCTGACAAGTTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCAAAGAAGTACGGTGGTTTCGACTC
TCCAACCGTCGCCTACTCTGTCTTGGTCGTCGCCAAGGTCGAAAAGGGTAAGTCTAAGAAGTTGA
AGTCTGTCAAGGAATTGTTGGGTATCACCATCATGGAAAGATCTTCTTTCGAAAAGAACCCAATCG
ACTTCTTGGAAGCCAAGGGTTACAAGGAAGTCAAGAAGGACTTGATCATCAAGTTGCCAAAGTACT
CTTTGTTCGAATTGGAAAACGGTAGAAAGAGAATGTTGGCCTCTGCCGGTGAATTGCAAAAGGGT
AACGAATTGGCCTTGCCATCTAAGTACGTCAACTTCTTGTACTTGGCCTCTCACTACGAAAAGTTG
AAGGGTTCTCCAGAAGACAACGAACAAAAGCAATTGTTCGTCGAACAACACAAGCACTACTTGGAC
GAAATCATCGAACAAATCTCTGAATTCTCTAAGAGAGTCATCTTGGCCGACGCCAACTTGGACAAG
GTCTTGTCTGCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCCAATCAGAGAACAAGCCGAAAACATCATCCA
CTTGTTCACCTTGACCAACTTGGGTGCCCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACA
GAAAGAGATACACCTCTACCAAGGAAGTCTTGGACGCCACCTTGATCCACCAATCTATCACCGGTT
TGTACGAAACCAGAATCGACTTGTCTCAATTGGGTGGTGACGGTGGTGGTTCTCCAAAGAAGAAG
AGAAAGGTCTAA
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ATGGACAAGAAGTACTCCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCCGTGGGCTGGGCCGTGATCA
CCGACGAGTACAAGGTGCCCTCCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACTCCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACTCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCT
GAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGAGAT
CTTCTCCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACTCCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGTCCTTCCTGG
TGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTA
CCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACTCCACCGACAAGGCC
GACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGA
GGGCGACCTGAACCCCGACAACTCCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTAC
AACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCTCCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCCG
CCCGGCTGTCCAAGTCCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGA
ACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGTCCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGTCCAACTTC
GACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGTCCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACC
TGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGTCCGACGC
CATCCTGCTGTCCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGTCCGLCCTCC
ATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGCGGCAGC
AGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATC
GACGGCGGCGCCTCCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATGGACG
GCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCG
ACAACGGCTCCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGCGGCGGCAGGA
GGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGGATCC
CCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACTCCCGGTTCGCCTGGATGACCCGGAAGTCCGA
GGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCCTCCGCCCAGTCCTTC
ATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACTCCCT
GCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATG
CGGAAGCCCGCCTTCCTGTCCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCA
ACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACTC
CGTGGAGATCTCCGGCGTGGAGGACCGGTTCAACGCCTCCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTG
AAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGT
GCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGATGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCAC
CTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGGCCGGCTG
TCCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGTCCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGA
AGTCCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACTCCCTGACCTTCAAG
GAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGACTCCCTGCACGAGCACATCGCCAAC
CTGGCCGGCTCCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTG
GTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAG
ACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACTCCCGGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGGCATCAAG
GAGCTGGGCTCCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGC
TGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACCG
GCTGTCCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGTCCTTCCTGAAGGACGACTCCATCGACA
ACAAGGTGCTGACCCGGTCCGACAAGAACCGGGGCAAGTCCGACAACGTGCCCTCCGAGGAGGT
GGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAG
TTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGTCCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCA
AGCGGCAGCTGGTGGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACTCCCGGAT
GAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGTCC
AAGCTGGTGTCCGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCA
CCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAG
CTGGAGTCCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGT
CCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACTCCAACATCATGAACTTCTTC
AAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGAGACCAACGGC
GAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAAGGTGCTGTCC
ATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCTCCAAGGAGTCCA
TCCTGCCCAAGCGGAACTCCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTA
CGGCGGCTTCGACTCCCCCACCGTGGCCTACTCCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGG
CAAGTCCAAGAAGCTGAAGTCCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGTCCTCC
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TTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCCAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGATGCTGGCCTC
CGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCTCCAAGTACGTGAACTTCCTGTAC
CTGGCCTCCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCG
TGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCTCCGAGTTCTCCAAGCGGGT
GATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGACAAGCCC
ATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGLCG
CCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCTCCACCAAGGAGGTGCTGGAC
GCCACCCTGATCCACCAGTCCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCTGTCCCAGCTGG
GCGGCGACGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGTGA
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ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATCA
CCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCT
GAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGAGAT
CTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGAGCTTCCTG
GTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCT
ACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGACAAGGC
CGACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATC
GAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCT
ACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAG
CGCCCGGCTGAGCAAGAGCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAA
GAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAAC
TTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACA
ACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGAGCGA
CGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCC
AGCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGCGGC
AGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTA
CATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATG
GACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACC
TTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGCGGCGGC
AGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGG
ATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACAGCCGGTTCGCCTGGATGACCCGGAAGA
GCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGA
GCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGG
GCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAA
GACCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTC
GACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACCGGTTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGAC
CTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGG
ACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGATGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTA
CGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGG
CCGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGA
CTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGA
CCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACA
TCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGA
CGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGA
GAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCCGGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGG
CATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAAC
GAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACA
TCAACCGGCTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAG
CATCGACAACAAGGTGCTGACCCGGAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAG
CGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACC
CAGCGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCC
GGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGTGGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGG
ACAGCCGGATGAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCAC
CCTGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATC
AACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGA
AGTACCCCAAGCTGGAGAGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGAT
GATCGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCA
TGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGA
GACCAACGGCGAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAA
GGTGCTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGC
AAGGAGAGCATCCTGCCCAAGCGGAACAGCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACC
CCAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGT
GGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAG
CGGAGCAGCTTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGA
AGGACCTGATCATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGAT
GCTGGCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAA
CTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAG
CAGCTGTTCGTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCA
GCAAGCGGGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACCG
GGACAAGCCCATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGC
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GCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCAGCACCAAGG
AGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCT
GAGCCAGCTGGGCGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGTGA

513

ATGGACAAGAAGTACTCCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCCGTGGGCTGGGCCGTGATCA
CCGACGAGTACAAGGTGCCCTCCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACTCCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACTCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCT
GAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGAGAT
CTTCTCCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACTCCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGTCCTTCCTGG
TGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCTA
CCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACTCCACCGACAAGGCC
GACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATCGA
GGGCGACCTGAACCCCGACAACTCCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCTAC
AACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCTCCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGTCCG
CCCGGCTGTCCAAGTCCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAAGA
ACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGTCCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGTCCAACTTC
GACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGTCCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACAACC
TGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGTCCGACGC
CATCCTGCTGTCCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGTCCGCCTCC
ATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGCGGCAGC
AGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATC
GACGGCGGCGCCTCCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATGGACG
GCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACCTTCG
ACAACGGCTCCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGCGGCGGCAGGA
GGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGGATCC
CCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACTCCCGGTTCGCCTGGATGACCCGGAAGTCCGA
GGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCCTCCGCCCAGTCCTTC
ATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACTCCCT
GCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATG
CGGAAGCCCGCCTTCCTGTCCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCA
ACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACTC
CGTGGAGATCTCCGGCGTGGAGGACCGGTTCAACGCCTCCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTG
AAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGT
GCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGATGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCAC
CTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGGCCGGCLTG
TCCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGTCCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGA
AGTCCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACTCCCTGACCTTCAAG
GAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGACTCCCTGCACGAGCACATCGCCAAC
CTGGCCGGCTCCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTG
GTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAG
ACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACTCCCGGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGGCATCAAG
GAGCTGGGCTCCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGC
TGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACCG
GCTGTCCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGTCCTTCCTGAAGGACGACTCCATCGACA
ACAAGGTGCTGACCCGGTCCGACAAGAACCGGGGCAAGTCCGACAACGTGCCCTCCGAGGAGGT
GGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAG
TTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGTCCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCA
AGCGGCAGCTGGTGGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACTCCCGGAT
GAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGTCC
AAGCTGGTGTCCGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCA
CCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAG
CTGGAGTCCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGT
CCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACTCCAACATCATGAACTTCTTC
AAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGAGACCAACGGC
GAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAAGGTGCTGTCC
ATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCTCCAAGGAGTCCA
TCCTGCCCAAGCGGAACTCCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTA
CGGCGGCTTCGACTCCCCCACCGTGGCCTACTCCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGG
CAAGTCCAAGAAGCTGAAGTCCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGTCCTCC
TTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCCAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGATGCTGGCCTC
CGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCTCCAAGTACGTGAACTTCCTGTAC
CTGGCCTCCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCG
TGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCTCCGAGTTCTCCAAGCGGGT
GATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGACAAGCCC
ATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCG
CCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCTCCACCAAGGAGGTGCTGGAC
GCCACCCTGATCCACCAGTCCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCTGTCCCAGCTGG
GCGGCGACGGCTCCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGACGGCTCCCCCAAGAAGAAGC
GGAAGGTGGACTCCGGCTGA
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ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATCA
CCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCT
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GAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGAGAT
CTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGAGCTTCCTG
GTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCT
ACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGACAAGGC
CGACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATC
GAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCT
ACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAG
CGCCCGGCTGAGCAAGAGCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAA
GAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAAC
TTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACA
ACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGAGCGA
CGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCC
AGCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGCGGC
AGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTA
CATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATG
GACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACC
TTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGCGGCGGC
AGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGG
ATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACAGCCGGTTCGCCTGGATGACCCGGAAGA
GCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGA
GCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGG
GCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAA
GACCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTC
GACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACCGGTTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGAC
CTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGG
ACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGATGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTA
CGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGG
CCGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGA
CTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGA
CCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACA
TCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGA
CGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGA
GAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCCGGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGG
CATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAAC
GAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACA
TCAACCGGCTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAG
CATCGACAACAAGGTGCTGACCCGGAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAG
CGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACC
CAGCGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCC
GGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGTGGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGG
ACAGCCGGATGAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCAC
CCTGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATC
AACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGA
AGTACCCCAAGCTGGAGAGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGAT
GATCGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCA
TGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGA
GACCAACGGCGAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAA
GGTGCTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGC
AAGGAGAGCATCCTGCCCAAGCGGAACAGCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACC
CCAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGT
GGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAG
CGGAGCAGCTTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGA
AGGACCTGATCATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGAT
GCTGGCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAA
CTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAG
CAGCTGTTCGTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCA
GCAAGCGGGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACCG
GGACAAGCCCATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGC
GCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCAGCACCAAGG
AGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCT
GAGCCAGCTGGGCGGCGACGGCAGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGACGGCAGCC
CCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGACAGCGGCTGA
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ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATCA
CCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGCAT
CAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCT
GAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGAGAT
CTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGAGCTTCCTG
GTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGCCT
ACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGACAAGGC
CGACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTCCTGATC
GAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGACCT
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ACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCCTGAG
CGCCCGGCTGAGCAAGAGCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGAAGAA
GAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGAGCAAC
TTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACCTGGACA
ACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACCTGAGCGA
CGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCC
AGCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCCTGGTGCGGC
AGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTACGCCGGCTA
CATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATG
GACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTGCGGAAGCAGCGGACC
TTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCATCCTGCGGCGGC
AGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAGAAGATCCTGACCTTCCGG
ATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACAGCCGGTTCGCCTGGATGACCCGGAAGA
GCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGA
GCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGG
GCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAA
GACCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTC
GACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACCGGTTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGAC
CTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGG
ACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGATGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTA
CGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGG
CCGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGA
CTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGA
CCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACA
TCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGA
CGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGA
GAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCCGGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGG
CATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAAC
GAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACA
TCAACCGGCTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAG
CATCGACAACAAGGTGCTGACCCGGAGCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAG
CGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACC
CAGCGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCC
GGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGTGGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGG
ACAGCCGGATGAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCAC
CCTGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATC
AACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGA
AGTACCCCAAGCTGGAGAGCGAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGAT
GATCGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCA
TGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGA
GACCAACGGCGAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAA
GGTGCTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGC
AAGGAGAGCATCCTGCCCAAGCGGAACAGCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACC
CCAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGT
GGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAG
CGGAGCAGCTTCGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGA
AGGACCTGATCATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGAT
GCTGGCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAA
CTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAG
CAGCTGTTCGTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCA
GCAAGCGGGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACCG
GGACAAGCCCATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGC
GCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCAGCACCAAGG
AGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCT
GAGCCAGCTGGGCGGCGACTGA
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GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACAAGAAGUACUCCA
UCGGCCUGGACAUCGGCACCAACUCCGUGGGCUGGGCCGUGAUCACCGACGAGUACAAGGUG
CCCUCCAAGAAGUUCAAGGUGCUGGGCAACACCGACCGGCACUCCAUCAAGAAGAACCUGAUC
GGCGCCCUGCUGUUCGACUCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCUGAAGCGGACCGLCCG
GCGGCGGUACACCCGGCGGAAGAACCGGAUCUGCUACCUGCAGGAGAUCUUCUCCAACGAGAU
GGCCAAGGUGGACGACUCCUUCUUCCACCGGCUGGAGGAGUCCUUCCUGGUGGAGGAGGACA
AGAAGCACGAGCGGCACCCCAUCUUCGGCAACAUCGUGGACGAGGUGGCCUACCACGAGAAGU
ACCCCACCAUCUACCACCUGCGGAAGAAGCUGGUGGACUCCACCGACAAGGCCGACCUGCGGC
UGAUCUACCUGGCCCUGGCCCACAUGAUCAAGUUCCGGGGCCACUUCCUGAUCGAGGGCGAC
CUGAACCCCGACAACUCCGACGUGGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUGCAGACCUACAACCAG
CUGUUCGAGGAGAACCCCAUCAACGCCUCCGGCGUGGACGCCAAGGCCAUCcCUGUCCGCCCG
GCUGUCCAAGUCCCGGCGGCUGGAGAACCUGAUCGCCCAGCUGCCCGGCGAGAAGAAGAACG
GCCUGUUCGGCAACCUGAUCGCCCUGUCCCUGGGCCUGACCCCCAACUUCAAGUCCAACUUCG
ACCUGGCCGAGGACGCCAAGCUGCAGCUGUCCAAGGACACCUACGACGACGACCUGGACAACC
UGCUGGCCCAGAUCGGCGACCAGUACGCCGACCUGUUCCUGGCCGCCAAGAACCUGUCCGAC
GCCAUCCUGCUGUCCGACAUCCUGCGGGUGAACACCGAGAUCACCAAGGCCCCCCUGUCCGCC

141




UCCAUGAUCAAGCGGUACGACGAGCACCACCAGGACCUGACCCUGCUGAAGGCCCUGGUGCG
GCAGCAGCUGCCCGAGAAGUACAAGGAGAUCUUCUUCGACCAGUCCAAGAACGGCUACGCCGG
CUACAUCGACGGCGGCGCCUCCCAGGAGGAGUUCUACAAGUUCAUCAAGCCCAUCCUGGAGAA
GAUGGACGGCACCGAGGAGCUGCUGGUGAAGCUGAACCGGGAGGACCUGCUGCGGAAGCAGC
GGACCUUCGACAACGGCUCCAUCCCCCACCAGAUCCACCUGGGCGAGCUGCACGCCAUCCUGC
GGCGGCAGGAGGACUUCUACCCCUUCCUGAAGGACAACCGGGAGAAGAUCGAGAAGAUCCUGA
CCUUCCGGAUCCCCUACUACGUGGGCCCCCUGGCCCGGGGCAACUCCCGGUUCGCCUGGAUG
ACCCGGAAGUCCGAGGAGACCAUCACCCCCUGGAACUUCGAGGAGGUGGUGGACAAGGGCGC
CUCCGCCCAGUCCUUCAUCGAGCGGAUGACCAACUUCGACAAGAACCUGCCCAACGAGAAGGU
GCUGCCCAAGCACUCCCUGCUGUACGAGUACUUCACCGUGUACAACGAGCUGACCAAGGUGAA
GUACGUGACCGAGGGCAUGCGGAAGCCCGCCUUCCUGUCCGGCGAGCAGAAGAAGGCCAUCG
UGGACCUGCUGUUCAAGACCAACCGGAAGGUGACCGUGAAGCAGCUGAAGGAGGACUACUUCA
AGAAGAUCGAGUGCUUCGACUCCGUGGAGAUCUCCGGCGUGGAGGACCGGUUCAACGCCUCC
CUGGGCACCUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAGGAG
AACGAGGACAUCCUGGAGGACAUCGUGCUGACCCUGACCCUGUUCGAGGACCGGGAGAUGAU
CGAGGAGCGGCUGAAGACCUACGCCCACCUGUUCGACGACAAGGUGAUGAAGCAGCUGAAGCG
GCGGCGGUACACCGGCUGGGGCCGGCUGUCCCGGAAGCUGAUCAACGGCAUCCGGGACAAGC
AGUCCGGCAAGACCAUCCUGGACUUCCUGAAGUCCGACGGCUUCGCCAACCGGAACUUCAUGC
AGCUGAUCCACGACGACUCCCUGACCUUCAAGGAGGACAUCCAGAAGGCCCAGGUGUCCGGCC
AGGGCGACUCCCUGCACGAGCACAUCGCCAACCUGGCCGGCUCCCCCGCCAUCAAGAAGGGCA
UCCUGCAGACCGUGAAGGUGGUGGACGAGCUGGUGAAGGUGAUGGGCCGGCACAAGCCCGAG
AACAUCGUGAUCGAGAUGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACUCCCGG
GAGCGGAUGAAGCGGAUCGAGGAGGGCAUCAAGGAGCUGGGCUCCCAGAUCCUGAAGGAGCA
CCCCGUGGAGAACACCCAGCUGCAGAACGAGAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGCCG
GGACAUGUACGUGGACCAGGAGCUGGACAUCAACCGGCUGUCCGACUACGACGUGGACCACAU
CGUGCCCCAGUCCUUCCUGAAGGACGACUCCAUCGACAACAAGGUGCUGACCCGGUCCGACAA
GAACCGGGGCAAGUCCGACAACGUGCCCUCCGAGGAGGUGGUGAAGAAGAUGAAGAACUACUG
GCGGCAGCUGCUGAACGCCAAGCUGAUCACCCAGCGGAAGUUCGACAACCUGACCAAGGCCGA
GCGGGGCGGCCUGUCCGAGCUGGACAAGGCCGGCUUCAUCAAGCGGCAGCUGGUGGAGACCC
GGCAGAUCACCAAGCACGUGGCCCAGAUCCUGGACUCCCGGAUGAACACCAAGUACGACGAGA
ACGACAAGCUGAUCCGGGAGGUGAAGGUGAUCACCCUGAAGUCCAAGCUGGUGUCCGACUUCC
GGAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUGCGGGAGAUCAACAACUACCACCACGCCCACGACGCCU
ACCUGAACGCCGUGGUGGGCACCGCCCUGAUCAAGAAGUACCCCAAGCUGGAGUCCGAGUUC
GUGUACGGCGACUACAAGGUGUACGACGUGCGGAAGAUGAUCGCCAAGUCCGAGCAGGAGAU
CGGCAAGGCCACCGCCAAGUACUUCUUCUACUCCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACCGAGAU
CACCCUGGCCAACGGCGAGAUCCGGAAGCGGCCCCUGAUCGAGACCAACGGCGAGACCGGCG
AGAUCGUGUGGGACAAGGGCCGGGACUUCGCCACCGUGCGGAAGGUGCUGUCCAUGCCCCAG
GUGAACAUCGUGAAGAAGACCGAGGUGCAGACCGGCGGCUUCUCCAAGGAGUCCAUCCUGCCC
AAGCGGAACUCCGACAAGCUGAUCGCCCGGAAGAAGGACUGGGACCCCAAGAAGUACGGCGGC
UUCGACUCCCCCACCGUGGCCUACUCCGUGCUGGUGGUGGCCAAGGUGGAGAAGGGCAAGUC
CAAGAAGCUGAAGUCCGUGAAGGAGCUGCUGGGCAUCACCAUCAUGGAGCGGUCCUCCUUCGA
GAAGAACCCCAUCGACUUCCUGGAGGCCAAGGGCUACAAGGAGGUGAAGAAGGACCUGAUCAU
CAAGCUGCCCAAGUACUCCCUGUUCGAGCUGGAGAACGGCCGGAAGCGGAUGCUGGCCUCCG
CCGGCGAGCUGCAGAAGGGCAACGAGCUGGCCCUGCCCUCCAAGUACGUGAACUUCCUGUAC
CUGGCCUCCCACUACGAGAAGCUGAAGGGCUCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCUGUUC
GUGGAGCAGCACAAGCACUACCUGGACGAGAUCAUCGAGCAGAUCUCCGAGUUCUCCAAGCGG
GUGAUCCUGGCCGACGCCAACCUGGACAAGGUGCUGUCCGCCUACAACAAGCACCGGGACAAG
CCCAUCCGGGAGCAGGCCGAGAACAUCAUCCACCUGUUCACCCUGACCAACCUGGGCGCececee
GCCGCCUUCAAGUACUUCGACACCACCAUCGACCGGAAGCGGUACACCUCCACCAAGGAGGUG
CUGGACGCCACCCUGAUCCACCAGUCCAUCACCGGCCUGUACGAGACCCGGAUCGACCcUGUCC
CAGCUGGGCGGCGACGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGUGACUAGCACCAGC
CUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUUG
UCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCUCG
AG

1.2 Disefio de guia de KLKB1 humana y disefio de guia de KLKB1 humana con

homologia con Macaca fascicularis
[00591]Los ARN guia se disefiaron para KLKB1 humana (ENSG00000164344)

dirigidos a las regiones codificantes de proteinas dentro de los Exones 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15. Los ARN guia también se disefiaron para KLKB1 de
Macaca fascicularis (ENSMFAT00000002355) dirigidos a las regiones codificantes de
proteinas dentro de los Exones 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15. Los ARN

guia y las coordenadas gendmicas diana correspondientes se proporcionan mas arriba
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(Tabla 1).

1.2. Administracion de Cas9 (mARN/proteina) y ARN guia in vitro

1.2.1. Preparacion de células, administracion in vitro
[00592]Se descongelaron hepatocitos primarios humanos (PHH) (Gibco, Lotes
Hu8296, Hu8300 y Hu8284, Hu8296, HU8290 y HU8317) y hepatocitos primarios de
Macaca fascicularis (PCH) (Gibco, Lotes Cy367, Cy400 y 10281011) y se volvieron a
suspender en medio para descongelar hepatocitos con complementos (Gibco, N.° de
cat. CM7500), seguido de centrifugacion. Se descart6 el sobrenadante y las células
peletizadas se volvieron a suspender en medio para colocar hepatocitos (William's E
Medium (Invitrogen, N.° de catalogo A1217601) con dexametosona + suplemento de
céctel, contenido de FBS y complementos de colocacion en placas (Gibco, N.° de cat.
CM3000)). Las células se contaron y se colocaron en placas de 96 cavidades
recubiertas con Bio-coat collagen | (ThermoFisher, N.° de catalogo 877272) a una
densidad de 30.000-35.000 células/cavidad para PHH y 40.000-45.000 células/cavidad
para PCH. Se permiti6 que las células colocadas en placas se asienten y adhieran
durante 4-6 horas en una incubadora de cultivos tisulares a 37 °C y una atmésfera de
5% de CO,. Después de la incubacion, se revisaron las células para detectar la
formacion de monocapas y se las lavé una vez con medio de cultivo de hepatocitos
(William’s E Medium con complementos de mantenimiento (Gibco, N.° de cat.
CM4000)) o medio Cellartis Power Primary HEP (Takada, N.° de cat. Y20020).
[00593]Los ARN guia dirigidos a KLKB1 se administraron a las células mediante el uso
de un sistema liposomal con proteina Cas9, por ejemplo, 0 mediante el uso de una
formulacion de LNP que comprende mARN de Cas9 y ARN guia como se describe con
mayor detalle mas adelante.

1.2.2. Transfeccion de RNP
[00594]Se utilizé transfeccibn de RNP con un sistema liposomal (Lipofectamine
RNAIMAX (ThermoFisher, N.° de cat. 13778150) y reactivos CRISPR (ARN guia,
proteina Cas9) para transportar un complejo de ribonucleoproteina (RNP) a través de
la membrana celular.
[00595]Para los estudios que utilizan guia dual (dgARN), el crARN y trARN
individuales se hibridaron previamente al mezclar cantidades equivalentes de reactivo
e incubar a 95 °C durante 2 min y enfriar hasta temperatura ambiente. El gARN que
consiste en crARN y trARN prehibridados se agreg6 a la proteina Spy Cas9 en el

amortiguador de reaccion (OptiMem) para formar un complejo de RNP y el complejo
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de RNP formado se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. EI complejo
de RNP se diluyé con OptiMem para preparar una solucién de reserva de complejo de
RNP de 1 pym. Se prepar6 una mezcla de transfeccion que incluia Lipofectamine
RNAIMAX y OptiMem y se incubd durante al menos 5 minutos. La mezcla de
transfeccion se agreg6é al complejo de RNP y se incubé a temperatura ambiente
durante 10 minutos, y el agente de transfecciéon (mezcla de transfeccion y complejo de
RNP) se agreg6 a las células. Las células se transfectaron con el complejo de RNP
que contenia proteina Spy Cas9 (10 nM), ARN guia/trazador individual (10 nM), y
Lipofectamina RNAIMAX (1,0 ul/cavidad) y OptiMem.

1.2.3. Electroporacion de RNP
[00596]Se utilizé electroporacion de RNP con el sistema de electroporacion celular (kit
Lonza 4D Nucleofector™ 816B0346) y reactivos CRISPR, gARN y proteina Cas9, para
transportar un complejo de ribonucleoproteina (RNP) a través de la membrana celular.
[00597]Para los estudios que utilizan (dgARN, el crARN y trARN individuales se
hibridaron previamente al mezclar cantidades equivalentes de reactivo e incubar a
95 °C durante 2 min y enfriar hasta temperatura ambiente.
[00598]Para los estudios que utilizan sgARN, se prepard una solucion de reserva de
SgARN 50 uM al incubar cantidades iguales de sgARN 100 uM en agua a 95 °C
durante 2 min seguido de enfriamiento en hielo durante 5 minutos. El sgARN se
agrego a la proteina Spy Cas9 en amortiguador de reacciéon (20 mM Hepes, 100 mM
KCIl, 1 mM MgCI2, 10 % glicerol, DTT 1 mM a pH 7,5) para formar un complejo de
RNP y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. Las células se
electroporaron (Amaxa™ Shuttle™ de 96 cavidades, N.° de cat. AAM-1001S) con el
complejo de RNP que contenia la proteina Spy Cas9 (2uM) y gARN (4 uM) y
amortiguador Lonza P3 (N.° de cat.: V4SP-3960). Después de la electroporacién, se
agregd medio para colocar hepatocitos (Will's E, N.° de cat. A12176-01) a la placa de
células, el medio con células se transfiri6 a placas recubiertas de coldgeno (Corning
354407). Después de 4 a 6 h, se cambié el medio a medio de mantenimiento
(William's E (Gibco, N.° de cat. A12176-01, Lot 2039733) y complemento de
mantenimiento (Gibco, N.° de cat. A12176-01, Lot 2039733) para la incubacién
durante la noche a 37 °C durante la noche.

1.2.4. Preparacion de la formulacién de LNP que contiene sgARN y mARN

de Cas9

[00599]En general, los componentes de nanoparticulas lipidicas se disolvieron en
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100 % de etanol a diversas relaciones molares. Las cargas de ARN (por ejemplo,
MARN de Cas9 y sgARN) se disolvieron en citrato 25 mM, NaCl 100 mM, pH 5,0, lo
gue dio como resultado una concentracion de carga de ARN de aproximadamente
0,45 mg/ml. Las LNP usadas en los Ejemplos 2-10 contenian ((9Z,122)-3-((4,4-
bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-
9,12-dienoato de lipido ionizable, también denominado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-
2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato),
colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relacion molar de 50:38:9:3, respectivamente.
Las LNP se formularon con una relacion molar de amina lipidica con respecto a fosfato
de ARN (N:P) de alrededor de 6, y una relacion de gARN con respecto a mARN de 1:2
en peso. Los LNP usados en los Ejemplos 2-10 comprenden un mARN de Cas9 y un
SgARN.

[00600]Las LNP se prepararon con una técnica de flujo cruzado a través de mezcla
por impacto de chorros del lipido en etanol con dos voliumenes de soluciones de ARN
y un volumen de agua. El lipido en etanol se mezcl6 a través de una cruz de mezclas
con los dos volumenes de solucién de ARN. Una cuarta corriente de agua se mezclé
con la corriente de salida de la cruz a través de una pieza en T en linea (ver la Figura
2 de W02016010840). 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 concentraron mediante filtracién de flujo tangencial en un cartucho de
lamina plana (Sartorius, 100kD MWCO) y luego se cambio el amortiguador mediante el
uso de columnas de desalacién PD-10 (GE) en Tris 50 mM, NaCl 45 mM, 5 % (p/v) de
sacarosa, pH 7,5 (TSS). Luego, la mezcla resultante se filtr6 con un filtro estéril de 0,2
pMm. Los LNP finales se caracterizaron para determinar la eficiencia de encapsulacion,
el indice de polidispersidad y el tamafio de particula promedio. La LNP final se
almaceno6 a 4 °C o0 -80 °C hasta su proximo uso.

1.2.5. Lipofeccion de sgARN y mARN de Cas9

[00601]La lipofeccibn de mARN de Cas9 y gARN utilizé6 formulaciones de lipidos
mezcladas previamente. El reactivo de lipofeccion contenia ((9Z,122)-3-((4,4-
bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-
9,12-dienoato de lipido ionizable, también denominado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-
2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato),
colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relacion molar de 50:38:9:3, respectivamente.

Esta mezcla se reconstituyé en 100 % de etanol, luego se mezclé con cargas de ARN
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(por ejemplo, mMARN de Cas9 y gARN) en una relacion molar de amina lipidica con
respecto a fosfato de ARN (N:P) de alrededor de 6,0. EI ARN guia se sintetiz
gquimicamente mediante proveedores comerciales o mediante el uso de técnicas de
sintesis in vitro estandar con nucleétidos modificados. Se produjo un ORF de Cas9 de
la Tabla 5 mediante IVT como se describe en W02019/067910, ver, por ejemplo, el
parrafo [00354], mediante el uso de un tiempo de reaccién de IVT de 2 horas y
purificacion del mMARN mediante precipitacion de LiCl seguida de filtracién de flujo
tangencial. Las lipofecciones se llevaron a cabo con 3% de suero de Macaca
fascicularis y una relacion de gARN con respecto a mARN de 1:1 en peso.

1.2.6. Transfeccion de LNP
[00602]Los sgARN modificados dirigidos a KLKB1 humana se formularon en las LNP
como se describe en el Ejemplo 1. Los hepatocitos primarios humanos se colocaron
en placas como se describe en el Ejemplo 1. Las células se incubaron a 37 °C, 5 % de
CO, durante 48 horas antes del tratamiento con LNP. Las LNP se incubaron en un
medio que contenia 3 % de suero bovino fetal (FBS) a 37 °C durante 10 minutos.
Después de la incubacion, el medio se aspir6 de las células y la mezcla de medios con
3 % de FBS y la LNP se agreg6 a los hepatocitos. A las 72 a 96 horas posteriores a la
transfeccion, se recolectd una porcién de las células y se procesé para la
secuenciacién de NGS como se describe en el Ejemplo 1.

1.3. Aislamiento de ADN gen6mico
[00603]ElI PHH y el PCH transfectados se recolectaron a las 48 o 72 horas después de
la transfeccion. EI gADN se extrajo de cada cavidad de una placa de 96 cavidades
mediante el uso de 50 pl/cavidad de solucion BuccalAmp DNA Extraction (Epicentre,
N.° de cat. QE09050) o el kit de extraccion de ARN/ADN Zymo’s Quick (N.° de cat.
R2130) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Todas las muestras de ADN se
sometieron a PCR y andlisis de NGS posterior, como se describe en la presente.

1.4 Secuenciacion de proxima generacion ("NGS") y analisis de la eficacia

de escision en la diana
[00604]Para determinar cuantitativamente la eficacia de la edicion en la ubicacion
diana en el genoma, se utiliz6 secuenciacion de préxima generacion para identificar la
presencia de inserciones y eliminaciones introducidas por la edicion de genes. Se
disefiaron cebadores de PCR alrededor del sitio diana dentro del gen de interés (por
ejemplo, KLKB1), y se amplificé el area gendmica de interés. El disefio de las

secuencias de cebadores se realizé de la manera estandar en el campo.
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[00605]Se llevé a cabo una PCR adicional de acuerdo con los protocolos del fabricante
(IMlumina) para agregar quimica para secuenciacion. Los amplicones se secuenciaron
en un instrumento lllumina MiSeq. Las lecturas se alinearon con el genoma de
referencia humano (por ejemplo, hg38) después de eliminar las que tenian bajas
calificaciones de calidad. Los archivos resultantes que contenian las lecturas se
mapearon al genoma de referencia (archivos BAM), donde se seleccionaron las
lecturas que se superponian con la regién diana de interés y se calcul6 la cantidad de
lecturas de tipo silvestre en comparacion con la cantidad de lecturas que contenian
una insercion o eliminacién ("indel").

[00606]EI porcentaje de edicion (por ejemplo, la "eficacia de edicién" o "porcentaje de
edicién") se define como la cantidad total de lecturas de secuencia con inserciones o
eliminaciones ("indeles") sobre la cantidad total de lecturas de secuencia, incluso de
tipo silvestre.

[00607]Ademas, se utilizé un ensayo bioquimico (ver, por ejemplo, Cameron et al.,
Nature Methods. 6, 600-606; 2017) para descubrir potenciales sitios genémicos
secundarios escindidos por Cas9 que se dirige a KLKB1. EI ADN gendmico purificado
(gADN) de las células se digirié con ribonucleoproteina (RNP) ensamblada in vitro de
Cas9 y sgARN, para inducir la escisibn de ADN en el sitio en la diana y en los
potenciales sitios secundarios con homologia con la secuencia espaciadora de
sgARN. Después de la digestién de gADN, los extremos libres del fragmento de gADN
se ligaron con adaptadores para facilitar el enriquecimiento de fragmentos editados y
la construccion de colecciones de NGS. Las colecciones de NGS se secuenciaron vy,
mediante analisis bioinformético, se analizaron las lecturas para determinar las
coordenadas gendmicas de los extremos de ADN libres. Las ubicaciones en el
genoma humano con una acumulacion de lecturas se anotaron luego como
potenciales sitios secundarios.

[00608]ENn los ensayos de deteccion secundarios conocidos, tal como el ensayo
bioquimico utilizado anteriormente, normalmente se recupera una gran cantidad de
potenciales sitios secundarios, mediante disefio, para "considerar todas las
posibilidades" de sitios potenciales que pueden validarse en otros contextos, por
ejemplo, en una célula primaria de interés. Ademas, el ensayo bioquimico por lo
general sobrerrepresenta la cantidad de posibles sitios secundarios ya que el ensayo
utiliza ADN gendmico de alto peso molecular purificado libre del entorno celular y

depende de la dosis de RNP de Cas9 utilizada. En consecuencia, los potenciales sitios
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secundarios identificados por estos ensayos pueden validarse mediante el uso de
secuenciacién dirigida de los potenciales sitios secundarios identificados.
[00609]En un enfoque para la secuenciacion dirigida, se introdujeron Cas9 y un
SgARN de interés (por ejemplo, un sSgARN que tiene potenciales sitios secundarios
para la evaluacién) en células PHH o PCH. Luego, se lisan las células y se utilizan
cebadores que flanquean los potenciales sitios secundarios para generar un amplicon
para el analisis de NGS. La identificacion de indeles a un cierto nivel se puede utilizar
para validar un potencial sitio secundario, mientras que la falta de indeles encontrada
en el potencial sitio secundario puede indicar un falso positivo en el ensayo secundario
gue se utilizo.
[00610]Las guias que mostraban la actividad de indel de la diana se analizaron para
detectar potenciales sitios de escisiGn gendmica secundarios con este ensayo. Las
estructuras de reparacién se inspeccionaron manualmente en un locus con
velocidades de indel estadisticamente relevantes en los sitios de escision secundarios
para validar las estructuras de reparacion.

1.5 Analisis de transcripto mediante PCR cuantitativa
[00611]Se llevd a cabo PCR cuantitativa para evaluar los niveles de transcripto de
KLKBL1. Para aislar mARN, se usé el kit Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, N.° de cat.
74106). El procedimiento del RNeasy Mini Kit se completd de acuerdo con el protocolo
del fabricante.
[00612]Se cuantifico el ARN con un Nanodrop 8000 (Thermofisher Scientific, N.° de
cat. ND-8000-GL). El procedimiento de cuantificacién del ARN se complet6é de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Las muestras de ARN se almacenaron a -20 °C antes
de su uso.
[00613]Se utilizo el kit Tagman RNA-to-Ct 1-Step (Thermo Fisher Scientific, N.° de cat.
4392938) para crear las reacciones de PCR. La preparacion de la reacciéon se
complet6 de acuerdo con el protocolo del fabricante. Alternativamente, se utilizé un kit
Cells-to-CT 1-Step TagMan (Thermo Fisher Scientific, N.° de cat. A25603) para
producir muestras para qPCR. Se usaron sondas de PCR cuantitativa dirigidas a
KLKB1 humana o de Macaca fascicularis (Thermo Fisher Scientific, N.° de cat.
4351372, transcripto UniGene ID Hs01111828 m1; Thermo Fisher Scientific, N.° de
cat. 4331182, transcripto UniGene ID Hs00168478 m1l), PPIB de control interno
(Thermo Fisher Scientific, N.° de cat. 4351372, transcripto UniGene ID
Hs00168719 _m1; Thermo Fisher Scientific, N.° de cat. 4331182, transcripto UniGene
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ID Mf02802985_m1), GAPDH de control interno (Thermo Fisher Scientific, N.° de cat.
4351372, transcripto UniGene ID Hs02786624 g1), y 18S de control interno (Thermo
Fisher Scientific, N.° de cat. 4319413E) en las reacciones de PCR. Se utiiz0 el sistema
de PCR en tiempo real StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, N.° de cat. 4376600)
para llevar a cabo la reaccién de PCR en tiempo real y la cuantificacion de transcriptos
de acuerdo con el protocolo del fabricante.

[00614]Se proporcioné un andlisis de Ct doble delta del mMARN de KLKB1 mediante el
uso de los valores de Ct determinados a partir del sistema de PCR en tiempo real
StepOnePlus. Se calculé un valor de Ct doble delta para los valores de Ct de los
controles internos dentro de cada muestra en comparacion con los valores para
KLKB1. La relacién de cambio de expresion se determiné en funcién del valor de Ct
doble delta para cada secuencia.

1.6. Analisis de proteinas de medios de cultivo de tejidos mediante ELISA
[00615]Se transfectaron PHH o PCH como se describié anteriormente. A partir de los
tres dias después de la transfeccién y la colocacién en placas (placa de 96 cavidades),
se cambié el medio en las células cada dos dias. De siete a diez dias después de la
transfeccion, se extrajo el medio de las células y luego se reemplazé con 100 ul de
medios de cultivo William's E o medio Cellartis Power Primary HEP (Takada, N.° de
cat. Y20020). De veinticuatro a cuarenta y ocho horas mas tarde, se recolecté el medio
y se almacend a -20°C. Los niveles de proteina KLKB1 secretada total se
determinaron mediante el uso de un kit ELISA de precalicreina (Abcam, N.° de cat.
ab202405), que detecta precalicreina y calicreina (también denominadas calicreina
total). Los reactivos y los estandares del kit se prepararon mediante el uso del
protocolo del fabricante. Antes de ejecutar el ELISA, el medio congelado se
descongel6 a temperatura ambiente y se centrifugd a 1000 rpm durante 1 minuto para
peletizar los desechos y luego se colocaron en hielo. Para el ELISA, se diluyeron de
10 a 40 pl de medios con un diluyente de ensayo Sample Diluent NS hasta un volumen
total de 50 ul. El procedimiento de ELISA se completd de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Se leyé la placa en un lector de placas SpectraMax M5. Se calcularon los
niveles de calicreina total con el software SoftMax Pro ver. 6.4.2 mediante el uso de un
ajuste de curva logistica de cuatro pardmetros de la curva estandar. Se determiné la
reduccién de la proteina precalicreina secretada total para las células tratadas con
reactivos de KLKB1 en comparacion con las cavidades tratadas con reactivos de
control o muestras no tratadas.

1.6.1 Analisis de proteinas de suero mediante ELISA
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[00616]Los niveles de precalicreina en suero se midieron en ratones humanizados
mediante el siguiente procedimiento. De seis a siete dias después de la dosis, se
sacrificaron los animales mediante exanguinacion a través de puncién cardiaca bajo
anestesia con isoflurano. Se recolect6 la sangre en tubos separadores de suero y se
coagulé a temperatura ambiente durante 2 horas antes de centrifugarla a 9000 ¢
durante 10 min para separar el suero. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su
andlisis.

[00617]Se determinaron los niveles de proteina de precalicreina mediante el uso de un
kit ELISA de precalicreina humana (Abcam, N.° de cat. ab202405), que detecta
precalicreina y calicreina (también denominadas calicreina total). Brevemente, los
sueros se diluyeron en serie con diluyente de muestra del kit hasta una dilucion final
de 1:500 o 1:1000 veces antes de agregarlos a la placa de ELISA. El ensayo se llevo a
cabo de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se leyo la placa en un lector de
placas Clariostar (BMG Labtech). Se calcularon los niveles de precalicreina total con el
software Mars mediante el uso de un ajuste de curva logistica de cuatro parametros de
la curva estandar. Se determiné la reduccion de la proteina precalicreina secretada
total para las células tratadas con reactivos de KLKB1 en comparacion con las
cavidades tratadas con reactivos de control o muestras no tratadas.

1.6.2. Analisis de proteinas mediante transferencia Western

[00618]Los PHH se trataron con LNP formuladas con ARN guia seleccionados de la
Tabla 1 como se describe con mayor detalle mas adelante. Las LNP se incubaron en
medio Cellartis Power Primary HEP (Takada, N.° de cat. Y20020) que contenia 3 % de
suero de Macaca fascicularis a 37 °C durante 10 minutos. Después de la incubacion,
las LNP se agregaron a los hepatocitos humanos. A partir de los tres dias después de
la transfeccion, se cambio el medio en las células cada dos dias. De diez a catorce
dias después de la transfeccion, para las células sembradas en una placa de 96
cavidades, se retiraron los medios y las células se lisaron con 50 pl/cavidad de
amortiguador RIPA (Boston Bio Products, N.° de cat. BP-115) mas una mezcla de
inhibidores de la proteasa recién agregada que consiste en un céctel completo de
inhibidores de la proteasa (Sigma, N.° de cat. 11697498001), DTT 1 mM y 250 U/ml de
benzonasa (EMD Millipore, N.° de cat. 71206-3) por 30.000 a 45.000 células. Las
células se mantuvieron en hielo durante 30 minutos, momento en el cual se agregé
NaCl (concentracién final 1 M). Los lisados celulares se mezclaron por completo y se
mantuvieron en hielo durante 30 minutos. Los extractos de células enteras ("WCE") se

transfirieron a una placa de PCR y se centrifugaron para peletizar los residuos. Se us6
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un ensayo de Bradford (Bio-Rad, N.° de cat. 500-0001) para evaluar el contenido de
proteina de los lisados. El procedimiento de ensayo de Bradford se completé de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Los extractos se almacenaron a -20 °C antes
de su uso.
[00619]Se llevaron a cabo transferencias Western para evaluar los niveles de proteina
KLKB1. Se mezclaron los lisados con amortiguador de Laemmli (Boston BioProducts,
N.° de cat. BP-111R) y desnaturalizaron a 95°C durante 10 minutos. Las
transferencias Western se ejecutaron con el sistema NuPage en 4-12 % de gel Bis-Tris
(Thermo Fisher Scientific, N.° de cat. NP0323BOX) de acuerdo con el protocolo del
fabricante seguido de transferencia en himedo a una membrana de nitrocelulosa de
0,45 pm (Bio-Rad, N.° de cat. 1620115). Después de la transferencia, las membranas
se enjuagaron por completo con agua y se tifieron con solucién Ponceau S (Boston
Bio Products, N.° de cat. ST-180) para confirmar la transferencia completa y uniforme.
Las transferencias se bloquearon con 5% de leche en polvo en TBS durante 30
minutos en un balancin de laboratorio a temperatura ambiente. Las transferencias se
enjuagaron con TBST y se sondearon con anticuerpo monoclonal de a-calicreina de
conejo (Abcam, N.° de cat. ab124938) a 1:1000 en TBST. Para las transferencias con
lisado celular in vitro, se utiliz6 GAPDH como control de carga (Novus, N.° de cat.
NB600502) a 1:2500 en TBST y se incubd simultdneamente con el anticuerpo primario
de KLKB1. Después de la incubacion, las transferencias se enjuagaron 3 veces
durante 5 minutos cada una en TBST. Las transferencias se visualizaron y analizaron
mediante densitometria con un sistema Licor Odyssey.

1.6.3. Deteccién basada en electroquimioluminiscencia de los niveles de

calicreina en plasma
[00620]Los niveles de calicreina en plasma en las muestras se midieron a través de un
inmunoensayo mediante el uso de una plataforma de deteccion de
electroquimioluminiscencia por MesoScale Discovery (MSD). Se recubrié una placa
estandar de MSD de 96 cavidades (N.° de cat. L15XA) con 25 o 40 ul de un anticuerpo
de captura monoclonal de raton para la calicreina (LS-Bio, LS-C38308) a una
concentracion de 1ug/ml en PBS durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las
cavidades se lavaron y luego se bloquearon con 150 ul de 3 % de Blocker-A (MSD, N.°
de cat. R93AA) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador
ajustado a 700 rpm. Después del lavado, las muestras para la determinacion de la

concentracién de calicreina junto con un estandar de calicreina humana de una
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concentracion conocida, elaborada internamente, se agregaron a las cavidades y se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador ajustado a 700 rpm.
Tanto las muestras como los estandares se diluyeron en 1% de Blocker-A,
opcionalmente con 0,05 % de Tween20.

[00621]Después del lavado, se agregaron 25 ul de la solucion de anticuerpos de
deteccién (LSBio #C185168 a 1 ug/ml y MSD# R32AG a 500 ug/ml en 1 % de Blocker-
A con 0,05 % Tween20) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
lavé la placa y se agregaron 150 ul de amortiguador de lectura de oro MSD
(MesoScale Discovery, N.° de cat. R92TG) a cada cavidad. Se leyé la placa mediante
el uso del instrumento QuickPlex SQ 120 (MesoScale Discovery). La placa se lavé 3
veces con PBS con 0,05 % de Tween20 entre las diferentes etapas.

1.7. Analisis fluorométrico de la actividad de calicreina en plasma
[00622]Se midieron los niveles de actividad de calicreina total en plasma en las
muestras, tales como muestras de primates no humanos (NHP), mediante el uso del
kit de ensayo fluorométrico de actividad de calicreina en plasma SensolLyte Rh110
(Anaspec N.° de cat. AS-72255). Se llevo a cabo un pretratamiento con cloroformo
para inhibir la actividad del inhibidor de C1 al mezclar un volumen igual de cloroformo
frio con plasma K2EDTA NHP en una placa de 96 cavidades. Luego, se centrifugé la
placa durante 5 min a 4 °C a 16.000 X de g y se recolectaron cuidadosamente 10 ul
del plasma tratado de la capa superior. En una microplaca negra de 96 cavidades, los
10 pl de plasma pretratado se mezclaron con 30 ul de amortiguador de ensayo, 10 ul
de activador de precalicreina de plasma y 50 ul de sustrato, todo lo cual se incluye en
el kit y se prepar6 de acuerdo con el protocolo del kit. Las mediciones de fluorescencia
se iniciaron inmediatamente a EXEm = 490 nm/520 nm con una lectura cada 5
minutos durante 1 hora en un lector de placas SpectraMax M5. La pendiente de la
porcién lineal de la lectura fluorométrica cinética para una determinada muestra de
plasma posterior al tratamiento se compara con la pendiente de la muestra de plasma
previa al tratamiento del mismo animal para calcular el % inicial.

1.7.1 Detecciéon basada en electroquimioluminiscencia de los niveles de

calicreina en plasma en primates no humanos
[00623]Los niveles de calicreina en plasma en primates no humanos se midieron a
través de un inmunoensayo mediante el uso de una plataforma de deteccion de
electroquimioluminiscencia por MesoScale Discovery (MSD). Se recubrié una placa
estandar de MSD de 96 cavidades (N.° de cat. L15XA) con 40 pl de un anticuerpo de
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captura monoclonal de ratén para la calicreina (LS-Bio, LS-C38308) a una
concentracion de 1ug/ml en PBS durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las
cavidades se lavaron y luego se bloquearon con 150 ul de 3 % de Blocker-A (MSD, N.°
de cat. R93AA) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador
ajustado a 700 rpm. Después del lavado, las muestras de NHP para la determinacion
de la concentracién de calicreina junto con un estandar de calicreina de NHP de una
concentracién conocida, elaborada internamente, se agregaron a las cavidades y se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en un agitador ajustado a 700 rpm.
Tanto las muestras como los estandares se diluyeron en 1 % de Blocker-A con 0,05 %
de Tween20.
[00624]Después del lavado, se agregaron 25 pl de la solucion de anticuerpos de
deteccién y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavo la placay se
agregaron 150 ul de amortiguador de lectura de oro MSD (MesoScale Discovery, N.°
de cat. R92TG) a cada cavidad. Se ley6 la placa mediante el uso del instrumento
QuickPlex SQ 120 (MesoScale Discovery). La placa se lavd 3 veces con PBS con
0,05 % de Tween20 entre las diferentes etapas.

1.8 Ensayo de permeabilidad vascular
[00625]El ensayo de permeabilidad vascular azul de Evans es un modelo establecido
de edema y fuga vascular que se puede utilizar como modelo en el estudio de HAE
(ver, por ejemplo, Bhattacharjee et al., 2013). El ensayo se basa en la inyeccién de
azul de Evans, un tinte de unién a la albumina, en un animal de prueba, tipicamente un
ratén. En condiciones fisiol6gicas, el endotelio es impermeable a la albumina, por lo
que el azul de Evans unido a la albumina permanece restringido dentro de los vasos
sanguineos. En condiciones patolégicas que promueven una mayor permeabilidad
vascular, la extravasacion de azul de Evans se puede observar cualitativamente, por
ejemplo, por la presencia de color azul en las orejas, las patas y la nariz de los ratones
después de la inyeccién intravenosa, o cuantitativamente a través de la medicion del
tinte incorporado en el tejido, por ejemplo, el intestino.
[00626]Mediante el uso del ratdbn huKLKB1, se desarrollé un modelo de permeabilidad
vascular para evaluar el potencial de la edicion de KLKB1 para mitigar los efectos del
exceso de produccion de bradiquinina (Bhattacharjee et al., 2013). Se administré una
KLKB1 modificada dirigida a SQARN y mARN de Cas9 en respuesta a la dosis a dosis
de ARN total de 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg y 0,3 mg/kg. Se trataron grupos adicionales
con 0,3 mg/kg de control de LNP no dirigido y control de vehiculo de TSS. Trece dias

después de la dosis, se indujo la permeabilidad vascular mediante el uso de una
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inyeccion intraperitoneal de 2,5 mg/kg del inhibidor de la enzima convertidora de la
angiotensina (ACE) captopril. Después de 15 minutos, se administré una mezcla de
tinte azul de Evans (30 mg/kg) y sulfato de dextrano (0,3 mg/kg) mediante inyeccién
intravenosa en la cola. Se sacrificaron los animales 15 minutos después de esta
inyeccion y se evalud la extravasacion de tinte en el colon mediante densidad Optica
(OD) a una absorbancia de 600 nm a través del lector de placas Clariostar (BMG
LabTech). Se recolectaron higado y suero para cuantificar la edicion del gen huKLKB1
y la proteina calicreina, respectivamente.

Ejemplo 2: Cribado y caracterizacién guiain vitro

2.1. Deteccion de ARN de guia dual (dgARN) que se dirigen a KLKB1

humana
[00627]Se prepararon guias dirigidas a KLKB1 humana como ARN de guia doble y se
evaluaron mediante transfeccion en hepatocitos primarios humanos (PHH) vy
hepatocitos primarios de Macaca fascicularis (PCH) como se describe en el Ejemplo 1.
Las células se lisaron 48 horas después del tratamiento para el analisis de NGS como
se describi6 en el Ejemplo 1. Se evaluaron las guias que se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Guias duales y guias individuales en seres humanos y Macaca

fascicularis
SEQ ID SgARN de

dgARN NO SgARN Macaca

humano secuencia guia humana humano fascicularis
CR005916 ACAGGAAACUGUAGCAAACA 1 G012253 NA
CR005917 AUAGAUAAUUCACUUACCAC 2 G012254 NA
CR005918 UACAUCCCCACCUCUGAAGA 3 G012255 NA
CR005919 AACUGAAUAGCAAACACCUU 89 NA NA
CR005920 ACAAUUACCAAUUUCUGAAA 90 NA NA
CR005921 UACAAUUACCAAUUUCUGAA 91 NA NA
CR005922 UCUUGAGGAGUAGAGGAACU 4 G012256 NA
CR005923 GGUGUUUUCUUGAGGAGUAG 92 NA NA
CR005924 ACCAGGUAAAGUUCUUUUGC 5 G012257 NA
CR005925 GGGUAAAUUUUAGAAUGGCA 6 G012258 NA
CR005926 CGGGUAAAUUUUAGAAUGGC 93 NA G013884
CR005927 CUCCCGGGUAAAUUUUAGAA 94 NA G013925
CR005928 AUUUACCCGGGAGUUGACUU 7 G012259 NA
CR005929 UACCCGGGAGUUGACUUUGG 8 G012260 NA
CR005930 UAUGGGACACAAGGGAGCUC 95 NA NA
CR005931 UCUUUGAGAUUGUGUAACAC 9 G012261 NA
CR005932 CUUUGAGAUUGUGUAACACU 10 G012262 NA
CR005933 UUUGAGAUUGUGUAACACUG 11 G012263 NA
CR005934 UUGGAGGAACAAACUCUUCU 96 NA G013912
CR005935 UGGAGGAACAAACUCUUCUU 97 NA NA
CR005936 CAAACUCUUCUUGGGGAGAG 98 NA NA
CR005937 CUAUGAGUGACCCUCCACAC 99 NA G013886
CR005938 CUGUGUGGAGGGUCACUCAU 100 NA G013938
CR005939 GGUCACUCAUAGGACACCAG 101 NA G013946
CR005940 GUCACUCAUAGGACACCAGU 102 NA G013896
CR005941 ACUGCUGCCCACUGCUUUGA 103 NA NA
CR005942 ACACUUACCCAUCAAAGCAG 104 NA G013902
CR005943 UACAUACCAGUGUAAUUCAA 12 G012264 NA
CR005944 AGGAACACCUACCGCUAUAA 105 NA G013871
CR005945 CUCCGGGACUGUACUUUAAU 106 NA G013889
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SEQ ID SgARN de
dgARN NO SgARN Macaca
humano secuencia guia humana humano fascicularis

CR005946 GUCCCAUACGCAAUCCUAGU 107 NA G013890
CR005947 CUCAGCACCUUUAUAGCGGU 108 NA G013892
CR005948 UAUAGCGGUAGGUGUUCCUC 109 NA G013874
CR005949 CUCCAACUAGGAUUGCGUAU 13 G012265 G013933
CR005950 CUAUUAAAGUACAGUCCCGG 110 NA G013875
CR005951 AGGAUUGCGUAUGGGACACA 14 G012266 G013904
CR005952 GGAUUGCGUAUGGGACACAA 15 G012267 G013901
CR005953 GUGCUGAGUAACGUGGAAUC 111 NA G013883
CR005954 UAUAAAGGUGCUGAGUAACG 112 NA G013878
CR005955 UCUCCAACUAGGAUUGCGUA 113 NA G013908
CR005956 GUUACUCAGCACCUUUAUAG 16 G012268 G013945
CR005957 AUAGCGGUAGGUGUUCcUCC 114 NA G013873
CR005958 CUGCCAAAAGUACAUCGAAC 115 NA G013877
CR005959 UGCCUAUUAAAGUACAGUCC 17 G012269 NA
CR005960 CUAUGGAUGGUUCUCCAACU 18 G012270 G013922
CR005961 ACCAAUUUCUGAAAGGGCAC 116 NA NA
CR005962 GUGUUUCUUAAGAUUAUCUA 117 NA NA
CR005963 GAUGUUUGGCGCAUCUAUAG 19 G012271 G013921
CR005964 CCAAUUUCUGAAAGGGCACA 118 NA NA
CR005965 UUCUUAAGAUUAUCUAUGGA 119 NA G013940
CR005966 CUGUUCGAUGUACUUUUGGC 120 NA NA
CR005967 UGUUCGAUGUACUUUUGGCA 121 NA G013880
CR005968 GGUGGAAUGUGCACCUCAUC 122 NA G013939
CR005969 GUCCGACACACAAAAGCAUC 123 NA G013894
CR005970 AUGCGCCAAACAUCCUGCAG 20 G012272 G013885
CR005971 AAACUGGCAGCGAAUGUUAC 124 NA G013930
CR005972 UGCCACGCAAACAUUUCACA 125 NA NA
CR005973 GCACCUGUUCGAUGUACUUU 126 NA G013870
CR005974 AGAUGCGCCAAACAUCCUGC 127 NA NA
CR005975 GCACCUCAUCUGGCAGUAUU 128 NA NA
CR005976 CAUCUGAGAACGCAAGAUGC 129 NA G013934
CR005977 AUGCCCAAUACUGCCAGAUG 130 NA NA
CR005978 UGCACCUCAUCUGGCAGUAU 131 NA G013944
CR005979 CUCCUUUAUAAAUGUCUCGA 21 G012273 G013905
CR005980 AUGUCAUUGAUUGAACUUGC 132 NA G013936
CR005981 ACAAGCACACGCAUUGUUGG 133 NA G013893
CR005982 UGUUACUGGUGCACCUUUUU 22 G012274 NA
CR005983 GAUGCGCCAAACAUCCUGCA 23 G012275 G013876
CR005984 UAUCGCCUUGAUAAAACUCC 134 NA G013926
CR005985 CCUCAAGAAAACACCAUAUC 135 NA G013906
CR005986 AAACGCCUUCUUCAGAGGUG 136 NA NA
CR005987 AAAACAAGCACACGCAUUGU 137 NA G013891
CR005988 CAUCGAACAGGUGCAGUUUC 138 NA G013879
CR005989 GGCUUCCCCUGCAGGAUGUU 139 NA G013881
CR005990 UUGAUGACCACAUUGCUUCA 140 NA G013937
CR005991 AGGAGCCUGGAGUUUUAUCA 141 NA NA
CR005992 AUCUGGCAGUAUUGGGCAUU 24 G012276 G013915
CR005993 UGCCAUCGAGACAUUUAUAA 142 NA G013899
CR005994 GCGUGGCAUAUGAAAAAAAC 25 G012277 NA
CR005995 UAUAAAGGAGUUGAUAUGAG 26 G012278 G013913
CR005996 AGCAAGUUCAAUCAAUGACA 143 NA G013897
CR005997 GGACAUUCCUUGAAGCAAUG 144 NA NA
CR005998 ACACCUUGAAUUGUACUCAC 27 G012279 NA
CR005999 GUUGGGGUGAUAGGUGCAGA 145 NA NA
CR006000 GAAAACGCCUUCUUCAGAGG 146 NA NA
CR006001 UAUGAAAACGCCUUCUUCAG 147 NA NA
CR006002 CUCAGAUGUGGAUGUUGCCA 148 NA NA
CR006003 CUCUCCUAGGCUUCCCCUGC 149 NA NA

[00628]Se determind la edicion para los dgARN en dos conjuntos separados de
poblaciones de PHH y PCH. Los datos de cribado para las secuencias guia se

enumeran en la Tabla 6 anterior. La Tabla 7A y las Figuras 1A-1B muestra el
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porcentaje de edicién para las guias de direccionamiento a KLKB1 cotransfectadas
con proteina Spy Cas9 en hepatocitos primarios humanos (PHH) (N=2) y la Tabla 7B y
las Figuras 1C-1D para hepatocitos primarios de Macaca fascicularis (PCH) (N=2).
[00629]Los ARN guia de mayor rendimiento y los datos de edicién correspondientes
del Conjunto 2 estan marcados con un asterisco (*) en la Tabla 7A y 7B. Cuando se
compararon, se determiné que los conjuntos estaban altamente correlacionados
(Spearman R = 0,985).

Tabla 7A: Datos de edicion de KLKB1 para guias duales administradas a

hepatocitos primarios humanos: Conjuntos de cebadores 1y 2

CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
% de edicion % de % de edicién
p [+ icié p
ID DE GUIA % de edicion de ID DE GUIA | edicién de
promedio desviacion . desviacion
. promedio .
estandar estandar
CR005916* 44,8 4,67 CR005916* 46,8 1,7
CR005917* 45,75 1,77 CR005917* 49,9 4,38
CR005918 ND ND CR005918 ND ND
CR005919 24,6 0,28 CR005919 28,9 4,81
CR005920 9,35 0,35 CR005920 10,7 0,99
CR005921 6,15 1,06 CR005921 5,55 0,64
CR005922 ND ND CR005922 19,25 1,91
CR005923 19,25 4,74 CR005923 20,35 2,76
CR005924 6,1 0,71 CR005924 5,55 0,78
CR005925* 35,55 1,06 CR005925* 36,3 1,41
CR005926 11,95 4,45 CR005926 11,2 2,83
CR005927 29,2 4,24 CR005927 30,4 2,97
CR005928 ND ND CR005928 33,45 4,03
CR005929 ND ND CR005929 51,35 0,07
CR005930* 32,45 0,21 CR005930* 32,6 8,06
CR005931* 37,85 5,02 CR005931* 33,15 1,63
CR005932* 62,25 3,04 CR005932* 63,25 4,6
CR005933* 70,05 1,91 CR005933* 62,45 2,47
CR005934 17 2,12 CR005934 16,5 0,71
CR005935 26,25 0,35 CR005935 26,45 3,75
CR005936 4,55 0,64 CR005936 5 0,71
CR005937* 32,6 0,99 CR005937* 32,45 1,63
CR005938* 39,25 8,7 CR005938* 36,85 5,87
CR005939 27 0,57 CR005939 24,85 3,46
CR005940 16,7 2,12 CR005940 17,15 1,91
CR005941 8,9 0,85 CR005941 8,95 1,48
CR005942 19,8 0,71 CR005942 20,05 0,49
CR005943* 38,3 6,08 CR005943* 38,05 3,32
CR005944 23,55 1,91 CR005944 22,05 4,17
CR005945 21,95 1,63 CR005945 23,05 1,63
CR005946 29,35 2,47 CR005946 27,4 2,55
CR005947 12,4 2,97 CR005947 12,55 1,63
CR005948 15,2 1,56 CR005948 14,5 0,85
CR005949 19,15 2,33 CR005949 19,5 0,99
CR005950 21,6 2,12 CR005950 19,2 1,7
CR005951* 44,9 1,41 CR005951* 43,45 3,75
CR005952* 63,4 3,11 CR005952* 64,4 2,26
CR005953 5,7 0 CR005953 6,35 1,06
CR005954 12,5 1,7 CR005954 12,8 0,57
CR005955 24,65 3,04 CR005955 24,95 0,64
CR005956* 31,35 0,92 CR005956* 30,55 4,88
CR005957 22,95 2,05 CR005957 24,8 1,41
CR005958 16,45 1,2 CR005958 12,05 2,33
CR005959* 42,4 3,11 CR005959* 42,95 4,17
CR005960* 38,7 0,57 CR005960* 41,1 4,38
CR005961 15,2 0,71 CR005961 13,8 3,25
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
CR005962* 314 0 CR005962* 29,65 0,92
CR005963 ND ND CR005963 45,25 9,97
CR005964 17,45 1,91 CR005964 15,65 3,89
CR005965 25,25 2,33 CRO005965 22,25 0,21
CR005966 8,35 2,9 CR005966 6,15 0,49
CR005967 19,5 2,55 CR005967 16,7 3,11
CR005968 11,55 2,33 CR005968 11,65 191
CR005969 13,5 2,26 CR005969 12,35 3,75
CR005970 ND ND CR005970 22,25 4,17
CR005971 1,1 0,42 CR005971 1,15 0,64
CR005972 13,65 1,63 CR005972 12,1 2,97
CR005973 6,45 0,21 CR005973 5,25 1,06
CR005974 ND ND CR005974 16,7 1,27
CR005975 7,95 1,34 CRO005975 6,75 0,92
CR005976 ND ND CR005976 14,6 0,99
CR005977 12,2 2,69 CR005977 13,65 3,32
CR005978 9,95 1,06 CR005978 9,25 0,92
CR005979 22,35 1,63 CR005979 22,15 0,21
CR005980 18,2 2,26 CR005980 21,25 0,78
CR005981 18,2 1,27 CR005981 17,8 0,42
CR005982 6,25 1,77 CR005982 3,95 2,76
CR005983* 53 NA CR005983* 43,3 9,9
CR005984 17,7 7,07 CR005984 18,45 5,73
CR005985 151 8,91 CR005985 16,3 0,71
CR005986 ND ND CR005986 ND ND
CR005987 10,6 2,12 CR005987 9,8 0,85
CR005988 8,55 2,05 CR005988 6,4 1,13
CR005989 ND ND CR005989 4,9 0,42
CR005990 ND ND CR005990 20,2 6,36
CR005991 28,15 2,9 CR005991 26,9 4,81
CR005992 1,65 0,21 CR005992 4,85 0,92
CR005993* 38 1,27 CR005993* 31,35 1,2
CR005994* 33,4 1,98 CR005994* 36,4 1,98
CR005995 22,55 2,47 CR005995 30,65 7,14
CR005996 16,55 0,64 CR005996 13,75 3,46
CR005997 22,05 1.2 CR005997 16,45 3,61
CR005998* 56,65 2,33 CR005998* 59,05 14,07
CR005999 25 3,68 CR005999 22,45 2,19
CR006000 ND ND CR006000 ND ND
CR006001 ND ND CR006001 ND ND
CR006002 23,25 3,75 CR006002 20,85 2,05
CR006003 ND ND CR006003 7 1,13

* *dgARN seleccionado”, un subconjunto de los ARN guia evaluados
Tabla 7B: Datos de edicion de KLKB1 para crARN administrados a

hepatocitos primarios de Macaca fascicularis Conjuntos 1y 2

CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
s . % de % de edicion
ID DE GUIA % de edicion % de edicion de ID DE GUIA edicién | de desviacién
promedio desviacion estandar . .
promedio estandar
CR005916* 26,6 2,4 CR005916* 26,1 1,8
CR005917* 31,5 3,3 CR005917* 33,2 2,8
CR005918* 0,6 0,2 CR005918 ND ND
CR005919* 2,5 ND CR005919* 3,2 0,3
CR005920* 0,4 0,1 CR005920 0,1 0,1
CR005921 0,1 0,0 CR005921 0,1 0,1
CR005010 72,8 0,2 CR005010 65,7 0,9
CR005922* 0,5 0,1 CR005922* 0,6 0,3
CR005923 0,4 0,1 CR005923 0,3 0,1
CR005924 0,2 0,0 CR005924 0,2 0,2
CR005925* 0,7 0,4 CR005925* 15 0,3
CR005926 0,0 0,0 CR005926 0,0 0,0
CR005927* 3,1 0,8 CR005927* 3,2 0,2
CR005928* 3,3 1,6 CR005928* 2,2 0,4
CR005929* 13,0 2,7 CR005929* 12,5 0,0
CR005930* 5,0 0,9 CR005930* 3,6 1,3
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
CR005931* 1,3 0,0 CR005931* 2,3 0,0
CR005932* 15,5 3,5 CR005932* 12,2 57
CR005933* 21,5 2,6 CR005933* 16,6 ND
CR005934 ND ND CR005934 0,3 0,2
CR005935 ND ND CR005935* 2,0 0,1
CR005936 0,1 0,0 CR005936 ND ND
CR005937* 2,8 0,1 CR005937* 2,9 0,1
CR005938* 5,8 0,4 CR005938* 6,2 0,0
CR005939* 2,3 0,1 CR005939* 1.9 04
CR005940* 1,2 0,3 CR005940* 1,2 0,3
CR005025 31,3 10,8 CR005025 36,5 ND
CR005941 04 0,1 CR005941* 0,3 0,0
CR005942* 1,2 0,6 CR005942* 1,0 0,8
CR005943* 4,0 0,4 CR005943* 31 0,0
CR005020 29,5 15 CR005020 30,7 0,6
CR003187 14,5 0,6 CR003187 15,2 2,2
CR005964 0,3 0.4 CR005964 0,1 0,1
CR005032 53 1,6 CR005032 4,5 0,9

* “dgARN seleccionado”, un subconjunto de los ARN guia evaluados
2.1.1 Cribado cruzado de sgARN en PHH y PCH, edicion

[00630]Se prepararon secuencias guia seleccionadas dirigidas a KLKB1 como sgARN
y se evaluaron adicionalmente en PHH y PCH. Se prepararon PHH y PCH (Gibco, Lot
Hu8298) y se transfectaron con RNP como se describe en el Ejemplo 1. Las células se
lisaron a las 48 y 72 horas, respectivamente, después del tratamiento para el analisis
de NGS como se describi6 en el Ejemplo 1. La Tabla 8A y las Figuras 2A-2B muestran
el porcentaje de edicion en PHH y la Tabla 8B y las Figuras 2C-2D en PCH.
[00631]Tabla 8A: Datos de edicibn de KLKB1 para sgARN administrados a

hepatocitos primarios humanos Conjuntos 1y 2

CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
o — % de edicion o s % de
ID DE GUIA % de edlc_lon de desviacion ID DE % de edlc_lon ed|C|_on‘c,ie
promedio estandar GUIA promedio desviacion
estandar
G012321* 64,7 5,8 G012321* 62 5,5
G012102 64 5,7 G012102 63,6 4,7
G012293* 63,5 4,4 G012293* 61,6 3,9
G009246 63,3 3,1 G009246 62,3 4,6
G012308* 59,0 1,6 G012308* 59 1,5
G012253* 58,6 3,5 G012253* 59,1 1,7
G012319* 55,3 0,9 G012319* 55,1 3,6
G012298* 53,1 4,2 G012298* 54 4,9
G012320* 52,5 5,5 G012320* 51,9 7,7
G012290* 52,0 1,4 G012290* 51,7 0,9
G012304* 48,7 2,7 G012304 NA NA
G012323* 47,4 1,4 G012323* 49,1 1,1
G012280* 46,2 4,0 G012280* 45,4 5,4
G012305* 46,1 5,2 G012305 NA NA
G012303* 45,4 7,4 G012303 NA NA
G012285* 45,1 7,6 G012285* 45,2 8,6
G012335* 45,1 2,4 G012335* 44,7 3,2
G012286* 44,7 5,3 G012286* 43,9 3,5
G000644 42,4 9,9 G000644 42,7 9,5
G012294* 42,0 1,3 G012294* 43 2,4
G009267 41,6 0,6 G009267 45,8 1,3
G009285 37,7 1,7 G009285 35,6 1,3
G012334* 36,4 2,5 G012334* 36 5,3
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2

G012325* 36,2 1,8 G012325* 36,4 3,6
G012296* 35,9 6,2 G012296* 354 7,8
G012331 35,5 3,0 G012331* 35,7 1,2
G012306 34,9 1,8 G012306 NA NA
G012313 34,9 1,3 G012313* 36,3 3,3
G012297 34,4 4,7 G012297 32,7 4,7
G012322 32,9 0,4 G012322 33,2 0,4
G012299 32,4 0,7 G012299 NA NA
G012333 31,3 0,4 G012333 32,3 3,3
G012328 31,2 2,3 G012328* 34,9 0,1
G012309 30,4 0,1 G012309 29,9 2,3
G009321 29,9 2 G009321 31,8 4,5
G012338 29,0 2,2 G012338 29,7 2,3
G012283 26,2 4,2 G012283 24,9 4,1
G012291 25,3 2,3 G012291 24,7 3,7
G012302 23,2 NA G012302 24,6 3,1
G012337 23,0 2,3 G012337 23,6 0,5
G012311 22,8 0,8 G012311 23,9 0,2
G012144 22,6 15 G012144 22,9 0,9
G012327 22,4 3,5 G012327 21,7 3,4
G012316 22,3 0,1 G012316 21,1 0,5
G000645 22 0,7 G000645 22,5 1,6
G012281 20,9 0,1 G012281 21,5 0,1
G012300 19,2 2,6 G012300 NA NA
G012310 19,2 2,5 G012310 18,2 0,1
G012329 19,2 1,6 G012329 21,7 0,8
G012318 18,8 0,7 G012318 17,5 0,6
G012314 18,6 0,7 G012314 19,6 2,7
G012326 18,4 3,2 G012326 18,5 3,2
G012295 17,7 3,6 G012295 17,6 5,7
G012287 17,2 0,4 G012287 17 2,4
G012288 16,7 0,1 G012288 15,4 0,3
G012339 16,5 2,6 G012339 17,6 1,3
G012284 15,3 0,3 G012284 15,4 15
G012324 15,3 2,2 G012324 19,1 3,5
G012289 14,3 1,8 G012289 13,6 0,8
G012312 14,0 0,8 G012312 14,4 NA
G012292 13,4 3,6 G012292 12,9 3

G012330 13,3 1,9 G012330 12,9 0,6
G012315 13,0 0,1 G012315 12,8 1,9
G012332 12,6 1,0 G012332 11,5 0,6
G012340 10,5 2,3 G012340 13,9 1,8
G012301 9,2 0,1 G012301 NA NA
G012336 7,5 1,6 G012336 6,3 1,8
G012282 7,3 1,2 G012282 8,6 2,3
G012307 5,3 0,2 G012307 NA NA
G012317 3,5 0,6 G012317 3,5 0,7
G012260 1,9 0,6 G012260 1,8 0,1
G012254 1,6 0,2 G012254 0,7 0,3
G012266 1,0 0,1 G012266 1,9 0,6
G012256 0,8 0,4 G012256 0,2 0

G012274 0,8 0,1 G012274 0,7 0,1
G012259 0,6 0,1 G012259 0,6 0,1
G012262 0,5 0,1 G012262 0,6 0,2
G012276 0,5 0,0 G012276 0,8 NA
G012257 0,4 0,1 G012257 0,1 0

G012277 0,4 0,1 G012277 0,4 0,1
G012261 0,2 0,1 G012261 0,2 0,1
G012270 0,2 0,1 G012270 0,1 0

G012255 0,1 0,1 G012255 0,1 0,1
G012258 0,1 0,0 G012258 0,1 0,1
G012263 0,1 0,0 G012263 0,1 0

G012264 0,1 0,0 G012264 0,2 0,1
G012265 0,1 0,0 G012265 0,1 0

159




CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
G012267 0,1 0,0 G012267 0,2 0,1
G012268 0,1 0,0 G012268 0,1 0,1
G012269 0,1 0,0 G012269 0,1 0,1
G012272 0,1 0,1 G012272 0,1 0
G012273 0,1 0,1 G012273 0,1 0,1
G012275 0,1 0,0 G012275 0,2 0,1
G012278 0,1 0,0 G012278 0,1 0,1
G012279 0,0 0,0 G012279 0,1 0,1
G012271 NA NA G012271 0,1 0

* “dgARN seleccionado”, un subconjunto de los ARN guia evaluados
Tabla 8B: Datos de edicion de KLKB1 para sgARN administrados a hepatocitos

primarios de Macaca fascicularis Conjuntos 1y 2

CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
’ % de edicién % de ed_ici_(’)'n de ) %de % de ed_ici_é'n
ID DE GUIA ; desviacion ID DE GUIA edicion de desviacion
promedio estandar promedio estandar
G000644 35,9 35 G000644 37,4 2,3
G000645 64,1 0,2 G000645 65 0,1
G009246 92,7 1,2 G009246 93 0,9
G009267 84 1,6 G009267 83,3 1,9
G009285 82,5 0,3 G009285 80,7 0,7
G009321 46,8 17 G009321 46,3 12,8
G012102 91,4 0,5 G012102 92,4 0,1
G012144 45,3 0,6 G012144 454 4,2
G012253* 92 0,3 G012253* 90,4 1.3
G012254 2,3 0,1 G012254* 2,8 0,1
G012255 0 0 G012255 0,1 0
G012256 0,1 0 G012256 0,1 0
G012257 0,1 0 G012257 0,2 0
G012258 NA NA G012258 0,1 0,1
G012259 0,3 0,1 G012259 0,3 0,1
G012260 0,6 0 G012260* 0,8 0,1
G012261 0,2 0,1 G012261 0,2 0,1
G012262 0,3 0,2 G012262 0,4 0,1
G012263 0,2 0,1 G012263 0,2 0,1
G012264 0,1 0 G012264 0,1 0
G012265 NA NA G012265 0,1 0
G012266 0,3 0,1 G012266 0,3 0,1
G012267 0,2 0,1 G012267 0,1 0
G012268 0,1 0,1 G012268 0,1 0
G012269 0,1 0 G012269 0,1 0
G012270 NA NA G012270* 4,8 0,7
G012271 0,2 0,1 G012271 0 0
G012274 NA NA G012274 0,6 0,2
G012277 0,6 0,1 G012277 0,6 0
G012278 0 0 G012278 0,2 0,1
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2

G012279 0,2 0,1 G012279 0,1 0

G012280* 42,2 1,6 G012280* 39,1 5,6
G012282* 8,8 0,3 G012282* 10,3 NA
G012283* 50,5 NA G012283* 53,7 3,2
G012284 0,3 0,2 G012284 0,2 0

G012285* 30,2 4,9 G012285* 30,5 0,8
G012287 0,1 0 G012287 0,1 0

G012291 55 0,8 G012291* 4,8 1,3
G012292 6,4 0,3 G012292* 6,3 0,7
G012293* 86,6 0,1 G012293* 83,3 6,8
G012294* 53,6 15 G012294* 52,1 0,3
G012295* 6,7 0,1 G012295* 7 0,8
G012296* 51,4 2,1 G012296* 49 34
G012297 NA NA G012297* 41,9 0,4
G012299* 38,2 0,9 G012299 NA NA
G012300* 28,5 4,6 G012300 NA NA
G012301* 7,6 2 G012301 NA NA
G012302* 39,9 2,8 G012302 NA NA
G012303* 13,8 11 G012303 NA NA
G012304* 69,7 2,8 G012304 NA NA
G012305* 16 0,1 G012305 NA NA
G012307 0,3 0,2 G012307 NA NA
G012308* 57,7 3,9 G012308* 58,1 0,7
G012309* 55,9 7,3 G012309* 55,1 3,7
G012310* 27 2,3 G012310* 27 19
G012311 4 0,1 G012311* 3,6 1,8
G012312* 14,4 0,5 G012312* 14,7 0,3

* “sgARN seleccionado”, un subconjunto de los ARN guia evaluados
2.2. Cribado de sgARN en hepatocitos primarios humanos (PHH), edicién
e inactivacion de proteinas
[00632]Tres lotes de PHH (Hu8296, Hu8300 y HuB8284) se colocaron en placas
individualmente como se describe en el Ejemplo 1y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO,
durante 24 horas antes de la lipofeccién. Se preparé una mezcla de 6,88 ul de sgARN
guia 10 uM y 4,5 ul de 500 ng/pul de mARN de Cas9 en un volumen total de 11,4 ul de
agua. Un reactivo de lipofeccibn como se describe en el Ejemplo 1 se descongel6 a
temperatura ambiente. La mezcla de mARN guia/de Cas9 se agregd secuencialmente
con 4,8 pl de citrato de sodio 50 mM/NaCl 200 mM (pH 5), 4,8 pl de reactivo de
lipofeccion y 54 ul de agua de grado molecular, para preparar un volumen total de 75

ul por muestra. Se preincub6 la muestra de lipofeccién con medio, William’s E o medio

161




Cellartis Power Primary HEP (Takada, N.° de cat. Y20020), que contenia 3 % de FBS
0 suero de Macaca fascicularis durante 10 min a 37 °C antes de su adicion a las
células. Se transfectaron las células con 10 pl de una muestra de lipofeccion
preparada que contenia 300 ng de mARN de Cas9 y 302 ng de sgARN guia.
[00633]Las células se lisaron 72 horas después de la transfeccidn para llevar a cabo el
analisis de NGS como se describe en el Ejemplo 1.
[00634]Para que las células se utilicen para el analisis de proteinas secretadas
mediante ELISA o el andlisis de proteinas intracelulares mediante transferencia
Western, 72 horas después de la transfeccion, se aspird el medio y se reemplaz6 con
medio Cellartis Power Primary HEP (Takada, N.° de cat. Y20020). El medio se aspiré y
se reemplaz6 cada dos dias. Para las muestras utilizadas para determinar la reduccion
de la proteina secretada, se aspir6 el medio de las cavidades y se reemplazd con
medio fresco que se incubd durante 24 a 48 horas antes de la recoleccion. El medio se
recolecté y se transfiri6 a placas de PCR de 96 cavidades y se almacené a -20 °C
antes de su uso en los ensayos.
[00635]La Tabla 8C y las Figuras 3A-3B muestran el porcentaje de edicion y los
niveles de proteina KLKB1 secretada en funcion de la transfeccion de tres lotes de
PHH. Se compararon veinte guias en pares de lotes de PHH y se determiné que
estaban altamente correlacionadas (Spearman R >0,8) como se muestra en las
Figuras 3C-3E.

Tabla 8C. Frecuencia de indel de KLKB1 y niveles de proteina KLKB1

secretada en PHH

Lote 1 de PHH - HU8296 Lote 2 de PHH - HU8284 Lote 3 de PHH - HU8300
Frec. Frec. Frec.

IDDE de KLKB1 de KLKB1 de KLKB1

GUIA indel SD secretada SD indel SD secretada SD indel SD secretada SD
G012253 032 | 0,01 154 0,03 0,63 0,06 0,24 0,00 0,49 0,01 0,43 0,11
G012254 012 [ 0,01 7,22 0,33 0,40 0,09 0,57 0,05 0,15 0,00 161 0,06
G012255 0,02 | 0,00 15,72 0,70 0,22 0,02 5,05 0,26 0,03 0,01 533 0,08
G012256 0,10 [ 0,03 9,26 0,13 043 0,05 157 0,31 0,11 0,00 2,69 0,07
G012257 0,00 | 0,00 22,99 045 0,08 0,04 8,75 0,28 0,00 0,00 371 0,21
G012258 013 | 0,01 4,24 0,02 0,26 0,02 3,89 0,03 0,09 0,02 2,76 0,00
G012259 027 | 001 2,18 0,01 0,55 0,07 1,02 0,01 0,35 0,01 0,91 0,13
G012260 069 | 0,03 0,07 0,02 0,73 0,03 0,05 0,01 0,82 0,03 -0,50 0,01
G012261 0,06 [ 0,00 14,26 0,77 0,38 0,03 3,39 0,11 0,07 0,02 384 0,28
G012262 048 | 0,03 1,65 0,05 0,74 0,04 0,68 0,09 0,53 0,03 1,40 0,10
G012263 042 | 0,02 248 0,06 0,67 0,03 0,78 0,02 053 0,03 0,55 0,16
G012264 032 | 0,02 197 0,02 0,65 0,07 0,54 0,03 0,26 0,01 2,02 0,09
G012265 0,11 | 0,00 6,24 0,02 0,29 0,09 1,36 0,10 0,11 0,01 1,10 0,03
G012266 042 | 0,01 1,30 0,02 0,61 0,05 0,87 0,03 045 0,02 0,15 0,02
G012267 0,72 | 0,00 0,23 0,02 0,79 0,02 0,14 0,00 0,82 0,00 -0,52 0,01
G012268 020 | 0,01 4,78 0,14 044 0,01 1,65 0,06 0,30 0,01 1,05 0,03
G012269 0,18 [ 0,03 4,10 0,06 0,68 0,01 0,52 0,07 0,25 0,00 2,79 0,04
G012270 048 | 0,01 0,46 0,02 0,77 0,02 0,21 0,00 0,67 0,06 -0,13 0,04
G012271 0,10 [ 0,02 3,16 0,02 0,58 0,06 0,79 0,04 ND 0,00 0,87 0,05
G012272 012 | 0,02 6,42 0,09 0,53 0,06 1,16 0,03 0,21 0,01 0,09 0,02
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Lote 1 de PHH - HU8296 Lote 2 de PHH - HU8284 Lote 3 de PHH - HU8300

G012273 0,07 | 0,01 9,39 0,03 | 016 ND 0,82 004 | 007 | 000 214 0,06
G012274 0,04 | 0,00 1514 043 ] 038 | 011 2,73 0,03 ND 0,00 413 0,04
G012275 054 | 0,00 2,35 002 | 075 | 003 0,89 0,00 | 062 | 002 0,33 0,00
G012276 0,01 | 0,00 2054 024 ] 009 | 000 4,56 018 | 003 | 000 3,92 0,03
G012277 028 | 0,05 3,39 008 | 057 | 000 161 001] 022 | 003 2,22 0,01
G012278 022 | 0,01 161 003 | 064 | 004 0,50 000 | 042 | 002 -0,08 0,01
G012279 040 | 0,05 2,56 008 | 059 | 003 151 002 053 | 003 0,12 0,01
G012280 039 | 0,02 134 006 | 055 | 004 0,52 001 | 044 | 002 0,08 0,00
G012285 024 | 0,00 2,53 001 | 056 ND 123 006 | 026 | 000 1,60 0,06
G012286 026 | 0,01 2,56 005]| 048 | 012 1,06 001] 033 | 001 0,55 0,02

G012290 013 | 0,00 14,44 006 | 060 | 001 545 006 | 029 | 000 241 0,04

G012293 0,00 | 0,00 21,78 026 | 000 | 000 6,39 002] 054 | 004 0,21 0,02

G012294 023 | 0,01 212 016 | 062 | 0,02 0,39 006 | 034 | 002 0,29 0,08
G012296 022 | 0,00 2,89 011 ] 058 | 005 0,90 004] 035 | 001 0,55 0,04
G012298 037 | 0,01 2,19 001 ]| 068 | 005 0,72 003 ] 063 | 001 0,04 0,00
G012303 040 | 0,03 0,52 002 ] 070 | 005 0,38 000] 038 | 003 0,04 0,00
G012304 030 | 0,02 0,89 009 | 026 ND 0,20 001] 027 | 003 131 0,06
G012305 038 | 0,03 0,79 007 | 073 | 003 0,32 001 | 051 | 002 0,04 0,00
G012308 018 | 0,02 179 013 ] 072 | 003 0,53 004 ] 033 | 001 -0,03 0,01
G012319 0,26 | 0,00 145 003 ]| 025 | 002 3,62 076 | 032 | 003 0,80 0,00
G012320 021 | 0,00 2,24 011 ] 063 | 003 0,88 001] 032 | 001 117 0,02
G012321 045 | 0,00 0,49 007 ] 072 | 001 0,49 0,09 | 060 | 007 -0,09 0,02
G012323 0,28 | 0,00 1,32 001 | 048 | 012 0,75 017 | 033 | 0,00 0,01 0,02
G012325 040 | 0,02 2,51 001] 062 | 000 137 068 | 050 | 005 0,27 0,02
G012334 0,10 | 0,00 752 018 | 019 ND 2,86 014 | 006 | 002 3,07 0,19
G012335 027 | 0,02 3,78 026 | 047 |00 142 009 | 042 | 001 011 0,02
G009321

(HOX9) 010 | 0,03 19,59 130 | 030 | 032 6,57 000 | 037 | 003 3,80 011
Sin tratar 24,03 0,03 7,58 0,10 347 0,03

2.3. Cribado de sgARN en PHH

[00636]Se transfectaron hepatocitos primarios humanos (PHH) con mARN de Cas9 y
sgARN como se describe en el Ejemplo 1. Las células se lisaron 72 horas después de
la transfeccidn y se llevé a cabo el analisis de NGS como se describe en el Ejemplo 1.
[00637]Se determind el porcentaje de edicion para los sgARN que comprenden las
secuencias guia de la Tabla 1 para dos conjuntos de cebadores. El porcentaje de
edicion promedio para cada guia en los dos conjuntos de datos se muestra en la Tabla
9A Yy las Figuras 4A-4B.

Tabla 9A. Datos de edicién de KLKB1 en hepatocitos primarios humanos

Conjunto 1 Conjunto 2
ID de guia % de edicion SD N ID de guia % de edicién SD N
G013946* 49,9 2,2 2 G013946 50,8 9,1 2
G000644 49,3 5,7 2 G000644 44,7 3,7 2
G013945* 48,6 1,9 2 G013945* 50,3 1,6 2
G012102 48,1 4,4 2 G012102 45,8 0,3 2
G012320* 45 14 2 G012320* 41,9 15 2
G013938* 44,5 9,5 2 G013938 ND NA 2
G009285 42,1 0,7 2 G009285 41,4 4,9 2
G009246 40,5 0,6 2 G009246 39,1 3,1 2
G000502 36,5 15 2 G000502 34,9 18 2
G000502 36,5 15 2 G000502 34,9 18,4 2
G012304* 36,2 3,3 2 G012304 ND NA 2
G013886* 30,5 4 2 G013886* 37,2 0,8 2
G012325* 28,7 3,3 2 G012325* 33,9 0,9 2
G013896* 28,4 3,7 2 G013896* 28,7 1,2 2
G009321 27,7 10 2 G009321 26,9 11 2
G012323* 27,4 7,2 2 G012323* 30,6 6,5 2
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Conjunto 1 Conjunto 2
G013925* 25,9 11 2 G013925* 28,7 12 2
G013922* 21 7 2 G013922* 19,3 3,3 2
G012327 20,5 2,3 2 G012327* 19,5 4,6 2
G012322 18,6 3,8 2 G012322 13,9 4,5 2
G009267 18,3 1,9 2 G009267 20,4 4,8 2
G013924* 17,4 9,3 2 G013924 ND NA 2
G013943* 14,2 9,5 2 G013943* 12,1 6,1 2
G000645 13,5 3,2 2 G000645 9,1 4 2
G013895* 13,4 3,1 2 G013895 14 6,6 2
G013941* 13 4,8 2 G013941 14,3 2,6 2
G013882* 10,4 8,1 2 G013882 ND NA 2
G012329* 9,8 0,7 2 G012329* 8,9 0,9 2
G012300* 9,7 1,8 2 G012300 ND NA 2
G013899 9,3 0,2 2 G013899* 7,1 4,4 2
G013874 9 2,3 2 G013874* 9,5 3,6 2
G013931 8,9 1,6 2 G013931 ND NA 2
G012315 8,8 5,4 2 G012315 ND NA 2
G013902 6,2 3,9 2 G013902* 4,9 5,2 2
G013917 6,1 4,6 2 G013917* 7,1 6,5 2
G013916 5,6 0,6 2 G013916 4 0,8 2
G012324 5,2 2,9 2 G012324 4,8 3,9 2
G013912 5,1 2,9 2 G013912 4,6 1,1 2
G013913 4,8 0,4 2 G013913* 5 0,2 2
G013932 4,8 4,9 2 G013932 ND NA 2
G013900 4,6 2,1 2 G013900 4,6 0,7 2
G012340 3,3 1,1 2 G012340 2,2 1,7 2
G013873 2,8 0,8 2 G013873 3,6 1,1 2
G013884 2,3 1,1 2 G013884 3 0,3 2
G013903 1,4 0,4 2 G013903 1,3 0,5 2
G013901 1,2 1,3 2 G013901 14 1,3 2
G013889 0,9 0,2 2 G013889 1,1 1,2 2
G013930 0,9 1,1 2 G013930 1,3 0,1 2
G013893 0,8 0,3 2 G013893 1,8 0,4 2
G013919 0,8 0,2 2 G013919 0,6 0,4 2
G013891 0,7 0,1 2 G013891 0,3 0 2
G013934 0,6 0,2 2 G013934 0,9 1,1 2
G013894 0,3 0,4 2 G013894 0,6 0,8 2
G013906 0,3 0 2 G013906 0,7 0,3 2
G013914 0,3 0,1 2 G013914 ND NA 2
G013928 0,3 0,2 2 G013928 0,5 NA 2
G013875 0,2 0,1 2 G013875 0,3 0,1 2
G013878 0,2 0,1 2 G013878 0,3 0,1 2
G013880 0,2 0,1 2 G013880 0,1 0 2
G013939 0,2 0,2 2 G013939 0,2 0,1 2
G013942 0,2 0,1 2 G013942 0,2 0,1 2
G013870 0,1 0 2 G013870 0,1 0 2
G013871 0,1 0 2 G013871 0,1 0 2
G013883 0,1 0 2 G013883 0,6 0,4 2
G013897 0,1 0 2 G013897 0,1 0 2
G013927 0,1 0 2 G013927 0 0 2
G013929 0,1 0 2 G013929 ND NA 2
G013935 0,1 0,1 2 G013935 0,1 0 2
G013936 0,1 0 2 G013936 0,1 0 2
G013940 0,1 0 2 G013940 0,1 0,1 2
G013921 ND ND 2 G013921 0,3 0,2 2
G013926 ND ND 2 G013926 0,2 0,1 2

* “sgARN seleccionado”, un subconjunto de los ARN guia evaluados
2.3.1 Cribado de sgARN en PCH
[00638]Se transfectaron hepatocitos primarios de Macaca fascicularis (PCH) con

MARN de Cas9 y sgARN como se describe en el Ejemplo 1 mediante el uso de
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cantidades crecientes de muestra de lipofeccién preparada para evaluar un efecto de
respuesta a la dosis. Las células se lisaron 72 horas después de la transfeccién y se
llevé a cabo el andlisis de NGS como se describe en el Ejemplo 1. Se determiné el
porcentaje de edicion para los sgARN que comprenden las secuencias guia de la
Tabla 1 mediante el uso de dos conjuntos de cebadores para amplificacion y deteccién
de indeles. El porcentaje de ediciéon promedio para cada guia en los dos conjuntos de
datos se muestra en la Tabla 9B y las Figuras 4C-4D.

[00639]Los ARN guia seleccionados y los datos de edicidon correspondientes de los
Conjuntos 1 y 2 estdn marcados con un asterisco (*) en la Tabla 9B. Cuando se
compararon los conjuntos de datos, se determind que estaban altamente
correlacionados (Spearman R = 0,987).

Tabla 9B. Datos de edicion de KLKB1 en hepatocitos primarios de Macaca

fascicularis
Conjunto 1 Conjunto 2
ID de guia % de edicién SD N % de edicién SD N
G013923 4.3 0 2 5 0,6 2
G013877 1,5 0 2 1,3 0,2 2
G013884 0,4 0 2 0,2 0,1 2
G013929 0,3 0 2 0,5 0,1 2
G013940 0,2 0 2 0,3 0,1 2
G013915 0,1 0 2 0,2 ND 2
G013939 9,3 0,1 2 10,1 0,3 2
G013870 4,8 0,1 2 4 1 2
G013879 3,4 0,1 2 3,1 0,6 2
G012327 1,4 0,1 2 15 0,1 2
G013942 0,7 0,1 2 0,2 ND 2
G013883 0,3 0,1 2 0,2 0,1 2
G013926 0,1 0,1 2 0 0 2
G013887 0,9 0,2 2 0,7 0,7 2
G013930 3,1 0,3 2 3,2 1,3 2
G013902 0,9 0,3 2 0,7 0,4 2
G013903 0,7 0,3 2 0,9 0,1 2
G013875 6,8 0,4 2 5,6 0,2 2
G013881 5,8 0,4 2 5,7 0 2
G013914 1,4 0,4 2 ND ND 2
G013936 8,2 0,6 2 8,1 1,3 2
G013916 7,1 0,6 2 6,4 1,9 2
G013874 6,9 0,6 2 6 0,4 2
G012340 3,6 0,6 2 3,7 0,9 2
G013880 1,9 0,6 2 1,9 0,1 2
G013919 0,9 0,6 2 0,7 0,4 2
G013878* 14,3 0,7 2 11,8 3 2
G013931 4 0,8 2 ND ND 2
G013872 11,1 0,9 2 11,7 1 2
G013909 4,8 0,9 2 5,3 0,5 2
G013899 3 0,9 2 3 1,6 2
G013886* 15,4 1,1 2 15,2 0,4 2
G013944 2,1 1,1 2 2,3 0,5 2
G013876* 23,4 1,3 2 21,4 3,3 2
G013921 4,1 1,3 2 3,1 3,3 2
G013913* 12,1 1,5 2 11,8 ND 2
G013871* 25,9 1,6 2 23,9 4 2
G013904 9 1,6 2 10,4 2,3 2
G013906 3,2 1,6 2 3,3 1,9 2
G013928 4,6 1,7 2 4,1 1,6 2
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Conjunto 1 Conjunto 2
G012324 3,9 1,8 2 4,4 24 2
G013910 3,9 1,8 2 4,8 1,8 2
G013892 2,7 1,8 2 2,8 1,8 2
G013943 3,1 2 2 3,7 2,3 2
G013920 2 2 2 2,9 1,4 2
G013889* 29,4 2,1 2 314 0,5 2
G013938* 24,9 2,1 2 24,2 0,6 2
G012329* 12,4 2,1 2 11,4 0,5 2
G012315 4,1 2,1 2 ND ND 2
G013927 4 2,1 2 52 0,3 2
G013918 2,3 2,1 2 2 1,6 2
G013935 4,1 2,2 2 4,3 1,1 2
G013941 7 2,3 2 8,7 1,3 2
G012322 10,8 2,4 2 10,4 34 2
G013890 4,9 2,5 2 55 2,1 2
G013925 5,8 2,6 2 6,9 2,3 2
G012325* 11,8 2,8 2 11,6 34 2
G013888 6,7 2,8 2 7,1 1,6 2
G013897 11 3 2 11,9 1,6 2
G013900 6,6 3 2 7,7 4,2 2
G013917* 16,4 3,2 2 18,3 3,8 2
G013937* 30,4 3,8 2 26,5 6 2
G013932 5,6 4,4 2 ND ND 2
G012304* 11,7 4,7 2 ND ND 2
G013895 6,8 4,7 2 6 3,2 2
G013896* 11,5 5 2 10,3 3,8 2
G013907* 36,1 5,5 2 36,2 5,7 2
G012320 8,9 57 2 9,2 4,6 2
G013945* 19 6,6 2 20 6,1 2
G013924* 13,9 6,7 2 ND ND 2
G013882* 24,7 9 2 ND ND 2
G013946* 27,2 ND 2 22,4 4,2 2
G013873* 23,6 ND 2 20,1 2,9 2
G012323* 12,3 ND 2 11,8 1,5 2
G013934 8,3 ND 2 7,1 1,6 2
G013905 6 ND 2 4 3,3 2
G013898 57 ND 2 6 2,1 2
G013908 1,8 ND 2 3,6 1,3 2
G013911 1,8 ND 2 34 1,6 2
G013894 0,3 ND 2 0,2 0,1 2
G013885 ND ND 2 5,9 0,2 2
G013891 ND ND 2 3,3 0,7 2
G013893 ND ND 2 1,2 0,9 2
G013901 ND ND 2 42,2 4,2 2
G013912 ND ND 2 0,4 ND 2
G013922 ND ND 2 11,2 1,1 2
G013933 ND ND 2 12,2 4 2

* “sgARN seleccionado”, un subconjunto de los ARN guia evaluados

Ejemplo 3: Ensayos de respuesta a la dosis

3.1 Cribado cruzado de sgARN en PCH y PHH en ensayos de respuesta a

la dosis de 4 puntos
[00640]Los sgARN modificados dirigidos a KLKB1 humana y las secuencias de sgARN
coincidentes de Macaca fascicularis se evaluaron en PHH y PCH en un ensayo de
respuesta a la dosis, mediante el uso de 16 guias del cribado de guia de PHH descrito
en el Ejemplo 2.2. Se prepararon muestras de lipofeccion que incluyen mARN de Cas9
y sgARN como se describe en el Ejemplo 2.2. Los hepatocitos primarios humanos y de

Macaca fascicularis se colocaron en placas como se describe en el Ejemplo 1. Ambas
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lineas celulares se incubaron a 37 °C, 5% de CO, durante 48 horas antes del
tratamiento con muestras de lipofeccion. Se incubaron muestras de lipofeccion en
medio Cellartis Power Primary HEP (Takada, N.° de cat. Y20020) que contenia 3 % de
suero de FBS a 37 °C durante 10 minutos.
[00641]Después de la incubacidn, las muestras de lipofeccion se agregaron a los
hepatocitos humanos o de Macaca fascicularis en un ensayo de respuesta a la dosis
de 4 puntos. Los PHH se lisaron 120 horas después de la transfeccion y los PCH se
lisaron 168 horas después de la transfeccion y los gADN se sometieron a PCR
cuantificada para el andlisis de NGS como se describe en el Ejemplo 1.
[00642]La frecuencia de indel de los sgARN a concentraciones de 0,4 nM, 3,3 nM, 30
nM y 90 nM en células de PHH se muestra en la Tabla 10 y las Figuras 5A-5B. Los
niveles de proteina KLKB1 secretada de los sgARN determinados por ELISA se
muestran en la Tabla 10 y las Figuras 5C-5D.

Tabla 10: Datos de edicion de KLKB1 y niveles de proteina KLKB1

secretada en PHH

; Concentracién de Frec. de indel KLKB1 secretada

ID DE GUIA guia (nM) promedio SD promedio SD
90 0,54 0,04 5,84 0,29

30 0,64 0,05 4,06 0,09

6012253 3,3 0,31 0,01 17,29 0,35
0,4 0,02 0,00 26,56 0,00

90 0,30 0,02 8,70 0,10

30 0,52 0,06 4,90 0,00

G012259 3,3 0,20 0,03 18,90 0,20
0,4 0,02 0,00 26,60 0,00

90 0,73 0,04 2,20 0,00

30 0,84 0,00 0,30 0,30

6012260 3,3 0,71 0,02 4,00 0,20
0,4 0,20 0,01 25,10 0,30

90 0,80 0,03 2,10 0,10

30 0,89 0,01 0,30 0,00

G012267 3,3 0,76 0,05 4,00 0,20
0,4 0,29 0,03 20,70 0,20

90 0,47 0,10 4,80 0,10

30 0,57 0,02 1,80 0,10

G012278 3,3 0,24 0,02 10,80 0,10
0,4 0,02 0,01 26,50 0,10

90 0,00 0,00 18,70 0,40

30 0,00 0,00 21,10 0,30

6012279 3,3 0,00 0,00 26.60 0,00
0,4 0,00 0,00 26,60 0,00

90 0,42 0,08 6,90 0,10

30 0,69 0,01 4,70 0,10

6012280 3,3 0,21 0,00 23,30 0,10
0,4 0,01 0,00 26,60 0,00

90 0,48 0,05 5,10 0,10

30 0,70 0,00 4,20 0,00

Serss 3,3 0,32 0,02 15,20 0,60
0,4 0,03 0,00 26,60 0,00

90 0,39 0,08 7,37 0,08

30 0,48 0,04 6,44 0,06

G012294 3,3 0,13 0,01 22,57 0,25
0,4 0,01 0,00 23,49 0,73

G012298 90 0,48 0,14 9,30 0,60
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i Concentracién de Frec. de indel KLKB1 secretada

ID DE GUIA guia (nM) promedio SD promedio SD
30 0,52 0,00 6,20 0,10

3,3 0,20 0,07 21,50 0,50

0,4 0,01 0,00 25,50 0,50

90 0,68 0,05 6,00 0,00

30 0,75 0,04 3,80 0,30

G012303 3,3 0,43 0,03 15,80 0,20
0,4 0,02 0,00 23,20 2,70

90 0,54 0,02 6,00 0,10

30 0,52 0,02 7,20 0,20

G012304 3,3 0,21 0,04 21,30 0,30
0,4 0,01 0,00 25,60 0,00

920 0,61 0,03 7,90 0,00

30 0,66 0,01 4,40 0,10

G012305 3,3 0,33 0,01 18,00 0,00
0,4 0,01 0,00 26,10 0,20

90 0,41 0,01 10,70 0,20

30 0,42 0,10 9,10 0,10

G012308 3,3 0,08 0,01 24,30 0,10
0,4 0,01 0,00 26,60 0,00

90 0,43 0,00 9,70 0,10

30 0,61 0,13 5,20 0,00

G012321 3,3 0,17 0,01 21,70 0,20
0,4 0,02 0,02 26,50 0,10

90 0,28 0,03 9,90 0,30

30 0,28 0,10 7,60 0,10

6012323 3,3 0,14 0,03 22,40 0,30
0,4 0,01 0,00 26,60 0,00

Sin tratar NA 22,61 0,21

[00643]La frecuencia de indel de los sgARN a concentraciones de 0,4 nM, 10 nM, 30
nM y 90 nM en células de PCH se muestra en la Tabla 11 y las Figuras 5E-5F. Los

niveles de proteina KLKB1 secretada de los sgARN determinados por ELISA se

muestran en la Tabla 11 y las Figuras 5G-5H.

Tabla 11: Datos de ediciéon de KLKB1 y niveles de proteina KLKB1

secretada en PCH

Media de Media de
Concentracién de frec. de KLKB1

guia guia (nM) indel SD secretada SD
90 0,25 0,01 0,82 0,01

30 0,38 0,05 0,77 0,00

G012253 10 2,76 0,09 0,44 0,07
0,4 13,26 0,32 0,01 0,00

90 1,13 0,02 0,70 0,01

30 0,81 0,12 0,69 0,01

6012259 10 3,95 0,41 0,37 0,04
0,4 12,88 0,96 0,00 0,00

90 0,36 0,02 0,82 0,02

30 0,23 0,00 0,81 0,01

6012260 10 1,56 013 0,56 0,06
0,4 11,51 1,03 0,01 0,00

90 1,28 0,10 0,67 0,02

30 0,98 0,07 0,67 0,00

G012267 10 3,18 0,37 0,42 0,04
0,4 11,88 0,28 0,01 0,00

90 1,01 0,06 0,61 0,03

30 0,82 0,01 0,63 0,02

Go12278 10 3,16 0,19 0,30 0,05
0,4 12,08 1,14 0,00 0,00

90 9,88 1,25 0,00 0,00

6012279 30 9,44 1,07 0,00 0,00
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Media de Media de
Concentracion de frec. de KLKB1

guia guia (nM) indel SD secretada SD
10 12,49 0.14 0,00 0,00

0.4 12,12 0,25 0,00 0,00

90 4.32 0,20 0.44 0,02

30 3.08 0,18 0.46 0,00

G012280 10 7.70 0.21 0.13 0,02
0.4 11,69 1.13 0.00 0.00

90 0,80 0,22 0,80 0,03

30 0.54 0,09 0.80 0.02

6012293 10 2,56 0,16 0,59 0,00
0.4 11,79 0.23 0,01 0.00

90 6.96 0.48 0.39 0.09

30 6,21 0,29 0,41 0,03

G012294 10 15,19 1.13 0.12 0.00
0,4 24,96 3,85 0,00 0,00

90 18,40 0,36 ND ND

30 25.03 2.87 ND ND

G012298 10 24,81 2,89 ND ND
0.4 23.59 3.01 ND ND

90 18,34 233 0,16 0,06

30 16,05 2.43 0.17 0.00

G012303 10 26,04 3,42 0,03 0,00
0.4 27,82 2.74 0,00 0.00

90 575 1.35 052 0.04

30 6,14 0,68 0,54 0,01

G012304 10 17,23 1.75 0.21 0.04
0,4 24,90 0,95 0,00 0,00

90 19,27 2.43 0,07 0,02

30 18.57 3.56 011 0.01

G012305 10 22,11 2,31 0,02 0,00
0.4 27.30 1.17 0.00 0.00

90 6,97 2,00 0.44 0,04

30 7,52 0,00 0.49 0.03

G012308 10 14,43 0,07 0.18 0,05
0,4 22,80 2,56 0,00 0,00

90 4.95 1.25 ND ND

30 5,06 0,07 ND ND

G012321 10 10,71 0.16 ND ND
0,4 23,83 1.78 ND ND

90 9,03 2.24 ND ND

30 8.97 3.13 ND ND

G012323 10 15,75 0.20 ND ND
0.4 22.16 0.27 ND ND

[00644]Se demostr6 que la frecuencia de indel y los niveles de proteina KLKB1
secretada estan inversamente correlacionados tanto en PHH como en PCH como se
muestra en las Figuras 5I-5J.
3.2 Cribado cruzado de sgARN en PHH y PCH en ensayos de respuesta a
la dosis de 7 puntos
[00645]Las formulaciones de nanoparticulas lipidicas (LNP) de los sgARN dirigidos a
secuencias de sgARN de KLKB1 humana se evaluaron en PHH y PCH en un ensayo
de respuesta a la dosis.
[00646]Las LNP se formularon como se describié en el Ejemplo 1. Los LNP finales se
caracterizaron para determinar la eficiencia de encapsulacién, el indice de

polidispersidad y el tamafio de particula promedio de acuerdo con los métodos
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analiticos proporcionados anteriormente.
[00647]Los hepatocitos primarios humanos y de Macaca fascicularis se colocaron en
placas como se describe en el Ejemplo 1. Ambas lineas celulares se incubaron a
37 °C, con 5 % de CO, durante 24 horas antes del tratamiento con LNP. Las LNP se
incubaron en un medio que contenia 3% de FBS a 37 °C durante 10 minutos.
Después de la incubacién, las LNP se agregaron a los hepatocitos humanos o de
Macaca fascicularis en una curva de respuesta a la dosis de 3 veces en 7 puntos. Las
células se lisaron 72 horas después de la transfeccion y los gADN se sometieron a
PCR cuantificada para el andlisis de NGS como se describe en el Ejemplo 1.
[00648]La frecuencia de indel de los sgARN a concentraciones de 0,04 nM, 0,13 nM,
0,40 nM, 1,19 nM, 3,58 nM, 10,75 nM y 32,25 nM se muestran en la Tabla 12 y las
correspondientes curvas de respuesta a la dosis en las Figuras 6A-B para PHH y las
Figuras 6C-D para PCH.

Tabla 12: Frecuencia de indel y proteina KLKB1 secretada para LNP

dirigidas a KLKB1 in vitro

PHH PCH
Media
ID DE d((:eognucié Media Media de de Media de
GUIA (nM) de frec. SD KLKB1 SD frec. SD KLKB1 SD
de indel secretada de secretada
indel

32,25 0,91 0,00 -1,38 0,22 0,90 0,01 -1,58 0,10

10,75 0,89 0,00 -1,30 0,08 0,89 0,01 -1,57 0,07

3,58 0,89 0,02 -1,23 0,19 0,84 0,00 -1,39 0,07

G012253 1,19 0,83 0,01 -0,48 0,11 0,55 0,03 5,01 0,24
0,40 0,64 0,04 2,49 0,07 0,18 0,02 22,35 0,29

0,13 0,34 0,03 9,34 0,01 0,05 0,01 27,18 0,07

0,04 0,12 0,01 15,04 0,17 0,01 0,00 27,18 0,07

32,25 0,84 0,01 -1,12 0,21 0,95 0,01 -1,57 0,07

10,75 0,86 0,01 -1,17 0,11 0,93 0,01 -1,57 0,02

3,58 0,85 0,02 -1,00 0,06 0,80 0,00 -0,71 0,70

G012259 1,19 0,79 0,01 -0,28 0,04 0,44 0,04 8,93 0,23
0,40 0,63 0,02 2,37 0,19 0,12 0,03 25,94 0,05

0,13 0,36 0,03 8,32 0,31 0,01 0,00 27,18 0,07

0,04 0,13 0,01 12,97 0,41 0,00 0,00 27,18 0,07

32,25 0,93 0,00 -1,36 0,21 0,96 0,00 -1,32 0,18

10,75 0,92 0,01 -1,35 0,15 0,95 0,01 -1,41 0,37

3,58 0,92 0,01 -1,43 0,19 0,87 0,02 -0,94 0,03

G012260 1,19 0,92 0,01 -1,37 0,27 0,50 0,00 7,33 0,02
0,40 0,90 0,00 -1,03 0,17 0,13 0,01 24,00 1,03

0,13 0,84 0,02 0,30 0,03 0,03 0,00 27,18 0,07

0,04 0,63 0,03 4,51 0,20 0,00 0,00 26,95 0,39

32,25 0,94 0,03 -1,58 0,13 0,95 0,02 -1,88 0,02

10,75 0,94 0,01 -1,50 0,08 0,94 0,02 -1,94 0,02

3,58 0,93 0,01 -1,57 0,13 0,84 0,00 -1,48 0,10

G012267 1,19 0,91 0,05 -1,62 0,25 0,52 0,01 7,68 0,29
0,40 0,91 0,01 -1,48 0,22 0,15 0,01 24,74 1,33

0,13 0,87 0,01 -0,77 0,07 0,04 0,01 27,00 0,05

0,04 0,78 0,02 1,28 0,07 0,01 0,00 27,00 0,05

32,25 0,95 0,00 -1,63 0,18 0,95 0,01 -1,87 0,04

10,75 0,94 0,01 -1,64 0,10 0,94 0,01 -1,91 0,14

G012278 3,58 0,94 0,00 -1,59 0,05 0,82 0,02 -1,41 0,16
1,19 0,88 0,01 -1,38 0,20 0,44 0,01 8,23 0,17

0,40 0,65 0,03 0,29 0,14 0,08 0,03 26,13 1,19
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PHH PCH
Media
ID DE dcéognucl,'a Media Media de de Media de
GUIA (nM) de frec. SD KLKB1 SD frec. SD KLKB1 SD
de indel secretada de secretada
indel

0,13 0,34 0,02 5,68 0,20 0,02 0,00 27,00 0,05

0,04 0,12 0,01 12,54 0,43 0,01 0,00 27,00 0,05

32,25 0,00 0,00 -0,99 0,39 0,00 0,00 0,02 0,11

10,75 0,00 0,00 -0,56 0,05 0,00 0,00 8,49 0,34

3,58 0,00 0,00 3,54 0,08 0,00 0,00 26,50 0,03

G012279 1,19 0,00 0,00 12,69 0,56 0,00 0,00 27,00 0,05
0,40 0,00 0,00 15,91 0,26 0,00 0,00 26,85 0,17

0,13 0,00 0,00 17,60 0,18 0,00 0,00 27,00 0,05

0,04 0,00 0,00 17,32 0,00 0,00 0,00 27,00 0,05

32,25 0,93 0,01 -1,68 0,27 0,87 0,01 -1,91 0,01

10,75 0,90 0,03 -1,56 0,20 0,83 0,01 -1,62 0,30

3,58 0,91 0,03 -1,55 0,11 0,56 0,02 2,88 0,53

G012280 1,19 0,85 0,01 -0,61 0,27 0,15 0,00 21,86 0,24
0,40 0,61 0,02 4,05 0,45 0,02 0,00 26,36 0,86

0,13 0,26 0,01 11,55 0,19 0,01 0,00 27,00 0,05

0,04 0,08 0,00 15,47 0,38 0,00 0,00 27,00 0,05

32,25 0,91 0,00 -1,79 0,18 0,98 0,00 -1,82 0,06

10,75 0,91 0,01 -1,63 0,19 0,96 0,02 -1,84 0,02

3,58 0,92 0,02 -1,65 0,27 0,90 0,00 -1,21 0,55

G012293 1,19 0,89 0,00 -1,27 0,55 0,54 0,02 3,40 0,13
0,40 0,82 0,02 -0,36 0,32 0,19 0,02 22,12 0,61

0,13 0,60 0,00 3,31 0,19 0,04 0,02 26,91 0,09

0,04 0,32 0,01 10,09 0,50 0,01 0,00 27,00 0,04

32,25 0,93 0,01 -1,58 0,28 0,90 0,02 -1,84 0,12

10,75 0,91 0,01 -1,41 0,14 0,89 0,00 -1,86 0,04

3,58 0,91 0,01 -1,46 0,23 0,60 0,00 -0,15 0,19

G012294 1,19 0,82 0,02 -0,96 0,32 0,23 0,03 13,68 0,43
0,40 0,60 0,03 1,61 0,43 0,07 0,03 25,94 1,04

0,13 0,30 0,01 7,91 0,02 0,01 0,00 26,73 0,16

0,04 0,12 0,00 12,18 1,01 0,01 0,00 27,00 0,05

32,25 0,95 0,00 -0,50 0,11 NA NA 15,77 0,15

10,75 0,95 0,00 -0,47 0,23 NA NA 27,00 0,05

3,58 0,91 0,00 -0,15 0,21 NA NA 27,00 0,05

G012298 1,19 0,83 0,01 0,88 0,40 NA NA 27,00 0,05
0,40 0,59 0,01 6,54 0,52 NA NA 26,39 0,82

0,13 0,24 0,02 12,35 0,21 NA NA 27,00 0,05

0,04 0,08 0,00 16,29 1,12 NA NA 27,00 0,05

32,25 0,96 0,01 -1,27 0,14 0,88 0,01 -1,55 0,10

10,75 0,94 0,00 -1,39 0,18 0,83 0,02 -1,36 0,12

3,58 0,93 0,01 -1,28 0,15 0,40 0,02 8,20 0,71

G012303 1,19 0,90 0,01 -0,60 0,18 0,08 0,01 26,23 0,95
0,40 0,74 0,02 2,18 0,05 0,02 0,00 27,18 0,07

0,13 0,36 0,01 9,45 0,14 0,00 0,00 27,18 0,07

0,04 0,13 0,01 15,14 0,26 0,00 0,00 27,18 0,07

32,25 0,94 0,01 -1,37 0,32 0,96 0,00 -1,70 0,19

10,75 0,95 0,01 -1,39 0,10 0,94 0,01 -1,72 0,08

3,58 0,91 0,00 -1,41 0,21 0,87 0,00 -1,52 0,01

G012304 1,19 0,84 0,02 -0,38 0,15 0,52 0,02 6,62 0,71
0,40 0,61 0,02 3,74 0,19 0,13 0,02 25,35 1,70

0,13 0,22 0,01 11,39 0,18 0,02 0,00 27,18 0,07

0,04 0,06 0,00 15,41 0,72 0,00 0,00 27,18 0,07

32,25 0,95 0,01 -1,26 0,16 0,86 0,01 -1,53 0,11

10,75 0,94 0,00 -1,37 0,13 0,75 0,02 -0,43 0,12

3,58 0,92 0,02 -1,30 0,15 0,33 0,01 15,42 0,72

G012305 1,19 0,86 0,01 -0,26 0,07 0,06 0,00 27,18 0,07
0,40 0,65 0,03 3,85 0,04 0,01 0,00 27,18 0,07

0,13 0,27 0,04 10,94 0,24 0,00 0,00 27,18 0,07

0,04 0,08 0,01 15,12 0,54 0,00 0,00 27,18 0,07

32,25 0,95 0,01 -1,07 0,19 0,93 0,02 -1,66 0,12

10,75 0,95 0,01 -0,92 0,07 0,92 0,01 -1,44 0,02

G012308 3,58 0,88 0,02 -0,77 0,27 0,60 0,07 -0,18 0,32
1,19 0,75 0,01 1,00 0,10 0,34 0,03 14,44 0,04

0,40 0,31 0,05 7,89 0,27 0,08 0,02 26,77 0,64
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PHH PCH
Media
ID DE dcéognucl,'a Media Media de de Media de
GUIA (nM) de frec. SD KLKB1 SD frec. SD KLKB1 SD
de indel secretada de secretada
indel

0,13 0,07 0,00 12,76 0,59 0,03 0,02 27,18 0,07

0,04 0,02 0,01 14,75 0,43 0,00 0,00 27,17 0,05

32,25 0,93 0,00 -1,17 0,24 0,96 0,01 -1,68 0,19

10,75 0,93 0,01 -1,26 0,14 0,92 0,02 -1,60 0,12

3,58 0,88 0,02 -1,07 0,21 0,80 0,02 -0,84 0,10

G012321 1,19 0,85 0,00 -0,17 0,17 0,40 0,02 14,33 0,57
0,40 0,63 0,02 3,56 0,06 0,09 0,01 23,98 1,24

0,13 0,25 0,03 10,27 0,82 0,03 0,02 27,17 0,05

0,04 0,09 0,01 13,27 0,79 0,01 0,00 27,18 0,07

32,25 0,89 0,01 -1,17 0,28 0,93 0,00 -1,74 0,12

10,75 0,90 0,00 -1,35 0,14 0,93 0,00 -1,72 0,03

3,58 0,84 0,01 -1,14 0,17 0,76 0,54 -0,36 0,32

G012323 1,19 0,73 0,01 0,20 0,14 0,35 0,01 15,43 0,17
0,40 0,49 0,01 4,28 0,04 0,07 0,01 25,63 1,00

0,13 0,23 0,02 10,12 1,03 0,01 0,00 27,18 0,07

0,04 0,08 0,01 14,08 0,80 0,00 0,00 27,18 0,07

32,25 0,29 0,01 7,11 0,34 0,97 0,00 -1,58 0,48

10,75 0,29 0,00 8,89 0,40 0,98 0,00 -1,76 0,26

3,58 0,22 0,02 10,94 0,34 0,95 0,01 -1,81 0,19

G013901 1,19 0,15 0,02 14,44 0,70 0,79 0,01 -0,82 0,32
0,40 0,08 0,01 13,76 0,22 0,46 0,00 8,67 0,27

0,13 0,05 0,00 14,80 0,40 0,19 0,01 21,35 0,16

0,04 0,02 0,00 14,97 0,59 0,05 0,00 26,84 0,19

sin tratar NA 0,00 0,00 13,62 0,95 0,00 0,00 25,77 2,09

3.3 Cribado cruzado de sgARN lider en PCH y PHH en ensayos de
respuesta a la dosis de 7 puntos
[00649]Las formulaciones de nanoparticulas lipidicas (LNP) de los sgARN modificados
se evaluaron en PHH y PCH en un ensayo de respuesta a la dosis.
[00650]En este estudio se utilizaron las LNP descritas en el Ejemplo 3.2.
[00651]Después de la incubacion, las LNP se agregaron a los hepatocitos humanos o
de Macaca fascicularis en una curva de respuesta a la dosis de 3 veces en 7 puntos.
Las células se lisaron 72 horas después de la transfeccion y los gADN se sometieron a
PCR cuantificada para el analisis de NGS como se describe en el Ejemplo 1. Para el
analisis de proteina KLKB1, las células se lisaron el dia 8 después de la transfeccién y
los extractos de células enteras se sometieron a andlisis de transferencia Western
como se describe en el Ejemplo 1.
[00652]La frecuencia de indel de los sgARN a concentraciones de 0,04 nM, 0,13 nM,
0,40 nM, 1,19 nM, 3,58 nM, 10,75 nM y 32,25 nM para PHH y PCH se muestra en la
Tabla 13 y la curva de respuesta a la dosis data se ilustra en las Figuras 7A 'y 7B. Los
niveles de proteina KLKB1 secretada de los sgARN determinados por ELISA se
muestra en la Tabla 13 y la Figura 7C para PHH y la Figura 7D para PCH.

Tabla 13. Frecuencia de indel y proteina KLKB1 secretada para LNP
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dirigidas a KLKB1 in vitro

PHH PCH
D DE Conc’. Media Media de Conc,. Media Media de
GUIA de guia de_frec. KLKB1 de guia de_frec. KLKB1
(nM) de indel SD secretada SD (nM) deindel SD secretada SD
32,25 0,88 0,03 -0,07 0,04 32,25 0,97 0,01 -1,42 0,04
10,75 0,86 0,03 0,05 0,09 10,75 0,98 0,01 -1,32 0,03
3,58 0,82 0,08 0,03 0,04 3,58 0,95 0,00 -1,41 0,04
G012260 1,19 0,81 0,07 0,06 0,00 1,19 0,68 0,07 -0,08 0,03
0,40 0,84 0,00 0,14 0,00 0,40 0,26 0,04 14,46 1,24
0,13 0,79 0,04 0,55 0,01 0,13 0,06 0,01 24,37 0,74
0,04 0,73 0,02 1,80 0,01 0,04 0,01 0,00 25,32 0,79
32,25 0,88 0,05 0,11 0,02 32,25 0,98 0,00 -1,46 0,01
10,75 0,89 0,04 0,17 0,01 10,75 0,97 0,02 -1,28 0,14
3,58 0,87 0,05 0,16 0,05 3,58 0,94 0,00 -1,36 0,08
G012267 1,19 0,89 0,04 0,12 0,02 1,19 0,61 0,01 1,06 0,00
0,40 0,86 0,02 0,23 0,02 0,40 0,20 0,03 15,86 0,74
0,13 0,87 0,02 0,54 0,00 0,13 0,05 0,00 25,73 1,85
0,04 0,80 0,03 1,54 0,06 0,04 0,02 0,00 26,39 0,16
32,25 0,85 0,00 -0,09 0,07 32,25 0,98 0,01 -1,43 0,02
10,75 0,76 0,15 -0,04 0,01 10,75 0,98 0,01 -1,32 0,06
3,58 0,78 0,02 0,06 0,08 3,58 0,98 0,00 -1,37 0,07
G012293 1,19 0,85 0,06 0,39 0,30 1,19 0,81 0,01 -0,89 0,04
0,40 0,74 0,08 0,71 0,01 0,40 0,35 0,03 9,93 0,49
0,13 0,71 0,02 2,52 0,12 0,13 0,09 0,00 23,26 0,06
0,04 0,45 0,03 7,55 0,09 0,04 0,02 0,00 25,17 0,05
32,25 0,31 0,07 9,02 0,05 32,25 0,98 0,00 -1,47 0,02
10,75 0,31 0,02 8,64 0,30 10,75 0,98 0,00 -1,35 0,04
3,58 0,26 0,03 11,28 0,62 3,58 0,98 0,00 -1,45 0,03
G013901 1,19 0,19 0,01 12,75 0,42 1,19 0,89 0,02 -1,32 0,09
0,40 0,13 0,02 15,06 0,73 0,40 0,58 0,05 2,65 0,28
0,13 0,06 0,01 15,61 1,11 0,13 0,23 0,05 15,10 0,22
0,04 0,04 0,00 16,27 0,46 0,04 0,08 0,00 23,21 0,82
sin tratar NA 0,00 0,00 18,29 1,14 NA 0,00 0,00 25,96 1,35

[00653]Para el andlisis de proteina KLKB1, los PHH se transfectaron con guia de
KLKB1 humana, G012267 y las células se lisaron el dia 8 después de la transfeccion y
los extractos de células enteras se sometieron a andlisis de transferencia Western
como se describe en el Ejemplo 1. Los niveles de proteina KLKB1 humana a lo largo
de la curva de respuesta a la dosis de 7 puntos se compararon con el control no
tratado y se normalizaron a GAPDH como se muestra en la Figura 7E.

Ejemplo 4 — Andlisis secundario de guias de KLKB1

[00654]Se utilizd el método bioquimico descrito en el Ejemplo 1 para determinar los
potenciales sitios genémicos secundarios escindidos por Cas9 que se dirige a KLKB1.
Las guias seleccionadas en funcién de los resultados de los experimentos descritos
anteriormente se evaluaron en busca de potenciales sitios de escision gendémica
secundarios. Se evaluaron dieciséis guias dirigidas a KLKB1 para la escision
gendmica secundaria contra el ADN gendmico de las células HEK293 a una
concentracion de 16 nM (ATCC, N.° de cat. #CRL-1573). La guia de KLKB1 G012267
y las guias de control con perfiles secundarios conocidos se incluyeron en los

experimentos (G000644 dirigida a EMX1 para la que se detectaron 281 sitios
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secundarios, G00045 dirigida a VEGFA para la que se detectaron 6602 sitios
secundarios); Frock et al.,, 2015, Tsai et al., 2015) se evaluaron para detectar la
escisién gendmica secundaria contra el ADN genémico de PBMC humanas agrupadas
a una concentracion de 64 nM. La cantidad de potenciales sitios secundarios
detectados en el ensayo bioquimico mediante el uso de ADN gendmico de células
HEK 293 se muestra en la Tabla 14A. La cantidad de potenciales sitios secundarios
detectados en el ensayo bioquimico mediante el uso de ADN genémico de PBMCs se
muestra en la Tabla 14B. Se indica el porcentaje de sitios secundarios detectados por
el ensayo llevado a cabo en la presente en comparacion con la cantidad de sitios
secundarios indicados en la literatura para la guia de EMX1 y la guia de VEGFA.
Tabla 14A. Andlisis bioquimico secundario con ADN genémico de células
HEK293

. . Concentracion de Sitios
ID de guia Diana p .
guia (nM) secundarios

G012253 KLKB1 16 122
G012259 KLKB1 16 77
G012260 KLKB1 16 153
G012267 KLKB1 16 136
G012278 KLKB1 16 153
G012279 KLKB1 16 0
G012280 KLKB1 16 292
G012293 KLKB1 16 126
G012294 KLKB1 16 132
G012298 KLKB1 16 155
G012303 KLKB1 16 45
G012304 KLKB1 16 42
G012305 KLKB1 16 48
G012308 KLKB1 16 116
G012321 KLKB1 16 107
G012323 KLKB1 16 14

Tabla 14B. Andlisis bioquimico secundario con ADN gendémico de PBMC

humanas
Guia Diana Sitios secundarios (porcentaje*)
G012267 KLKB1 61
G000644 EMX1 242/281 (86 %)
G000645 VEGFA 4431/6602 (67 %)

*El porcentaje es relativo al nUmero conocido de sitios secundarios para cada uno de
los sitios diana de la guia.

Ejemplo 5. Secuenciacion dirigida para validar posibles sitios secundarios
[00655]Las guias de KLKB1 se seleccionaron en funcion de los experimentos
anteriores para una evaluacion adicional. El enfoque secundario especifico descrito en
el Ejemplo 1 se utilizo para evaluar la actividad de indel de la diana para los

potenciales sitios secundarios asociados con estas guias. Los sitios secundarios
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evaluados analizados en el experimento se identificaron mediante los experimentos de
ensayo bioquimico descritos en el Ejemplo 4 o con prediccion in silico como se
describe en el Ejemplo 1.

[00656]En este experimento, se evaluaron 3 sgARN dirigidos a KLKB1 humana. Los
PHH se cultivaron y se transfectaron con LNP que comprendian mARN de Cas9 y
sgARN de interés (por ejemplo, un sgARN que tiene potenciales sitios secundarios
para la evaluacién) como se describe en el Ejemplo 1. EIl ADN gendmico se aislé del
PHH y se sometié a NGS y andlisis secundarios dirigidos como se describe en el
Ejemplo 1.

[00657]ElI nimero de potenciales sitios secundarios evaluados en el ensayo y de esos
sitios, los sitios secundarios que se caracterizaron con éxito por el ensayo seguido de
los sitios que se validaron mediante inspeccién manual como se muestran en la Tabla
15A.

Tabla 15. Analisis secundario dirigido

Sitios Sitios

ID de secundarios secundarios Sitios secundarios
guia . validados
evaluados caracterizados
G012260 223 206 5
G012267 181 171 1
G012293 360 347 4

Ejemplo 6. Edicién in vivo del locus de KLKB1 humanizada en el modelo de
raton Hu KLKB1

[00658]En este estudio se utilizaron ratones humanizados que expresan la proteina
KLKB1 humana (modelo de ratébn Hu KLKB1). El modelo de raton Hu KLKB1
comprende un locus de KLKB1 humanizada en el que la region desde el codén de
inicio hasta el codon de terminacion de la KLKB1 de ratdbn se reemplazé con la
secuencia gendémica humana correspondiente. Los animales se pesaron y se
dosificaron en volumenes especificos para el peso corporal individual. Hubo 5 grupos
en total (N = 4 con 2 ratones machos y 2 hembras).

[00659] Las LNP que contenian sgARN madificados (G12260, G12267, G12293,
G12303 y G12321) y el mARN de Cas9 se dosificaron a través de la vena lateral de la
cola a 0,3 mg/kg en funcion de la carga total de ARN en un volumen de 10 ml por
kilogramo de peso corporal. Los LNP finales se caracterizaron para determinar la
eficiencia de encapsulacion, el indice de polidispersidad y el tamafio de particula
promedio de acuerdo con los métodos analiticos descritos en el Ejemplo 1. En el dia

11 posterior a la administracion de LNP, se sacrificaron los ratones y se recolectd
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tejido hepatico para la extraccion de ADN. Los tejidos se lisaron mediante el uso de
una gradilla de lisis de microesfera Bashing Zymo Research y el ADN se extrajo
mediante el kit de extracciéon de ADN de Zymo Research de acuerdo con el protocolo
del fabricante. EI ADN extraido se sometié a PCR para enviarse a secuenciacion.
[00660]Se recolecté la sangre en tubos separadores de suero y se coagulé durante 2
horas a temperatura ambiente seguido de centrifugacién. Se llevdé a cabo ELISA en
alicuotas de suero y se diluy6 en una placa de 96 cavidades.

[00661]La edicion observada en los ratones tratados se muestra en la Figura 8A y la
Tabla 16A.

Tabla 16A. Edicién in vivo de datos en el modelo de raton Hu KLKB1

. % de SD de N
Guia L L
edicion edicion
G12260 32,9 10,96 4
G12267 72,83 1,17 4
G12293 43,05 5,59 4
G12303 14,38 5,60 4
G12321 35,53 11,11 4

[00662]Los niveles de proteina KLKB1 humana en suero, antes y después de la dosis,
se midieron mediante el ensayo ELISA como se describe en el Ejemplo 1. Los
resultados se muestran en la Tabla 16B y la Figura 8B.

Tabla 16B. Niveles de proteina KLKB1 secretada en el modelo de raton Hu

KLKB1

Dosis Después

(mpk) Antes de SD de la SD N
Guia la dosis dosis
G12260 0,3 19,04 6,20 13,10 7,96 4
G12267 0,3 22,48 9,32 1,42 0,41 4
G12293 0,3 18,54 5,41 7,59 2,10 4
G12303 0,3 21,21 9,98 23,11 8,58 4
G12321 0,3 18,07 5,21 11,22 4,51 4

[00663]Los niveles de proteina KLKB1 humana en suero de las muestras se midieron
mediante el uso de la matriz basada en electroguimioluminiscencia (MSD) como se

describe en el Ejemplo 1 y se compararon con los niveles iniciales. Los resultados se

muestran en la Tabla 17 y la Figura 8C.

Tabla 17. Nivel de proteina KLKB1 in vivo

Dosis o

(mpk) Antes de Después % dsigrlg en
Guia la dosis SD de la dosis SD
G12260 0,3 10,44 0,43 6,84 0,09 38
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Dosis

(mpk) Antes de Después % ii;g en
Guia la dosis SD de la dosis SD N
G12267 0,3 10,59 0,37 BLOD* - 97** 2
G12293 0,3 10,74 0,24 3,92 0,04 64 4
G12303 0,3 13,86 0,34 7,78 0,35 35** 4
G12321 0,3 8,38 0,1 3,92 0,16 55 4

* Por debajo del limite de deteccion; ** aproximado
[00664]Los niveles de mMARN de KLKB1 para cada secuencia se midieron mediante
PCR cuantitativa como se describe en el Ejemplo 1 y se muestra en la Tabla 18 y la
Figura 8D. La reduccién de proteinas se confirmé mediante analisis de transferencia
Western como se describe en el Ejemplo 1.

Tabla 18. Resultados de qPCR

Relacion de SD N
Guia cambio
G12260 1,20 0,35 4
G12267 0,51 0,41 4
G12293 0,73 0,22 4
G12303 1,10 0,23 4
G12321 1,18 0,41 4
TSS 1,01 0,17 2

Ejemplo 7. Edicién in vivo de la actividad de las guias de KLKB1 humana en el
modelo de raton Hu KLKB1
[00665]En este estudio se usaron ratones KLKB1 humanizados descritos en el
Ejemplo 6 y se prepararon mediante el uso del mismo protocolo. Hubo 5 grupos en
total (N=5 con 2 ratones machos y 3 hembras o viceversa). Las LNP que contenian
sgARN modificados y mARN que codifican la proteina Cas9 se dosificaron a través de
la vena lateral de la cola a 0,3 mg/kg y se caracterizaron como se describe en el
Ejemplo 6.
[00666]En el dia 13 después de la administracion de LNP, los ratones se sacrificaron.
El tejido hepatico y la sangre se procesaron como se describe en el Ejemplo 6 para la
secuenciacién y el analisis ELISA.
[00667] La Tabla 19 y las Figuras 9A-9D muestran los niveles de edicion de KLKB1,
proteina de precalicreina sérica (detectada mediante el uso de un ELISA que detecta
tanto precalicreina como calicreina) (ug/ml), proteina precalicreina como porcentaje
del nivel de proteina KLKB1 en TSS de control en ratones tratados, y la correlacion del
porcentaje de edicibn hepéatica al porcentaje de proteina precalicreina,
respectivamente. Se evaluaron las guias G012323 y G012253; sin embargo, no se
detecto la edicion debido a una falla del método de NGS.

Tabla 19. Porcentaje de edicién y precalicreina en suero de ciertas guias

en el modelo de ratén Hu-KLKB1
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Precalicreina en

Dosis % de Precalicreina en suero (Media del %
(mpk) Guia Muestra edicién suero (ug/ml) de TSS)
Media 0,1 19,49 100
Animal 1 0,1 14,77 76
Animal 2 0,1 18,29 94
0 TSS Animal 3 0,1 14,82 76
Animal 4 0,1 26,82 138
Animal 5 0,1 22,76 117
Media 21,9 12,4 64
Animal 1 24,7 9,53 49
Animal 2 21,0 9,88 51
G012304 Animal 3 29,3 7,94 41
Animal 4 18,8 20,32 104
Animal 5 15,9 14,34 74
Media 26,0 10,58 54
Animal 1 20,6 9,09 47
Animal 2 32,5 8,85 45
G012305 Animal 3 27,9 8,13 42
Animal 4 22,7 14,08 72
Animal 5 26,5 12,75 65
Media 24,2 10,88 56
Animal 1 41,0 5,83 30
Animal 2 20,3 9,96 51
6012259 Animal 3 27,6 7,42 38
Animal 4 9,4 17,83 91
Animal 5 22,8 13,36 69
Media 24,0 10,91 56
Animal 1 29,8 7,15 37
Animal 2 35,2 6,99 36
03 G012278 Animal 3 28,6 6,16 32
Animal 4 18,2 17,21 88
Animal 5 8,0 17,07 88
Media 13,8 14,71 75
Animal 1 21,4 10,70 55
Animal 2 24,0 8,92 46
G012280 Animal 3 4,8 20,46 105
Animal 4 8,9 17,34 89
Animal 5 9,7 16,11 83
Media 15,9 154 79
Animal 1 21,1 10,38 53
Animal 2 15,9 9,69 50
G012294 Animal 3 15,2 15,37 79
Animal 4 14,9 19,13 98
Animal 5 12,4 22,44 115
Media 36,9 9,05 46
Animal 1 40,8 4,99 26
Animal 2 46,6 5,26 27
6012298 Animal 3 44,9 5,38 28
Animal 4 25,3 15,01 77
Animal 5 26,9 14,61 75

Ejemplo 8. Respuesta a la dosis in vivo de la edicién del gen

modelo de raton Hu KLKB1

KLKB1 en el

[00668]EN este estudio se usaron ratones humanizados descritos en el Ejemplo 6 y se

prepararon mediante el uso del mismo protocolo. Hubo 5 grupos en total (N=5 con 2

ratones machos y 3 hembras o viceversa). Las LNP que contenian G12267 y mARN

gue codifica la proteina Cas9 se dosificaron a 0,3, 0,1, 0,03 y 0,01 mg por kg de peso

corporal y se caracterizaron como se describe en el Ejemplo 6.

[00669]En el dia 13 después de la administracion de LNP, los ratones se sacrificaron.
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El tejido hepatico se procesdé como se describe en el Ejemplo 6 para la secuenciacion
de ADN. Se proceso6 la sangre como se describe en el Ejemplo 6 y se midio la
precalicreina humana secretada a través de un ELISA, que detecta precalicreina y
calicreina (también denominada calicreina total), como se describe en el Ejemplo 1.
[00670]Para el andlisis de ARN, el tejido hepéatico se lis6 mediante el uso de una
gradilla de lisis de microesfera Bashing de Zymo Research, y el ARN se extrajo
mediante el uso de Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, N.° de cat. 74106) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Se cuantificO el ARN con un Nanodrop 8000
(Thermofisher Scientific, N.° de cat. ND-8000-GL). Las muestras de ARN se
almacenaron a -20 °C antes de su uso.

[00671]Se usd SuperScript Il Platinum One-Step gRT-PCR Kit (Invitrogen, N.° de cat.
11732-088) para crear las reacciones de PCR. En las reacciones se utilizaron sondas
de PCR cuantitativas dirigidas a Hu KLKB1 y control interno Ms PPIB. El ensayo de
PCR cuantitativa se llevé a cabo de acuerdo con las especificaciones del fabricante, se
ajusté al volumen de reaccion adecuado y se utilizaron las sondas Hu KLKB1 y Ms
PPIB especificadas anteriormente. Se utiizO el sistema de PCR en tiempo real
StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, N.° de cat. 4376600) para llevar a cabo la
reaccion de PCR en tiempo real y la cuantificacion de transcriptos de acuerdo con el
protocolo del fabricante.

[00672]Se cuantific6 el mMARN de Hu KLKB1 mediante el uso de una curva estandar
que comenzaba en 20 ng/ul de mARN agrupado del grupo de control con vehiculo, con
cinco diluciones triples adicionales que terminaban en 0,06 ng/ul. Los valores de Ct se
determinaron a partir del sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus. La reduccion
de la proteina precalicreina humana secretada total para las células tratadas con
reactivos KLKB1 se determind mediante ELISA como se describe en el Ejemplo 1.
[00673]La Tabla 20 y la Figura 10 muestran el porcentaje de edicion, niveles
precalicreina en suero como un porcentaje de los ratones tratados con el control del
vehiculo de TSS vy los niveles de transcripcion de mARN como un porcentaje de los

animales tratados con el control del vehiculo de TSS.

Tabla 20 Porcentaje de edicion, mARN de KLKB1 (% del nivel inicial) y niveles de

proteina precalicreina en suero (% del nivel inicial) en el modelo de raton Hu
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KLKB1

o % de % de
. % de .
Guia Dosis (mpk) edicion proteina mARN SD
de TSS de TSS
Media 0,1 100
Animal 1 0,1 75,8
Animal 2 0,1 93,8
TSS 0 Animal 3 0.1 760 | 100° 9.7
Animal 4 0,1 137,6
Animal 5 0,1 116,8
Media 3,9 91,9
Animal 1 4,4 55,3
Animal 2 3,8 57,3
0.01 Animal 3 4,5 126,2 100.1 9.5
Animal 4 4.2 122,2
Animal 5 2,6 98,6
Media 19,0 64,2
Animal 1 22,1 38,6
Animal 2 0,3 51,0
0,03 Animal 3 26.9 789 | 093 138
Animal 4 21,3 80,5
Animal 5 24,3 72,2
G12267 Media 55,4 23,3
Animal 1 52,1 17,6
Animal 2 52,7 19,6
0.1 Animal 3 56,5 25,3 48 11,4
Animal 4 57,5 25,6
Animal 5 58,0 28,3
Media 72,9 3,1
Animal 1 73,9 2,7
Animal 2 70,4 2,9
03 Animal 3 72,7 3,1 23 13
Animal 4 73,1 3,4
Animal 5 74,3 3,4

Ejemplo 9. Estudio de fuga vascular

[00674]Se llevo a cabo un estudio para evaluar la edicion del gen KLKB1, la expresion
de proteina calicreina total y la fuga vascular en ratones humanizados. En este estudio
se usaron los ratones humanizados descritos en el Ejemplo 1. Hubo 6 grupos en total
(N=5 con 2 ratones machos y 3 hembras por grupo). Los animales se pesaron y se
dosificaron en volimenes especificos para el peso corporal individual.

[00675]Las LNP que contenian una KLKB1 modificada dirigida a SQARN (G12267) y el
MARN de Cas9 se dosificaron a través de la vena lateral de la cola a 0,03 mg/kg, 0,1
mg/kg, o 0,3 mg/kg en funcion de la carga de ARN total en un volumen de 10 ml por
kilogramo de peso corporal o control de vehiculo (TSS).

[00676]Un dia antes del estudio de fuga vascular, se recolectd sangre y se procesoé
como se describe en el Ejemplo 6, y se midié la precalicreina humana secretada a
través de un ELISA, que detecta precalicreina y calicreina (también denominada
calicreina total), como se describe en el Ejemplo 1.

[00677]El ensayo de fuga vascular se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 1.

En la necropsia, se recolectd tejido hepatico y se extrajo el ADN como se describe en
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el Ejemplo 6 para medir la edicibn de KLKB1. Para la cuantificacion del tinte en el
modelo de fuga vascular, se recolectd y procesé tejido de colon como se describe en
el Ejemplo 1.

[00678]Los resultados para el porcentaje de edicién, los niveles de proteina hu KLKB1
en suero y la fuga vascular se muestran en la Tabla 21 y las Figuras 11A-11B.

Tabla 21. Porcentaje de edicién, niveles de proteina KLKB1 y fuga vascular en
ratones huKLKB1

Dosis % de Pr:ﬁaslllucer?(l)na Colon

(mg/kg) edicion (ug/ml) (OD)
TSS-1 0 0,02 100,00 0,07
TSS-2 0 0,06 94,92 0,22
Control 0,3 0,1 92,99 0,30
G012267 0,03 16,48 82,97 0,26
G012267 0,1 40,46 48,97 0,20
G012267 0,3 68,66 13,88 0,09

[00679]Se realizd un estudio separado mediante el uso de métodos similares para
evaluar el porcentaje de edicidn, los niveles de precalicreina sérica y la fuga vascular
para determinar la durabilidad durante un periodo de 9 meses. Los ratones se
dosificaron con KLKB1 modificada dirigida a sgARN (G12267) y el mMARN de Cas9 o
un mARN no dirigido se dosifico a través de la vena lateral de la cola a 0,1 mg/kg 0 0,3
mg/kg en funcién de la carga de ARN total en un volumen de 10 ml por kilogramo de
peso corporal. Se observé la durabilidad de la respuesta a la dosis donde se mantuvo
el aumento de la edicién, la disminucién de los niveles de proteina y la disminucion de
los niveles de fuga vascular durante la duracién del estudio.

Ejemplo 10. Pruebas in vivo de la edicion del gen KLKB1 en primates no
humanos (NHP)

[00680]EN este ejemplo, se realizé un estudio para evaluar la edicion del gen KLKB1 y
la expresion de la proteina calicreina total, y los niveles de actividad de calicreina total
en Macaca fascicularis luego de la administracion de nanoparticulas lipidicas (LNP)
CRISPR/Cas9 con mARN para la proteina Cas9 y varias guias para el gen
KLKB1. Los Macaca fascicularis se trataron en cohortes de n=3. Este estudio se
realizé con formulaciones de LNP de acuerdo con Ejemplo 1. Cada formulacion de
LNP contenia un mARN de Cas9 poliadenilado (que comprende SEQ ID NO: 516) y
gARN (G013901, un ARN guia de KLKB1 especifico de Macaca fascicularis) con una
relacion mARN:gARN de 2:1 en peso. Los animales recibieron dosis de 1,5, 3 0 6 mg
por kg en funcion de la carga de ARN total. La formacion de indel (porcentaje de
edicion) se midi6 mediante NGS. La actividad de calicreina total y el nivel de proteina
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de calicreina en suero se midieron como se describe en el Ejemplo 1.

[00681] El estudio mostr6 que la inactivacion de KLKB1, que es parte de una via
biolégica que da como resultado la liberacién de bradiquinina, con G013901 produjo
una reduccion de hasta el 90 % en la actividad de la calicreina en los grupos de NHP,
0 Mas, una respuesta sélida que supera la actividad objetivo mostrada. para lograr un
impacto terapéuticamente significativo en las tasas de ataque de HAE (60 % de
reduccién de la actividad de calicreina; Banerji, 2017). Este estudio mostré una
correlacion dependiente de la dosis entre el aumento de las tasas de edicion, la
reduccion de los niveles de calicreina en plasma y la reduccion de la actividad de
calicreina. La respuesta ha sido duradera durante un afio en los NHP. Los niveles de
proteina y actividad de la calicreina en circulacion se proporcionan en las Tablas 22 y
23; y las Figuras 12A-12B.

Tabla 22. Actividad de calicreina (% de actividad basal)

TSS (n=3) 1,5 mpk (n=3) 3 mpk (n=3) 6 mpk (n=3)

Dia Media SD Media SD Media SD Media SD
0 100 0 100 0 100 0 100 0
7 108,4 9 67,8 7 42,8 12,4 18,2 10,6
14 101,8 18,3 31,1 32 15,9 11 5,3 1,6
28 124,4 7,9 26,8 6,5 10,6 54 3,9 1,4
42 117,8 5,8 19,8 11,9 8,6 4,4 3,6 0,4
56 130,3 32,5 8,8 5 3,4 0,6 4,2 2,2
70 109,2 15 6 1,7 3 0,4 3,9 1,6
84 121,3 25,7 10,6 3,8 4,2 2,1 4,7 2,5
105 130,8 15,5 23,3 4,9 6 3,6 4,7 2,5
119 88,2 9,1 12,2 10,2 3,4 0,5 3 0,5
147 101,1 3,3 11,9 6,6 4,5 1,4 3 0,5
161 113,2 13,4 21 1,8 6 2,8 5,6 1,8
180 122,3 8,7 19,2 9,5 4,7 1 5 1,9
238 125,5 27,3 16,6 6,5 4,7 1,4 3,2 0,7
252 122,7 27 19,1 7,3 8,2 4,4 3,1 0,7
266 115 23,3 13,9 3,3 8,9 5,2 2,7 0,6
280 112,2 22,7 17,5 2,3 6,8 3,6 3 1
294 126,3 34,1 17 5,8 7,9 4,1 2,9 0,6
308 122,9 28,9 18,2 2,3 7,4 3,3 3 0,8
326 111,6 23 13,3 5,2 5,5 2,9 3,5 0,4
333 127,3 22,4 15,9 1,8 6,8 2,8 3,3 0,4
347 108,4 11,7 16,9 1 4,1 1,8 2,9 0,3
365 118 2,2 24,1 10,2 10 5,7 3,4 0,7

Tabla 23. Calicreina en plasma niveles de proteina (% de nivel inicial)

TSS (n=3) 1,5 mpk (n=3) 3 mpk (n=3) 6 mpk (n=3)

Dia Media SD Media SD Media SD Media SD
0 100 0 100 0 100 0 100 0
14 101,3 14,9 28,8 7,4 27,1 8,2 13,7 3,3
28 117,7 7 32,7 8,5 16,9 6,8 6,6 2,3
42 112,6 23,5 31,5 9,1 16 7 6,3 2,8
56 111 16 30,1 8,8 15,4 6 5,8 2,5
70 112,5 14,1 29,8 8 15,4 5,8 5,8 2,8
84 133,6 9 38,7 11,1 17,1 6,7 6,7 2,5
105 118,2 20,1 47 12,7 22,3 10,3 7,6 3,8
119 96 9,8 31,6 8,7 18,1 7,2 6,4 2,2
147 110,7 12 32,1 8,3 18,3 8,1 6,7 2,2
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TSS (n=3) 1,5 mpk (n=3) 3 mpk (n=3) 6 mpk (n=3)

161 119,3 6,1 35,8 10,5 7,5 6.8 7,4 3,5
180 131 10,1 33,8 11,4 18 10,1 2,9 1

238 106,2 3,7 27,4 10,8 16,4 9,8 3,7 0,9
252 114,3 21,4 27,9 9,1 15,6 7,1 3,9 0,8
266 117,6 8,7 28,7 9,7 21,8 10,4 3,7 0,5
280 93,4 22,1 33,7 7,1 24,6 9,8 6,3 2,9
294 122,1 23,7 30,4 13,8 24,6 14 7,4 4

308 93,2 12,8 20,6 13,8 27,6 14,2 6,2 31
326 N/A 29,7 7,3 23,8 12,5 8 2,8
333 130,2 25,5 30,9 6,4 25,3 12,4 7,8 2,3
347 106,9 15 26 8,2 22,1 11,2 7,3 3,2
365 108,5 41,3 22,7 8 11,4 53 4,3 1,6

[00682]En las pruebas de muestras de suero de NHP seleccionadas no se encontrd un
impacto observado en los biomarcadores de la via de coagulacién con la inactivacion
de KLKB1 en NHP en las semanas 10 o 15 (en funcidén de la medicién de protrombina,
APTT vy fibrinbgeno (todo en la semana 10), y el Factor Xll (en la semana 15)) al
comparar los grupos de control de amortiguador de TSS con los grupos tratados.
[00683]Se repiti6 el estudio NHP para evaluar la expresion de la proteina de calicreina
total de KLKB1 y los niveles de actividad de calicreina total en Macaca fascicularis
mediante el uso de la guia G012267 que incluye una secuencia de guia totalmente
complementaria a la KLKB1 humana. La secuencia guia de G012267 tiene una
diferencia de nucledtidos en comparacién con G013901 que tiene una secuencia guia
totalmente complementaria a KLKB1 de Macaca fascicularis. El protocolo experimental
y las formulaciones de LNP en este estudio fueron esencialmente los mismos que se
describen en el experimento anterior, excepto que los animales (n=3) solo recibieron
una dosis de 3 mg por kg en funcion de la carga de ARN total. La actividad de
calicreina total y los niveles de proteina de calicreina en suero se midieron a través de
los métodos descritos en el Ejemplo 1.

[00684]EIl estudio mostré que la inactivacion de KLKB1 con G012267 produjo una
reduccion de hasta el 65 % en la actividad de calicreina en los grupos de NHP. La
respuesta fue duradera durante 9 meses en los NHP. Los niveles de proteina y
actividad de la calicreina en circulacion se proporcionan en las Tablas 24 y 25; y las
Figuras 13A-13B.

Tabla 24. Actividad de calicreina (% de actividad basal)

TSS (n=3) 3 mpk (h=3)
P . Desv. . Desv.
Dia Media Est. Media Est.
0 100 | N/A 100 | N/A
7 90,9 13,7 68,7 11,3
15 87,7 6,6 51,3 18,7
28 90,5 2,5 39,3 24
42 96,5 4,8 31,9 19,5
56 94,5 1,6 34,1 16,7
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TSS (n=3) 3 mpk (h=3)
70 96,2 7,2 42,3 25,7
91 100,2 11,7 45,3 27,6
106 100,2 6,3 45,7 14,3
120 99,8 7,4 46,5 11,1
134 115,2 8,5 47,5 32,4
148 91,5 2 52,9 34,7
162 86,1 21,1 50,1 43,2
180 97,9 1,8 47,3 22,1
192 87,9 1,9 43 24,6
208 94,4 5,8 48 23
222 97 2,9 34,6 21,1
236 97,2 2,2 43,5 19,1
250 91,8 12 46,5 18,3
264 99,9 10,6 51,3 25,2
278 105,3 13,4 60,8 32,3

Tabla 25. Calicreina en plasma niveles de proteina (% de nivel inicial)

TSS (n=3) 3 mpk (n=3)

Dia | Media Desv. Est. Media Desv. Est.
0 100 N/A 100 N/A
7 99,6 5,1 72,3 13,3
15 89,7 13,1 50,6 9
28 93,9 5,2 52,8 22,3
42 90,3 8,6 52,7 25,5
56 104,2 17,3 49,9 19,1
70 93,9 5,2 52,8 22,3
91 90,3 8,6 52,7 25,5
106 99,3 21,9 43,1 17,3
120 121,7 12,6 41,1 6,2
134 104,2 12 49,7 55
148 93 15,8 47,5 11,8
162 100,3 15,7 56,2 26,7
180 106,8 10,9 44,1 33,2
192 96,5 20,5 52 26,6
208 105,6 25 52,9 28,5
250 103,7 21,5 63,3 17,4
264 101,4 7 67,3 15,4
278 94,3 14,4 62,6 16,7
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REIVINDICACIONES
1. Un ARN guia que comprende:
a. una secuencia guia que comprende al menos un 95 %, 90 % u 85 %
idéntico a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 15, 8y 41;
b. una secuencia guia que comprende al menos 17, 18, 19 o 20

nucleétidos contiguos de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 15, 8 y

41: 0

C. una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO: 15, 8 y 41.
2. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende ademas la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 202.
3. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el ARN guia

comprende ademds una secuencia de nucleotidos seleccionada de SEQ ID NO: 170,
171,172y 173, en donde la secuencia de SEQ ID NO: 170, 171, 172,0 173 es 3' de la
secuencia guia.

4, El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el
ARN guia comprende ademas una cola 3'.

5. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el
ARN guia comprende al menos una modificacion.

6. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la madificacion
comprende una modificacion del extremo 5'.

7. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en donde la modificacion
comprende una modificacion del extremo 3'.

8. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el
ARN guia comprende una modificacion en una region de horquilla.

9. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde la
modificacion comprende un nucleétido modificado con 2'-O-metil (2'-O-Me).

10. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la
modificacion comprende un enlace de fosforotioato (PS) entre nucleétidos.

11. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde
la modificacion comprende un nucle6tido modificado con 2'-fluor (2'F).

12. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-11, que
comprende ademas la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 171.

13. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 12, modificado de acuerdo con el
patron de la secuencia de nucleotidos de SEQ ID NO: 405.

14. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-11, que
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comprende ademas la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 173.

15. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 14, modificado de acuerdo con el
patrén de SEQ ID NO: 248-255 o 450.

16. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12-15, en
donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 15.

17. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12-15, en
donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 8.

18. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12-15, en
donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 41.

19. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 4-11, en
donde el ARN guia se modifica de acuerdo con el patrén de SEQ ID NO: 300, en
donde las N son colectivamente la secuencia guia de acuerdo con la reivindicacion 1.
20. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde cada N en SEQ ID
NO: 300 es cualquier nucledtido natural o no natural.

21. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde la secuencia guia
es SEQ ID NO: 15 y el ARN guia se modifica de acuerdo con mG*mG*mA*
UUGCGUAUGGGACACAAGUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAA
GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMG
MGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUMGmMCmU*mU*mU*muU, en donde “mA,”
“mC,” “mU,” o “mG” denotan un nucleétido que se ha modificado con 2'-O-Me, un *
denota un enlace de fosforotioato y una N es un nucleétido natural.

22. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde la secuencia guia
es SEQ ID NO: 8 y el ARN guia se modifica de acuerdo con
mU*MA*mC*CCGGGAGUUGACUUUGGGUUUUAGAMGMCmMmUMAmMGmMAMAmMAmMU
MAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*muU*mu*mu,
en donde “mA,” “mC,” “mU,” 0 “mG” denotan un nucledtido que se ha modificado con
2'-0O-Me, un * denota un enlace de fosforotioato y N es un nucleétido natural.

23. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde la secuencia guia
es SEQ ID NO: 41 y el ARN guia se modifica de acuerdo con
mU*mA*mU*UAUCAAAUCACAUUACCGUUUUAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAmMUmM
AmMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMAmMAmMAmMAM
AMGMUMGMGMCmMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU, en
donde “mA,” “mC,” “mU,” o “mG” denotan un nucleétido que se ha modificado con 2'-

O-Me, un * denota un enlace de fosforotioato y N es un nucleétido natural.
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24. Una composicién que comprende un ARN guia de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1-23.

25. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 24, que comprende ademas
un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o un acido nucleico que codifica un
agente de fijacion a ADN guiado por ARN.

26. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 25, en donde el acido nucleico
que codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN comprende un mARN que
comprende un marco de lectura abierto (ORF) que codifica un agente de fijaciéon a
ADN guiado por ARN.

27. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 25 o 26, en donde el agente
de fijacion a ADN guiado por ARN es Cas9.

28. La composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 27, en donde la Cas9 es S.
pyogenes Cas9.

29. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26-28, en
donde el ORF es un ORF modificado.

30. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-29, que
comprende ademas un excipiente farmaceéutico.

31. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-30, en
donde el ARN guia esté asociado con una nanoparticula lipidica (LNP).

32. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 31, en donde la LNP
comprende un lipido catiénico.

33. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 32, en donde el lipido
cationico es (92,122)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-9,12-dienoato, también llamado
3-((4,4-bis(octiloxi)butanail)oxi)-2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo
(9Z,122)-octadeca-9,12-dienoato.

34. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31-33, en
donde la LNP comprende (927,127)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-9,12-dienoato, también llamado
3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-(dietilamino) propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo
(92,127)-octadeca-9,12-dienoato, DSPC, colesterol, y PEG2k-DMG.

35. Una composiciéon farmacéutica que comprende un ARN guia de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o la composicion de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 24-34.

36. Una composicion farmacéutica que comprende o utiliza un ARN guia de
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acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o la composicion de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 24-34 para inducir una ruptura bicatenaria o una
ruptura monocatenaria dentro de un gen KLKB1 en una célula o reducir la expresion
de KLKBL1 en una célula.

37. La composicion farmacéutica o el uso de acuerdo con la reivindicacion 36, para
reducir la expresion del gen KLKB1 en una célula o sujeto.

38. Una composicion farmacéutica que comprende o utiliza un ARN guia de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o la composicion de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 24-34 para tratar a un sujeto que tiene angioedema
hereditario (HAE).

39. La composicién farmacéutica o el uso de acuerdo con la reivindicacion 38, que
comprende reducir la frecuencia y/o la gravedad de los ataques de HAE.

40. Una composicion farmacéutica que comprende o utiliza un ARN guia de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o la composicién de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 24-34 para tratar o prevenir el angioedema asociado
con HAE, la produccion y acumulacion de bradiquinina, la hinchazén inducida por
bradiquinina, la obstruccion de las vias respiratorias por angioedema o la asfixia.

41. Una composicion farmacéutica o el uso de un ARN guia de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o la composicion de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 24-34 para reducir la actividad de calicreina total en plasma o
reducir los niveles de precalicreina y/o calicreina en un sujeto.

42, La composicién farmacéutica o el uso de acuerdo con la reivindicacion 41, en
donde la actividad de calicreina total en plasma se reduce en mas de 60 %.

43. Un método para inducir una ruptura bicatenaria o una ruptura monocatenaria
dentro de un gen KLKB1 en una célula o reducir la expresiéon de KLKB1 en una célula
que comprende poner en contacto una célula con un ARN guia de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o la composicion de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 24-34.

44, El método de acuerdo con la reivindicacion 43, en donde la célula esta en un
sujeto.

45, Un método para tratar un sujeto que tiene angioedema hereditario (HAE) que
comprende administrar un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-23 o la composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-34 y, de
este modo, tratar al sujeto.

46. El método de acuerdo con la reivindicacion 45, en donde el tratamiento del
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sujeto comprende reducir la frecuencia y/o la gravedad de los ataques de HAE.

47. Un método para tratar o prevenir el angioedema asociado con HAE, la
produccion y acumulaciéon de bradiquinina, la hinchazoén inducida por bradiquinina,
obstruccién de las vias respiratorias por angioedema o asfixia que comprende
administrar al sujeto un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
23 o la composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-34, y, de
este modo, tratar o prevenir el angioedema asociado con HAE, la produccién y
acumulacion de bradiquinina, la hinchazon inducida por bradiquinina, la obstruccion de
las vias respiratorias por angioedema o la asfixia en el sujeto.

48. Un método para reducir la actividad de calicreina total en plasma en un sujeto
gue comprende administrar un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-23 o la composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 24-34, y, de este modo, reducir la actividad de calicreina total en
plasma en un sujeto.

49. El método de acuerdo con la reivindicacién 48, en donde la actividad de
calicreina total en plasma se reduce en mas de 60 % en el sujeto.

50. El uso de un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-23
0 la composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-34 en la
preparacion de un medicamento para poner en practica cualquiera de los métodos de

acuerdo con las reivindicaciones 43-49.
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RESUMEN
Se proporcionan composiciones y métodos para editar, por ejemplo, introducir
roturas bicatenarias, dentro del gen KLKB1l. Se proporcionan composiciones y

métodos para tratar sujetos que tienen angioedema hereditario (HAE).

190



1/34

OO OO CHOHDIC IO T NN 00 QUi c e 0 Cinenne oo E1 T G0 CUE SN E I S EUEE o1 CVone O 1O e e A e £
R ) D R R R G L R T e R D0 0 00 a0 0
[ e e e e e n e e e e e el alala el alalalalalalalalalalalalaatatalalalatalatalal=l=peal=lalalalalalslaalalalalalalalslelooporetela el alototalatela === =] = =]=]
SO e D0 0 OO O00 OO0 00 0000 000 COaQaad aaao OO QOO 00000 Q00 S0 QOO0 0 QO0S GG cacac S o G0 Eaea s
e LR LRLRLALNLN LA LA LR LRLN LN AN LR LR R LNLALR U RN LR Ln LniLnin WNAR LALALALALR ARLALALILN LALALALALA LALALR iriun LniLnicnion un LR Lniun Ly _nicniuniunius LniLniLn Lniun inunion
f=tatatriery ann raprprarel ' ] TSI A ACHACYACYACY ACKACK A ACYALY ACY DI
] 0 00 d e " ed d d e d e e R RO T TR R L PATAN LA A e e e e e e e 0 00 LA L AL LM PPt P o ol P B e
[P AL - ST e L e 53 o €)ALY e ot Pk €0 T R e LY e R okt € A 0 el YA A P 0 000 ALY P o0 A 00 o 0 e P 0 200 e T A9 e L Pl = WY 0 e Y e 08 o s €0 0 T

‘wyj@ ap afejussio =
"su| ap afejussiod =

HHd

=05

uedipes ap %

~0dl



PHH

2/34

OGO

TGO

OONGONHET

RERCONHT

E RERCONHT
F BRSO

R RSO

CRAECONHY

FRAECONHTY

L RRCONHTD

t?ﬁﬁﬁnnH?

TRESONHTY

=NRRCOMHTY
FEEESOOHD
FRORCONHS
SRR CANHS
FODRCANHS
FCORCANHTS
FRRGANHS
ERRCANHS
FRECANHS
TRRCANHS
PR CRNHS
C— - F RGO
oS RCONHTY
= S RGONHTY
" G/ RGDTHTY
G/ REMMNHY
B/ RGONHY
= L RENTHY
"7 REONHY
e T/ RGONHTY
= RGOHTY
= ESESDOED
= DORCINTHTY
(= R Tt ]
=GR CTTHY
- . O F.C N H
= P ORGTINHTY
= CORGTNTHTY
(= T

— Forcentaje de ins.
mm Forcentaje de elim.

SERCOANHTY
SR COANHTY
EERCANHY
CERCAMNHY
FERCAMNHTS
TERGAMNKS
AR COANHY
RERCAMNMHTY
BERCOMNHTY
S EREANHY

BERCAMNHY
CERCAMNHT
FERGOANATY

L , et
L FERCONKD
TERCANKT
RE REMNKT
EZESDOED
BFRCNNKD
£ FREMNKT
SFREMNHT
L CFREMNHD
7 REMANKY
£FRENNHT
FFREMNKD
T7REMNHT
N7 RENNET
EIESD0HD
BIESDOHD
LTESDOED
BTESDOHD

100+

L]
= =
L]

ID de guia

Figura 1B



3/34

650042
EtBS00HD
Ctree00dD
Te500d2
Otr6500H2
GEES00HD
FEES00HD
LEBSDOHD
GESS00HD
SEES00HD
FESSDOHD
EEBS00HD
CEBSDOHD
TESS00HD

0E65004D
62650042

87650042
[T65004
92650042
SZ650042
2650042
£2650042
22650043
12650042
02650043
B stsso0m
81650042

L165004
=9 1650040

=1 =

03 Forcentaje de ins.
™ Forcentaje de elim.

PCH

100 5
5

ueidips sp %

1a

n,

ID de gu

Figura 1C



PCH

— FPorcentaje de ins.

mm Porcentaje de elim.

4/34

BESS00HD
LEBS00YD
GEES00HD
SE650042
FEES00HD
EEES00HD
CEBS00HD
LEGS00HD

65004
FEZ6S00HD
"7Z6500H)
FTZ65004D
m0Z6500HD
Bst6s00u0
"ST65004D

LTE900dD
1650042

100 5

T
=
W

=

ueldips ap %

ID de guia

Figura 1D



Conjunto 1 PHH

B3 Forcentaje de ins.
B Moroentaje de elim.

5/34

10 =

OFEITOD
EBEEITOD
BEEITOD
LEETTDD
BEEITDD
SEEITOD
FEEITOD
EEEITOD
ZEEITOD
TEEITOD
DESTTOD
EZEITOD
SZEITOD
LZEITOE
SZEITOD
ZETTOE
FIEITOD
ZEZTOE
ZZEITOE
ZEZTOE
DZEZTOE
ETEZTOE
STEZTOE
LTEZTOE
STEZTOS
STEZTOE
FIEZTOE
ETEZTOE
ZTEZTOE
TTEZTOE
OTEZTOE
EDEZTOE
SDEZTOE
LOEZTOE
BDEZTOD
SOEZTOE
FOEZTOE
EDEZTOE
TOEZTOE
TOEZTOE
DOEZTOS
EEZZTO
BEZITOD
LEZTTO
SEZZTOE
SEZZTO
FEZITOE
EEZITOE
ZEZITO
TEZZTO
DEZZTOE
EEZITOD
BRZITOD
LEZITOD
SEZITOD
SEZITOD
FREZITOD
ERZITOD
ZEZITOD
TEZITOD
DEZITOD
ESTITOD

ID de guia

Figura 2A



Conjunte 2 PHH

6/34

O3 Farcentaje de ins
™ Morcentaje de elim.

OFEITOD
EEEITOD
BEEITOD
LEEITOD
BEEITOD
SEEITOD
FEEITOD
EEEITOD
ZEEITOD
TEEITOD
DEEITOD
EZEITOD
BZEITOE
LZEZTOE
BEEITOD
SZEITOD
FEEITOE
EZEITOD
ZEEITOE
TZEITOE
DZEITOE
ETEZTOE
ETEZTOE
LTEZTOE
BTEZTOE
STEZTOE
FIEZTOE
ETEZTOE
ZTEITOE
TIEZTOE

DTEZTOE
SDETTOE

IDETTOD
LOEZTOE
FOEZTOS
FDETTOE
IPOEZTOE
DEZTOE
IDEZTOE
IFDETTOE
JDETTOE
EEZZTOD
BEZITOD
LEZZTOD
BEZITOD
SEZZTOD
FEZZTOD
EETITOD
ZETITOD
TEZZTOD
DEZZTOD
EEZITOE
BETITOD
LEZITOE
SEZITOE
SETITOE
FEZITOE
EEZITOE
TEZZTO
TEZZTOE
DEZITOE
ESZITOE

ID de guia

Figura 2B



Conjunto 1 PCH

100

7/34

= Forcentaje de ins.
®m Morcentaje de elim.

uQIoIpa 3p %,

OTFETTON
ERETTOD
FRETTOD
LERTTOD
SEETTOD
SERTTOS
rERTTOD
EETTOS
TREITOD
TERTT0D
ORRZTOS
ETETTOD
FTETTOD
LTETTOD
STETTOD
STETTOD
PTETIOD
CTETTOD
TTETTOD
TTETIOD
OTETTOD
ETETTOD
FTETTOD
LTETTOD
ITETIOD
STECTOD
FIETTOD
ETEZTOD
TTETTOD
TIECTOD|
oTETIOD
SOEZTOD
SOETTOD
foeztos!
QOETTOD
TIETTOD
TTECTOD
oTETTOD
BOETTOD
FOETTOD
LOETTOD
COETTOD
FOETTOD
ECETTOD
TOETTOD
TOETTOD
OETTOD
EEELI0D
LETTTIOD
ETTTIOD
SETTIOD
PEETIOD
EETITIOD
TETITIOD
[T (]
LETTTOD
SETTTOD
FETETOD
HETCIOD
TETTTOD
CETTIOD
HEEETOD

ID de guia

Figura 2C



Conjunto 2 PCH

100

1 Porcentaje de ins.

8/34

=W Moroentaje de elim.

&

uoIaIpa Bp %,

QrFEE IO
SRETTOD
ERRETOD

ERTTOD
FRETTOD

ERTTOD
FEETTOD

FRCTOD
TRETTOD
62100
CRETTCD
STETTOD
STETTOD
LTETTOD
STETTOD
STETTCD
FLETTOD
ECECTOD
TTETTCD
TZETTCD
OTETTOD
STECTOD
STETTOD
LTETTOR
ATECTOD

TETTCD
FTETTOD
ETECTOZ
CTECTOD
TIECTOD
CTETTOD
SOETTOD
BOETTOR
LOETTOD
QOETTOR
CTECTOD
TIECTOD
CTETTOS
SOETTOD
BOEETTOD
LOETTOD
SOETTOD
FOECTOD
ECETTOS
TOEETOS
TOEETOD
COEETOS
SETTTCD
LETTTO
SETITOD
SETITCD
FETTTOR
ESTITOD
TETTTCES

LW ISITIoY

LETTIOD
SETTTOD
raTIToD
BEITIOD
TETTTOD
OFTITOD
RRTTTOD

=

ID de guia

Figura 2D



9/34

] 17ec000

SEETTOD
VEEEZTDD
GEETTOD

ECEZTOD

TZEZTOD
EEZTOD
GEEZTOD
BOEZTOD

SOEETOMN

VYEZTOD
ECEZTOD
BECITOD
AEZZTOD
VECZTOD
EGZZTOD

DEEETOD

OEZZTOD
SECLCTOD

DEZETOD

F‘E GLITTOD

BLESTOD

m HUB2SE

PHH

LLETTOD
MEITOD
SLEITOD

VLZEZTOD
ELZZTOD
ELEZTOD

TLZETOD

mHUZI00 OHUSRE

EsTnD
GIECTOD
BICLTOD
LOEZTOD
QOEZTOD
SOZETOD

VEEETOD

e e

s ]

hﬁ TZTOD

hﬂ% ETTOD

BEEETOD
¥ BEIZITOD
LREETOD
OSZZTOD
SREETOD
VEZZTOD
ESZETOD

1.00
050
= 07 b

EH.ED-

0.10
0.00

L 020

ID de guia
Figura 34



10/34

OURIWEIEL] U

Co— EEZTOD

- VEEZTOD

— FEZTOD

= EZEZTOD

~ TZEZTOD

— CEZTOD

GLEZTOD

= BEZTOD

- SEZTOD

POEZTOD

- EOEZTOD

= BEITOD

— BEETOD

- YEEZTOD

EREITOD

DEZTOD

—— WLETOD

= SEEETOD

= OEEZTOD

— GEZTOD

BEZZTOD

LEEETOD

WEETOD

= SEZTOD

PEEETOD

— CLEETOD

CEEETOD

LLZETOD

WEETOD

- CREETOD

— EEITOD

LCETOD

] FELTOD

— SESTOD

= FEZTOD

— EMREZTOD

— CEETOD

TET0D

OREETOD

S GELTOD

ETITOD

LEETOD

— GREETOD

— SFETOD

— PEITOD

ESEETOD

! ! | - T2E GOOD

2 8 8% 8 8 8 §8 8 § =
S A =2 =

L= L= L= L= = L=J

{LZ£6009 € ewaou) epejalras LY

® HUE300
Iy

WHUE® DHUEIM
|

ID de guia

Figura 3B



11/34

3¢ einbiy Qg einbig O£ einfily
(PRZRNH) HHA (DOERNHY HHd (DOERNHD HHd
¥k ®D  s0  ¥O IO 00 oL w0 %o w0 TO 00 @i %8 ®0 w0 IO 00
. S 0" f s A s \ e d A A \ ~——oo
- l\a H‘ s - B0 URMlERd; Bpy .. ot - p&'n uewIEads Bp Y L P
3 D .: *n- 7 L) 7
T . S :
o L ro £ e brn . "o prol
-_vﬁ I a_-__-_ - I LB W
Lao m Lo m u-_u.t “h oo &
"LAFTY % | & % . £
240 iUeueads Bp Y Lo 2 [0 & 2 Wt * .
Lo Lot Lo
HHd HHd HHd




12/34

= Parcentaje de ins
W= Porcentaje de elim.
8
5
o

PHH
SHEE
=2
=
&)

W

uelRipe 2P %

ID de guia

Figura 4A



13/34

—= Farcentaje de ins.
R Morcentaje de elim.
=
3
>
o

PHH

oo
8
=
o

100 =
50
0=

ugIoIpa Sp 9

ID de guia

Figura 4B



14/34

Ot einbig

eInk ap Q|

E1ERED E1E £1E EF ERES ERERE S0 SRR EREY SRR EREY R S0 Y & e e o e P e e e P P g Y 0 0 0 () D 00 5 D EY BV G000 GOED £ €Dy i e N O3 CN N E i i
000 00 00 0 0D 00D 00 000 00 000 00 OO0 OO OO0 OO DD DD DD DD OO0 5 o 000 G0 Gree G106 G106 G106 Ceh DI 00 O G G0 0 00 Q0 0
ot it b, bt b b Bt b b b i Bt bt i Bt et s 3 R P e s T s e R R L e e B R R b b s
ALl UL L 'L LIPLI LAPLIPLS UL LAPLILS LU UL UL LRPLIPLI LU 'LPLAPLI 'LRPLI LAPLIPL L LIPLIPLIS LRPLIS UL |4, i) o o L ) L L o o g i i) L L i L iad i iag i P Pl PP P el el
ATROAD 40D ADAD S0 AP0 AR P ROADAD AL AT AP A0 A0 AP AR ADDD A0 DDA A0 40D T P PR LA R R DA L e £ 0 ) D) G G C  o LL LUL L
ALY )Y D DD A ) ) 0 0 (00 B = =d md mded el e b P Pl P Pt

= B e bt e (7= N o bt (e D D LD L i D el L b O

Wi 2p 2lEatlod  we
sulap aleuannd =

H2d

=001

pa ap %,

uQIo|



PCH

= FPorcentaje de ins.

. Foroentaje de elim.

15/34

100 -

SERETNR
EERETNAR
FERETNRN
CERETNR
FERETNR
TERETAR
OERETOR
RERFION
RERETORN
JERETOR
QERETNR
CERCIND
EERETORN
CERETORN
TERETOR
TERETOR
NERETNR
RTREFINOR
RFRETNR
fTRETNR
QFRETNR
CTRETON
ETRETOR
CTRETAR
TTRETON
TTRETNR
NFECINR
RTR7 TR
RTRETOR
S TRETOR
GTRETAR
CTRETON
FTRETNR
CTRETNR
FIREINR
TTRETOR
NTRETON
AORTTORN

ID de guia

Figura 4D



gg einfirg

“uy EIng
TZEEI08 BOEZIOD FOEZTOD EOEEITD FEZZI00

¥0 £E 0 06

16/34

vg einflg

BRI LY
£ETTTOD 822108 ELZTTOD E522109
¥O EE OF 06 |¥0 £ OF O6|r0 €5 OF 06 : : : FD EE D

EIE R ELEETE




17/34

EETEOD

FoE

as enbiy

{Wu) eing

QJUAIUE uis
TZEITOD MWETTOD SOEITOD VOETTOD BETTOD BEIIT0D WEIIT0 BIRILIEIEL L)

DE OG|FD EE OF DG (FO &'c OE O6|¥V0 €€ OFE O6|FO EE O O6)F0 EE Of O6|¥0 €€ Ok O6|FO EE DE O6|¥0 &% OF 06

2
@
. =
0 =
.
S
5 W
0
or &
o
T
cr ==
5T @
=
0 @
[
=
.rI.—h
u_.M.
—
o

g einbyy

(Wu) eInH
(o ~Fafafuis] BLTTTOD SITTIOD LSTTTOD eTTIOD ESTTTOD -1t fals OUBIUEIEL] U=

CE|FOEE OF QE|POEEOF QEPOEE OF QEIFOEE OF OB|FOEE OF OG|FOEE OF O8|F0 &% OF 08|70 &F OF 04

(AU epelailas euaiaen




18/34

4G einfiry

FDEITOD

[

(WL} BIng

FEEITOD

ot

EEZITOD

oo'o
or'o
oz'o
0E'0
oF'o
o0s'o
o0g'o
oL'o
0g'0
08’0

[3RUI 8p BlaUaNIAl

35 einbi4

DETITOD

vo 0Ot DE 06 | PO

BLTTTOD

0T Ok

]

o

BLTTTOD
or

{Wu) eInG
[TEID
o1

9TITOD
or OE

[ApU ap BlaUanaald




19/34

Hg enhiy

(Ul aping
SETIOD TZETTOD METTOD S0ETT0D FOETTOD
¥0 OT OF OB |¥0 OT OFf O06(r0 OT OF 06|¥0 OT OF 05 |F0 OT Of

EDETIOD BETITOE PETEINDD

DE|FD OT OF 0S8 |PO OT DE DE|¥D OT Of 06

(i) epeladaas eulald e D

9¢ enbiy
Ul BINg

EEEITOD MEEITOD GLTTFOD

o OF i DE 08 [P0 DT 0

I9EIT0D

(LAY EpEIRIIES EUAIIIED




20/34

PHH PCH

& 1] 15

R de Spearman: 0,93 5 R de Spearman: 0,95
20 .

socreted KLKEB1

T T T T 0+ T T —
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Frecuencia de Indel Frecuencia de Indel

Figura &l Figura 8J

PHH

10 G012260
G012259
G012303
G012305
G012253
G012321
G012304
G012323
G012308

0.5

Frecuencia de Indel

0.0+
0.1

bh h R A4

1
100

Guia (nM)

Figura6A



Frecuencia de Indel

Frecuencia de Indel

0.01

21/34

1 10 100
Guia (nM)
Figura 6B
PCH
1
100

Suia (nM)

Figura6C

EEEEREE

YRR REE

GO012267
GO012293
G012278
G012294
GO12280
G012298
G013801
G012279

G012253
G012304
G012259
G012321
G012260
G012323
012308
G012303
G012305



Frecuencia de Indel

Frecuencia de Indel

1.[!-_

0.5-

1.ﬂ-_

0.5

0.0

22/34

PCH

G013901
G012293
G012267
G012278
G013507
G012294
G012280

[
0.1 1 1
Guia (nM)

Figura 6D

PHH

*
0

L ]

0.01

Guia (nM)

Figura 7TA

1
100

FEERERE,

G012279
100

-a G012260
-+ G012267
-+ G012293
+ 013901



23/34

PCH
1.0
@ & G012260
=
£ - G012267
< - G012293
B 05 ~ G013901
@
=
o
2
1
0.0+ :
0.01 0.1 1 10 100
Guia (nM)
Figura 7B
PHH
= 251
E = G012260
£ 20- & GO012267
L
_ -+ (012293
8154 Tt—a
-n ~— ~+— G013901
- -
o 10 ~—
" v e
m s )
% ;
.|
X . __
0.01 0.1 1 10 100

Guia (nM)

Figura 7C



24/34

PCH
.--.3'“_
T -- G012260
4 -+ G012267
"5 20- * G012293
=
B -+ G013901
2
o 10
un
-
g
| 0 T
< 0.01 0.1 1 10 100
Guia (nM)
Figura 7D
i
S w =
M o~ oo o M g H
h o o v - T T 9 5
m L o — oo- o O O ]
250-
150-
100-
75. KLKB1
50-
35. GAPDH
25-
20-

% de reduccion de la proteina;. 96 96 95 96 96 90 84 0
%deedcidn g 91 op 92 88 85 82

Figura 7E



FPrecalicreina ugdmil

25/34

80 -
g™
=
2 604
o
2
Q 40 -
Q
=
= 20- .ﬁ‘ \
0
ﬁ" & nf &
ID de guia
Figura BA
Pre dosis Fost dosis
40-
30 ' }t +
o] ] e !
u® !
: 1] [de | W
L]
R . . 4% 1 : ’
& @ 3 2
-:h':ﬂ cn'{iﬁu &"& Hﬁ ‘ﬁ o -:SL‘P'} a'&‘;b
IO de guia

Figura 8B




26/34

G12260 | G12267 | G12293 ETzaua iG12321

| ersdiouxap

1
[

P ESETU S2U0E A,

L Estholan

o
e

[ ESEI S0

b S E0EN

ol

SR S0 A,

L ez douap

20

PSSR R0 A,

R

= a0

e

T

- SS{EI F2001E A,

0=

15+
10+

{lwyBn) LM

5

ID de guia
Figura 8C

_'r
T

-

T

Q’h
U

Figura 8D

i

I
o
™

1.54
1.0 4
0.5
0.0

NHYLW OIGUIED ap udie)sy

¥
rY
P

ID de guia



% de edicidon

27/34

=
60
404 T
207 'l_H{-‘ L iT‘ -
0-—veyee T + I T | T
& ) o @
& &* .:»*“"“ .scf” & & & TS
© © (] G
ﬂ\
&-ﬁﬂ ID de guia
e
Figura 9A
= 304
° A
& 20+ . * T
7 l |
= -
1] l
E 104 : |-J:|
E *| ‘ I
S o : .
- & 6@* -t’hh ..;'f": {Bh R ..;'»“-‘q' ..3"5’
& cs“ eP -:-F & &
é;{'l' ID de guia

Figura 9B




28/34

1504

o, it
—E e % 5
Ll
R
e e
% 3
wfll 1o % T
'yl
o BT 14, %
2,
40,
R
,ﬂ\ ,...\h
T T n_._.nr
(=] (=] (=] s
] ® %

{SS1 @p v,) odans ua eujaidesald

diana

[1{F]

=
@
=
=
=]
X
a
=
E

prote

Figura 9C

B B & g e g =

:_“_EE.E ap 1) 0JANS Ua BUIAINED

I de edicion de higado

Figura 9D



29/34

=
k]
— _ @
0gc £0
JY o
=
@ T}
d_H_r
c - D L0
..DN_..G
oo
- <L ¥
W = o
* ¢ H €00 =
=]
E =
w m
. [} ]
- SR
[T
Jopenod
] I ] L] I | I
[=] (=1 = =] = =2 = =
= (] = =] [T=] - It ]

(551 @p o) odans us eulalolesald

(SSL °p %) LaXYIM 2P NdvYW
ugloipa ap %,



30/34

< o 150
5 ! = % de edicion de higado
£ : " Precalicreina en suero
% o 1004
o
& £
o p
- o =
e = 50
T o
M-
= o 0
T5S TSS 0.3 0.03 0.1 0.3
mglkg | |
nu“trul Gﬁlilﬁ?
Figura 11A
Permeabilidad vascular
0.4
E 0.3
=]
2
D 0.2
un
= 014
0.0
T55-1 T55-2 0.3 .0,03 0.1 O,SI
mglkg T 1
control G012267
Captropil - + + + + +
Sulfato de dextrane _ + + - + +
Colorante EB 4 + + + * +

Figura 11B



31/34

180 - T55
-m 1.5mpk
ﬁ 160 i 3mpk
n == Gk
140
.
Euu i |
]
£ 100 -
E e )
= _
" so-l)
o |
]
- 40 \
B 204l 1 . = !
I e 2IW N TS S 5> =t a -
_:: LI T T T T T T T T T
B o 40 B0 120 160 200 240 280 320 380
<L Dias
Figura 12A
- TSS
1.5mpk
160 — a 3mpk
[ &mpk

L] T T L] L L L]
0 40 80 120 4160 200 240 280 320 360
Dias

Proteina de calicreina en plasma (% de basal)

Figura 12B



Proteina de calicreina en plasma (% de basal)

Proteina de calicreina en plasma (% de basal)

140

1204

1004

404

32/34

- TSS
—— 3ImMpk

2>
S

o

T T T L] T T T T T T T T T 1
20 40 &0 B0 100 120 140 160 1B 00 2Z0 240 ZF60 FEO
Dias

Figura 13A

- TS5
-+ 3mpk

1] L 1 1 1 L L L L T L 1 L} 1
20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Dias

Figura 13B



33/34

t| einbig 9
6 8 05 o
N.N«N.N2 99 n vivdrvano, o@w (N)

oke 90 L9 ¥9 5o YN
NIYWL V N DO Y N
90 VN Y N
90V 9 SIV|[N] sz 1
79 VV SNl
n_v a
O D) Y
Y O
vl 0O
&N
d‘{{

(LO0Z :ON dl ©3S) V/A Uozeuwly



34/34

g} einfirg

Zl=LH L-LH .
L-ZH FA Ry |
\ 4\ e —\ *N)

N«N+N+N 9 OO vivonvnnoy ovvn O .-
: i |

390 O OT 0OV N

. ZZH Y _ 1N g JysV N—¢s1

E,m:\\\\w\x e-a..q: e-LH . v N— 87 Jouaul
ezH_9 0O N N—tH ...d,.mﬂ{ N —5S1 ][zl

EL-ZH x......\.\ G- kH 857
Y 9 1S~ — 987

eheH / NgeIH A

- ) 98 =)

LL-ZH S-ZH x\\xmu o ,_w_ J_x 8 ImDV mw\I [4:) i
\\\\@l\NI\l\.\ d—. L_rl_‘_l_ mu_..—l_ BMEI =gl .\._{ o.”r“n—.‘l.w_.ll_lll
0b-ZH Vm_._\\@ _

6TH o, Em::mszA Q—¢esn | ouadns
& oisn” o olIE
o . Q " O-ssn
4 Jouadns 63N {{i
\
0jje3 /
ssn’ J oSN

(LO¥:ON QlD3Ss)




	BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS
	DESCRIPCIÓN DETALLADA
	I.	Definiciones
	II.	Composiciones
	A.	Composiciones que comprenden ARN guía (gARN)

	Tabla 1: Secuencia guía dirigida a KLKB1 humana, coordenadas cromosómicas, y ARN guía simple y ARN guía dual humanos, y guías simples sustitutas de Macaca fascicularis (cyno)
	Tabla 2. Secuencias guía únicas dirigidas a KLKB1 de Macaca fascicularis, coordenadas cromosómicas y homología de la secuencia guía con la humana
	B.	gARN y mARN modificados
	C.	Modificaciones YA

	Tabla 4: Patrones de modificación de sgARN y porciones conservadas de un sgARN. La secuencia guía no se muestra y se adjuntará a la secuencia mostrada en su extremo 5’.
	D.	Complejo de ribonucleoproteína
	E.	Determinación de la eficacia de los gARN

	III.	Métodos terapéuticos
	A.	Administración de composiciones de gARN

	EJEMPLOS
	Ejemplo 1: Materiales y métodos
	1.1 Transcripción in vitro ("IVT") de mARN de nucleasa
	1.2 Diseño de guía de KLKB1 humana y diseño de guía de KLKB1 humana con homología con Macaca fascicularis
	1.2. Administración de Cas9 (mARN/proteína) y ARN guía in vitro
	1.2.1. Preparación de células, administración in vitro
	1.2.2. Transfección de RNP
	1.2.3.	Electroporación de RNP
	1.2.4. Preparación de la formulación de LNP que contiene sgARN y mARN de Cas9
	1.2.5. Lipofección de sgARN y mARN de Cas9
	1.2.6. Transfección de LNP
	1.3. Aislamiento de ADN genómico
	1.4 Secuenciación de próxima generación ("NGS") y análisis de la eficacia de escisión en la diana
	1.5 Análisis de transcripto mediante PCR cuantitativa
	1.6. Análisis de proteínas de medios de cultivo de tejidos mediante ELISA
	Ejemplo 2: Cribado y caracterización guía in vitro
	2.1. Detección de ARN de guía dual (dgARN) que se dirigen a KLKB1 humana
	Tabla 6. Guías duales y guías individuales en seres humanos y Macaca fascicularis
	Tabla 7A: Datos de edición de KLKB1 para guías duales administradas a hepatocitos primarios humanos: Conjuntos de cebadores 1 y 2
	2.1.1 Cribado cruzado de sgARN en PHH y PCH, edición
	2.2. Cribado de sgARN en hepatocitos primarios humanos (PHH), edición e inactivación de proteínas
	Tabla 8C. Frecuencia de indel de KLKB1 y niveles de proteína KLKB1 secretada en PHH
	2.3. Cribado de sgARN en PHH
	Tabla 9A. Datos de edición de KLKB1 en hepatocitos primarios humanos
	2.3.1 Cribado de sgARN en PCH
	Tabla 9B. Datos de edición de KLKB1 en hepatocitos primarios de Macaca fascicularis
	Ejemplo 3: Ensayos de respuesta a la dosis
	3.1 Cribado cruzado de sgARN en PCH y PHH en ensayos de respuesta a la dosis de 4 puntos
	Tabla 10: Datos de edición de KLKB1 y niveles de proteína KLKB1 secretada en PHH
	Tabla 11: Datos de edición de KLKB1 y niveles de proteína KLKB1 secretada en PCH
	3.2 Cribado cruzado de sgARN en PHH y PCH en ensayos de respuesta a la dosis de 7 puntos
	Tabla 12: Frecuencia de indel y proteína KLKB1 secretada para LNP dirigidas a KLKB1 in vitro
	3.3 Cribado cruzado de sgARN líder en PCH y PHH en ensayos de respuesta a la dosis de 7 puntos
	Tabla 13. Frecuencia de indel y proteína KLKB1 secretada para LNP dirigidas a KLKB1 in vitro
	Ejemplo 4 – Análisis secundario de guías de KLKB1
	Ejemplo 5. Secuenciación dirigida para validar posibles sitios secundarios
	Ejemplo 6. Edición in vivo del locus de KLKB1 humanizada en el modelo de ratón Hu KLKB1
	Tabla 16B. Niveles de proteína KLKB1 secretada en el modelo de ratón Hu KLKB1
	Tabla 17. Nivel de proteína KLKB1 in vivo
	Tabla 18. Resultados de qPCR
	Ejemplo 7. Edición in vivo de la actividad de las guías de KLKB1 humana en el modelo de ratón Hu KLKB1
	Tabla 19. Porcentaje de edición y precalicreína en suero de ciertas guías en el modelo de ratón Hu-KLKB1
	Ejemplo 8. Respuesta a la dosis in vivo de la edición del gen KLKB1 en el modelo de ratón Hu KLKB1
	Ejemplo 9. Estudio de fuga vascular
	Ejemplo 10. Pruebas in vivo de la edición del gen KLKB1 en primates no humanos (NHP)

