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
electrénicamente en formato ASCIl 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 tamano de 184.584 bytes.

[003] El 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 autosdmico de herencia dominante poco comun 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, nauseas y vémitos. La inflamacion de las vias respiratorias puede restringir la
respiracion y provocar una obstruccion 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 0 2 semanas, y la mayoria de los episodios duran entre 3 y 4 dias. Hay tres tipos
de angioedema hereditario, denominados tipos I, Il y Ill, y los diferentes tipos tienen
signos y sintomas similares.

[004] El angioedema hereditario se deriva del exceso de bradiquinina en la sangre que
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 hinchazén. Su

produccion se controla a través de la via (contacto) de calicreina-cinina, que es inhibida
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endégenamente por C1-INH. El péptido de bradiquinina se forma cuando la calicreina
plasmatica (pKal), una forma activada de la proteina precalicreina, escinde el cinindgeno
de alto peso molecular (HMWAK). 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 C1-INH recombinante (rhC1INH; 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 invenciéon proporciona composiciones y métodos que usan el
sistema CRISPR/Cas para inactivar el gen KLKB1, lo que reduce la produccion de
precalicreina (KLKB1), reduce la produccion de calicreina y reduce la produccion de
bradiquinina en sujetos con HAE.
[007] En consecuencia, se proporcionan las siguientes formas de realizacion. En
algunas formas de realizacién, la presente invencion proporciona composiciones y
métodos que usan un ARN guia con un agente de fijacion 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 produccion de bradiquinina. La
reduccién sustancial o eliminacion de la produccion de bradiquinina mediante la
alteracion 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 A1 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 o0 20 nucledtidos
contiguos de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 15,8y 41; 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 realizaciéon

A1, que comprende ademas la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 202.
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[0011] La forma de realizacién A3 es el ARN guia de acuerdo con la forma de realizacion
A1, en donde el ARN guia comprende ademas una secuencia de nucleétidos 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.

[0012] La forma de realizacion A4 es el ARN guia de acuerdo con una de las formas de
realizacion 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
realizacion A1-A4, en donde el ARN guia comprende al menos una modificacion.
[0014] La forma de realizacién A6 es el ARN guia de acuerdo con la forma de realizacion
A5, en donde la modificacién comprende una modificacion en el extremo 5.

[0015] La forma de realizacién A7 es el ARN guia de acuerdo con la forma de realizacion
A5 o A6, en donde la modificacion comprende una modificacion 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 modificacion en una regién de
horquilla.

[0017] La forma de realizacion A9 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién A1-A8, en donde la modificacion 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 realizacién A1-A9, en donde la modificacion comprende un enlace de
fosforotioato (PS) entre nucledtidos.

[0019] La forma de realizacion A11 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 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-A11, que comprende ademas la secuencia de nucleétidos
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 patrén de la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO: 405.

[0022] La forma de realizacion A14 es el ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion A1 o0 A3-A11, 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
realizacién A14, modificada de acuerdo con el patron SEQ ID NO: 248-255 o 450.
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[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-A15, 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 A1 o A4-A11, en donde el ARN guia estd modificado de acuerdo con el
patrén de SEQ ID NO: 300, en donde las N son colectivamente la secuencia guia de
acuerdo con la forma de realizacion A1.

[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 nucleoétido natural o
no natural.

[0029] La forma de realizacion A21 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizacién A19, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 15 y el ARN guia esta
modificado de acuerdo con mG*mG*mA*
UUGCGUAUGGGACACAAGUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMG
MGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU  (SEQ ID NO:
603), en donde “mA,” “mC,” “mU,” o “mG” denota un nucledtido que ha sido modificado
con 2’-O-Me, un * denota un enlace de fosforotioato, y una N es un nucleétido natural.
[0030] La forma de realizacion A22 es el ARN guia de acuerdo con la forma de
realizaciéon A19, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 8 y el ARN guia esta
modificado de acuerdo con
mU*MA*mC*CCGGGAGUUGACUUUGGGUUUUAGAMGMCmUmMAmMGMAmMAmMAmMU
MAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGMUMCMGMGmMUmMGMCmU*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 A19, en donde la secuencia guia es SEQ ID NO: 41 y el ARN guia esta
modificado de acuerdo con
mU*mU*mU*ACUCCCAGAAGACUGUAGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMAmMAmMAmMUmM
AmGmCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGmMAmMAmMAmMAmM
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AmGmMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAMGMUMCMGMGMUMGmMCmU*mU*mU*mu
(SEQ ID NO: 605), 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
nucleotido natural.

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

[0033] La forma de realizacion 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 realizacion 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
realizacién A25 o A26, en donde el agente de fijacion a ADN guiado por ARN es Cas9.
[0036] La forma de realizacién A28 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacién A27, en donde la Cas9 es Cas9 de S. pyogenes.

[0037] La forma de realizacion A29 es la composicion 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 composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 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 realizacion A32 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion A31, en donde LNP comprende un lipido catidnico.

[0041] La forma de realizacion A33 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion A32, en donde el |lipido catidonico 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)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propilo (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato.

[0042] La forma de realizacién A34 es la composicion de acuerdo con la forma de
realizacion A31-A33, en donde el LNP comprende (92,12Z2)-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 realizacion A35 es una composicion farmacéutica que comprende
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.

[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 KLKB1
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 realizacion A36, para reducir la expresion del gen KLKB1 en una célula o sujeto.
[0046] La forma de realizacion A38 es una composicion farmacéutica que comprende o
usa 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 realizacién 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 realizacién A38, que comprende reducir la frecuencia y/o la gravedad de los ataques
de HAE.

[0048] La forma de realizacion 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
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién A24-A34 para tratar
o prevenir el angioedema asociado con HAE, produccion y acumulacién de bradiquinina,
hinchazén inducida por bradiquinina, obstruccidon por angioedema de las vias
respiratorias o asfixia.

[0049] La forma de realizacién A41 es una composicion farmacéutica o uso de 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 para 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 o

una ruptura monocatenaria dentro de un gen KLKB1 en una célula o reducir la expresion
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de KLKB1 en una célula que comprende poner en contacto una célula con un ARN guia
de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion A1-A23 o la composicion de
acuerdo con cualquiera de las formas de realizaciéon 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 realizacién 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 realizacién 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 produccion y acumulacion de bradiquinina, la hinchazén inducida
por bradiquinina, la obstruccién 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 acumulacién 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 composicion 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 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 o una composicion de acuerdo con cualquiera de
las formas de realizacion A24-A34 en la preparacién 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 realizaciéon 1 es un método para inducir una rotura bicatenaria (DSB)
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0 una rotura monocatenaria (SSB) dentro del gen KLKB1, que comprende administrar

una composicion a una célula, 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 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; o

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

nucledtidos 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 fijacion a ADN guiado por ARN o un &cido nucleico que

codifica un agente de fijaciéon a ADN guiado por ARN.

[0061] La forma de realizacién 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 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; o

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

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos £ 10

nucledétidos de una coordenada gendmica listada en la Tabla 1; o
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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 fijacién a ADN guiado por ARN o un acido nucleico que

codifica un agente de fijacion a ADN guiado por ARN.

[0062] La forma de realizacion 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 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 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; o

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

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucledtidos 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 fijacion a ADN guiado por ARN o acido nucleico que codifica
un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que trata o 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, que comprende administrar una composiciéon 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
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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; o

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

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucledétidos 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
b. un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o acido nucleico que codifica
un agente de fijacion 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
produccién y acumulacion de bradiquinina, hinchazon inducida por bradiquinina,
obstruccién de las vias respiratorias por angioedema o asfixia, que comprende
administrar una composicion 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; o
ii. al menos 17, 18, 19 o 20 nucledtidos 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; o
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
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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 acido nucleico que codifica
un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que trata o previene de este
modo cualquiera de la producciéon y acumulacion de bradiquinina,
hinchazon 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 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; o

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

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucledétidos 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
b. un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o acido 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 HAE.
[0066] La forma de realizacion 7 es un método para reducir la frecuencia y/o gravedad
de los ataques de angioedema en un sujeto, que comprende administrar una
composicidn 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
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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; o

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

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucledétidos 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
b. un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o acido 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
remision de los ataques de angioedema en un sujeto.
[0067] La forma de realizaciéon 8 es un método para reducir la actividad total de la
calicreina plasmatica, 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 o0 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; o

Vi. una secuencia que comprende 15 nucleétidos consecutivos + 10

nucledtidos 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
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a una secuencia seleccionada de (vi); y opcionalmente
b. un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o acido nucleico que codifica
un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, que logra de este modo la
remision de los ataques de angioedema o lograr la remision de los
ataques de angioedema en un sujeto, en donde se reduce la actividad
total de la calicreina plasmatica.
[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 %, o mas de 60-80 %.
[0070] La forma de realizacion 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 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; o

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

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucledtidos 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

b. un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o acido 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 realizaciéon 12 es un método para reducir los niveles de precalicreina
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y/o calicreina, 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; o

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

nucledtidos 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
b. un agente de fijacion a ADN guiado por ARN o acido 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 realizacion 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
de realizacion 13, en donde existe una reduccion dependiente de la dosis en los niveles
totales de calicreina en plasma.
[0074] La forma de realizaciéon 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 realizacidon anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 1 mes, 2
meses, 4 meses, 6 meses, 1 afo, 2 afos, 5 afos, 10 afios o0 mas después de la
administracion.

[0076] La forma de realizaciéon 17 es el método de acuerdo con cualquiera de las formas
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de realizacion anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 6 mes.
[0077] Laforma de realizacion 18 es el método de acuerdo con cualquiera de las formas
de realizacion 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 realizacién
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 realizacion anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 1 mes, 2
meses, 4 meses, 6 meses, 1 afo, 2 afos, 5 afos, 10 afios o0 mas después de la
administracion.
[0083] La forma de realizacion 24 es el método de acuerdo con cualquiera de las formas
de realizacion anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 6 mes
después de la administracion.
[0084] La forma de realizacion 25 es el método de acuerdo con cualquiera de las formas
de realizacion anteriores en donde el efecto es duradero durante al menos 1 afio
después de la administracion.
[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 fijacion a ADN guiado
por ARN o un acido nucleico que codifica un agente de fijacién a ADN guiado por ARN.
[0088] La forma de realizacién 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 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
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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; o

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

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

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

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucledtidos 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

b. una porcion conservada de un sgARN que comprende una regién de
horquilla, en donde la region de horquilla carece de al menos 5-10
nucledtidos y opcionalmente en donde el sgARN corto comprende una o

mas de una modificacion en el extremo 5’ y una modificacion en el
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extremo 3.
[0090] Forma de realizacion 31. La composicion de acuerdo con la forma de
realizaciéon 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
realizacién 29 o la forma de realizacion 30, que comprende una modificacion en el
extremo 5'.
[0092] La forma de realizaciéon 33 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-32, en donde el sgARN corto comprende una modificacion en
el extremo 3’
[0093] La forma de realizacidon 34 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-33, en donde el sgARN corto comprende una modificacion en
el extremo 5’ y una modificacion en el extremo 3’.
[0094] La forma de realizacién 35 es la composicién 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 nucleétidos.
[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
nucledtidos.
[0097] La forma de realizacion 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 realizacion 39 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-38, que comprende una modificacion en la region de horquilla.
[0099] La forma de realizacién 40 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-39, que comprende una modificacién en el extremo 3’ y una
modificacion en la region de horquilla.
[00100]La forma de realizacién 41 es la composicidon de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-40, que comprende una modificacién en el extremo 3’ y una
modificacion en la region de horquilla y una modificacion en el extremo 5’.
[00101]La forma de realizacién 42 es la composicidon de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-41, que comprende una modificacién 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 regiéon de horquilla carece de al menos 5
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nucleoétidos consecutivos.

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

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

a.
b.

C.

N ]

= @

t.

u.

estan dentro de la horquilla 1;

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

incluyen al menos una porcién de la horquilla 1;

estan dentro de la horquilla 2;

incluyen al menos una porcién de la horquilla 2;

estan dentro de la horquilla 1 y la horquilla 2;

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

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;

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

son consecutivos;

son consecutivos e incluyen la "N" entre la horquilla 1 y la horquilla 2;
son consecutivos y abarcan al menos una porcion de la horquilla 1 y una
porcion de la horquilla 2;

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

son consecutivos y abarcan al menos una porcién de la horquilla 1 y dos
nucleotidos inmediatamente 3’ de la horquilla 1;

consisten en 5-10 nucledtidos;

consisten en 6-10 nucledtidos;

consisten en 5-10 nucledtidos consecutivos;

consisten en 6-10 nucledtidos consecutivos; o

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
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comprende una regién de conexion, en donde la regidon de conexién carece de al menos

un nucleétido.

[00105]La forma de realizacion 46 es la composicion de acuerdo con la forma de

realizacién 45, en donde los nucledétidos carentes en la regién de conexion comprenden

cualquiera de uno o mas de:

a.
b.

C.

al menos 2, 3,4, 5,6,7, 8,9 0 10 nucleétidos en la regién de conexion;
al menos o exactamente 1-2 nucledtidos, 1-3 nucleétidos, 1-4
nucleotidos, 1-5 nucledtidos, 1-6 nucleotidos, 1-10 nucledtidos o 1-15
nucleotidos en la region de conexion; y

cada nucleétido en la region de conexion.

[00106]La forma de realizacion 47 es una composicién 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 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; o

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

Vi. una secuencia que comprende 15 nucledtidos consecutivos + 10

nucledtidos 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

que comprende ademas

b.

una o mas modificaciones seleccionadas de:

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

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

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

uno o mas sitios YA de region conservada;
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i) una modificacion YA en dos o mas sitios YA de region guia;

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

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

i) una modificacion YA en uno o mas sitios YA de region guia, en
donde el sitio YA de region guia esta en o después del nucleétido
8 del extremo 5’ del terminal 5’;

ii) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de regién
conservada 2, 3, 4 y 10; y opcionalmente;

iif) una modificacion YA en uno o mas de 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 de region guia esta dentro de 13 nucledtidos del
nucledtido del terminal 3’ de la regién guia;

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

iil) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada 1y 8; 0

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

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

iif) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada 1y 8;0

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

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

iif) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada 1y 8; 0

i) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de regiéon

conservada 2, 3,4y 10;y
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10.

11.

12.

ii) 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 nucleotido 8 del terminal
55
ii) una modificacion YA en uno o mas de los sitios YA de region
conservada 2, 3,4y 10;y
iif) una modificacion en uno o mas de los sitios H1-1y H2-1; o
i) una modificacion 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 H1-1 y H2-1; o
i) una modificacion, tal como una modificacion YA, en uno o mas
nucleétidos ubicados en o después del nucleétido 6 del terminal
55
ii) una modificacién YA en uno o mas sitios YA de secuencia guia;
iii) una modificacién en uno o mas de los sitios B3, B4 y B5, en
donde B6 no comprende una modificacién 2’-OMe o comprende
una modificacion distinta de 2’-OMe;
iv) una modificacion en LS10, en donde LS10 comprende una
modificacion distinta de 2’-fluoro; y/o
v) una modificacion 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 modificacién YA en uno o mas sitios YA de
region conservada;
iii. una modificacion YA en uno o mas sitios YA de
region 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 nucledétidos 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
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una modificacion 2’-OMe;
Vii. al menos uno de LS1, LS8 o LS10 no comprende
una modificacién 2’-OMe;
Viii. al menos uno de N2, N3, N4, N5, N6, N7, N10, N11,
N16 o N17 no comprende una modificaciéon 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 realizacién 49 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para su uso en la induccién de una rotura bicatenaria (DSB)
0 una rotura monocatenaria dentro del gen KLKB1 en una célula o un sujeto.
[00109]La forma de realizacion 50 es la composicion de acuerdo con cualquiera de las
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 composiciéon de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizaciéon 29-48, para su uso en el tratamiento o prevencion del HAE en un
sujeto.
[00111]La forma de realizacién 52 es la composiciéon 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 composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para uso en la reduccién de la concentracion de
vasodilatacion mediada por bradiquinina en un sujeto.
[00113]La forma de realizacién 54 es la composicidon de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 29-48, para uso en el tratamiento o prevencién de la produccién y
acumulacion de bradiquinina, vasodilatacion, hinchazén o angioedema mediada por
bradiquinina, obstruccion de las vias respiratorias o asfixia.
[00114]La forma de realizacion 55 es la composicion 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.
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[00115]La forma de realizacion 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 realizacion 57 es la composicidon de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-48, para uso en la reduccion de la gravedad de los ataques de
angioedema.

[00117]La forma de realizacién 58 es la composicion 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.

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

[00119]La forma de realizacién 60 es la composicion 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
realizacién 60, para su uso en la reduccion de la frecuencia de los ataques de HAE.
[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
realizacion 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
realizacién 60, para su uso en la reduccion 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 reduccién de los niveles totales de precalicreina y/o
calicreina.

[00127]La forma de realizacion 68 es la composicién de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 65-67, en donde existe un aumento dependiente de la dosis en el

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

[00129]La forma de realizacion 70 es la composicidon de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacion 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 composicion de acuerdo con cualquiera de las
formas de realizacién 29-70, en donde el efecto es duradero durante al menos 1 mes, 2
meses, 4 meses, 6 meses, 1 afo, 2 afios, 5 afos, 10 afios o0 mas después de la
administracion.

[00131]La forma de realizacién 72 es la composicion 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 realizacién 73 es la composicion 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 formas

de realizacion 1-28, que comprende ademas:

a. inducir una rotura bicatenaria (DSB) dentro del gen KLKB17 en una célula
0 un sujeto;

b. reducir la expresion del gen KLKB1 en una célula o un sujeto;

C. 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 vasodilatacion mediada por bradiquinina;

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

h. tratar o prevenir la obstruccién de las vias respiratorias o asfixia causada

por la hinchazoén.
[00134]La forma de realizacion 75 es el método, composicidon 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 KLKB1.
[00135]La forma de realizacion 76 es el método, composicidén o composicién 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 composicioén para su
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uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 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, composicidén o composicién para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion disminuye la proporcién 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, composicién 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, composicién o composicion 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, composicidon o composicién para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion disminuye la actividad de la calicreina.

[00141]La forma de realizacion 82 es el método, composicidon o composicién para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 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, composicidon 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 40 % antes
del método o uso de la composicion.

[00143]La forma de realizacion 84 es el método, composicién 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, composicidén 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, composicion o composicioén para su

uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la

25



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, composicidon 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 a alrededor de 40-50 % de los niveles
basales.

[00147]La forma de realizacion 88 es el método, composicién 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 20-40 % o 20-50 % de
los niveles basales.

[00148]La forma de realizacion 89 es el método, composicién 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, composicién o composicion para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion genera la edicion del gen KLKB1.

[00150]La forma de realizacion 91 es el método, composicidén o composicién para su
uso de acuerdo con la forma de realizacion 90, en donde la edicion se calcula como un
porcentaje de la poblacién que se edita (porcentaje de edicion).

[00151]La forma de realizacion 92 es el método, composicidon o composicién para su
uso de acuerdo con la forma de realizacion 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 composicién para su
uso de acuerdo con la forma de realizacién 91, en donde el porcentaje de edicion es de
entre 30y 35 %, 35y 40 %, 40y 45 %, 45y 50 %, 50 y 55 %, 55y 60 %, 60 y 65 %, 65
y 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, composicidén 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.

[00154]La forma de realizacion 95 es el método, composicidén o composicién para su
uso de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
composicion reduce la concentracion de bradiquinina en suero y/o plasma, y en donde
una reduccion de la bradiquinina sérica y/o plasmatica genera una disminucion de la

hinchazon en los tejidos de los érganos, incluidas las extremidades, la cara, el tracto
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gastrointestinal o las vias respiratorias.
[00155]La forma de realizacion 96 es el método, composicién para su uso o composicion
de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la
secuencia guia se selecciona de
a. SEQ ID NO: 1-149; o
b SEQIDNO: 1,7, 8, 15, 26, 27, 28, 41, 42, 46, 51, 52, 53, 56, 69, 71; o
C. cualquiera de SEQ ID NO: 8, 15, 41, 51, 69; o
d una secuencia que comprende 15 nucleétidos consecutivos = 10

nucledtidos 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);
o
f. una secuencia guia que es al menos 95 %, 90 %, u 85 % idéntica a una

secuencia seleccionada de (d).
[00156]La forma de realizacion 97 el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
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; o
b. cualquiera de SEQ ID NO: 8, 15, 41, 51, 69; o
C. una secuencia que comprende 15 nucleétidos consecutivos = 10

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

d. al menos 17, 18, 19 o0 20 nucledtidos contiguos de una secuencia de (c);
o]
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 composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la secuencia diana esta en el exon 1, exdon 3, exdén 4, exén 5, exén 6 o exon 8,
exon 9, exén 10, exon 11, exdén 12, exdn 13, exdén 14 0 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 exén 1 del gen KLKB1 humano.

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

[00160]La forma de realizacion 101 es el método, la composiciéon para su uso o la
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composicién 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
composiciéon 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 composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacidén 98, en donde la secuencia diana
esta en el exon 6 del gen KLKB1 humano.

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

[00164]La forma de realizacién 105 es el método, la composicion para su uso o la
composicidon de acuerdo con la forma de realizacidon 98, en donde la secuencia diana
esta en el exon 9 del gen KLKB1 humano.

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

[00166]La forma de realizaciéon 107 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizaciéon 108 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con la forma de realizacién 98, en donde la secuencia diana
esta en el exén 12 del gen KLKB1 humano.

[00168]La forma de realizacién 109 es el método, la composicion para su uso o la
composicidon de acuerdo con la forma de realizaciéon 98, en donde la secuencia diana
esta en el exén 13 del gen KLKB1 humano.

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

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

[00171]La forma de realizacion 112 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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
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de KLKB1.

[00172]La forma de realizacién 113 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la secuencia guia es complementaria a una secuencia diana en la cadena
negativa de KLKB1.

[00173]La forma de realizacién 114 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 KLKB1.

[00174]La forma de realizacién 115 es el método, la composicion 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 nucledtidos 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 realizaciéon 116 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizacién 117 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde el ARN guia es una ARN guia simple (sgARN).

[00177]La forma de realizacién 118 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacién 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 realizacion 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:
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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 realizacion 119, en donde cada N en SEQ ID
NO: 300 es cualquier nucledtido 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 realizacién 121 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 nucleétidos 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 realizacién 122 es el método, la composicion para su uso o la
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 realizacién 122, en donde el sgARN comprende
una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 8, 15, 41, 51, 69.

[00183]La forma de realizacion 124 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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
composicidon de acuerdo con la forma de realizacién 124, en donde la al menos una
modificacion incluye un nucleétido modificado con 2’-O-metilo (2’-O-Me).

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

[00186]La forma de realizacién 127 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 124-126, que
comprende un nucleétido 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 realizacion 124-127, que
comprende una modificacién en uno o mas de los primeros cinco nucleétidos en el

extremo 5’ del ARN guia.
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[00188]La forma de realizacién 129 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 124-128, que
comprende una modificacion en uno o mas de los ultimos cinco nucleétidos 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 nucleétidos del ARN guia.
[00190]La forma de realizacién 131 es el método, la composicion para su uso o la
composicidon 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 realizacién 132 es el método, la composicion 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 nucleétidos en el
extremo 5’ del ARN guia.

[00192]La forma de realizacién 133 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 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 realizacion 134 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 124-133, en donde
el ARN guia comprende los nucleétidos modificados de SEQ ID NO: 300.

[00194]La forma de realizacién 135 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 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 realizacién 136 es el método, la composicion para su uso o la
composicidn de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el
ARN guia esta asociado con una nanoparticula lipidica (LNP).

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

[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 cationico es
(92,122)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-

(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-9,12-dienoato, también
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denominado 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil (9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato.
[00198]La forma de realizacién 139 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 136-138, en donde
la LNP comprende un lipido neutro.

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

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

[00201]La forma de realizacién 142 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con la forma de realizacion 141, en donde el lipido auxiliar es
colesterol.

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

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

[00204]La forma de realizacion 145 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion comprende ademas un agente de fijacion a ADN guiado por ARN.
[00205]La forma de realizacién 146 es el método, la composiciéon para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
donde la composicion comprende ademas un mARN que codifica un agente de fijacion
a ADN guiado por ARN.

[00206]La forma de realizacién 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
fijacidon 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion es una formulacion farmacéutica y comprende ademas un
portador aceptable desde el punto de vista farmacéutico.

[00208]La forma de realizacion 149 es el método, la composiciéon para su uso o la
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composicién 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: 1.

[00209]La forma de realizacién 150 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizacién 151 es el método, la composicion 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: 3.

[00211]La forma de realizacién 152 es el método, la composicion 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: 4.

[00212]La forma de realizacién 153 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 5.

[00213]La forma de realizacion 154 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 6.

[00214]La forma de realizaciéon 155 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizacién 156 es el método, la composicion 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 9.

[00217]La forma de realizacion 158 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 10.

[00218]La forma de realizacién 159 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 11.

[00219]La forma de realizacién 160 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 161 es el método, la composicion 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: 13.

[00221]La forma de realizacién 162 es el método, la composicion para su uso o la
composicién 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: 14.

[00222]La forma de realizacion 163 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizaciéon 164 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 16.

[00224]La forma de realizacién 165 es el método, la composicion 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 18.

[00226]La forma de realizacion 167 es el método, la composiciéon para su uso o la

composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
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donde la composicion 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
composicién 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: 20.

[00228]La forma de realizacién 169 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 170 es el método, la composicion 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: 22.

[00230]La forma de realizacién 171 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 23.

[00231]La forma de realizacion 172 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 24.

[00232]La forma de realizacion 173 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: 25.

[00233]La forma de realizacién 174 es el método, la composicion 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 27.

[00235]La forma de realizacion 176 es el método, la composiciéon para su uso o la

35



composicién 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: 28.

[00236]La forma de realizacién 177 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizacién 178 es el método, la composicion 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: 30.

[00238]La forma de realizacién 179 es el método, la composicion 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: 31.

[00239]La forma de realizaciéon 180 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 32.

[00240]La forma de realizaciéon 181 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 composicion 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: 34.

[00242]La forma de realizacién 183 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 36.
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[00244]La forma de realizacién 185 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 37.

[00245]La forma de realizacién 186 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 187 es el método, la composicion 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: 39.

[00247]La forma de realizacién 188 es el método, la composicion 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: 40.

[00248]La forma de realizaciéon 189 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 41.

[00249]La forma de realizacion 190 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 42.

[00250]La forma de realizacién 191 es el método, la composicion 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 44.

[00252]La forma de realizacion 193 es el método, la composiciéon para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 45.

[00253]La forma de realizacién 194 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 46.

[00254]La forma de realizacién 195 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 196 es el método, la composicion 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: 48.

[00256]La forma de realizacién 197 es el método, la composicion para su uso o la
composicién 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: 49.

[00257]La forma de realizacion 198 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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
composicién 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: 51.

[00259]La forma de realizacién 200 es el método, la composicion 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 53.

[00261]La forma de realizacion 202 es el método, la composiciéon para su uso o la

composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
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donde la composicion 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
composicién 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: 55.

[00263]La forma de realizacién 204 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 205 es el método, la composicion 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: 57.

[00265]La forma de realizaciéon 206 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 58.

[00266]La forma de realizacion 207 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 59.

[00267]La forma de realizacion 208 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: 60.

[00268]La forma de realizacién 209 es el método, la composicion 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 62.

[00270]La forma de realizacion 211 es el método, la composiciéon para su uso o la
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composicién 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: 63.

[00271]La forma de realizacién 212 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 composicion 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: 65.

[00273]La forma de realizacién 214 es el método, la composicion 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: 66.

[00274]La forma de realizacién 215 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 67.

[00275]La forma de realizacion 216 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizacién 217 es el método, la composicion 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: 69.

[00277]La forma de realizacién 218 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 71.
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[00279]La forma de realizacién 220 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 72.

[00280]La forma de realizacién 221 es el método, la composicién para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 222 es el método, la composicion 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: 74.

[00282]La forma de realizacién 223 es el método, la composicion 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: 75.

[00283]La forma de realizacién 224 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 76.

[00284]La forma de realizacion 225 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 77.

[00285]La forma de realizacién 226 es el método, la composicion 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: 78.

[00286]La forma de realizacién 227 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: 79.

[00287]La forma de realizacion 228 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 80.

[00288]La forma de realizacién 229 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 81.

[00289]La forma de realizacién 230 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 231 es el método, la composicion 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: 83.

[00291]La forma de realizacién 232 es el método, la composicion para su uso o la
composicién 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: 84.

[00292]La forma de realizacion 233 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizacion 234 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 86.

[00294]La forma de realizacién 235 es el método, la composicion 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 88.

[00296]La forma de realizacion 237 es el método, la composiciéon para su uso o la

composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
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donde la composicion 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
composicién 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 realizacién 239 es el método, la composicion 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: 91.

[00299]La forma de realizacién 240 es el método, la composicion 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: 92.

[00300]La forma de realizacién 241 es el método, la composicion 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: 93.

[00301]La forma de realizacién 242 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 94.

[00302]La forma de realizacion 243 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizacién 244 es el método, la composicion 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: 96.

[00304]La forma de realizacién 245 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 98.
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[00306]La forma de realizacién 247 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 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 realizacidén 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 realizacién 249 es el método, la composicion 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: 101.

[00309]La forma de realizacién 250 es el método, la composicion 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: 102.

[00310]La forma de realizacién 251 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 103.

[00311]La forma de realizacion 252 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 104.

[00312]La forma de realizacién 253 es el método, la composicion 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 106.

[00314]La forma de realizacion 255 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 107.

[00315]La forma de realizacién 256 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 108.

[00316]La forma de realizacién 257 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 258 es el método, la composicion 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: 110.

[00318]La forma de realizacién 259 es el método, la composicion para su uso o la
composicién 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: 111.

[00319]La forma de realizacion 260 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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
composicién 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: 113.

[00321]La forma de realizacién 262 es el método, la composicion 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 115.

[00323]La forma de realizacion 264 es el método, la composiciéon para su uso o la

composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en
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donde la composicion 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
composicién 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: 117.

[00325]La forma de realizacién 266 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 267 es el método, la composicion 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: 119.

[00327]La forma de realizacién 268 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 120.

[00328]La forma de realizacion 269 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 121.

[00329]La forma de realizacion 270 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: 122.

[00330]La forma de realizacién 271 es el método, la composicion 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 124.

[00332]La forma de realizacion 273 es el método, la composiciéon para su uso o la
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composicién 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: 125.

[00333]La forma de realizacién 274 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 composicion 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: 127.

[00335]La forma de realizacién 276 es el método, la composicion 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: 128.

[00336]La forma de realizacién 277 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 129.

[00337]La forma de realizacion 278 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 composicion 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: 131.

[00339]La forma de realizacién 280 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 133.

47



[00341]La forma de realizacién 282 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 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 realizacidén 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 realizacién 284 es el método, la composicion 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: 136.

[00344]La forma de realizacién 285 es el método, la composicion 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: 137.

[00345]La forma de realizacién 286 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 138.

[00346]La forma de realizacion 287 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 139.

[00347]La forma de realizacién 288 es el método, la composicion 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: 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 realizacion anteriores, en
donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
149 es SEQ ID NO: 141.

[00349]La forma de realizacion 290 es el método, la composiciéon para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién anteriores, en

donde la composicion que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1-
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149 es SEQ ID NO: 142.

[00350]La forma de realizacién 291 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 143.

[00351]La forma de realizacién 292 es el método, la composicion para su uso o la
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacidén 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 realizacién 293 es el método, la composicion 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: 145.

[00353]La forma de realizacién 294 es el método, la composicion para su uso o la
composicién 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: 146.

[00354]La forma de realizacion 295 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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 realizacion 296 es el método, la composicién para su uso o la
composicién 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: 148.

[00356]La forma de realizacién 297 es el método, la composicion 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: 149.

[00357]La forma de realizacion 298 es el método, composicion para su uso o
composicion de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 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 o
composicién 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-
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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, composicion para su uso o
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion anteriores, en
donde la secuencia guia se selecciona de SEQ ID NO: 310-386 es SEQ ID NO: 310.
[00360]La forma de realizacién 301 es el método, la composicion 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 porcion conservada de sgARN de la Tabla 4, que tiene
opcionalmente el patrén de modificaciéon de SEQ ID NO: 450, o cualquiera de los
patrones de modificacion descritos en la Tabla 4, opcionalmente en donde el sgARN
comprende una modificacion en el extremo 5’y 3.
[00361]La forma de realizacién 302 es el método, la composicion para su uso o la
composicidn 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 realizaciéon 303 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizaciéon 1-301, en donde la
composicion se administra una unica vez.
[00363]La forma de realizacion 304 es el método, la composicién para su uso o la
composicién de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 302 o 303, en
donde la unica dosis o administracion unica hace:

a. inducir una rotura bicatenaria (DSB) dentro del gen KLKB1 en una célula

0 un sujeto; y/o
b. reducir la expresion del gen KLKB1 en una célula o un sujeto; y/o
C. tratar o prevenir el HAE en un sujeto; y/o
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 vasodilataciéon mediada por bradiquinina;

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

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

por la hinchazén.

[00364]La forma de realizacién 305 es el método o la composicién de acuerdo con la
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forma de realizacién 304, en donde la Unica dosis o administracion unica logra uno o
mas de a)—h) por 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 0 15 semanas.

[00365]La forma de realizacion 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 realizacion 308 es el método, la composicién o la composicion para
su uso de acuerdo con la forma de realizacion 307, en donde el efecto duradero dura al
menos 1 mes, al menos 3 meses, al menos 6 meses, al menos un ano o al menos 5
anos.

[00368]La forma de realizacién 309 es el método, la composicion para su uso o la
composicidn de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacién 1-308, en donde la
administracion de la composicién genera una reduccion 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 realizacion 310 es el método, la composicion la composicién para
su uso o de acuerdo con cualquiera de las formas de realizacion 1-309, en donde la
administracion de la composicion 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 composicién 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 0 150 % del rango normal.

[00371]La forma de realizacion 312 es el uso de una composicion de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacién anteriores para la preparacién 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 realizacién anteriores para la preparacion de un
medicamento para tratar o prevenir la produccion y acumulacion de bradiquinina,
hinchazén inducida por bradiquinina, obstruccion de las vias respiratorias por
angioedema, o asfixia.

[00373]La forma de realizacion 314 es el uso de una composicion de acuerdo con

cualquiera de las formas de realizacién anteriores para la preparacién de un
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medicamento para tratar o prevenir el angioedema causado por o 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 preparacién de un
medicamento para reducir la frecuencia de los ataques de angioedema.
[00375]La forma de realizacion 316 es el uso de una composicién de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacion anteriores para la preparaciéon 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 realizacién anteriores para la preparacién 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 realizacidn anteriores para la preparacién de un
medicamento para la remision de los ataques de angioedema.
[00378]La forma de realizacion 319 es el uso de una composicion de acuerdo con
cualquiera de las formas de realizacién anteriores para la preparacién de un
medicamento para lograr una remision duradera, por ejemplo, para mantenerla durante
al menos 1 mes, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 1 afno, 2 anos, 5 anos, 10 anhos o mas.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[00379]Las Figuras 1A-1D muestran el porcentaje de edicion (frecuencia de indel)
detectada en varios sitios dentro del locus KLKBT1 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 ediciéon (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 edicion de las guias KLKB1 en
hepatocitos primarios humanos (PHH) (Figuras 4A-4B), y el porcentaje de edicion 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
edicién 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).
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[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 7Ay 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 edicibn 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 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 KLKB1.

[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 correlaciéon 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 edicion del gen
KLKBH1, el porcentaje de inactivacién de mARN de KLKB1, 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 ratéon 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 ratéon 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 administracién 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),
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respectivamente, luego de una administracion 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 numeros 25, 45, 50, 56, 64, 67
y 83 indican la posicion de la pirimidina de los sitios YA 1, 5,6, 7, 8,9y 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
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 direccion 5’ a 3’), regiones de
horquilla 1 y horquilla 2. Un nucleétido entre la horquilla 1 y la horquilla 2 esta etiquetado
como n. Una regién guia puede estar presente en un sgARN y se indica en esta figura
como "(N)x" anterior a la regién 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 entendera que
no se pretende que limiten la invencién a aquellas formas de realizacion. Por el contrario,
la invencion pretende abarcar todas las alternativas, modificaciones y equivalentes, que
pueden estar incluidos en la invencion como se define mediante las reivindicaciones
adjuntas y formas de realizacion incluidas.
[00398]Antes de describir las presentes ensehanzas en detalle, se debe entender que
la divulgaciéon 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 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 numéricos incluyen los niumeros 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 descripcion general anterior como la siguiente descripcion detallada son solo
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con fines ejemplificativos y explicativos y no restringen las ensefianzas.

[00400]A menos que se indique especificamente en la memoria descriptiva, las formas
de realizaciéon en la memoria descriptiva que indican "que comprende" diversos
componentes también contemplan "que consiste en" o "que consiste esencialmente en"
los componentes; las formas de realizacién 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 realizacién en la 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]EI término "o" se usa en sentido inclusivo, es decir, equivalente a "y/0", a menos
que el contexto indica claramente lo contrario.

[00402]Los encabezados de seccion 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.

. 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]"Polinucledtido" 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 azucar 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,
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C, T, U), andlogos 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 posiciéon 5 o0 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, 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 acidos
nucleicos pueden incluir uno 0 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 analogo que
contiene uno o mas monomeros de nucleétido de LNA con una unidad de furanosa
biciclica bloqueada en una conformacién 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). EIl ARN y ADN tienen diferentes
porciones azucar y pueden diferir por la presencia de uracilo o analogos de este en ARN
y timina o andlogos 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 comparaciéon 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

56



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 0 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 realizacion, la secuencia
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 region 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 regién diana pueden contener 1-4 errores de apareamiento, cuando
la secuencia guia comprende al menos 17, 18, 19, 20 o mas nucledétidos. En algunas
formas de realizacion, la secuencia guia y la regién diana pueden contener 1, 2, 3 0 4
errores de apareamiento, cuando la secuencia guia comprende 20 nucleétidos.

[00407]Las secuencias dianas para agentes de fijacién a ADN guiados por ARN incluyen
cadenas tanto positivas como negativas de ADN gendmico (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 realizacion, cuando la secuencia guia se fija al complemento inverso de una
secuencia diana, la secuencia guia es idéntica a ciertos nucleétidos de la secuencia

diana (por ejemplo, la secuencia diana que no incluye PAM), excepto por la sustitucién
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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 fijacion a ARN
y ADN, o una subunidad de fijacién a ADN de tal complejo, en donde la actividad de
fijacion a ADN es especifica de la secuencia y depende de la secuencia del ARN. Los
agentes de fijacién a ADN guiados por ARN de ejemplo incluyen escindasas/nickasas
Cas y formas inactivadas de estas ("agentes de fijacion a ADN de dCas"). Como se usa
en la presente, "nucleasa Cas", también denominada "proteina Cas", abarca escindasas
Cas, nickasas Cas y agentes de fijacion a ADN de dCas. Las escindasas/nickasas Cas
y agentes de fijacién a ADN de dCas incluyen un complejo Csm o Cmr de un sistema
CRISPR de tipo lll o la subunidad Cas10, Csm1 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 ademas actividad de escindasa o nickasa de ADN guiada
por ARN, y agentes de fijacion 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, Cpf1, C2c1, 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 Cpf1, Zetsche et al., Cell, 163: 1-13 (2015), es homdloga a Cas9 y
contiene un dominio de nucleasa similar a RuvC. Las secuencias de Cpf1 de Zetsche
se incorporan por referencia en su totalidad. Ver, por ejemplo, Zetsche, Tablas S1y 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 o un agente
de fijacion a ADN de dCas (por ejemplo, Cas9). En algunas formas de realizacion, 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 fijacion puede estar seguida por

escision o corte (nicking).
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[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 %
0 mas de las posiciones de la segunda secuencia en su totalidad 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 nucledsidos tales como uridinas modificadas
no contribuyen a diferencias en la identidad o complementariedad entre los
polinucledtidos 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 alineacién de ejemplo son los algoritmos Smith-Waterman y
Needleman-Wunsch, que se conocen en la técnica. Una persona del oficio de nivel
medio entendera cual opcién de algoritmo y configuraciones de parametros son
adecuados para alinear un par de secuencias determinadas; para secuencias de
longitud generalmente similar e identidad prevista >50 % para aminoacidos o >75 %
para nucleotidos, 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).
MARN puede comprender una cadena principal de fosfato-azucar que incluye residuos
de ribosa o analogos de estos, por ejemplo, residuos de 2’-metoxi ribosa. En algunas
formas de realizacion, los azucares de una cadena principal de fosfato-aziucar de mARN
pueden consistir esencialmente en residuos de ribosa, residuos de 2’-metoxi ribosa o
una combinacién 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.
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[00413]Como se usa en la presente, "indeles" se refiere a mutaciones de
insercion/eliminacion que consisten en una cantidad de nucleétidos que se insertan o
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 poblacion 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 secuenciacion de
MARN aislado de una muestra de interés. En algunas formas de realizacion,
"inactivacion" puede referirse a algo de pérdida de la expresion de un producto génico
particular, por ejemplo, una disminucion de la cantidad de mARN transcrito o una
disminucion de la cantidad de proteina expresada por una poblacién 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 inactivacién se puede
medir al detectar la cantidad celular total de una proteina en una célula, un tejido o una
poblacion de células. En algunas formas de realizacion, los métodos de la invencién
"inactivan" KLKB1 en una o mas muestras, por ejemplo, suero, plasma, tejido o células
(por ejemplo, en una poblacion de células que incluyen poblaciones in vivo, tales como
las que se encuentran en tejidos). En algunas formas de realizacion, una inactivacion
no es la formacién de proteina KLKB1 mutante, por ejemplo, creada mediante indeles,
sino la pérdida completa de expresion 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 estd disponible en
Ensembl: ENSMFAT00000002355.

[00416]EI "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
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inflamacién (por ejemplo, en el sistema Kinin). Los niveles deficientes de C1-INH
provocan el descontrol del Factor XII (FXII) y un alto nivel de activacion de la calicreina
(pKal, procesada a partir de la proteina KLKB1 (precalicreina)). La calicreina escinde el
cininégeno 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 hinchazdn 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 produccién
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
KLKB1.

[00417]Como se usa en la presente, una "secuencia diana" se refiere a una secuencia
de acido nucleico en un gen diana que es complementaria a la secuencia guia del gARN.
La interaccién de la secuencia diana y la secuencia guia dirige un agente de fijacién 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 regidén conservada" esta presente en la region conservada
de un sgARN. Un "sitio YA de region guia" esta 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
realizaciéon, un sgARN comprende alrededor de 10 sitios YA en su region conservada.
En algunas formas de realizacion, un sgARN comprende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 90 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 region
guia puede ser cualquier secuencia, incluso cualquier cantidad de sitios YA. En algunas
formas de realizacion, 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 realizacion, un sitio YA comprende una

modificacion, lo que significa que al menos un nucledtido del sitio YA esta modificado.
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En algunas formas de realizacion, la pirimidina (también denominada posicion de
pirimidina) del sitio YA comprende una modificacion (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 (también denominada posicion
de adenina) del sitio YA comprende una modificacion (que incluye una modificacién que
altera el enlace internucleésido inmediatamente en la direccion 3’ del azucar de la
adenina). En algunas formas de realizacion, la posicién de pirimidina y la posicion de
adenina del sitio YA comprenden modificaciones.

[00419]Como se usa en la presente, "tratamiento” se refiere a cualquier administracion
o aplicacién de un agente terapéutico contra una enfermedad o un trastorno en un sujeto
e incluye inhibir la enfermedad, detener su desarrollo, aliviar uno o 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, Baneriji 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 reduccion de la actividad
de KLKB1 puede significar alrededor de 60-80 % de reduccion de la actividad de KLKB1
en plasma en comparacion 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 reduccién 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 realizacion, una reduccion terapéuticamente relevante de la actividad de
calicreina alcanza niveles de alrededor de 0-60 %, 0-50 %, 0-40 %, 0-30 %, 0-25 %, O-
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
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actividad de calicreina. La actividad de KLKB1 se puede medir a través de ensayos
conocidos en el campo, que incluyen los ensayos descritos en la presente.
[00421]La expresién " 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 reduccién de la proteina KLKB1 diana es alrededor de 60 % de reduccion
de la calicreina total (precalicreina y calicreina en plasma) en comparacion 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 %, 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 total.
[00422]Los niveles de cHMWAK 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 % 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). El tratamiento terapéutico
puede dirigirse a una relacion de cHMWK en plasma en circulacion 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 (JARN)
[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 como
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resultado las modificaciones de acido nucleico dentro del gen KLKB1, por ejemplo,
mediante el uso de un ARN guia con un agente de fijacién 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 disminucién de los niveles de
proteina de precalicreina en plasma o en suero, mediante una disminucion 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 circulacién (cHMWK), o por
una disminucién de la proporciéon 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 concentracién 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 nucleotidos adicionales para formar un crARN, por
ejemplo, con la siguiente secuencia de nucledétidos 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 nucledtidos adicionales para formar un sgARN, por ejemplo, con la siguiente
secuencia de nucledtidos 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 orientacién 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
realizacion, solo 1, 2 0 3 de los cuatro U terminales de SEQ ID NO: 171 estan presentes.
[00426]En algunas formas de realizacién, el sgARN comprende cualquiera de las
secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 y nucledtidos adicionales para formar un crARN,
por ejemplo, con la siguiente secuencia de nucledtidos de ejemplo tras la secuencia guia
en su extremo K
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
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CACCGAGUCGGUGCUUUU (SEQ ID NO: 170) o
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
CACCGAGUCGGUGC (SEQ ID NO: 173) en la orientacion 5 a 3’. SEQ ID NO: 173
carece de 8 nucledtidos con referencia a una secuencia conservada de ARN guia de
tipo silvestre:
GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
AAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC (SEQ ID NO: 172)

[00427]En algunas formas de realizacién, 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 "porcion conservada de un sgARN" que comprende una
region de horquilla, en donde la regién de horquilla carece de al menos 5-10 nucledtidos
0 6-10 nucledtidos. En ciertas formas de realizacion, una region de horquilla de los ARN
guia simples cortos de KLKB1 carece de 5-10 nucledtidos con referencia a la porcion
conservada de un sgARN, por ejemplo, los nucleétidos 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 nucleétidos con referencia a la porcién
conservada de un sgARN, por ejemplo, los nucleétidos H1-1 a H1-12 en la Tabla 3B y
la Figura 15. Ver, por ejemplo, WO2019/237069, 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 "region conservada" de un sgARN de Cas9
de S. pyogenes ("spyCas9" (también denominada "spCas9")). La primera fila muestra la
numeracion de los nucledétidos, 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
variable de nucledtidos, por ejemplo, de 0 a1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15,16, 17,18, 19, 20 o mas. En algunas formas de realizacion, n es igual a 0. En algunas
formas de realizacion, n es igual a 1.

[00430]En algunas formas de realizacion, el sgARN de KLKB1 es de Cas9 de S.
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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 nucledtidos son consecutivos.

[00431]En algunas formas de realizacién, un sgARN corto de KLKB1 carece de al menos
los nucleotidos 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
realizacion, un sgARN corto de KLKB1 es un sgARN no de spyCas9 que carece de al
menos los nucledtidos correspondientes a los nucleétidos 54-58 (AAAAA) de la porcion
conservada de una spyCas9 segun lo determinado, por ejemplo, mediante alineacion
por pares o estructural. En algunas formas de realizacién, 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 porcidon conservada de un sgARN de
spyCas9. En algunas formas de realizacién, un sgARN corto de KLKB1 carece de 4, 5,
6, 7 o 8 nucledtidos de los nucleétidos 53-60 (GAAAAAGU) o los nucledtidos 54-61
(AAAAAGUG) de la porcion conservada de un sgARN de spyCas9, o los
correspondientes nucleétidos de la porcién conservada de un sgARN no de spyCas9

segun lo determinado, por ejemplo, mediante alineacion por pares o estructural.

66



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)

SEQID NO:
SEQ _ID Coo'rdgnadas secuencia guia | sgARN dgARN SIARN de de guia de
NO: genomicas de h h h Macaca 7
(humana) ejemplo (hg38) umana umano umano fascicularis acaca
fascicularis
] chra186228230- | ACAGGAAACU | G01225 | CRO0059 A NA
186228252 GUAGCAAACA 3 16
, chr4:186228248- | AUAGAUAAUU | G01225 | CRO0059 A A
186228270 CACUUACCAC 4 17
) chr4:186232154- UACAUCCCCA | G01225 | CR0059 A A
186232176 CCUCUGAAGA 5 18
. chra-186251256- | UCUUGAGGAG | G01225 | CRO0059 A A
186251278 UAGAGGAACU 6 22
. chr4:186251308- | ACCAGGUAAA | G01225 | CRO0059 A A
186251330 GUUCUUUUGC 7 24
. chr4:186251489- | GGGUAAAUUU | G01225 | CRO0059 A A
186251511 UAGAAUGGCA 8 25
. chr4:186251504- | AUUUACCCGG | G01225 | CRO0059 A NA
186251526 GAGUUGACUU 9 28
o chra:186251507- | UACCCGGGAG | G01226 | CRO0059 A A
186251529 UUGACUUUGG 0 29
o chr4:186251828- | UCUUUGAGAU | G01226 | CRO0059 A A
186251850 UGUGUAACAC 1 31
" chr4:186251829- | CUUUGAGAUU | G01226 | CRO0059 A A
186251851 GUGUAACACU 2 32
y chr4:186251830- | UUUGAGAUUG | G01226 | CRO0059 A A
186251852 UGUAACACUG 3 33
12 chr4-186254748- UACAUACCAG | GO01226 | CR0059 " A
186254770 UGUAAUUCAA 4 43
chra-186251784- | CUCCAACUAG | G01226 | CRO0059
13 186251806 GAUUGCGUAU 5 49 G013933 373
chra:186251792- | AGGAUUGCGU | G01226 | CRO0059
14 186251814 AUGGGACACA 6 51 G013904 344
chr4:186251793- | GGAUUGCGUA | G01226 | CRO0059
15 186251815 UGGGACACAA 7 52 G013901 341
chr4-186238297- | GUUACUCAGC | G01226 | CRO0059
16 186238319 ACCUUUAUAG 8 56 G013945 385
- chr4-186238263- | UGCCUAUUAA | G01226 | CRO0059 A A
186238285 AGUACAGUCC 9 59
chra:186251772- | CUAUGGAUGG | G01227 | CRO0059
18 186251794 UUCUCCAACU 0 60 G013922 362
chr4:186254601- | GAUGUUUGGC | G01227 | CRO0059
19 186254623 GCAUCUAUAG 1 63 G013921 361
chr4-186254592- | AUGCGCCAAA | G01227 | CRO0059
20 186254614 CAUCCUGCAG 2 70 6013885 325
chr4-186236785- | CUCCUUUAUA | G01227 | CRO0059
21 186236807 AAUGUCUCGA 3 79 G013905 345
- chr4:186236863- | UGUUACUGGU | G01227 | CRO0059 A A
186236885 GCACCUUUUU 4 82
chr4:186254593- | GAUGCGCCAA | G01227 | CRO0059
23 186254615 ACAUCCUGCA 5 83 G013876 316
chra186232192- | AUCUGGCAGU | G01227 | CRO0059
24 186232214 AUUGGGCAUU 6 92 G013915 355
. chr4-186236893- | GCGUGGCAUA | G01227 | CRO0059 A A
186236915 UGAAAAAAAC 7 94
chr4:186236798- | UAUAAAGGAG | G01227 | CRO0059
26 186236820 UUGAUAUGAG 8 95 G013913 353
. chr4:186236938- | ACACCUUGAA | G01227 | CRO0059 A A
186236960 UUGUACUCAC 9 98
chra-186232214- | UGAGGUGCAC | G01228
28 186232236 AUUCCACCCA 0 NA NA NA
chr4:186232190- | CUGGCAGUAU | G01228
29 186232212 UGGGCAUUUG 1 NA NA NA
chr4:186232148- | AAAACGCCUU | G01228
30 186232170 CUUCAGAGGU 2 NA NA NA
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SEQID NO:

520 [ Coounitt [ g | o | apa | e |
(humana) ejemplo (hg38) humana humano | humano | fascicularis fai"'c"’}ﬁﬂfaan-s
1 N abousoss | AGAGCUUGGS | 5o | NA NA NA
32 N b2a6843 | AAUGUGUCUA | 4 | NA N NA
s [ s [SE O W | w | w
2 ez | AMUGUULGGE | oo | NA NA NA
s | T (S O [ w | awr | o
36 N eb20006 | GoeAUGUUGEE | B | NA N NA
37 6250328 | UUUUGUGUGD | o | NA NA NA
s | e AR e v |
39 N aboots | uGUUUUCG | i | Na NA NA
40 N ebosra02 | GoAGGUUARA | oo | NA NA NA
TRl T T T
N Al
43 N ebosia0s - | GoAAGUGUGU | 5 | NA N NA
44 N ebo51s% | AGUGAAGUGG | 6 | NA NA NA
O
| s el O | w | w
o | | SRR |0 | | o |
4 N obo56054 | GUUGGGUAAG | oo | NA | GO2300 |  Na
49 N eeeeost | UAGoaacUGL | 1o | NA NA NA
50 N atooa0nt | GGOUUGUCOA | oo | NA | cotsexz | a72
o Chrfég%%%%%‘w_ gﬁ:%gggﬁg 6013230 NA G013882 322
o [ TEeE [T v | oow | w
o C“rj‘gl;i%%%%%“' ggﬁﬁggggi 6015230 NA G013924 364
54 N obooe0s | ARGGCOGAUG | e | Na e "
o | e | MEUSee TS | | oo | o
56 6256025 | UAGGUUGOAA | 8 | NA NA NA
57 620607 | CAGGUUUGGA | o | NA | cotse0 | 340
58 N eboee0s | UUUGGARGGD | oo | NA NA NA
59 N eeoseoat | GueUeAGRUU | 1o | NA NA NA
60 N eb25608 | UAUUGGUULY | o | NA NA NA
61 N aererns | UeGUoUGURS | oo | NA NA NA
o | T S O W | w | w
o | e | WA [T | o |
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SEQID

Coordenadas

sgARN de

SEQID NO:

NO: genomicas de sec:encia guia | sgARN dgARN Macaca de guia de
(humana) ejemplo (hg38) umana humano | humano fascicularis faiwcé;zzgis
o4 N ebziradn | UAUAMMGAAG | 6o | Na NA N
65 N ee2rons | LUGUUAGOAA | 7o | NA N NA
66 M et257306 | AUAUCUOLUG | 8o | NA NA NA
o | T e O | | w | w
63 C“Tgl.,%%%";fgz“' %%%L:\%ﬁgg 6010232 NA G012320 NA
69 N eb25raa7 | CUMUARAGAA | 1 | NA N NA
n | e [l @ |y | oon |
71 chrfég%%ﬁ%%- géﬁgﬁgﬁi%i G°13232 NA G012323 NA
72 N oboa07 | AUGUGGCOUL | 4o | NA | cot2324 NA
n | P e O | oomm | w
7 6256226 | GUUCLGAUGG | 6 | NA NA NA
75 chrfég%%ﬁ%})%- gﬁ%gsgg% G°17232 NA G012327 NA
76 chrjég%%ﬁfi%- Sgﬁgg‘é‘éggg 6018232 NA G013895 335
7 N etoss0re | GGCGUUUGGU | oo | NA | Got2320 | Na
78 chrfég%%%%?% ﬂﬁg@iﬁ%ﬁ: G°10233 NA G013942 382
2 chrd:186258067- ggk’g%%%i% Go1233 | s NA NA
o | | WO O | | e |
81 N ebpee12s | UGGUGEOUGE | 5o | NA NA N
62 N ob258031 | AGGGAGAUUG | 4> | NA | cotass | 83
83 6258121 | GOGAGOAAGE | 5 | NA NA N
4 625005 | UGCAAAGUAA | 6o | NA | Go1a2e | 369
85 N aepeeii0 | UGUGC6RE | 7 | NA NA N
86 625613 | UGUAGAGAGS | 8 | NA NA NA
7 6250058 | GOAMMGAGAA | o | NA NA N
8 M aspes0rs | UGGOGUUUGG | oo | NA | cotz360 | NA
n | PhmEe | MOSWIE | e | w
o | e | AR [T W | w
o | mEE MM e | | w
o | e SR | | | w
o | T T [ e |
o | T T [ oo |
n | AT |WEOEE | [T | w | w
o | P | WESEC T | T | o | s
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SEQID

Coordenadas

sgARN de

SEQID NO:

NO: genémicas de sec:encia guia | sgARN dgARN Macaca de guia de
(humana) ejemplo (hg38) umana humano | humano fascicularis faiwcé;zzgis
o | e | WoRcRR | wa [ TF | w | wm
% | “eesoors | tuceceacac | MA | “se | MA NA
s | RIS | CMGNUA | wa | O | Goame | e
o | s [oeueleers T w | U | oo | o
o | e | CSUAUA) | | O | oo |
0| i | GUoAioUn | e | O | oo |
w | P e w [ w |
or | o[ ACKRUACEE | e | O | ooz | 2
w5 | s ARO[ w | TR | oent | o
o | e cueeseony | e | O | oo | s
| el QUSRNSSR | oo | o
o | e | Suerecre T | O | o | w2
09| emiiieaman | OARGOO0U | wa | TR | oo | o
o | e | CMUAMACY | e | O | coers | o
| e oueeion A | e | SO | o | o
ve | e | UAAMCSUe T | OU | o | s
vo | eaicess | YUMol | e | O | cos | o
ne | e TARCesewe T w | U | s | g
ve | o | cuccemme | | OW | cowerr | o
o | oo | pcomues | w | 99w | m
| ey U | w [ RSP w | w
e | e Tomuueie T w | OWE | w | w
ve | oy | [ e | O | o | o
| e Toobicene ] w | OWE | w | w
| et USlEnIS) | | T | o | o
o | i GOSN a | O | o | o
s | o[ OUoeoAher | e | O | oo | o
s | emme | amoueeons | w | OW | aouso |
s | ememeem [ lecioom | w | FRP | w | w
| P S | | o0 | anan | o
| ovisese TACNSCE | | P w | w
| ez ool w | W | w | w
o | emaiersgn | GAiorcmn | | O | oo | o
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SEQID NO:

SIE%!D ::noc':r(:ﬁ:::?jz secuencia guia | sgARN dgARN S?ng:gc:e de guia de
(humana) ejemplo (hg38) humana humano | humano fascicularis faiwcé;zzgis
| e MM w9 w | om
| e s T | O | e | o
| e | SUSUCASA | | O | o | o
| oo | ACMOAS T | U | o |
| s [ UNCRCEIS | e | CUS | o | e
s | eriemar | CeUeomA | e | O | oo | o
w | P et w [ |
| o | ARG | | O | o | o
| o[ oncomors | w | O | cowers | oo
| e ceocee | | O | o |
o | s T OeAAA | w | N | e | o
w | oo ARO[ T w |
o | eaiemess | UCeons | e | OU | o | s
o | ovmmzmse [ ACCHCUCA T | R | Gy | o
ws | oz oAUy T | TP [ | w
wo | oo [USeeu ] wa | T | w | w
o | mmzm Temmeocsy T w [T | w | w
w | sz Toaoamee T | SO | | w
o | T Gl [T [ | w
TRk e

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

coordenadas cromosomicas y homologia de la secuencia guia con la humana

Porcentaje
de
sﬁ’”ARN de SEQID NO Coordenadas genémicas de secuencia guia de Macaca homologia
lacaca de Macaca R ; !
fascicularis | fascicularis ejemplo (mf5) fasclcularis con la
guia
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 AUAGUGGUAGGCGUUCCUCC 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
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Porcentaje

de
s%’:gcge 35?'”;2;2 Coordenadas genémicas de secuencia guia de Macaca homologia
fascicularis | fascicularis ejemplo (mf5) fascicularis c;:i;a
humana

G013884 324 chr5:185680852-185680872 CGGGUAAAUUUUAGAAUGGC 100
G013885 325 chr5:185684511-185684531 AUGCGCCAAACAUCCGGUAA 100
G013886 326 chr5:185681472-185681492 CUAUGAGUGACCCUCCACAC 100
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 chrb:185648925-185648945 UUGAUGACCACACUGCUUUA 90
G013938 378 chr5:185681470-185681490 CUGUGUGGAGGGUCACUCAU 100
G013939 379 chrb5:185647112-185647132 GGUGGAAUGUGCACAUCAUC 95
G013940 380 chr5:185681105-185681125 UUCUUAAGAUUAUCUUCGGA 90
G013941 381 chr5:185685921-18568594 1 CCUUUGGAAGGUAGGCAUAU 100
G013942 382 chr4:186258039-186258059 UCCAUUGUGUUUGCAAGCUA 100
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Porcentaje
de
s%ﬂztyc:e 35?'”;2;2 Coordenadas genémicas de secuencia guia de Macaca homologia
fascicularis | fascicularis ejemplo (mf5) fascicularis con la
guia
humana
G013943 383 chr4:186258008-186258028 CCUGUGACUCAGGGAGAUUC 100
G013944 384 chr5:185647103-185647123 UGCACAUCAUCUGGCAGUGC 85
G013945 385 chr4:186238299-186238319 GUUAUUCAGCACCUUUAUAG 100
G013946 386 chr5:185681480-185681500 GGUCACUCAUAGGACACCAG 100

[00433]Los ARN guia 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

identificados anteriormente

realizacion, el sgARN comprende cualquiera de los ARN guia de las Tablas 1 0 2 y los
nucleodtidos de SEQ ID NO: 300, opcionalmente en donde el sgARN comprende
cualquiera de los patrones de modificacion 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 porcién 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[3T4T5T6f[7[8]oTo]#] o] B] W] 6] 6] 7] B]O][D][A] 2] 3] A] 5] ] 7] B[] D]
GlUJUJUJUJAlJG]JAlGc]clJulAlcg]AlTATATJTUlAlGc]clATAlG]uU Ul AlTA[ATAT U
LSS BIR BHER BB LSASR
[T 23] a]s][3]ag]3[d]a]a]e2]a[s]s]s[aqg]a[se]o]s5][>s]s]5]s]5|]s]s][]a]
[ATAlTelelTclulalTelulclclTaelTuluvlalulclalAalcluvluvulceclalalalalalclul
[heo [ Hrerie ]
6 [ R [ 8| 6t | 6| 6| | B[]0 N[ R|[B|[A][B] B
G|lG|CclA[clclG|lAlTGluUulclGelGelulaelec
N | e’
Tabla 3B
L51-6 B1-2 J51-12 B3-&
terminal 5° (n} tallo inferior [ el I tallo superior n | protuberancia n
L57-12 N1-18 H1-1 thruH1-12 H2-1 thru H2-15
talle inferior n nexo n horquilla 1 n harguilla 2 terminal 3'

[00434]En algunas formas de realizacién, la invencién proporciona una composicion que
comprende uno o mas ARN guia (QARN) que comprenden secuencias guia que dirigen

un agente de fijacién a ADN guiado por ARN, que puede ser una nucleasa (por ejemplo,
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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 en la Tabla
1. El gARN puede comprender un crARN que comprende 17, 18, 19 o 20 nucleétidos
contiguos de una secuencia guia mostrada en la Tabla 1. 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 al menos
17, 18, 19 o 20 nucledtidos 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 % 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 composicién 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 composiciéon, 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 duplex de ARN a través del emparejamiento de bases entre las porciones del
crARN y el trARN.

[00436]En cada una de las formas de realizacién de composicion, uso y método
descritas en la presente, el ARN guia puede comprender una sola molécula de ARN
como un "ARN guia simple" o "sgARN". El sgARN puede comprender un crARN (o una
porcion 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 realizacién, el sgARN forma una estructura de tallo-bucle
mediante el emparejamiento de bases entre porciones del crARN y el trARN. En algunas
formas de realizacion, 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
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porcion de una secuencia de trARN derivada de un sistema CRISPR/Cas natural. En
algunas formas de realizacién, el trARN comprende un trARN de tipo silvestre 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 o mas de 100
nucleétidos. En algunas formas de realizacion, el trARN puede comprender ciertas
estructuras secundarias, tales como, por ejemplo, una o mas estructuras de horquilla o
tallo-bucle, o una o mas estructuras sobresalientes.

[00438]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 algunas formas de realizacion, 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 patréon de modificacién de cualquiera de los sgARN
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 construccién de la Tabla 4).
En algunas formas de realizacion, se proporciona una composiciéon que comprende uno
o mas ARN guia que comprenden una secuencia guia de cualquiera de SEQ ID NO: 1-
149, en donde los nucledtidos de SEQ ID NO: 170, 171, 172 o 173 siguen la secuencia
guia en su extremo 3’. En algunas formas de realizacién, el uno o mas ARN guia que
comprenden una secuencia guia de cualquiera de SEQ ID NO: 1-149, en donde los
nuclestidos de SEQ ID NO: 170, 171, 172 o 173 que siguen la secuencia guia en su
extremo 3’, se modifican de acuerdo con el patron de modificacion de SEQ ID NO: 300.
[00439]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 un aspecto, se proporciona una composicion 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 realizacion, se proporciona una composicién 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 % 0 90 % idéntica a cualquiera de los acidos nucleicos de
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SEQ ID NO: 1-149.

[00441]Las composiciones de ARN guia de la presente invencion 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 fijacion a ADN guiado
por ARN, tal como una escindasa Cas, escinde la secuencia diana.

[00442]En algunas formas de realizacién, la seleccion 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 region gendémica
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
realizacion 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 nucledtidos 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 realizacién, se usa un gARN complementario
o que tiene complementariedad con una secuencia diana dentro de KLKB1 para dirigir
el agente de fijacion a ADN guiado por ARN a una ubicacion particular en el gen KLKB1.
En algunas formas de realizacion, los gARN estan disefiados para tener secuencias
guia que son complementarias o tienen complementariedad con secuencias diana en el
exon 1, exdn 3, exdn 4, exon 5, exon 6, exon 8, exon 9, exdon 10, exdn 11, exdn 12, exdn
13, exén 14 o exdén 15 de KLKB1.

[00444]En algunas formas de realizacion, la secuencia guia es al menos 99 %, 98 %,
97 %, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 % o 90 % idéntica a una secuencia diana
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presente en el gen KLKB1 humano. En algunas formas de realizacion, la secuencia
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 realizacién, 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, 3 0 4 errores de
apareamiento, cuando la longitud total de la secuencia guia es 20. En algunas formas
de realizacién, 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 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 fijaciéon a ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas
descrita en la presente. En algunas formas de realizacién, 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 nucledsidos o nucleétidos modificados se denomina
gARN "modificado" o gARN "modificado quimicamente" para describir la presencia de
uno 0 mas componentes o configuraciones no naturales y/o naturales que se usan en
lugar o ademas de los residuos A, G, C y U candnicos. En algunas formas de realizacion,
un gARN modificado sintetizado con un nucledsido 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 modificacién de cadena
principal de ejemplo); (ii) alteracion, por ejemplo, reemplazo, de un constituyente del
azucar ribosa, por ejemplo, del hidroxilo 2' en el azucar ribosa (una modificacion de
azucar de ejemplo); (iii) reemplazo total de la porcién fosfato con ligadores "desfosfo"
(una modificacion de cadena principal de ejemplo); (iv) modificacion o reemplazo de una
nucleobase natural, incluso con una nucleobase no candénica (una modificacion de base
de ejemplo); (v) reemplazo o modificacién de la cadena principal de ribosa-fosfato (una
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modificacion de cadena principal de ejemplo); (vi) modificacién del extremo 3' o 5' del
oligonucledtido, por ejemplo, eliminacion, modificacion o reemplazo de un grupo fosfato
terminal o conjugacion de una porcion, terminacion (cap) o enlace (tales modificaciones
de terminacion 3' o 5' pueden comprender una modificacién de azucar y/o cadena
principal); y (vii) modificacion o reemplazo del azucar (una modificacion de azucar de
ejemplo).

[00447]Las modificaciones quimicas tales como las enumeradas anteriormente pueden
combinarse para proporcionar gARN y/o mARN modificados que comprenden
nucleésidos 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 estd 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 realizacion, 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 o0 mas
residuos modificados. En algunas formas de realizacion, al menos 5 % (por ejemplo, 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 % o 100 %) de las posiciones en un gARN
modificado son nucledsidos o nucleétidos modificados.

[00449]Los acidos nucleicos no modificados pueden ser propensos a la degradacién
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 o0 mas
nucledsidos o nucleétidos modificados, por ejemplo, para introducir estabilidad hacia las
nucleasas intracelulares o a base de suero. En algunas formas de realizacién, 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 realizacién de una modificacién de cadena principal, el
grupo fosfato de un residuo modificado puede modificarse al reemplazar uno o0 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 distribucién de
carga asimétrica.

[00451]Los ejemplos de grupos fosfato modificados incluyen fosforotioato,
fosforoselenatos, fosfatos de borano, ésteres de fosfato de borano, fosfonatos de
hidrogeno, fosfoamidatos, fosfonatos de alquilo o arilo y fosfotriésteres. El 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 atomos o grupos de atomos anteriores puede
volver quiral el atomo de fésforo. El atomo de fosforo estereogénico puede poseer la
configuraciéon "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]EI 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 porcion 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 o6xido 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 azucar ribosa se reemplazan con sustitutos de nucledsido
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0 nucledtido resistentes a nucleasa. Tales modificaciones pueden comprender
modificaciones de cadena principal y de azucar. En algunas formas de realizacién, las
nucleobases pueden ser ancladas por una cadena principal sustituta. Los ejemplos
pueden incluir, entre otros, los sustitutos de nucledsido de acido nucleico peptidico
(PNA), morfolino, ciclobutilo y pirrolidina.

[00454]Los nucledsidos modificados y los nucleétidos modificados pueden incluir una o
mas modificaciones al grupo de azucar, 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 o un azucar); polietilenglicoles (PEG), O(CH2CH»0),CH>CH20OR, en donde R
puede ser, por ejemplo, H o alquilo opcionalmente sustituido, y n puede ser un numero
entero de 0 a 20 (por ejemplo,de 0 a4,de0a8,de0a10,de0a16,de1a4,de1a
8,de1a10,de1a16,de1a20,de2a4,de2a8 de2a10,de2a16,de 2 a 20, de
4a8,ded4a10,de4 a16yde4 a20). En algunas formas de realizacion, la modificacién
del grupo hidroxilo 2' puede ser 2'-O-Me. En algunas formas de realizacién, la
modificacion del grupo hidroxilo 2' puede ser una modificacion 2'-fluoro, que reemplaza
el grupo hidroxilo 2' con un fluoruro. En algunas formas de realizacion, la modificacién
del grupo hidroxilo 2' puede incluir acidos nucleicos "bloqueados" (LNA) en los que el
hidroxilo 2' puede estar conectado, por ejemplo, mediante un puente C1 alquileno o C.
s heteroalquileno, al carbono 4' del mismo azucar 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, NHo; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino,
diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino, etilendiamina o poliamino) y
aminoalcoxi, O(CHz),-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 modificacion del grupo
hidroxilo 2' puede incluir 4cidos nucleicos "desbloqueados” (UNA) en los que el anillo de
ribosa carece del enlace C2'-C3'. En algunas formas de realizacién, la modificacién del
grupo hidroxilo 2' puede incluir el grupo metoxietilo (MOE), (OCH2CH,OCHs, 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 aminoacido); 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
azucar), 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 azucar puede comprender un grupo de azucar que también
puede contener uno o mas carbonos que poseen la configuracion 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 azicares abasicos.
Estos azucares abasicos también se pueden modificar en uno o mas de los atomos de
azucar constituyentes. Los acidos nucleicos modificados también pueden incluir uno o
mas azucares que estan en forma de L, por ejemplo, L-nucledsidos.

[00458]Los nucledsidos modificados y nucleétidos 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 nucledtido se puede seleccionar independientemente de una purina, una pirimidina,
un analogo 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 o 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 de realizacion

comprenden una modificacion en el extremo 5'. Ciertas formas de realizaciéon
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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 W0O2018/107028 y/o
WO02019/237069, 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
modificacion 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 modificacion divulgados en W0O2017/136794, cuyo contenido
se incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

C. Modificaciones YA

[00461]Una modificacién en un sitio YA (también denominada en la presente
"modificacion YA") puede ser una modificacion del enlace internucledsido, una
modificacion de la base (pirimidina o adenina), por ejemplo, mediante sustitucién o
modificacion quimica, o de otra manera, y/o una modificacién del azucar (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 "modificacion YA" es cualquier
modificacion 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 escision de RNasa son 2’-H y 2’-O-
alquilo, incluso 2’-O-Me. Las modificaciones tales como andlogos de ribosa biciclicos,
UNA y enlaces internucledsidos modificados de los residuos en el sitio YA pueden ser
modificaciones YA. Las modificaciones de base de ejemplo que pueden estabilizar las

estructuras de ARN son pseudouridina y 5-metilcitosina. En algunas formas de

82



realizacién, al menos un nucleétido del sitio YA esta modificado. En algunas formas de
realizacién, la pirimidina (también denominada "posicién de pirimidina") del sitio YA
comprende una modificacion (que incluye una modificacién que altera el enlace
internucledsido inmediatamente en la direccion 3’ del azicar 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 adenina (también denominada
"posicién de adenina") del sitio YA comprende una modificacidon (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 0 mas sitios YA. En algunas formas de
realizacion, la pirimidina del sitio YA comprende una modificacién (que incluye una
modificacion que altera el enlace internucleésido inmediatamente en la direccién 3’ del
azucar de la pirimidina). En algunas formas de realizacion, la adenina del sitio YA
comprende una modificacion (que incluye una modificacion que altera el enlace
internucledésido que se ubica inmediatamente en la direcciéon 3’ del azucar de la
adenina). En algunas formas de realizacion, la pirimidina y la adenina del sitio YA
comprenden modificaciones, tales como modificaciones de azucar, base o enlace
internucledsido. Las modificaciones YA pueden ser de cualquiera de los tipos de
modificaciones establecidos en la presente. En algunas formas de realizacién, 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 regién de duplex de ARN que contiene
uno o mas sitios YA. En algunas formas de realizacion, la modificacién YA comprende
un analogo biciclico de ribosa (por ejemplo, un LNA, BNA o ENA) dentro de una regién
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 sgARN comprende una modificacion del
sitio YA de region guia. En algunas formas de realizacion, la regidon guia comprende 1,

2, 3, 4, 5 o mas sitios YA ("sitios YA de region guia") que pueden comprender
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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 posicién 5 con respecto
al extremo 3’ de la region guia, es decir, el nucleétido mas 3’ en la region guia)
comprenden modificaciones YA. En algunas formas de realizacion, dos 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, tres 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 realizacién, 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 nucledtidos de distancia o menos del nucleétido de terminal 3’ de la region guia y
la regién guia tiene una longitud de 20 nucledtidos, el nucledtido modificado del sitio YA
de region guia modificada esta ubicado en cualquiera de las posiciones 11-20. En
algunas formas de realizacién, una modificacion YA esta ubicada dentro de un sitio YA
a20,19,18,17,16,15,14,13,12,11,10,9, 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 realizacién, una
modificacion YA esta ubicada 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 nucleotido 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 nucleétido 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11 desde el extremo 5’ del terminal 5'.
[00466]En algunas formas de realizacién, un sitio YA de regién guia modificado es
distinto de una modificacién en el extremo 5'. Por ejemplo, un sgARN puede comprender
una modificacion en el extremo 5’ descrita en la presente y comprender ademas un sitio
YA de region guia modificado. De manera alternativa, un sgARN puede comprender un
extremo 5’ no modificado y un sitio YA de region guia modificado. De manera alternativa,

un sgARN puede comprender un extremo 5’ modificado y un sitio YA de region guia no
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modificado.

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

[00470]En algunas formas de realizacion, el sgARN comprende una modificacion del
sitio YA de region conservada. Los sitios YA de region conservada 1-10 se ilustran en
la Figura 14. En algunas formas de realizacion, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o0 10 sitios YA de
region conservada comprenden modificaciones.

[00471]En algunas formas de realizacion, los sitios YA de regién 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 realizacién, los sitios YA de regién 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, 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 region conservada adicionales comprenden modificaciones YA.
[00472]En algunas formas de realizacion, 1, 2, 3 o 4 de los sitios YA de region

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

[00473]En algunas formas de realizacion, los sitios YA de regidon 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 regidén 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 realizacion, 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 sgARN 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 sgARN comprende cualquiera de los
patrones de modificacion mostrados mas adelante en la Tabla 4, donde N es cualquier
nucledtido 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 porcion 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 nucledtidos
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 muestra y se adjuntara a la secuencia mostrada

en su extremo 5’.

SEQ Nombre Secuencia

ID

NO

171 Porcion GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
conservada | AAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU
de ejemplo

172 Porcion GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
conservada | AAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC
de ejemplo

173 Porcion GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
conservada | CACCGAGUCGGUGC
de ejemplo

170 Porcion GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
conservada | CACCGAGUCGGUGCUUUU
de ejemplo

168 De ejemplo GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
—solo AAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmU*mU*mU*U
modificaciéon
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SEQ Nombre Secuencia

ID

NO

169 De ejemplo GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
—solo CACCGAGUCGGUGCMU*mU*mU*U
modificacién

400 De ejemplo GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGA
—solo AAAAGUMGMGMCmMAMCMCmMGMAMGMUMCMGmMGMUMGmMCmU*mU*mU*mU
modificacién

401 De ejemplo GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
—solo mUmMGmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGMUMCmMGmMGmMUmMGm
modificacion | CmU*mU*mU*mU

402 De ejemplo GUUUUAGAGCUAMGMAMAMAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAA
—solo CUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU*mU*mU*U
modificacion

403 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmMUMAGAAAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
—solo UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCMU*mU*mU*U
modificacion

404 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU*mU*mU*U
modificacion

405 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAMAMCmMUmMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmGMAMG
modificacion | mMUmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*mU

406 De ejemplo mGUUUUMAGAMGmMCmUmMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
—solo UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCMCmMGmMA
modificacion | mMGmMUmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*muU

407 De ejemplo | fGFUfUFUFUFAGAMGMCmMmUmMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
—solo UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCMCmMGmMA
modificacion | mMGmMUmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*muU

408 De ejemplo mGfUfUfUfUmMAGAMGmMCmUmMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCU
—solo AGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmGm
modificacion | AmMGmMUmCmGMGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

409 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUMUMAAAMAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmG
modificacion | MAMGMUMCMGmMGmMUMGmMCmU*mU*mU*mU

410 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUMUMAFAFAMAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmG
modificacion | MAMGMUMCMGmMGmMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

411 De ejemplo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAMATAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmG
modificacion | MAMGMUMCMGmMGmMUMGmMCmU*mU*mU*mU

412 De ejemplo mGUUUUMAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUMUMAAAMAMUAAG
—solo GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCmMC
modificacion | mMGMAMGMUmMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

413 De ejemplo mGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMATATAMAMUAA
—solo GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCm
modificacion | CmGmMAMGMUMCMGmMGmMUMGmMCmU*mU*mU*mU

414 De ejemplo mGUUUUMAGAMGMCmMmUmMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUfUMAfAMATAMUAAG
—solo GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCmMC
modificacion | mMGMAMGMUmMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*mU*muU

415 De ejemplo fGIUfUfUfUFAGAMGMCmMUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMAMUAAG
—solo GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCmMC
modificacion | mMGMAMGMUmMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*mU*muU

416 De ejemplo fGfUfUfUFUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAFATAMAmMUAA
—solo GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCm
modificacion | CmGmMAMGMUMCmMGMGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

417 De ejemplo | fGFUfUfUFUFAGAMGMCmUmMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUfUMAfAMATAMUAAG
—solo GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCmMC
modificacion | mMGMAMGMUMCmMGmMGmMUmMmGmMCmU*mU*mU*mU

418 De ejemplo | GUUUUAMGMAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
—solo UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMA
modificacion | mMGmMUmCmGmGmUmGmMCmU*mU*mU*muU

419 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCmMAMAMGmMUUAAAAUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmG
modificacion | MAMGMUmMCmGmMGmUmGMCmU*mU*mU*mU

420 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC

—solo
modificacion

CGUUFAfUFCFAMAMCmUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAmM
GmUmCmMGMGmMUmMGmMCmU*mU*mU*mU
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SEQ Nombre Secuencia

ID

NO

421 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAMUMCmMAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmGm
modificacion | AmMGmMUmCmGMGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

422 De ejemplo fGfUfUfUfUFAMGMAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGMCmMAMAMGMUMUMAFAFA
—solo MAMUAAGGCUAGUCCGUUAMUMCmMAMAMCmMUmMUMGmMAMAMAMAMAMGMUMG
modificacion | mMGMCmMAMCMCMGMAMGMUMCmMGmMGmMUmMGMCmU*mU*mU*mU

423 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmGMAMG
modificacion | mMUmCmGmGmUmGmCmUmUmUmU

424 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmGMAMG
modificacion | mMUmCmGmGmUmGmCmUmU*mU*mU

425 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCmMCmGmMAmMGf
modificacién | UfCIGfFGFUfGFCfU*fU*fU*mU

426 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCATAMCUMUGMATAMATAMATGMUfGMGFCMAfCmCIGMAfGmMUfCmGfGm
modificacion | UfGmCfU*mU*fU*mU

427 De ejemplo mGUUUUMAGAMGmMCmUmMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
—solo UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCMCmMGmMA
modificacion | mMGmMUmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*muU

428 De ejemplo | fGFUfUFUFUFAGAMGMCmMUmMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
—solo UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCMCmMGmMA
modificacion | mMGmMUmCmGmGmUmGmCmU*mU*mU*muU

429 De ejemplo mGfUfUfUfUmMAGAMGmMCmUmMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCU
—solo AGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmGm
modificacion | AmMGmUmCmGmMGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

430 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUMUMAAAMAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmG
modificacion | MAMGMUMCMGmGmMUMGmMCmU*mU*mU*mU

431 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUMUMAFAFAMAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmG
modificacion | MAMGMUMCMGmMGmMUMGmMCmU*mU*mU*mU

432 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUfUMAFAMATAMUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCmG
modificacion | MAMGMUMCMGmMGmMUmMGmMCmU*mU*mU*mU

433 De ejemplo mGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMAMUAAG
—solo GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUmMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmMAMCmC
modificacion | mMGMAMGMUmMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

434 De ejemplo mGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMATATAMAMUAA
—solo GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCm
modificacion | CmGmMAMGMUMCMGmMGmMUMGmMCmU*mU*mU*mU

435 De ejemplo mGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUFUMAfAMATAMUAAG
—solo GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCmMC
modificacion | mMGMAMGMUmMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*mU*mU

436 De ejemplo fGIUfUfUfUFAGAMGMCmMUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMAMUAAG
—solo GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCmMC
modificacion | mMGMAMGMUmMCmGmMGmUmGmMCmU*mU*mU*muU

437 De ejemplo fGIUfUfUfUFAGAMGMCmUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAFAfAMAMUAA
—solo GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCm
modificacion | CmGmMAMGMUMCMGmMGmMUMGmMCmU*mU*mU*mU

438 De ejemplo | fGFUFUFUFUFAGAMGMCmMmUmMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUfUMAfAMATAMUAAG
—solo GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCmAMCmMC
modificacion | mMGMAMGMUMCmMGmMGmUmMmGmMCmU*mU*mU*mU

439 De ejemplo | GUUUUAMGMAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAG
—solo UCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMA
modificacion | mMGmUmCmGmGmUmGmMCmU*mU*mU*muU

440 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCmMAMAMGmMUUAAAAUAAGGC
—solo UAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMG
modificacion | MAMGMUmMCmGmMGmUmGMCmU*mU*mU*mU

441 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUFAfUFCFAMAMCmUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAmM
modificacion | GmMUmCmGmGmMUmGmCmU*mU*mU*mU

442 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC

—solo
modificacion

CGUUAMUMCMAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AmGmMUMCMGmMGMUMGmMCmU*mU*mU*mU
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443 De ejemplo fGIUfUfUfUFAMGMAMGMCmUmMAMGmMAMAMAMUMAMGMCmMAMAMGmMUmMUMAFAFA
—solo MAMUAAGGCUAGUCCGUUAMUMCMAMAMCmMUmMUMGMAMAMAMAMAMGMUMG
modificacion | mMGMCmMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUmMGmMCmU*mU*mU*mU
444 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMG
modificacion | mMUmCmGmMmGmUmMmGmMCmUmUmUmU
445 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAMG
modificacion | mUmCmGmGmUmGmMCmUmU*mU*mU
446 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMAmMGf
modificacion | UFCFGfFGfUfGFCfU*fU*fU*mU
447 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAFAMCTUMUTGMAFAMAFAMATGMUfGMGFCmAfCMCIGmMAfGmMUfCmMGFIGm
modificacion | UFGmCfU*mU*fU*mU
448 De ejemplo | mN*mN*mN*mNNN*N*N*IN*IN*NNFNNNNNFNNN
—solo
modificacion
de la region
guia
449 De ejemplo | mN*mN*mN*mNNN*N*IN*IN*FN*NNNFNNN*INFNNN
—solo
modificacion
de la region
guia
450 De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
- solo CGUUAUCAACUUGGCACCGAGUCGG*mU*mG*mC
modificacion
E’i;’jmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUAAG
2 | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
174 modificacion
E’i;fmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUCAG
° | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
175 modificacion
?‘:g‘lfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCCACUUGG
° | CACCGAGUCGG*mU*MmG*mC
176 modificacion
?i;’c‘fmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUACGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
> | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
177 modificacion
?i;’c‘fmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAGAGCU
0 | GGCACCGAGUCGG*mU*mG*mC
178 modificacion
E’escjfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAGAAAU
179 | modificacion | GGCACCGAGUCGG* MU MG mC
E’escjfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCACGAAAG
180 | modificacion | GGCACCGAGUCGG MU MG mC
E’escjfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAAUG
2 | GCACCGAGUCGG*mU*mG*mC
181 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAGUG
SO0 | GCACCGAGUCGG*mU*mG*mC
182 modificacion
De elJemp'° GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACAGUG
SO0 | GCACCGAGUCGG*mU*mG*mC
183 modificacion
?i(jfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCACAAGGG
> | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
184 modificacion
E)es(jfmpb GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAUGG
> | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
185 modificacion
?Z;Joemp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAGGCA
2 | CCGAGUCGG*mU*mG*mC
186 modificacion
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De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAGGGCA
© s | CCGAGUCGG*mU*mG*mC
187 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAGGCACC
© s | GAGUCGG'mU*mG*mC
188 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
.| ACCGAGUCGG*mU*mG*mC
189 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCGCAAAGCGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
.| ACCGAGUCGG*mU*mG*mC
190 modificacion
De &lemplo | GUUUUAGAGCGCGAAGCGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGC
191 | modificacion | ACCGAGUCGG*MU*MG*mC
De SIemplo. | GUUUUAGAGCGGAAACGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCA
192 | medificacion | CCGAGUCGGUMG mC mU
D¢ &Iemplo. | GUUUUAGAGCGGAAACGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCA
193 | medificacion | CCGAGUCGG MU' MG mC
D¢ &IemPlo. | GUUUUAGAGCCGAAAGGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCA
194 | modificacion | CCGAGUCGG MU' MG mC
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUGAAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCA
195 | modificacion | CCGAGUCGG MU' MG mC
D¢ &IemPlo. | GUUUUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACC
© s | GAGUCGG'MU*mG*mC
196 modificacion
D¢ &IemPlo. | GUUUUAGAGCGAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCG
s | AGUCGG'MU*mG*mC
197 modificacion
De &lemplo. | GUUUUAGAGCAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCG
s | AGUCGG*mU*mG*mC
198 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGGAAACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGA
0 s | GUCGG*mU*MG*mC
199 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGA
© s | GUCGG*mU*MG*mC
202 modificacion
De &lemplo. | GUUUUAGAGCGAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGA
© s | GUCGG*MU*MG*mC
203 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCGCAAGUUAARAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGU
© . | CGG*mUMG*mC
204 modificacion
De &lemplo. | GUUUUAGAGAACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGU
© .| CGG*mU*MG*mC
205 modificacion
De &lemplo. | GUUUUAGAGACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUC
e oo | GG'mU*mG*mC
206 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUCG
e o | G'mU*mG*mC
207 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUCG
e | G'mU*mG*mC
208 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGUCGG
—S00 | *mU*mG*'mC
209 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
SO i« | CACCGAGUCG*'MG*mU*mG
210 modificacion

211

De ejemplo
— solo

GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
CACCGAGUC*MG*mG*mU
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SEQ | Nombre Secuencia
ID
NO
modificacion
De SIemPlo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
212 | modificacien | GACCGACUMCTMGTMG
D¢ &IemPlo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
213 | modificacien | CACCCAGTMUMCTMG
D¢ &IemPlo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
214 | modificacien | ACCGA'MGMUMC
De elemplo | 5 UUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
—solo *mA*mMG*
e CACCG*mA*mG*mU
215 modificacion
De elemplo | 5 UUUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCACUGGCACCGA
—solo *mU*mG*
© | GUCGG*mU*MmG*mC
216 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAGGCACCGAGU
e CGG"'mU*mG*mC
217 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGAAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGGCACCGAGU
e CGG"'mU*mG*mC
218 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGGAAACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAUGGCACCGAGU
e CGG"'mU*mG*mC
219 modificacion
De eIemplo. | GUUUUAGAGAAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAUGGCACCGAGUCG
e G*'mU*mG*mC
220 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGGAAACAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCACUGGCACCGAGU
e CGG"'mU*mG*mC
221 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGAAAAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAGGCACCGAGUCGG!
P mU*mG*mC
222 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAGCUAUGGCA
2 .| CCGAGUCGG*mU*mG*mC
223 modificacion
De SIemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCAGUCCGUUAUCAACUUGGC
921 | modificacion | ACCGAGUCGG* MU MG mC
De Slemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUGUCCGUUAUCAACUUGGC
925 | modificacion | ACCGAGUCGG* MU MG mC
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCGUCCGUUAUCAACUUGGCA
226 | modificacien | CCCAGUCCEMUMGMC
D¢ &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGUAUCCGUUAUCAACUUGGCA
227 | modificacien | CCCAGUCCEMUMGMC
D¢ &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGUUCCGUUAUCAACUUGGCAC
© .| CGAGUCGG*mU*MG*mC
228 modificacion
De &IemPlo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGAUCCGUUAUCAACUUGGCAC
© .| CGAGUCGG*mU*MG*mC
229 modificacion
De &IemPlo. | GUUUUCGAGCUAGAAAUAGCAAGUGAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© .+ | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
230 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUUGAGCUAGAAAUAGCAAGUAAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© .+ | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
231 modificacion
?‘:;fmp'o GUUUUAGAGCGAGAAAUCGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© .+ | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
232 modificacion
?esjfmp'o GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCGAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© .+ | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
233 modificacion
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SEQ | Nombre Secuencia
ID
NO
De ejemplo
ok GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCCGGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© s | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
234 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUGAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© s | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
235 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUGGUCCGUUAUCAACUUGG
o s | CACCGAGUCGG*mU*MG*mC
236 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUCGUCCGUUAUCAACUUGG
o s | CACCGAGUCGG'mU*MG*mC
237 modificacion
De SIemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUUGUCCGUUAUCAACUUGG
238 | medificacion | CACCGAGUCGG MU'MG*mC
De SIemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUGUCAACUUGG
239 | medificacion | CACCGAGUCGG MU'MG*mC
De &IemPlo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUCUCAACUUGG
010 | medificacion | CACCGAGUCGG MU'MG*mC
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUUUCAACUUGG
041 | medificacion | CACCGAGUCGG MU'MG*mC
D¢ &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUGAACUUGG
012 | medificacion | CACCGAGUCGG MU'MG*mC
D¢ &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© .« | GACCGAGUCGG*mU*mC*mC
243 modificacion
D¢ &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
o s | AACCGAGUCGG*mU*mU*mGC
244 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUCGAGCGAGAAAUCGCGAGUGAAAAUGAGGCUGGUCCGUUGUGAACUUG
o s | GAACCGAGUCGG*mU*mU*mC
245 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUUGAGCGAGAAAUCGCAAGUAAAAAUAAGGCUCGUCCGUUCUGAACUUGG
© s | AACCGAGUCGG*mU*mU*mC
246 modificacion
De elemplo. | GUUUCGGAGCCEGAAACGGCGAGUCGAAAUGAGGCUGGUCCGUUGUCGGCUC
0 s | GGAACCGAGUCGG*mU*mU*mC
247 modificacion
De &lemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© s | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
248 modificacion
De &Iemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
s | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
249 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
s | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
250 modificacion
De &lemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
© s | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
251 modificacion
De SIemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
0 .« | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
252 modificacion
De Slemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
0 s | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
253 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
500 icn | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
254 modificacion
De elemplo. | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGG
500 icn | CACCGAGUCGG*mU*mG*mC
255 modificacion
De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
256 | —solo CGUUAUCACGAAAGGGCACCGAGUCGG*mU*mG*mGC
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SEQ Nombre Secuencia
D
NO
modificacion
De ejemplo
—solo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
257 | medificacion | CCUUAUCAAAAAUGGCACCGAGUCGG mU MG mC
D¢ &Iemplo. | GUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
58 | medificacion | CCUUAUCACAAGGGCACCGAGUCGG MU'MG*mC
D¢ &Iemplo. | GUUUUAGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
259 | medificacion | CGUUAUCAAAAUGGCACCGAGUCGG MU MG*mC
?i;’:mp'o GUUUUAGAGCGCGAAGCGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAUGGC
| ACCGAGUCGG*mU*mG*mC
260 modificacion
E’i;’oemp'o GUUUUAGAGCUGAAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAUGGCA
% | CCGAGUCGG*mU*mG*mC
261 modificacion
De ejemplo | ;) yUAGAGCGAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAUGGCACC
—solo Sl [ (S
. GAGUCGG*mU*mG*mC
262 modificacion
E’i;’jmpb GUUUUAGAGCAAAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAAAUGGCACCG
% | AGUCGG*mU*mG*mC
263 modificacion
E’i;{fmpb GUUUUAGAMGMCmMGMAMAMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAA
© | CUUGGCACCGAGUCGG*mU*mG*mC
264 modificacion
E’i;fmpb GUUUUAGAMGMCmMGMAMAMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAA
© | GAAAUGGCACCGAGUCGG*mU*mG*mC
265 modificacion
De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCAMCMGMAMAMAMGMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGmMG*mU*m
266 modificacion | G*'mC
E’i;fmpb GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
e, CGUUAUCAMAMAMAMUMGMGMCMAMCMCMGmMAMGMUMCMGMG*mU*mG*mC
267 modificacion
De ejemplo | GUUUUAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAmMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
—solo CGUUAUCACMGMAMAMAMGMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMG*mU*mG
268 modificaciéon | *mC
E’escjfmpb GUUUUAGAMGMCmUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
269 modificacion CGUUAUCAAMAMAMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGMUMCMGmMG*mU*mG*mC

[00477]En algunas formas de realizacion, el sgARN modificado comprende la siguiente
secuencia:
MN*MN*MN*NNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAMGMCmUmMAMGMAMAMAmMUmM
AmGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAmMAmMAmMAmM
AmGmMUMGMGMCmMAMCMCmMGmMAMGMUMCmMGMGMUMGmMCmU*mU*mU*muU
(SEQ ID NO: 300), donde "N" puede ser cualquier nucledétido 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 esta 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 que
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.
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[00478]Cualquiera de las modificaciones descritas a continuacion puede estar presente
en los gARN y mARN descritos en la presente.

[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 modificacion de 2’-O-metilo puede ilustrarse de la siguiente manera:

L
o
L]

o\Base O o. Base

? OH ? OCH,

ARN 2'-0O-Me

[00481]Otra modificacién 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 oligonucledtido y la estabilidad de nucleasa.

[00482]En esta solicitud, se pueden usar los términos "fA", "fC", "fU" o "fG" para indicar
un nucleoétido 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 Sustitucion de 2°F
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[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,
en los enlaces entre bases de nucleétidos. Cuando se usan fosforotioatos para generar
oligonucledtidos, los oligonucleétidos 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*" o0 "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 continuacion muestra la sustitucion de S- en un oxigeno de fosfato

no puente, que genera un enlace PS en lugar de un enlace fosfodiéster:

T, b,
0 0
W;—-*’ o Base j o Base
O

X 0O X
\ I
0=pP-0r 0=p-§-
07 o Base 07 o Base
et e T e,
0O X 0O X
3 3
Fosfodiéster Fosforotioato (PS)
Enlace de fosfodiéster Enlace de fosforotioato (PS)
natural de ARN modificado

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

(también llamado apurinico) que carece de una base:
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Base
’*I
E \Q/ Sitio apurinico
+

0,0
o

O

0. Base

[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 ejempilo:

Enlace de oligonucledtido Enlace de oligonucleétido
normal invertido

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

[00491]En algunas formas de realizacion, uno o mas de los primeros tres, cuatro o cinco
nucleotidos en el terminal 5', y uno o mas de los ultimos tres, cuatro o cinco nucledétidos
en el terminal 3' estan modificados. En algunas formas de realizacién, la modificacién
es un 2'-O-Me, 2'-F, nucledtido abasico invertido, enlace PS u otra modificacion de

nucleotido conocida en la técnica para aumentar la estabilidad y/o el rendimiento.
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[00492]En algunas formas de realizacion, los primeros cuatro nucleétidos en el terminal
5' y los dultimos cuatro nucledtidos 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 nucledtidos en el terminal 3' comprenden un nucleétido modificado con
2'-O-metilo (2'-O-Me). En algunas formas de realizacion, los primeros tres nucleotidos
en el terminal 5, y los ultimos tres nucleotidos en el terminal 3' comprenden un
nucleétido modificado con 2'-fluoro (2'-F). En algunas formas de realizacién, los primeros
tres nucledtidos en el terminal 5', y los ultimos tres nucledtidos en el terminal 3'
comprenden un nucledtido abasico invertido.

[00494]En algunas formas de realizacién, el ARN guia comprende un sgARN
modificado. En algunas formas de realizacién, se proporciona el ARN guia que
comprende cualquier porcion conservada de un sgARN mostrado en la Tabla 4, que
opcionalmente tiene un patrén de modificacion de cualquiera de un sgARN mostrado en
la Tabla 4, opcionalmente en donde el sgARN comprende una modificacion del extremo
5'y 3' (si no se muestra ya en la construccién de la Tabla 4). En algunas formas de
realizacion, el sgARN comprende el patrén de modificaciéon de cualquiera de un sgARN
mostrado en la Tabla 4, donde N es cualquier nucleétido 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 realizaciéon, 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 patrén
de modificacion de cualquiera de los sgARN mostrados en la Tabla 4, opcionalmente en
donde el sgARN comprende una modificacidon del extremo 5'y 3' (si no se muestra ya
en la construccion de la Tabla 4). En algunas formas de realizaciéon, el ARN guia
comprende un sgARN que comprende cualquiera de las secuencias guia de SEQ ID
NO: 1-149 y los nucledtidos de SEQ ID NO: 170, 171, 172 o 173, en donde los
nucledtidos 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 indicd anteriormente, en algunas formas de realizacién, una
composicion o formulacion divulgada en la presente comprende un mARN que
comprende un marco de lectura abierto (ORF) que codifica un agente de fijaciéon a ADN

guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas descrita en la presente. En algunas formas
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de realizacion, se proporciona, usa o administra un mARN que comprende un ORF que
codifica un agente de fijacién a ADN guiado por ARN, tal como una nucleasa Cas. En
algunas formas de realizacion, 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 realizacién, 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 posicién 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, N1-metil-pseudouridina, 5-metoxiuridina, 5-yodouridina
0 una combinacién de estas. En algunas formas de realizacién, 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 combinaciéon 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 realizacion, 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 terminacién 5’, tal como Cap0, Cap1 o Cap2. Una terminacién 5’ es por
lo general un ribonucledtido 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 terminacion. En Cap0, las
ribosas del primer y segundo nucledtidos cercanos a la terminacion del mARN
comprenden en ambos casos un 2’-hidroxilo. En Cap1, las ribosas del primer y segundo

nucleétidos transcritos del mARN comprenden un 2-metoxi y un 2’-hidroxilo,
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respectivamente. En Cap2, las ribosas del primer y segundo nucledétidos cercanos a la
terminaciéon 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 endogenos, incluso mARN de mamifero, tales como mARN humanos,
comprenden Cap1 o Cap2. Cap0 y otras estructuras de terminacion distintas de Cap1y
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-1y IFIT-5, lo que puede dar como resultado niveles elevados de
citocinas, incluso interferdn tipo |. Los componentes del sistema inmunitario innato tales
como IFIT-1 y IFIT-5 también pueden competir con elF4E por la fijacion de un mARN
con una terminacion distinta de Cap1 o Cap2, lo que inhibe potencialmente la traduccién
del mARN.

[00499]Se puede incluir una terminacién cotranscripcionalmente. Por ejemplo, ARCA
(analogo de terminacién anti-inverso; Thermo Fisher Scientific, N.° de cat. AM8045) es
un analogo de terminacion que comprende un 3’-metoxi-5'-trifosfato de 7-metilguanina
ligado a la posicion 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
posicion 2’ del primer nucledtido cercano a la terminacion 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 (Mm7G(5)ppp(5')(2'OMeA)pG; TriLink
Biotechnologies, N.° de cat. N-7113) o CleanCap™ GG (m7G(5')ppp(5')(2'OMeG)pG;
TriLink Biotechnologies, N.° de cat. N-7133) para proporcionar una estructura Cap1
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

continuacion.
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[00501]De manera alternativa, se puede agregar una terminaciéon a un ARN de manera
posterior a la transcripcion. 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 realizacion, la cola poli-A comprende 95, 96, 97, 98, 99 o 100
nucleotidos de adenina.

D. Complejo de ribonucleoproteina

[00503]En algunas formas de realizacion, la divulgacion proporciona composiciones que
comprenden uno o mas gARN que comprenden una 0 mas secuencias guia de la Tabla
1 0 2 y un agente de fijacion a ADN guiado por ARN, por ejemplo, una nucleasa, tal
como una nucleasa Cas, tal como Cas9. En algunas formas de realizacion, el agente de
fijacibn 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 fijacion 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 parrafo), y versiones
modificadas (por ejemplo, modificadas por ingenieria genética por ingenieria genética o
mutantes) de estas. Ver, por ejemplo, US2016/0312198 A1; US 2016/0312199 A1. Otros
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ejemplos de nucleasas Cas incluyen un complejo Csm o Cmr de un sistema CRISPR de
tipo Il o la subunidad Cas10, Csm1 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
realizacion, la nucleasa Cas puede ser de un sistema de tipo IIA, tipo IIB 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
Streptococcus pyogenes. En algunas formas de realizacion, la nucleasa Cas es la

nucleasa Cas9 de Streptococcus thermophilus. En algunas formas de realizacion, la
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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 Cpf1 de Francisella novicida. En
algunas formas de realizacién, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de Acidaminococcus
sp. En algunas formas de realizacién, la nucleasa Cas es la nucleasa Cpf1 de
Lachnospiraceae bacterium ND2006. En otras formas de realizacion, la nucleasa Cas
es la nucleasa Cpf1 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
0 Porphyromonas macacae. En ciertas formas de realizacion, la nucleasa Cas es una
nucleasa Cpf1 de Acidaminococcus o Lachnospiraceae.

[00506]En algunas formas de realizacion, el gARN junto con un agente de fijacién a ADN
guiado por ARN se denomina complejo de ribonucleoproteina (RNP). En algunas formas
de realizacion, el agente de fijaciéon a ADN guiado por ARN es una nucleasa Cas. En
algunas formas de realizacion, el gARN junto con una nucleasa Cas se denomina Cas
RNP. En algunas formas de realizacion, 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 regién de la proteina esta reemplazada por una porcién de una proteina
diferente. En algunas formas de realizaciéon, un dominio de nucleasa Cas puede
reemplazarse con un dominio de una nucleasa diferente, tal como Fok1. En algunas
formas de realizacion, una nucleasa Cas puede ser una nucleasa modificada.
[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
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de realizacion, 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 fijacion 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 versién de una nucleasa Cas (por ejemplo, una nucleasa Cas
analizada anteriormente) en la que un sitio activo endonucleolitico es inactivado, por
ejemplo, por una 0 mas alteraciones (por ejemplo, mutaciones puntuales) en un dominio
catalitico. Ver, por ejemplo, la patente estadounidense N.° 8.889.356 para encontrar un
analisis de nickasas Cas y alteraciones de dominio catalitico de ejemplo. En algunas
formas de realizacion, 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
esta 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 realizacion, se usa una nickasa que
tiene un dominio RuvC con actividad reducida. En algunas formas de realizacion, se usa
una nickasa que tiene un dominio RuvC inactivo. En algunas formas de realizacion, 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 sustitucién de aminoacidos 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,
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, HI983A y
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D986A (basadas en la proteina Cas9 de S. pyogenes). Ver, por ejemplo, Zetsche et al.
(2015). Oftras sustituciones de aminoacidos de ejemplo incluyen D917A, E1006A y
D1255A (basadas en la secuencia U112 Cpf1 de Francisella novicida (FnCpf1)
(UniProtKB - A0Q7Q2 (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 realizacién, el uso de un corte doble puede mejorar la
especificidad y reducir los efectos secundarios. En algunas formas de realizacién, 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 fijacion a ADN guiado por ARN comprende un polipéptido de fijacion a ADN dCas.
Un polipéptido dCas tiene actividad de fijacion 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 fijaciéon 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 A1; US 2015/0166980 A1.

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

[00516]En algunas formas de realizacién, el dominio funcional heterélogo puede facilitar
el transporte del agente de fijacién a ADN guiado por ARN al nucleo de una célula. Por
ejemplo, el dominio funcional heterélogo puede ser una sefal de localizacién nuclear
(NLS). En algunas formas de realizacion, el agente de fijacion a ADN guiado por ARN

puede estar fusionado con 1-10 NLS. En algunas formas de realizacion, el agente de
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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 fijacion a ADN guiado por ARN. También puede
insertarse dentro de la secuencia de agente de fijacién a ADN guiado por ARN. En otras
formas de realizacion, el agente de fijacibn a ADN guiado por ARN puede estar
fusionado con mas de una NLS. En algunas formas de realizacion, el agente de fijacion
a ADN guiado por ARN puede estar fusionado con 2, 3, 4 o 5 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 realizacién, 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, PKKKRKY (SEQ ID NO: 600) o PKKKRRV (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 realizacion, el dominio funcional heterdlogo 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 realizacién, la semivida del agente de
fijacibn a ADN guiado por ARN puede reducirse. En algunas formas de realizacion, el
dominio funcional heterélogo puede ser capaz de aumentar la estabilidad del agente de
fijacidbn a ADN guiado por ARN. En algunas formas de realizacion, el dominio funcional
heterélogo puede ser capaz de reducir la estabilidad del agente de fijacién a ADN guiado
por ARN. En algunas formas de realizacion, el dominio funcional heter6logo puede
actuar como un péptido de sefnal para la degradacion de proteinas. En algunas formas

de realizacion, la degradacion de proteinas puede estar mediada por enzimas
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proteoliticas, tales como, por ejemplo, proteasomas, proteasas lisosomales o proteasas
calpainas. En algunas formas de realizacién, el dominio funcional heterdlogo puede
comprender una secuencia PEST. En algunas formas de realizacion, el agente de
fijacion a ADN guiado por ARN puede modificarse mediante la adicidon 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 Rub1 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 (UBLS5).

[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 purificacion, etiquetas de epitopo y secuencias de
genes indicadores. En algunas formas de realizacion, 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, ZsGreen1), proteinas fluorescentes amarillas (por ejemplo, YFP, EYFP,
Citrine, Venus, YPet, PhiYFP, ZsYellow1), proteinas fluorescentes azules (por ejemplo,
EBFP, EBFP2, Azurite, mKalamal, GFPuv, Sapphire, T-sapphire), proteinas
fluorescentes turquesas (por ejemplo, ECFP, Cerulean, CyPet, AmCyan1, Midoriishi-
Cyan), proteinas fluorescentes rojas (por ejemplo, mKate, mKate2, mPlum, monémero
DsRed, mCherry, mRFP1, DsRed-Express, DsRed2, DsRed-Monomer, HcRed-
Tandem, HcRed1, AsRed2, eqFP611, 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
glutation-S-transferasa (GST), proteina de fijacion a quitina (CBP), proteina de fijacion

a maltosa (MBP), tiorredoxina (TRX), poli(NANP), etiqueta de purificacion de afinidad en
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tandem (TAP), myc, AcV5, AU1, 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 fijaciéon a ADN guiado por ARN a un organulo, tipo celular, tejido u
organo especifico. En algunas formas de realizacién, el dominio funcional heterélogo
puede dirigir el agente de fijacion a ADN guiado por ARN a la mitocondria.

[00520]En otras formas de realizacién, el dominio funcional heterélogo 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 realizacion, 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 heter6logo es una nucleasa, tal como una nucleasa
Fokl. Ver, por ejemplo, la patente estadounidense N.° 9.023.649. En algunas formas de
realizacién, el dominio funcional heterdlogo 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). Por definicion, el
agente de fijacion a ADN guiado por ARN se vuelve esencialmente un factor de
transcripcidon que puede dirigirse para que se fije a una secuencia diana deseada
mediante el uso de un ARN guia.

E. Determinacion de la eficacia de los gARN

[00521]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un gARN se determina cuando
se administra o expresa junto con otros componentes que forman una RNP. En algunas

formas de realizacion, el gARN se expresa junto con un agente de fijacion a ADN guiado
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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
realizacion, 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 insercién/eliminacion (indel) tras las reparaciones
realizadas por la maquinaria celular. Muchas mutaciones debido a indeles alteran el
marco de lectura o introducen codones de detencion 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 realizacién, el modelo in vitro son
células HEK293 que expresan Cas9 (HEK293_Cas9) de manera estable. En algunas
formas de realizacion, el modelo in vitro son células de hepatocarcinoma humano HUH?.
En algunas formas de realizacion, el modelo in vitro son células HepG2. En algunas
formas de realizacion, el modelo in vitro son hepatocitos primarios humanos. En algunas
formas de realizacién, 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 realizacion, la cantidad de sitios
secundarios en los que ocurre una eliminacién o insercién en un modelo in vitro (por
ejemplo, en hepatocitos primarios humanos) se 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 determinacién comprende analizar
ADN gendmico de hepatocitos primarios humanos transfectados in vitro con mARN de
Cas9, el ARN guia y un oligonucleétido 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 multiples modelos de células in vitro para un proceso de seleccion de gARN. En
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algunas formas de realizacién, se lleva a cabo una comparacién entre lineas celulares
de datos con gARN seleccionados. En algunas formas de realizacion, se lleva a cabo
un cribado cruzado en multiples 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 realizacion, el modelo de roedor es un raton
que expresa un gen KLKB1. En algunas formas de realizacién, el modelo de roedor es
un ratéon 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 realizacién, la eficacia de un ARN guia se mide en funcion
del porcentaje de edicion de KLKB1. Se puede calcular el porcentaje de indeles a partir
de la secuenciaciéon de NGS. En algunas formas de realizacion, el porcentaje de edicion
de KLKB1 se compara con el porcentaje de edicidn necesario para lograr la inactivacion
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
circulacion en el caso de un modelo in vivo.

[00527]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se mide en funcién
de la cantidad y/o frecuencia de indeles en secuencias no diana dentro del genoma del
tipo celular diana. En algunas formas de realizacién, se proporcionan ARN guia eficaces
que producen indeles en sitios secundarios con frecuencias muy bajas (por ejemplo,
<5 %) en una poblacioén celular y/o en relacién con la frecuencia de creacion de indeles
en el sitio diana. Por lo tanto, la divulgacion 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 secundaria de <5 %
en una poblacion celular y/o en relacién con la frecuencia de creacion de indeles en el
sitio diana. En algunas formas de realizacién, la divulgacion proporciona ARN guia que
no exhiben ninguna formaciéon de indeles secundaria en el tipo celular diana (por
ejemplo, un hepatocito). En algunas formas de realizacion, se proporcionan ARN guia
que producen indeles en menos de 5 sitios secundarios, por ejemplo, segun lo evaluado
a través de uno o mas métodos descritos en la presente. En algunas formas de
realizacion, se proporcionan ARN guia que producen indeles en menos de, o igual a, 4,
3, 2 o 1 sitio secundario, por ejemplo, segun lo evaluado mediante uno o mas métodos

descritos en la presente. En algunas formas de realizacion, los sitios secundarios no
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ocurren en una regién codificante de proteinas en el genoma de la célula diana (por
ejemplo, hepatocito).

[00528]En algunas formas de realizacién, se utiliza amplificacion lineal para detectar
eventos de edicibn de genes, tal como la formacién de mutaciones de
insercion/eliminacion ("indel"), translocaciones y eventos de reparacion dirigida por
homologia (HDR) en el ADN diana. Por ejemplo, se puede utilizar amplificacién lineal
con un cebador etiquetado con una secuencia unica y el aislamiento de los productos
de amplificacién 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 mMARN 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 degradacion en suero
o en plasma es indicativa de un ARN guia eficaz.

[00533]Un método para detectar bradiquinina en sangre circulante se proporciona en
Ferreira, et al., Br. J. Pharmac. Chemother. (1967), 29, 367-377. La bradiquinina también
puede detectarse mediante un ensayo por inmunoabsorcién 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 edicion. En algunas formas de realizacion, los niveles de
bradiquinina se miden en células, por ejemplo, hepatocitos primarios humanos. En
algunas formas de realizacion, los niveles de bradiquinina se miden en un fluido, tal

como suero o plasma. En algunas formas de realizaciéon, se miden los niveles en
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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 realizacion, 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 o 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 edicion. En algunas formas de
realizacion, los niveles de calicreina total se miden en células, por ejemplo, hepatocitos
primarios humanos. En algunas formas de realizacién, 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 disminucioén 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 cultivo
celular. En algunas formas de realizacién, los niveles de precalicreina y/o calicreina 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 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 realizacion, 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 activacion para convertir la precalicreina en su forma activa, pKal.

[00536]En algunas formas de realizacion, la eficacia de un ARN guia se determina al
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medir los niveles de precalicreina en una muestra. En algunas formas de realizacién, 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 disminucién 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 realizacion, 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 o modelos in
vitro o in vivo utilizados para medir la edicion. En algunas formas de realizacién, 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 realizacion, el nivel de pKal se reduce al menos 60 %,
70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas. En algunas formas de realizacion, la pKal en
suero y/o en plasma disminuye en alrededor de 60-80 %, 60-90 %, 60-95 %, 60-100 %,
85-95 % u 85-100 %. En algunas formas de realizacién, 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 edicién. En algunas
formas de realizacién, 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
realizacion, 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 (cHMWK) y HMWK total en suero
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citratado o en plasma citratado. En algunas formas de realizacién, 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 relacion de cHMWK en plasma en
circulacion 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. En algunas
formas de realizacion, 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 o
modelos in vitro o in vivo utilizados para medir la edicién. En algunas formas de
realizacion, 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
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.). 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 disminucién en la escision del sustrato indica una
disminucion en la actividad de pKal.

[00541]En algunas formas de realizacion, 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 %,
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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
realizacién, 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 realizacién, 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 realizacion, 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.

Ml Métodos terapéuticos

[00542]Los gARN y 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 realizacion, los gARN y los métodos y composiciones asociados son utiles
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 produccion y acumulacion de bradiquinina, la hinchazén inducida
por bradiquinina, la obstruccion 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 presente son utiles para reducir la frecuencia 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 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 realizacion, 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 remisién duradera, por ejemplo, para mantenerla
durante al menos 1 mes, 2 meses, 4 meses, 6 meses, 1 afo, 2 afios, 5 anos, 10 afos o
mas.

[00543]Los gARN y los métodos y composiciones asociados divulgados en la presente

son utiles para disminuir la produccion de mARN de KLKB1. Por lo tanto, en un aspecto,

114



la eficacia del tratamiento/prevencién puede evaluarse al medir los niveles de mARN de
KLKB1, en donde una disminucion 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 disminucién 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
disminucion en precalicreina indica la eficacia. Por ejemplo, la precalicreina en plasma
0 en suero puede medirse por ELISA como se describe en Ferrone JD, Bhattacharjee
G, Revenko AS, et al. IONIS-PKKgrx 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 vy 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 disminucion en la proteina calicreina total indica la eficacia. La calicreina
total, precalicreina y/o calicreina pueden medirse antes o después de la activacion para
liberar la calicreina en plasma. En algunas formas de realizacién, 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 realizacién, 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 activaciéon 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
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comparacion con HMWK total en suero citratado o plasma citratado. Por lo tanto, en un
aspecto, la eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse al medir los niveles de
proteina de HMWK total y cHMWK, en donde una disminucién en la proporcion de
HMWK escindido indica la eficacia. En algunas formas de realizacién, 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
comparacion 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
C1-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 cHMWAK 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 plasmaticos 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 realizacion, los gARN y los métodos y composiciones asociados
divulgados en la presente son utiles para reducir niveles de cHMWK en circulacion de
manera tal que un sujeto exhiba una cantidad reducida de ataques de HAE. 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 por debajo de 30 %. En algunas formas de realizacion, los gARN y los métodos
y composiciones asociados divulgados en la presente son Uutiles para reducir la
proporcion 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 espontanea en suero o en plasma.
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Por lo tanto, en un aspecto, la eficacia del tratamiento/prevencion puede evaluarse al
medir la actividad de pKal espontanea, en donde una disminucion 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 espontanea en
una muestra, tal como suero o plasma, en donde una disminucion en la actividad de
pKal espontanea indica la eficacia. En ciertas formas de realizacion, los gARN vy los
métodos y composiciones asociados divulgados en la presente son utiles para disminuir
el nivel inicial de pKal en circulacion 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/prevenciéon 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 realizacion, 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 exposicién 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 incubaciéon 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 adicién de acido elagico a una muestra (Aygoren-Pulrsun, 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 Baneriji et al., N Engl J Med 2017;376:717-28.) en donde una disminucion
en la proporcion final de cHMWK con respecto a HMWK total indica una disminucién en
la actividad de pKal. La proporcién 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 o0 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
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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 emisién a 360 y 480 nm, respectivamente (ver
Banerii, 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
asocio con una reduccion de los ataques de HAE (Banerji, et al., N Engl J Med
2017;376:717-28). Reduccioén de la actividad pKal inducida en al menos 50 % se asocio
con una reduccion de los ataques de HAE con un tratamiento mediante BCX7353
(Aygoren-Pursun, et al., N Engl J Med 2018; 379:352-362). Las reducciones de la
actividad pKal inducida en 60 % se han asociado con una reduccion 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 realizacion, la administracion de los gARN vy 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
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 realizacion, 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 prevencion se logra con
una dosis Unica, por ejemplo, un tratamiento de wuna sola vez, del
medicamento/composicién. En algunas formas de realizacion, la enfermedad o el
trastorno es HAE.

[00554]En algunas formas de realizacion, la invencién 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
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farmacéuticas descritos en la presente se administran como una dosis Unica, 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 0 15 semanas; i) 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 afos. 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 realizacién, el ADN diana
es el gen KLKB1. En algunas formas de realizacién, el ADN diana esta en un exén del
gen KLKB1. En algunas formas de realizacién, el ADN diana esta en el exén 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14 0 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 o mas cualesquiera de los gARN,
composiciones o formulaciones farmacéuticas descritos en la presente. En algunas
formas de realizacién, la modulacion es la edicion del gen diana KLKB1. En algunas
formas de realizacién, la modulaciéon es un cambio en la expresién de la proteina
codificada por el gen diana KLKB1.

[00557]En algunas formas de realizacion, el método o uso da como resultado la edicion
de genes. En algunas formas de realizacion, 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 formacion de mutaciones de indeles durante la unién
de extremos no homoélogos de la DSB. En algunas formas de realizacién, el método o
uso da como resultado una insercién o eliminacion de nucleétidos en un gen KLKB1
diana. En algunas formas de realizacion, la insercién o eliminacion de nucledtidos en un
gen KLKB1 diana conduce a una mutacion de desplazamiento de marco o un codén de
detencion prematuro que da como resultado una proteina no funcional. En algunas
formas de realizacion, la insercion o eliminacién de nucleétidos en un gen KLKB1 diana
conduce a una inactivacion o eliminacion de la expresiéon del gen diana.

[00558]En algunas formas de realizacion, el método o uso da como resultado la
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modulacion del gen KLKB1. En algunas formas de realizacién, la modulacién del gen
KLKB1 es una disminucién de la expresion génica. En algunas formas de realizacion, el
método o0 uso da como resultado una disminucion 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 realizacion, los gARN que comprenden una o mas cualesquiera
de las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 se administran para 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 composicion
que comprende un ARN guia que comprende una 0 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 realizacion, se proporciona un método para disminuir o
eliminar la produccion 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

120



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 hinchazoén inducida por bradiquinina, 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).
[00564]En algunas formas de realizacién, se proporciona un meéetodo para tratar o
prevenir el angioedema inducido por bradiquinina, 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).
[00565]En algunas formas de realizacién, se proporciona un meétodo para tratar o
prevenir la obstruccion 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 o mas
cualesquiera de las secuencias guia de SEQ ID NO: 1-149 se administran para reducir
los niveles de bradiquinina 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 0 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 uniéon de extremos no homélogos (NHEJ) durante la
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reparacion conduce a una mutacién en el gen KLKB1. En algunas formas de realizacion,
la NHEJ conduce a una eliminacion o insercién de nucleétidos, lo que induce una
mutacion de desplazamiento de marco o sin sentido en el gen KLKB1.

[00569]En algunas formas de realizacion, la administracién de los ARN guia de la
invencién (por ejemplo, en una composiciéon 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 sobreproduccion y acumulacion
de bradiquinina. En algunas formas de realizacion, la administracién de los ARN guia
de la invencién (por ejemplo, en una composicion 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 sobreproduccion y acumulacién de
bradiquinina.

[00570]En algunas formas de realizacién, los métodos proporcionados en la presente
dan como resultado menos ataques que incluyen la fuga de fluido a través de las células
sanguineas a los tejidos. En algunas formas de realizacion, los métodos proporcionados
en la presente reducen los ataques que aumentan la hinchazén en los tejidos de los
6rganos. En algunas formas de realizacién, la administracion de los ARN guia de la
invencion (por ejemplo, en una composicion 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 realizacién, los ARN guia, las composiciones y las formulaciones se
administran en la circulacién 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 expresién 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.
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[00575]En algunas formas de realizacion, el tratamiento ralentiza o detiene la progresion
de la enfermedad de HAE.

[00576]En algunas formas de realizacion, 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 administracién 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 realizacién, la invencion comprende un método para
administrar cualquiera de los gARN divulgados en la presente a un sujeto, en donde el
gARN 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 invenciéon comprende una composicion que
comprende cualquiera de los gARN divulgados y una LNP. En algunas formas de
realizacién, la composicién comprende ademas una Cas9 o un mARN que codifica
Cas9.

[00580]En algunas formas de realizacién, las LNP comprenden lipidos cationicos. En
algunas formas de realizacion, 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,12Z)-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 realizacién, los términos catiénico e
ionizable son intercambiables en el contexto de lipidos de LNP, por ejemplo, en donde
los lipidos ionizables son catiénicos 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 preparacién 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
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divulgados en la presente. En algunas formas de realizacion, 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 o no esta asociado con una LNP. En algunas
formas de realizacion, el gARN/LNP o gARN también esta asociado con una Cas9 o un
MARN que codifica Cas9.

[00584]En algunas formas de realizacién, 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,
WO/2017/173054 y WO 2019/067992, cuyo contenido se incorpora en la presente por
referencia en su totalidad.

[00585]ENn ciertas formas de realizacion, la invencion comprende vectores de ADN o
ARN que codifican cualquiera de los ARN guia que comprenden una o mas cualesquiera
de las secuencias guia descritas en la presente. En algunas formas de realizacion,
ademas de las secuencias de ARN guia, los vectores comprenden ademas acidos
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 nucledtidos que codifican un crARN, un trARN, o un crARN y trARN.
En algunas formas de realizacién, el vector comprende una o mas secuencias de
nucleotidos 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 Cpf1. 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 realizacion,
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 porcion de una secuencia de repeticion de un sistema CRISPR/Cas
natural. El acido nucleico que comprende o consiste en el crARN, trARN, o crARN vy

trARN puede comprender ademas una secuencia de vector en donde la secuencia de

124



vector comprende o consiste en acidos nucleicos que no se encuentran naturalmente
con el crARN, trARN, o 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 o proporciones, y otros valores numéricos usados en la memoria
descriptivas y las reivindicaciones, han de entenderse como modificados en todos los
casos por la expresion "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 aplicacion de la
doctrina de equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada parametro numérico
debe interpretarse, al menos, a la luz del nimero de digitos significativos informados y
mediante la aplicacidén 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 exclusién de otros elementos
similares que pueden sustituir los elementos enumerados o0 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. El ADN del plasmido
que contiene un promotor T7 y una secuencia para la transcripcion (para producir mARN
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 linealizé mediante incubacién a 37 °C para
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completar la digestion con Xbal con las siguientes condiciones: 200 ng/ul de plasmido,
2 U/ul de Xbal (NEB), y 1x amortiguador de reaccién. La Xbal se inactivé al calentar la
reaccién 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 analiz6 con gel de agarosa para confirmar la linealizacion. La
reaccion de IVT para generar mARN de Cas9 se incubé 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. coliinorganica (NEB); y 1x amortiguador de reaccion. Después de la
incubacién de 4 horas, se agregd6 TURBO DNase (ThermoFisher) hasta una
concentracién final de 0,01 U/ul, y la reaccién se incubé durante 30 minutos adicionales
para quitar la plantilla de ADN. EIl mARN de Cas9 se purificé a partir de enzima y
nucledtidos con un kit MegaClear Transcription Clean-up de acuerdo con el protocolo
del fabricante (ThermoFisher). De manera alternativa, el mMARN de Cas9 se purificé con
un método de precipitacién de LiCl, al que, en algunos casos, le siguié una purificacion
adicional mediante filtracion de flujo tangencial. La concentracién de transcripto se
determiné al medir la absorbancia de la luz a 260 nm (Nanodrop), y el transcripto se
analizé mediante electroforesis capilar con Bioanalyzer (Agilent).

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

SEQ ID NO | Secuencia
GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTC
GGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGA
TGGGCAGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAG
ACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGA
AGCAACAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTAC
CTGCAGGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAG
AAAGCTTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGA
CGAAGTCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGC
ACAGACAAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGAC
ACTTCCTGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCT
GGTCCAGACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAG
GCAATCCTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCG
GGAGAAAAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAAC
TTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACG
501 ACGACCTGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAA
AGAACCTGAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGC
ACCGCTGAGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAA
GGCACTGGTCAGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAAC
GGATACGCAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGA
TCCTGGAAAAGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAG
AAAGCAGAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGC
AATCCTGAGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAG
ATCCTGACATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCAT
GGATGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGG
AGCAAGCGCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAG
GTCCTGCCGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCA
AGTACGTCACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCG
TCGACCTGCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAA
GAAGATCGAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTG
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GGAACATACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACG
AAGACATCCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGA
AAGACTGAAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGA
TACACAGGATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGA
AAGACAATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCC
ACGACGACAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACA
GCCTGCACGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGA
CAGTCAAGGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCAT
CGAAATGGCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAA
GAGAATCGAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAA
CACACAGCTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTC
GACCAGGAACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGC
TTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGA
GCGACAACGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGA
ACGCAAAGCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACTGA
GCGAACTGGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCA
CGTCGCACAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGA
GAAGTCAAGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCT
ACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGG
AACAGCACTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTC
TACGACGTCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACT
TCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGA
AAGAGACCGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGAC
TTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCC
AGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAA
GAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCG
TCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGC
TGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAA
GGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTG
GAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCA
CTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCC
CGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCAT
CGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTG
AGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGT
TCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAA
GAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTG
TACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAG
AGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAA
AATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAA
AAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGA
ACCTCGAG
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AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAU
\AGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACAGACAGACACAGCAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCAC
NGAAGCAACAAGACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGC
AAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAAAGCUUCCUGGUCGAAGAAGA
UCGGAAACAUCGUCGACGAAGUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAA
sGCAGACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACUUCCU
MCAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAA
I GCAAAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAG
VGUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGAACUUCAAGAGCAACUUCGACC
BAGCAAGGACACAUACGACGACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGC
UGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCACAAAGGCACCGC
GACGAACACCACCAGGACCUGACACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAA
GCAAGAACGGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUCA
GGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUC
CCACCUGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGG
CUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGGAAACAGCAGAUUCGCAUGG
CACACCGUGGAACUUCGAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAG
ICGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCUACAACGAAC
GGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUU
AGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAG
GGAACAUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAAC
GACACUGACACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCU
PUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGAAAGCUGAUCAACGGAAUCAGA
GGACUUCCUGAAGAGCGACGGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACAG
IAGGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGGAAGC
GACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCG
IACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGG
CACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGA
GGACAUCAACAGACUGAGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGG
ACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGAGCGAAGAAGUCGUCAAGAAG

GAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAAAGUUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACU
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NUCAAGAGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGACAGCA
GACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGA
BAGAAAUCAACAACUACCACCACGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACU
GCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAGAUGAUCGCAAAGAGCGAAC
UACUUCUUCUACAGCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAA
IAACGGAGAAACAGGAGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCAGAAAGGUC
VCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGAUUCAGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAG
ACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUGGUC
BCAAGAAGCUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGA
CAAAGGGAUACAAGGAAGUCAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCG
CUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCCGAGCAAGUACGUCAAC
MAAGCUGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCA
UCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUGAGCGCAU
AGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUCCACCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCA
ICAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACA
GAGCCAGCUGGGAGGAGACUAG
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GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCAC
AGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACAGACAGACACAGCAU
CAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGAC
UGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAA
UCUUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAAAGCUUC
CUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGAAGU
CGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGA
CAAGGCAGACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACU
UCCUGAUCGAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAG
GCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCC
GGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGA
ACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUAC
GACGACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUCCUGGC
AGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC
AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACU
GCUGAAGGCACUGGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGA
GCAAGAACGGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGA
AGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGG
GAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA
GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGG
AAACAGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAACUUCGA
AGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGACAA
GAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCU
ACAACGAACUGACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGC
GGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGU
CGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAA
GGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACU
GUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAA
GGUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGAAAGCUGA
UCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAGCGACGGA
UUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUC
CAGAAGGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGG
AAGCCCGGCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAGG
UCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACAC
AGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGG
GAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACC
UGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGCAUCGACAA
CAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGAGCGAAGAAG
UCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAA
AGUUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUC
AUCAAGAGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGACAGC
AGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACUG
AAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAAC
AACUACCACCACGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAG
UACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAGAU
GAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAU
CAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAU
CGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCA
GAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGA
UUCAGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGAAAGAAGGAC
UGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUGGUCGU

CGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCA
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CAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACA
AGGAAGUCAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAAAAC
GGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCC
GAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGG
AAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCG
AACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUG
AGCGCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUCCACCUG
UUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAUCGACAGA
AAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGA
CUGUACGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGAC
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AUGGACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAU
CACAGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACAGACAGACACAG
CAUCAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAA
GACUGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGG
AAAUCUUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAAAGCU
UCCUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGAA
GUCGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACA
GACAAGGCAGACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACA
CUUCCUGAUCGAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGC
UGGUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCA
AAGGCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAGCU
GCCGGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACAC
CGAACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACA
UACGACGACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUCCU
GGCAGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAA
UCACAAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGA
CACUGCUGAAGGCACUGGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGAC
CAGAGCAAGAACGGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAA
GUUCAUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACA
GAGAAGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCACCAGAUCCACC
UGGGAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAAC
AGAGAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGA
GGAAACAGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAACUUC
GAAGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGA
CAAGAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAG
UCUACAACGAACUGACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGA
GCGGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUC
AAGCAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGG
AGUCGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGA
CAAGGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGAC
ACUGUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGA
CAAGGUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGAAAGC
UGAUCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAGCGAC
GGAUUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGAC
AUCCAGAAGGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGC
AGGAAGCCCGGCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCA
AGGUCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAA
CACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAAC
UGGGAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUG
UACCUGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAG
ACUGAGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGCAUCG
ACAACAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGAGCGAAG
AAGUCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGA
GAAAGUUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGA
UUCAUCAAGAGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGAC
AGCAGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACA
CUGAAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAU
CAACAACUACCACCACGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAA
GAAGUACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAA
AGAUGAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCA
ACAUCAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCAGAAAGAGACCGC
UGAUCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACA
GUCAGAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGG
AGGAUUCAGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGAAAGAA
GGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUGG
UCGUCGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGA
AUCACAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGA
UACAAGGAAGUCAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGA
AAACGGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCAC
UGCCGAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAAAAGCUGAAGGGAAGC
CCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUC
AUCGAACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGU
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CCUGAGCGCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUCCA

CCUGUUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAUCGA
CAGAAAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCAC

AGGACUGUACGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAAGCGGAAGCCCGA

AGAAGAAGAGAAAGGUCGACGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGAUAG
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GACAAGAAGUACAGCAUCGGACUGGACAUCGGAACAAACAGCGUCGGAUGGGCAGUCAUCAC
AGACGAAUACAAGGUCCCGAGCAAGAAGUUCAAGGUCCUGGGAAACACAGACAGACACAGCAU
CAAGAAGAACCUGAUCGGAGCACUGCUGUUCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGAC
UGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGAUACACAAGAAGAAAGAACAGAAUCUGCUACCUGCAGGAAA
UCUUCAGCAACGAAAUGGCAAAGGUCGACGACAGCUUCUUCCACAGACUGGAAGAAAGCUUC
CUGGUCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGAUCUUCGGAAACAUCGUCGACGAAGU
CGCAUACCACGAAAAGUACCCGACAAUCUACCACCUGAGAAAGAAGCUGGUCGACAGCACAGA
CAAGGCAGACCUGAGACUGAUCUACCUGGCACUGGCACACAUGAUCAAGUUCAGAGGACACU
UCCUGAUCGAAGGAGACCUGAACCCGGACAACAGCGACGUCGACAAGCUGUUCAUCCAGCUG
GUCCAGACAUACAACCAGCUGUUCGAAGAAAACCCGAUCAACGCAAGCGGAGUCGACGCAAAG
GCAAUCCUGAGCGCAAGACUGAGCAAGAGCAGAAGACUGGAAAACCUGAUCGCACAGCUGCC
GGGAGAAAAGAAGAACGGACUGUUCGGAAACCUGAUCGCACUGAGCCUGGGACUGACACCGA
ACUUCAAGAGCAACUUCGACCUGGCAGAAGACGCAAAGCUGCAGCUGAGCAAGGACACAUAC
GACGACGACCUGGACAACCUGCUGGCACAGAUCGGAGACCAGUACGCAGACCUGUUCCUGGC
AGCAAAGAACCUGAGCGACGCAAUCCUGCUGAGCGACAUCCUGAGAGUCAACACAGAAAUCAC
AAAGGCACCGCUGAGCGCAAGCAUGAUCAAGAGAUACGACGAACACCACCAGGACCUGACACU
GCUGAAGGCACUGGUCAGACAGCAGCUGCCGGAAAAGUACAAGGAAAUCUUCUUCGACCAGA
GCAAGAACGGAUACGCAGGAUACAUCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAAUUCUACAAGUUC
AUCAAGCCGAUCCUGGAAAAGAUGGACGGAACAGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGAGA
AGACCUGCUGAGAAAGCAGAGAACAUUCGACAACGGAAGCAUCCCGCACCAGAUCCACCUGG
GAGAACUGCACGCAAUCCUGAGAAGACAGGAAGACUUCUACCCGUUCCUGAAGGACAACAGA
GAAAAGAUCGAAAAGAUCCUGACAUUCAGAAUCCCGUACUACGUCGGACCGCUGGCAAGAGG
AAACAGCAGAUUCGCAUGGAUGACAAGAAAGAGCGAAGAAACAAUCACACCGUGGAACUUCGA
AGAAGUCGUCGACAAGGGAGCAAGCGCACAGAGCUUCAUCGAAAGAAUGACAAACUUCGACAA
GAACCUGCCGAACGAAAAGGUCCUGCCGAAGCACAGCCUGCUGUACGAAUACUUCACAGUCU
ACAACGAACUGACAAAGGUCAAGUACGUCACAGAAGGAAUGAGAAAGCCGGCAUUCCUGAGC
GGAGAACAGAAGAAGGCAAUCGUCGACCUGCUGUUCAAGACAAACAGAAAGGUCACAGUCAAG
CAGCUGAAGGAAGACUACUUCAAGAAGAUCGAAUGCUUCGACAGCGUCGAAAUCAGCGGAGU
CGAAGACAGAUUCAACGCAAGCCUGGGAACAUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGGACAA
GGACUUCCUGGACAACGAAGAAAACGAAGACAUCCUGGAAGACAUCGUCCUGACACUGACACU
GUUCGAAGACAGAGAAAUGAUCGAAGAAAGACUGAAGACAUACGCACACCUGUUCGACGACAA
GGUCAUGAAGCAGCUGAAGAGAAGAAGAUACACAGGAUGGGGAAGACUGAGCAGAAAGCUGA
UCAACGGAAUCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAAUCCUGGACUUCCUGAAGAGCGACGGA
UUCGCAAACAGAAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACAGCCUGACAUUCAAGGAAGACAUC
CAGAAGGCACAGGUCAGCGGACAGGGAGACAGCCUGCACGAACACAUCGCAAACCUGGCAGG
AAGCCCGGCAAUCAAGAAGGGAAUCCUGCAGACAGUCAAGGUCGUCGACGAACUGGUCAAGG
UCAUGGGAAGACACAAGCCGGAAAACAUCGUCAUCGAAAUGGCAAGAGAAAACCAGACAACAC
AGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAAUGAAGAGAAUCGAAGAAGGAAUCAAGGAACUGG
GAAGCCAGAUCCUGAAGGAACACCCGGUCGAAAACACACAGCUGCAGAACGAAAAGCUGUACC
UGUACUACCUGCAGAACGGAAGAGACAUGUACGUCGACCAGGAACUGGACAUCAACAGACUG
AGCGACUACGACGUCGACCACAUCGUCCCGCAGAGCUUCCUGAAGGACGACAGCAUCGACAA
CAAGGUCCUGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGUCCCGAGCGAAGAAG
UCGUCAAGAAGAUGAAGAACUACUGGAGACAGCUGCUGAACGCAAAGCUGAUCACACAGAGAA
AGUUCGACAACCUGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACUGAGCGAACUGGACAAGGCAGGAUUC
AUCAAGAGACAGCUGGUCGAAACAAGACAGAUCACAAAGCACGUCGCACAGAUCCUGGACAGC
AGAAUGAACACAAAGUACGACGAAAACGACAAGCUGAUCAGAGAAGUCAAGGUCAUCACACUG
AAGAGCAAGCUGGUCAGCGACUUCAGAAAGGACUUCCAGUUCUACAAGGUCAGAGAAAUCAAC
AACUACCACCACGCACACGACGCAUACCUGAACGCAGUCGUCGGAACAGCACUGAUCAAGAAG
UACCCGAAGCUGGAAAGCGAAUUCGUCUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUCAGAAAGAU
GAUCGCAAAGAGCGAACAGGAAAUCGGAAAGGCAACAGCAAAGUACUUCUUCUACAGCAACAU
CAUGAACUUCUUCAAGACAGAAAUCACACUGGCAAACGGAGAAAUCAGAAAGAGACCGCUGAU
CGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAAUCGUCUGGGACAAGGGAAGAGACUUCGCAACAGUCA
GAAAGGUCCUGAGCAUGCCGCAGGUCAACAUCGUCAAGAAGACAGAAGUCCAGACAGGAGGA
UUCAGCAAGGAAAGCAUCCUGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCUGAUCGCAAGAAAGAAGGAC
UGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGACAGCCCGACAGUCGCAUACAGCGUCCUGGUCGU
CGCAAAGGUCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCUGAAGAGCGUCAAGGAACUGCUGGGAAUCA
CAAUCAUGGAAAGAAGCAGCUUCGAAAAGAACCCGAUCGACUUCCUGGAAGCAAAGGGAUACA
AGGAAGUCAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGCCGAAGUACAGCCUGUUCGAACUGGAAAAC
GGAAGAAAGAGAAUGCUGGCAAGCGCAGGAGAACUGCAGAAGGGAAACGAACUGGCACUGCC
GAGCAAGUACGUCAACUUCCUGUACCUGGCAAGCCACUACGAAAAGCUGAAGGGAAGCCCGG
AAGACAACGAACAGAAGCAGCUGUUCGUCGAACAGCACAAGCACUACCUGGACGAAAUCAUCG
AACAGAUCAGCGAAUUCAGCAAGAGAGUCAUCCUGGCAGACGCAAACCUGGACAAGGUCCUG
AGCGCAUACAACAAGCACAGAGACAAGCCGAUCAGAGAACAGGCAGAAAACAUCAUCCACCUG
UUCACACUGACAAACCUGGGAGCACCGGCAGCAUUCAAGUACUUCGACACAACAAUCGACAGA
AAGAGAUACACAAGCACAAAGGAAGUCCUGGACGCAACACUGAUCCACCAGAGCAUCACAGGA
CUGUACGAAACAAGAAUCGACCUGAGCCAGCUGGGAGGAGACGGAAGCGGAAGCCCGAAGAA
GAAGAGAAAGGUCGACGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGUCGACAGCGGA
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GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTC
GGATCCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCA
GTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGAC
ACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAAC
AAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAG
GAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGCT
TCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGT
CGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAA
AAGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGA
GCAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACC
TGGACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCT
GAGCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTG
AGCGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTG
GTCAGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACG
CAGGATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGA
AAAGATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCA
GAGAACATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTG
AGAAGACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGA
CATTCAGAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGAC
AAGAAAGAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGC
GCACAGAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGC
CGAAGCACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGT
CACAGAAGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCT
GCTGTTCAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATC
GAATGCTTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACAT
ACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACAT
CCTGGAAGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTG
AAGACATACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAG
GATGGGGAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAA
TCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGA
CAGCCTGACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCA
CGAACACATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAA
GGTCGTCGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATG
GCAAGAGAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATC
GAAGAAGGAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAACACACAG
CTGCAGAACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGG
AACTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAA
GGACGACAGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAA
CGTCCCGAGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAA
GCTGATCACACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACT
GGACAAGGCAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCA
CAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCA
AGGTCATCACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGT
CAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCA
CTGATCAAGAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACG
TCAGAAAGATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTA
CAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGAAAGAGAC
CGCTGATCGAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAA
CAGTCAGAAAGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAG
GAGGATTCAGCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAA
GGACTGGGACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGT
CGTCGCAAAGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAAT
CACAATCATGGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGGATAC
AAGGAAGTCAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACG
GAAGAAAGAGAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGA
GCAAGTACGTCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGA
CAACGAACAGAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAG
ATCAGCGAATTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCAT
ACAACAAGCACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACT
GACAAACCTGGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATAC
ACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAA
CAAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAG
GTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAA
GATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACA
TAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTCG
AG
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ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGACTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGCAGTCATCA
CAGACGAATACAAGGTCCCGAGCAAGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGACACAGCAT
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CAAGAAGAACCTGATCGGAGCACTGCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAACAAGACT
GAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATACACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAAATC
TTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACCcggCTGGAAGAAAGCTTCCTGGT
CGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAGTCGCATAC
CACGAAAAGTACCCGACAATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGACAAGGCAG
ACCTGAGACTGATCTACCTGGCACTGGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCCTGATCGA
AGGAGACCTGAACCCGGACAACAGCGACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCAGACATAC
AACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGATCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATCCTGAGC
GCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAAAGAAG
AACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCACTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAGCAACT
TCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTGGACA
ACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTACGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGAGCG
ACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAGCGC
AAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACCACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTCAGA
CAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAGGAT
ACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAGAT
GGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCTGAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAAC
ATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATCCACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAGA
CAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGAGGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACA
GAGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAGAACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAG
CACAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAACGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGA
AGGAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAACAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTT
CAAGACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGC
TTCGACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGATTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACG
ACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGA
AGACATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACA
TACGCACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAGCTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGG
GAAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAGACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGG
ACTTCCTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCT
GACATTCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGCGGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACA
CATCGCAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAGGGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGT
CGACGAACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGGAAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGA
GAAAACCAGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAG
GAATCAAGGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACCCGGTCGAAAACACACAGCTGCAGA
ACGAAAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAaAACGGAAGAGACATGTACGTCGACCAGGAACTGGA
CATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTCCCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGAC
AGCATCGACAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACAGAGGAAAGAGCGACAACGTCCCG
AGCGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCA
CACAGAGAAAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGGAGGACTGAGCGAACTGGACAAGG
CAGGATTCATCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATCACAAAGCACGTCGCACAGATCCT
GGACAGCAGAATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGCTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATC
ACACTGAAGAGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAA
TCAACAACTACCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAGTCGTCGGAACAGCACTGATCAA
GAAGTACCCGAAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAG
ATGATCGCAAAGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCAAAGTACTTCTTCTACAGCAACA
TCATGAACTTCTTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGAAATCAGAAAGAGACCGCTGATC
GAAACAAACGGAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGAAGAGACTTCGCAACAGTCAGAA
AGGTCCTGAGCATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAGAAGTCCAGACAGGAGGATTCA
GCAAGGAAAGCATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCAAGAAAGAAGGACTGGG
ACCCGAAGAAGTACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATACAGCGTCCTGGTCGTCGCAA
AGGTCGAAAAGGGAAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAACTGCTGGGAATCACAATCAT
GGAAAGAAGCAGCTTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGCAAAGGGATACAAGGAAGTC
AAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAACTGGAAAACGGAAGAAAGA
GAATGCTGGCAAGCGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTGGCACTGCCGAGCAAGTACG
TCAACTTCCTGTACCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAAGCCCGGAAGACAACGAACA
GAAGCAGCTGTTCGTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAATCATCGAACAGATCAGCGAA
TTCAGCAAGAGAGTCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTCCTGAGCGCATACAACAAGC
ACAGAGACAAGCCGATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACCTGTTCACACTGACAAACCT
GGGAGCACCGGCAGCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGAAAGAGATACACAAGCACA
AAGGAAGTCCTGGACGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGACTGTACGAAACAAGAATCG
ACCTGAGCCAGCTGGGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGAAGAGAAAGGTCTAG

508

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATC
ACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACAGACACAGC
ATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCAGA
CTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCAGGAGA
TCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAGGAGAGCTTCCT
GGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGAGACACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTGGC
CTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGACAAG
GCCGACCTGAGACTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGCCACTTCCTGA
TCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTGCAGA
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CCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGCCATCC
TGAGCGCCAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCGAGA
AGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACTTCAAGA
GCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACGACGACC
TGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAGAACC
TGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCC
TGAGCGCCAGCATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAGGCCC
TGGTGAGACAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGCTA
CGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCCATCCT
GGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGCTGAGAAA
GCAGAGAACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCACGCCAT
CCTGAGAAGACAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACAGAGAGAAGATCGAGAAGATC
CTGACCTTCAGAATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCAACAGCAGATTCGCCTGG
ATGACCAGAAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGACAAGGGC
GCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGAGAATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAACGAGAAG
GTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCAAGGTGA
AGTACGTGACCGAGGGCATGAGAAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAGAAGGCCATCG
TGGACCTGCTGTTCAAGACCAACAGAAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGACTACTTCAA
GAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACAGATTCAACGCCAGCCT
GGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGAGGAGAA
CGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACAGAGAGATGATCGA
GGAGAGACTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAAGAGAAG
AAGATACACCGGCTGGGGCAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGCATCAGAGACAAGCAGAG
CGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTG
ATCCACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGAGCGGCCAGGGC
GACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAGAAGGGCATCCTG
CAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCAGACACAAGCCCGAGAACATC
GTGATCGAGATGGCCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACAGCAGAGAGAGA
ATGAAGAGAATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAGGAGCACCCCGTG
GAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGCAGAGACATGT
ACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTGGACCACATCGTGCCCC
AGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTGCTGACCAGAAGCGACAAGAACAGAG
GCAAGAGCGACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGACAGC
TGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGAGAAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCG
GCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTGGAGACCAGACAGATCA
CCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACCAAGTACGACGAGAACGACAAGC
TGATCAGAGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGAGCAAGCTGGTGAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTGAGAGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACCTGAACGCC
GTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGCGAGTTCGTGTACGGCGAC
TACAAGGTGTACGACGTGAGAAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAGGAGATCGGCAAGGCCACC
GCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCCTGGCCAACGG
CGAGATCAGAAAGAGACCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGATCGTGTGGGACAA
GGGCAGAGACTTCGCCACCGTGAGAAAGGTGCTGAGCATGCCCCAGGTGAACATCGTGAAGAA
GACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCATCCTGCCCAAGAGAAACAGCGACAA
GCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGCTTCGACAGCCCCACCGT
GGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCG
TGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGAGAAGCAGCTTCGAGAAGAACCCCATCGACTT
CCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAGCTGCCCAAGTACAG
CCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAGAGAATGCTGGCCAGCGCCGGCGAGCTGCAGAAGG
GCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTACCTGGCCAGCCACTACGAGA
AGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGCAGCACAAGCACT
ACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAGAGAGTGATCCTGGCCGACGCCA
ACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCCCATCAGAGAGCAGGCCG
AGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTTCAAGTACTTCGA
CACCACCATCGACAGAAAGAGATACACCAGCACCAAGGAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCA
CCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCAGAATCGACCTGAGCCAGCTGGGCGGCGACGGCG
GCGGCAGCCCCAAGAAGAAGAGAAAGGTGTGA
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GGGTCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTC
GGATCCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGC
TGGGCCGTGATCACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACC
GACAGACACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCC
GAGGCCACCAGACTGAAGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGAACAGAATCTGCT
ACCTGCAGGAGATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGA
GGAGAGCTTCCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGAGACACCCCATCTTCGGCAACATCGT
GGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGAGAAAGAAGCTGGTGGA
CAGCACCGACAAGGCCGACCTGAGACTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCAGA
GGCCACTTCCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATC
CAGCTGGTGCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGAC
GCCAAGGCCATCCTGAGCGCCAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACTGGAGAACCTGATCGCCCAG
CTGCCCGGCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACC
CCCAACTTCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACC
TACGACGACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTG

133




GCCGCCAAGAACCTGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGAGTGAACACCGAGATC
ACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCAGCATGATCAAGAGATACGACGAGCACCACCAGGACCTGACC
CTGCTGAAGGCCCTGGTGAGACAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAG
AGCAAGAACGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTC
ATCAAGCCCATCCTGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACAGAGAG
GACCTGCTGAGAAAGCAGAGAACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGC
GAGCTGCACGCCATCCTGAGAAGACAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACAGAGAGA
AGATCGAGAAGATCCTGACCTTCAGAATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCAGAGGCAACAG
CAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGT
GGTGGACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGAGAATGACCAACTTCGACAAGAACCT
GCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGA
GCTGACCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGAGAAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCA
GAAGAAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACAGAAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAA
GGAGGACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACAG
ATTCAACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTG
GACAACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGAC
AGAGAGATGATCGAGGAGAGACTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAG
CAGCTGAAGAGAAGAAGATACACCGGCTGGGGCAGACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGCATC
AGAGACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACAGA
AACTTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGG
TGAGCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATC
AAGAAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCAGACAC
AAGCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCAGAGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAG
AACAGCAGAGAGAGAATGAAGAGAATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTG
AAGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAG
AACGGCAGAGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACAGACTGAGCGACTACGACGTG
GACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTGCTGACCAGA
AGCGACAAGAACAGAGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAG
AACTACTGGAGACAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGAGAAAGTTCGACAACCTGACCA
AGGCCGAGAGAGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGAGACAGCTGGTG
GAGACCAGACAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACAGCAGAATGAACACCAAGTAC
GACGAGAACGACAAGCTGATCAGAGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGAGCAAGCTGGTGAGC
GACTTCAGAAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGAGAGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACG
ACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGCG
AGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGAGAAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAGG
AGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGAG
ATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCAGAAAGAGACCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGC
GAGATCGTGTGGGACAAGGGCAGAGACTTCGCCACCGTGAGAAAGGTGCTGAGCATGCCCCAG
GTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCATCCTGCCC
AAGAGAAACAGCGACAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGC
TTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAAGAG
CAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGAGAAGCAGCTTCGA
GAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCAT
CAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCAGAAAGAGAATGCTGGCCAGCGC
CGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTACCT
GGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGT
GGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAGAGAGT
GATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCC
CATCAGAGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGC
CGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACAGAAAGAGATACACCAGCACCAAGGAGGTGCTG
GACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCAGAATCGACCTGAGCCAG
CTGGGCGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGAGAAAGGTGTGACTAGCCATCACATTT
AAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCT
TTTTCTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGC
CTCTTTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTCGAG
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ATGGACAAGAAGTACTCTATCGGTTTGGACATCGGTACCAACTCTGTCGGTTGGGCCGTCATCA
CCGACGAATACAAGGTCCCATCTAAGAAGTTCAAGGTCTTGGGTAACACCGACAGACACTCTATC
AAGAAGAACTTGATCGGTGCCTTGTTGTTCGACTCTGGTGAAACCGCCGAAGCCACCAGATTGA
AGAGAACCGCCAGAAGAAGATACACCAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACTTGCAAGAAATCTTC
TCTAACGAAATGGCCAAGGTCGACGACTCTTTCTTCCACAGATTGGAAGAATCTTTCTTGGTCGA
AGAAGACAAGAAGCACGAAAGACACCCAATCTTCGGTAACATCGTCGACGAAGTCGCCTACCAC
GAAAAGTACCCAACCATCTACCACTTGAGAAAGAAGTTGGTCGACTCTACCGACAAGGCCGACT
TGAGATTGATCTACTTGGCCTTGGCCCACATGATCAAGTTCAGAGGTCACTTCTTGATCGAAGGT
GACTTGAACCCAGACAACTCTGACGTCGACAAGTTGTTCATCCAATTGGTCCAAACCTACAACCA
ATTGTTCGAAGAAAACCCAATCAACGCCTCTGGTGTCGACGCCAAGGCCATCTTGTCTGCCAGA
TTGTCTAAGAGCAGAAGATTGGAAAACTTGATCGCCCAATTGCCAGGTGAAAAGAAGAACGGTTT
GTTCGGTAACTTGATCGCCTTGTCTTTGGGTTTGACCCCAAACTTCAAGTCTAACTTCGACTTGG
CCGAAGACGCCAAGTTGCAATTGTCTAAGGACACCTACGACGACGACTTGGACAACTTGTTGGC
CCAAATCGGTGACCAATACGCCGACTTGTTCTTGGCCGCCAAGAACTTGTCTGACGCCATCTTGT
TGTCTGACATCTTGAGAGTCAACACCGAAATCACCAAGGCCCCATTGTCTGCCTCTATGATCAAG
AGATACGACGAACACCACCAAGACTTGACCTTGTTGAAGGCCTTGGTCAGACAACAATTGCCAG
AAAAGTACAAGGAAATCTTCTTCGACCAATCTAAGAACGGTTACGCCGGTTACATCGACGGTGGT
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GCCTCTCAAGAAGAATTCTACAAGTTCATCAAGCCAATCTTGGAAAAGATGGACGGTACCGAAGA
ATTGTTGGTCAAGTTGAACAGAGAAGACTTGTTGAGAAAGCAAAGAACCTTCGACAACGGTTCTA
TCCCACACCAAATCCACTTGGGTGAATTGCACGCCATCTTGAGAAGACAAGAAGACTTCTACCCA
TTCTTGAAGGACAACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCTTGACCTTCAGAATCCCATACTACGTCGG
TCCATTGGCCAGAGGTAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGTCTGAAGAAACCATCACC
CCATGGAACTTCGAAGAAGTCGTCGACAAGGGTGCCTCTGCCCAATCTTTCATCGAAAGAATGA
CCAACTTCGACAAGAACTTGCCAAACGAAAAGGTCTTGCCAAAGCACTCTTTGTTGTACGAATAC
TTCACCGTCTACAACGAATTGACCAAGGTCAAGTACGTCACCGAAGGTATGAGAAAGCCAGCCT
TCTTGTCTGGTGAACAAAAGAAGGCCATCGTCGACTTGTTGTTCAAGACCAACAGAAAGGTCACC
GTCAAGCAATTGAAGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCGACTCTGTCGAAATCTCTGG
TGTCGAAGACAGATTCAACGCCTCTTTGGGTACCTACCACGACTTGTTGAAGATCATCAAGGACA
AGGACTTCTTGGACAACGAAGAAAACGAAGACATCTTGGAAGACATCGTCTTGACCTTGACCTTG
TTCGAAGACAGAGAAATGATCGAAGAAAGATTGAAGACCTACGCCCACTTGTTCGACGACAAGG
TCATGAAGCAATTGAAGAGAAGAAGATACACCGGTTGGGGTAGATTGAGCAGAAAGTTGATCAA
CGGTATCAGAGACAAGCAATCTGGTAAGACCATCTTGGACTTCTTGAAGTCTGACGGTTTCGCCA
ACAGAAACTTCATGCAATTGATCCACGACGACTCTTTGACCTTCAAGGAAGACATCCAAAAGGCC
CAAGTCTCTGGTCAAGGTGACTCTTTGCACGAACACATCGCCAACTTGGCCGGTTCTCCAGCCA
TCAAGAAGGGTATCTTGCAAACCGTCAAGGTCGTCGACGAATTGGTCAAGGTCATGGGTAGACA
CAAGCCAGAAAACATCGTCATCGAAATGGCCAGAGAAAACCAAACCACCCAAAAGGGTCAAAAG
AACAGCAGAGAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGTATCAAGGAATTGGGTTCTCAAATCTTGAA
GGAACACCCAGTCGAAAACACCCAATTGCAAAACGAAAAGTTGTACTTGTACTACTTGCAAAACG
GTAGAGACATGTACGTCGACCAAGAATTGGACATCAACAGATTGTCTGACTACGACGTCGACCA
CATCGTCCCACAATCTTTCTTGAAGGACGACTCTATCGACAACAAGGTCTTGACCAGATCTGACA
AGAACAGAGGTAAGTCTGACAACGTCCCATCTGAAGAAGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTG
GAGACAATTGTTGAACGCCAAGTTGATCACCCAAAGAAAGTTCGACAACTTGACCAAGGCCGAA
AGAGGTGGTTTGTCTGAATTGGACAAGGCCGGTTTCATCAAGAGACAATTGGTCGAAACCAGAC
AAATCACCAAGCACGTCGCCCAAATCTTGGACAGCAGAATGAACACCAAGTACGACGAAAACGA
CAAGTTGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACCTTGAAGTCTAAGTTGGTCTCTGACTTCAGAAAGG
ACTTCCAATTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTACTTGAAC
GCCGTCGTCGGTACCGCCTTGATCAAGAAGTACCCAAAGTTGGAATCTGAATTCGTCTACGGTG
ACTACAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCCAAGTCTGAACAAGAAATCGGTAAGGCCAC
CGCCAAGTACTTCTTCTACTCTAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGAAATCACCTTGGCCAACG
GTGAAATCAGAAAGAGACCATTGATCGAAACCAACGGTGAAACCGGTGAAATCGTCTGGGACAA
GGGTAGAGACTTCGCCACCGTCAGAAAGGTCTTGTCTATGCCACAAGTCAACATCGTCAAGAAG
ACCGAAGTCCAAACCGGTGGTTTCTCTAAGGAATCTATCTTGCCAAAGAGAAACTCTGACAAGTT
GATCGCCAGAAAGAAGGACTGGGACCCAAAGAAGTACGGTGGTTTCGACTCTCCAACCGTCGC
CTACTCTGTCTTGGTCGTCGCCAAGGTCGAAAAGGGTAAGTCTAAGAAGTTGAAGTCTGTCAAG
GAATTGTTGGGTATCACCATCATGGAAAGATCTTCTTTCGAAAAGAACCCAATCGACTTCTTGGA
AGCCAAGGGTTACAAGGAAGTCAAGAAGGACTTGATCATCAAGTTGCCAAAGTACTCTTTGTTCG
AATTGGAAAACGGTAGAAAGAGAATGTTGGCCTCTGCCGGTGAATTGCAAAAGGGTAACGAATT
GGCCTTGCCATCTAAGTACGTCAACTTCTTGTACTTGGCCTCTCACTACGAAAAGTTGAAGGGTT
CTCCAGAAGACAACGAACAAAAGCAATTGTTCGTCGAACAACACAAGCACTACTTGGACGAAATC
ATCGAACAAATCTCTGAATTCTCTAAGAGAGTCATCTTGGCCGACGCCAACTTGGACAAGGTCTT
GTCTGCCTACAACAAGCACAGAGACAAGCCAATCAGAGAACAAGCCGAAAACATCATCCACTTG
TTCACCTTGACCAACTTGGGTGCCCCAGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACAGAA
AGAGATACACCTCTACCAAGGAAGTCTTGGACGCCACCTTGATCCACCAATCTATCACCGGTTTG
TACGAAACCAGAATCGACTTGTCTCAATTGGGTGGTGACGGTGGTGGTTCTCCAAAGAAGAAGA
GAAAGGTCTAA
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ATGGACAAGAAGTACTCCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCCGTGGGCTGGGCCGTGATC
ACCGACGAGTACAAGGTGCCCTCCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACTCC
ATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACTCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGG
CTGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGA
GATCTTCTCCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACTCCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGTCCTTC
CTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTG
GCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACTCCACCGAC
AAGGCCGACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTC
CTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACTCCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTG
CAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCTCCGGCGTGGACGCCAAGGCC
ATCCTGTCCGCCCGGCTGTCCAAGTCCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGC
GAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGTCCCTGGGCCTGACCCCCAACTTC
AAGTCCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGTCCAAGGACACCTACGACGAC
GACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAG
AACCTGTCCGACGCCATCCTGCTGTCCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCC
CCCCTGTCCGCCTCCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAG
GCCCTGGTGCGGCAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAAC
GGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCTCCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCC
ATCCTGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTG
CGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCTCCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCAC
GCCATCCTGCGGCGGCAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAG
AAGATCCTGACCTTCCGGATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACTCCCGGTTC
GCCTGGATGACCCGGAAGTCCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGAC
AAGGGCGCCTCCGCCCAGTCCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAAC
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GAGAAGGTGCTGCCCAAGCACTCCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCA
AGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGTCCGGCGAGCAGAAGAAG
GCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGAC
TACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACTCCGTGGAGATCTCCGGCGTGGAGGACCGGTTCAACG
CCTCCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGA
GGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGAT
GATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAA
GCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGGCCGGCTGTCCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACA
AGCAGTCCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCAT
GCAGCTGATCCACGACGACTCCCTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGTCCGG
CCAGGGCGACTCCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCTCCCCCGCCATCAAGAAGGG
CATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCCCG
AGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACTCCC
GGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCTCCCAGATCCTGAAGGAG
CACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGC
CGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGACGTGGACCAC
ATCGTGCCCCAGTCCTTCCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGCTGACCCGGTCCGACA
AGAACCGGGGCAAGTCCGACAACGTGCCCTCCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACT
GGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCG
AGCGGGGCGGCCTGTCCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGTGGAGACC
CGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACTCCCGGATGAACACCAAGTACGACGAG
AACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCCGACTTCC
GGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTA
CCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGTCCGAGTTCGT
GTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGTCCGAGCAGGAGATCGG
CAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACTCCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCC
TGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGATC
GTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAAGGTGCTGTCCATGCCCCAGGTGAA
CATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCTCCAAGGAGTCCATCCTGCCCAAGCG
GAACTCCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGCTTCGA
CTCCCCCACCGTGGCCTACTCCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAAGTCCAAGAA
GCTGAAGTCCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGTCCTCCTTCGAGAAGAA
CCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAGCT
GCCCAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGATGCTGGCCTCCGCCGGCG
AGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCTCCAAGTACGTGAACTTCCTGTACCTGGCCT
CCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGC
AGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCTCCGAGTTCTCCAAGCGGGTGATCCT
GGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGACAAGCCCATCCG
GGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTT
CAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCTCCACCAAGGAGGTGCTGGACGC
CACCCTGATCCACCAGTCCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCTGTCCCAGCTGGG
CGGCGACGGCGGCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGTGA
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ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATC
ACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGC
ATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGG
CTGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGA
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGAGCTT
CCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGT
GGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGA
CAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTT
CCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGT
GCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGC
CATCCTGAGCGCCCGGCTGAGCAAGAGCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCG
GCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACT
TCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACG
ACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCA
AGAACCTGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGG
CCCCCCTGAGCGCCAGCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGA
AGGCCCTGGTGCGGCAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGA
ACGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGC
CCATCCTGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTG
CTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTG
CACGCCATCCTGCGGCGGCAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATC
GAGAAGATCCTGACCTTCCGGATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACAGCCGG
TTCGCCTGGATGACCCGGAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTG
GACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCC
AACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGA
CCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAG
AAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAG
GACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACCGGTTC
AACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACA
ACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGG
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AGATGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGC
TGAAGCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGGCCGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGG
GACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACCGGAAC
TTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGA
GCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAG
AAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAA
GCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAA
CAGCCGGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGA
AGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGA
ACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACCGGCTGAGCGACTACGACGTGG
ACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTGCTGACCCGGA
GCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAG
AACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAGTTCGACAACCTGACC
AAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGT
GGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACAGCCGGATGAACACCAAGTA
CGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGAGCAAGCTGGTGAG
CGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCACCACGCCCAC
GACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGC
GAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAG
GAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGA
GATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCG
GCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAAGGTGCTGAGCATGCCC
CAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCATCCTG
CCCAAGCGGAACAGCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGC
GGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAA
GAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGAGCAGCTT
CGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGAT
CATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGATGCTGGCCAG
CGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTA
CCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTT
CGTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAGCG
GGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACCGGGACAA
GCCCATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCC
CGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCAGCACCAAGGAGGT
GCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCTGAG
CCAGCTGGGCGGCGACGGCGGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGTGA

513

ATGGACAAGAAGTACTCCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACTCCGTGGGCTGGGCCGTGATC
ACCGACGAGTACAAGGTGCCCTCCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACTCC
ATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACTCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGG
CTGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGA
GATCTTCTCCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACTCCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGTCCTTC
CTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGTG
GCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACTCCACCGAC
AAGGCCGACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTTC
CTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACTCCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTG
CAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCTCCGGCGTGGACGCCAAGGCC
ATCCTGTCCGCCCGGCTGTCCAAGTCCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCGGC
GAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGTCCCTGGGCCTGACCCCCAACTTC
AAGTCCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGTCCAAGGACACCTACGACGAC
GACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCAAG
AACCTGTCCGACGCCATCCTGCTGTCCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGGCC
CCCCTGTCCGCCTCCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGAAG
GCCCTGGTGCGGCAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAAC
GGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCTCCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGCCC
ATCCTGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTGCTG
CGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCTCCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTGCAC
GCCATCCTGCGGCGGCAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATCGAG
AAGATCCTGACCTTCCGGATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACTCCCGGTTC
GCCTGGATGACCCGGAAGTCCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTGGAC
AAGGGCGCCTCCGCCCAGTCCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCCAAC
GAGAAGGTGCTGCCCAAGCACTCCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGACCA
AGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGTCCGGCGAGCAGAAGAAG
GCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAGGAC
TACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACTCCGTGGAGATCTCCGGCGTGGAGGACCGGTTCAACG
CCTCCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACAACGA
GGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGGAGAT
GATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGCTGAA
GCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGGCCGGCTGTCCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACA
AGCAGTCCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGTCCGACGGCTTCGCCAACCGGAACTTCAT
GCAGCTGATCCACGACGACTCCCTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGTCCGG
CCAGGGCGACTCCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCTCCCCCGCCATCAAGAAGGG
CATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAAGCCCG
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AGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACTCCC
GGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCTCCCAGATCCTGAAGGAG
CACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGC
CGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACCGGCTGTCCGACTACGACGTGGACCAC
ATCGTGCCCCAGTCCTTCCTGAAGGACGACTCCATCGACAACAAGGTGCTGACCCGGTCCGACA
AGAACCGGGGCAAGTCCGACAACGTGCCCTCCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAGAACTACT
GGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCG
AGCGGGGCGGCCTGTCCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGTGGAGACC
CGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACTCCCGGATGAACACCAAGTACGACGAG
AACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGTCCAAGCTGGTGTCCGACTTCC
GGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCACCACGCCCACGACGCCTA
CCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGTCCGAGTTCGT
GTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGTCCGAGCAGGAGATCGG
CAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACTCCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGAGATCACCC
TGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGATC
GTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAAGGTGCTGTCCATGCCCCAGGTGAA
CATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCTCCAAGGAGTCCATCCTGCCCAAGCG
GAACTCCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGCGGCTTCGA
CTCCCCCACCGTGGCCTACTCCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAAGTCCAAGAA
GCTGAAGTCCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGTCCTCCTTCGAGAAGAA
CCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGATCATCAAGCT
GCCCAAGTACTCCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGATGCTGGCCTCCGCCGGCG
AGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCTCCAAGTACGTGAACTTCCTGTACCTGGCCT
CCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCTCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTTCGTGGAGC
AGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCTCCGAGTTCTCCAAGCGGGTGATCCT
GGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGTCCGCCTACAACAAGCACCGGGACAAGCCCATCCG
GGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCCCGCCGCCTT
CAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCTCCACCAAGGAGGTGCTGGACGC
CACCCTGATCCACCAGTCCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCTGTCCCAGCTGGG
CGGCGACGGCTCCGGCTCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGACGGCTCCCCCAAGAAGAAGC
GGAAGGTGGACTCCGGCTGA

514

ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATC
ACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGC
ATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGG
CTGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGA
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGAGCTT
CCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGT
GGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGA
CAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTT
CCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGT
GCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGC
CATCCTGAGCGCCCGGCTGAGCAAGAGCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCG
GCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACT
TCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACG
ACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCA
AGAACCTGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGG
CCCCCCTGAGCGCCAGCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGA
AGGCCCTGGTGCGGCAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGA
ACGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGC
CCATCCTGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTG
CTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTG
CACGCCATCCTGCGGCGGCAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATC
GAGAAGATCCTGACCTTCCGGATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACAGCCGG
TTCGCCTGGATGACCCGGAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTG
GACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCC
AACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGA
CCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAG
AAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAG
GACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACCGGTTC
AACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACA
ACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGG
AGATGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGC
TGAAGCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGGCCGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGG
GACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACCGGAAC
TTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGA
GCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAG
AAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAA
GCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAA
CAGCCGGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGA
AGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGA
ACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACCGGCTGAGCGACTACGACGTGG
ACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTGCTGACCCGGA
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GCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAG
AACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAGTTCGACAACCTGACC
AAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGT
GGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACAGCCGGATGAACACCAAGTA
CGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGAGCAAGCTGGTGAG
CGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCACCACGCCCAC
GACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGC
GAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAG
GAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGA
GATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCG
GCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAAGGTGCTGAGCATGCCC
CAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCATCCTG
CCCAAGCGGAACAGCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGC
GGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAA
GAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGAGCAGCTT
CGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGAT
CATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGATGCTGGCCAG
CGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTA
CCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTT
CGTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAGCG
GGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACCGGGACAA
GCCCATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCC
CGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCAGCACCAAGGAGGT
GCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCTGAG
CCAGCTGGGCGGCGACGGCAGCGGCAGCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGTGGACGGCAGCCCC
AAGAAGAAGCGGAAGGTGGACAGCGGCTGA
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ATGGACAAGAAGTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAACAGCGTGGGCTGGGCCGTGATC
ACCGACGAGTACAAGGTGCCCAGCAAGAAGTTCAAGGTGCTGGGCAACACCGACCGGCACAGC
ATCAAGAAGAACCTGATCGGCGCCCTGCTGTTCGACAGCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGG
CTGAAGCGGACCGCCCGGCGGCGGTACACCCGGCGGAAGAACCGGATCTGCTACCTGCAGGA
GATCTTCAGCAACGAGATGGCCAAGGTGGACGACAGCTTCTTCCACCGGCTGGAGGAGAGCTT
CCTGGTGGAGGAGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCATCTTCGGCAACATCGTGGACGAGGT
GGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCTGCGGAAGAAGCTGGTGGACAGCACCGA
CAAGGCCGACCTGCGGCTGATCTACCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGCCACTT
CCTGATCGAGGGCGACCTGAACCCCGACAACAGCGACGTGGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGT
GCAGACCTACAACCAGCTGTTCGAGGAGAACCCCATCAACGCCAGCGGCGTGGACGCCAAGGC
CATCCTGAGCGCCCGGCTGAGCAAGAGCCGGCGGCTGGAGAACCTGATCGCCCAGCTGCCCG
GCGAGAAGAAGAACGGCCTGTTCGGCAACCTGATCGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCCAACT
TCAAGAGCAACTTCGACCTGGCCGAGGACGCCAAGCTGCAGCTGAGCAAGGACACCTACGACG
ACGACCTGGACAACCTGCTGGCCCAGATCGGCGACCAGTACGCCGACCTGTTCCTGGCCGCCA
AGAACCTGAGCGACGCCATCCTGCTGAGCGACATCCTGCGGGTGAACACCGAGATCACCAAGG
CCCCCCTGAGCGCCAGCATGATCAAGCGGTACGACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTGA
AGGCCCTGGTGCGGCAGCAGCTGCCCGAGAAGTACAAGGAGATCTTCTTCGACCAGAGCAAGA
ACGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCGGCGCCAGCCAGGAGGAGTTCTACAAGTTCATCAAGC
CCATCCTGGAGAAGATGGACGGCACCGAGGAGCTGCTGGTGAAGCTGAACCGGGAGGACCTG
CTGCGGAAGCAGCGGACCTTCGACAACGGCAGCATCCCCCACCAGATCCACCTGGGCGAGCTG
CACGCCATCCTGCGGCGGCAGGAGGACTTCTACCCCTTCCTGAAGGACAACCGGGAGAAGATC
GAGAAGATCCTGACCTTCCGGATCCCCTACTACGTGGGCCCCCTGGCCCGGGGCAACAGCCGG
TTCGCCTGGATGACCCGGAAGAGCGAGGAGACCATCACCCCCTGGAACTTCGAGGAGGTGGTG
GACAAGGGCGCCAGCGCCCAGAGCTTCATCGAGCGGATGACCAACTTCGACAAGAACCTGCCC
AACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGTACTTCACCGTGTACAACGAGCTGA
CCAAGGTGAAGTACGTGACCGAGGGCATGCGGAAGCCCGCCTTCCTGAGCGGCGAGCAGAAG
AAGGCCATCGTGGACCTGCTGTTCAAGACCAACCGGAAGGTGACCGTGAAGCAGCTGAAGGAG
GACTACTTCAAGAAGATCGAGTGCTTCGACAGCGTGGAGATCAGCGGCGTGGAGGACCGGTTC
AACGCCAGCCTGGGCACCTACCACGACCTGCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGGACA
ACGAGGAGAACGAGGACATCCTGGAGGACATCGTGCTGACCCTGACCCTGTTCGAGGACCGGG
AGATGATCGAGGAGCGGCTGAAGACCTACGCCCACCTGTTCGACGACAAGGTGATGAAGCAGC
TGAAGCGGCGGCGGTACACCGGCTGGGGCCGGCTGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGG
GACAAGCAGAGCGGCAAGACCATCCTGGACTTCCTGAAGAGCGACGGCTTCGCCAACCGGAAC
TTCATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACCTTCAAGGAGGACATCCAGAAGGCCCAGGTGA
GCGGCCAGGGCGACAGCCTGCACGAGCACATCGCCAACCTGGCCGGCAGCCCCGCCATCAAG
AAGGGCATCCTGCAGACCGTGAAGGTGGTGGACGAGCTGGTGAAGGTGATGGGCCGGCACAA
GCCCGAGAACATCGTGATCGAGATGGCCCGGGAGAACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAA
CAGCCGGGAGCGGATGAAGCGGATCGAGGAGGGCATCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGA
AGGAGCACCCCGTGGAGAACACCCAGCTGCAGAACGAGAAGCTGTACCTGTACTACCTGCAGA
ACGGCCGGGACATGTACGTGGACCAGGAGCTGGACATCAACCGGCTGAGCGACTACGACGTGG
ACCACATCGTGCCCCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGACAACAAGGTGCTGACCCGGA
GCGACAAGAACCGGGGCAAGAGCGACAACGTGCCCAGCGAGGAGGTGGTGAAGAAGATGAAG
AACTACTGGCGGCAGCTGCTGAACGCCAAGCTGATCACCCAGCGGAAGTTCGACAACCTGACC
AAGGCCGAGCGGGGCGGCCTGAGCGAGCTGGACAAGGCCGGCTTCATCAAGCGGCAGCTGGT
GGAGACCCGGCAGATCACCAAGCACGTGGCCCAGATCCTGGACAGCCGGATGAACACCAAGTA
CGACGAGAACGACAAGCTGATCCGGGAGGTGAAGGTGATCACCCTGAAGAGCAAGCTGGTGAG
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CGACTTCCGGAAGGACTTCCAGTTCTACAAGGTGCGGGAGATCAACAACTACCACCACGCCCAC
GACGCCTACCTGAACGCCGTGGTGGGCACCGCCCTGATCAAGAAGTACCCCAAGCTGGAGAGC
GAGTTCGTGTACGGCGACTACAAGGTGTACGACGTGCGGAAGATGATCGCCAAGAGCGAGCAG
GAGATCGGCAAGGCCACCGCCAAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTCTTCAAGACCGA
GATCACCCTGGCCAACGGCGAGATCCGGAAGCGGCCCCTGATCGAGACCAACGGCGAGACCG
GCGAGATCGTGTGGGACAAGGGCCGGGACTTCGCCACCGTGCGGAAGGTGCTGAGCATGCCC
CAGGTGAACATCGTGAAGAAGACCGAGGTGCAGACCGGCGGCTTCAGCAAGGAGAGCATCCTG
CCCAAGCGGAACAGCGACAAGCTGATCGCCCGGAAGAAGGACTGGGACCCCAAGAAGTACGGC
GGCTTCGACAGCCCCACCGTGGCCTACAGCGTGCTGGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGCAA
GAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTGAAGGAGCTGCTGGGCATCACCATCATGGAGCGGAGCAGCTT
CGAGAAGAACCCCATCGACTTCCTGGAGGCCAAGGGCTACAAGGAGGTGAAGAAGGACCTGAT
CATCAAGCTGCCCAAGTACAGCCTGTTCGAGCTGGAGAACGGCCGGAAGCGGATGCTGGCCAG
CGCCGGCGAGCTGCAGAAGGGCAACGAGCTGGCCCTGCCCAGCAAGTACGTGAACTTCCTGTA
CCTGGCCAGCCACTACGAGAAGCTGAAGGGCAGCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCTGTT
CGTGGAGCAGCACAAGCACTACCTGGACGAGATCATCGAGCAGATCAGCGAGTTCAGCAAGCG
GGTGATCCTGGCCGACGCCAACCTGGACAAGGTGCTGAGCGCCTACAACAAGCACCGGGACAA
GCCCATCCGGGAGCAGGCCGAGAACATCATCCACCTGTTCACCCTGACCAACCTGGGCGCCCC
CGCCGCCTTCAAGTACTTCGACACCACCATCGACCGGAAGCGGTACACCAGCACCAAGGAGGT
GCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCATCACCGGCCTGTACGAGACCCGGATCGACCTGAG
CCAGCTGGGCGGCGACTGA

516

GGGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCCGGAUCUGCCACCAUGGACAAGAAGUACUCC
AUCGGCCUGGACAUCGGCACCAACUCCGUGGGCUGGGCCGUGAUCACCGACGAGUACAAGG
UGCCCUCCAAGAAGUUCAAGGUGCUGGGCAACACCGACCGGCACUCCAUCAAGAAGAACCUG
AUCGGCGCCCUGCUGUUCGACUCCGGCGAGACCGCCGAGGCCACCCGGCUGAAGCGGACCG
CCCGGCGGCGGUACACCCGGCGGAAGAACCGGAUCUGCUACCUGCAGGAGAUCUUCUCCAAC
GAGAUGGCCAAGGUGGACGACUCCUUCUUCCACCGGCUGGAGGAGUCCUUCCUGGUGGAGG
AGGACAAGAAGCACGAGCGGCACCCCAUCUUCGGCAACAUCGUGGACGAGGUGGCCUACCAC
GAGAAGUACCCCACCAUCUACCACCUGCGGAAGAAGCUGGUGGACUCCACCGACAAGGCCGA
CCUGCGGCUGAUCUACCUGGCCCUGGCCCACAUGAUCAAGUUCCGGGGCCACUUCCUGAUC
GAGGGCGACCUGAACCCCGACAACUCCGACGUGGACAAGCUGUUCAUCCAGCUGGUGCAGAC
CUACAACCAGCUGUUCGAGGAGAACCCCAUCAACGCCUCCGGCGUGGACGCCAAGGCCAUCC
UGUCCGCCCGGCUGUCCAAGUCCCGGCGGCUGGAGAACCUGAUCGCCCAGCUGCCCGGCGA
GAAGAAGAACGGCCUGUUCGGCAACCUGAUCGCCCUGUCCCUGGGCCUGACCCCCAACUUCA
AGUCCAACUUCGACCUGGCCGAGGACGCCAAGCUGCAGCUGUCCAAGGACACCUACGACGAC
GACCUGGACAACCUGCUGGCCCAGAUCGGCGACCAGUACGCCGACCUGUUCCUGGCCGCCAA
GAACCUGUCCGACGCCAUCCUGCUGUCCGACAUCCUGCGGGUGAACACCGAGAUCACCAAGG
CCCCCCUGUCCGCCUCCAUGAUCAAGCGGUACGACGAGCACCACCAGGACCUGACCCUGCUG
AAGGCCCUGGUGCGGCAGCAGCUGCCCGAGAAGUACAAGGAGAUCUUCUUCGACCAGUCCAA
GAACGGCUACGCCGGCUACAUCGACGGCGGCGCCUCCCAGGAGGAGUUCUACAAGUUCAUCA
AGCCCAUCCUGGAGAAGAUGGACGGCACCGAGGAGCUGCUGGUGAAGCUGAACCGGGAGGA
CCUGCUGCGGAAGCAGCGGACCUUCGACAACGGCUCCAUCCCCCACCAGAUCCACCUGGGCG
AGCUGCACGCCAUCCUGCGGCGGCAGGAGGACUUCUACCCCUUCCUGAAGGACAACCGGGA
GAAGAUCGAGAAGAUCCUGACCUUCCGGAUCCCCUACUACGUGGGCCCCCUGGCCCGGGGC
AACUCCCGGUUCGCCUGGAUGACCCGGAAGUCCGAGGAGACCAUCACCCCCUGGAACUUCGA
GGAGGUGGUGGACAAGGGCGCCUCCGCCCAGUCCUUCAUCGAGCGGAUGACCAACUUCGAC
AAGAACCUGCCCAACGAGAAGGUGCUGCCCAAGCACUCCCUGCUGUACGAGUACUUCACCGU
GUACAACGAGCUGACCAAGGUGAAGUACGUGACCGAGGGCAUGCGGAAGCCCcGccuuccuacu
CCGGCGAGCAGAAGAAGGCCAUCGUGGACCUGCUGUUCAAGACCAACCGGAAGGUGACCGUG
AAGCAGCUGAAGGAGGACUACUUCAAGAAGAUCGAGUGCUUCGACUCCGUGGAGAUCUCCGG
CGUGGAGGACCGGUUCAACGCCUCCCUGGGCACCUACCACGACCUGCUGAAGAUCAUCAAGG
ACAAGGACUUCCUGGACAACGAGGAGAACGAGGACAUCCUGGAGGACAUCGUGCUGACCCUG
ACCCUGUUCGAGGACCGGGAGAUGAUCGAGGAGCGGCUGAAGACCUACGCCCACCUGUUCG
ACGACAAGGUGAUGAAGCAGCUGAAGCGGCGGCGGUACACCGGLCUGGGGLCCGGLUGUCCCG
GAAGCUGAUCAACGGCAUCCGGGACAAGCAGUCCGGCAAGACCAUCCUGGACUUCCUGAAGU
CCGACGGCUUCGCCAACCGGAACUUCAUGCAGCUGAUCCACGACGACUCCCUGACCUUCAAG
GAGGACAUCCAGAAGGCCCAGGUGUCCGGCCAGGGCGACUCCCUGCACGAGCACAUCGCCAA
CCUGGCCGGCUCCCCCGCCAUCAAGAAGGGCAUCCUGCAGACCGUGAAGGUGGUGGACGAG
CUGGUGAAGGUGAUGGGCCGGCACAAGCCCGAGAACAUCGUGAUCGAGAUGGCCCGGGAGA
ACCAGACCACCCAGAAGGGCCAGAAGAACUCCCGGGAGCGGAUGAAGCGGAUCGAGGAGGGC
AUCAAGGAGCUGGGCUCCCAGAUCCUGAAGGAGCACCCCGUGGAGAACACCCAGCUGCAGAA
CGAGAAGCUGUACCUGUACUACCUGCAGAACGGCCGGGACAUGUACGUGGACCAGGAGCUG
GACAUCAACCGGCUGUCCGACUACGACGUGGACCACAUCGUGCCCCAGUCCUUCCUGAAGGA
CGACUCCAUCGACAACAAGGUGCUGACCCGGUCCGACAAGAACCGGGGCAAGUCCGACAACG
UGCCCUCCGAGGAGGUGGUGAAGAAGAUGAAGAACUACUGGCGGCAGCUGCUGAACGCCAAG
CUGAUCACCCAGCGGAAGUUCGACAACCUGACCAAGGCCGAGCGGGGCGGCCUGUCCGAGC
UGGACAAGGCCGGCUUCAUCAAGCGGCAGCUGGUGGAGACCCGGCAGAUCACCAAGCACGU
GGCCCAGAUCCUGGACUCCCGGAUGAACACCAAGUACGACGAGAACGACAAGCUGAUCCGGG
AGGUGAAGGUGAUCACCCUGAAGUCCAAGCUGGUGUCCGACUUCCGGAAGGACUUCCAGUUC
UACAAGGUGCGGGAGAUCAACAACUACCACCACGCCCACGACGCCUACCUGAACGCCGUGGU
GGGCACCGCCCUGAUCAAGAAGUACCCCAAGCUGGAGUCCGAGUUCGUGUACGGCGACUACA
AGGUGUACGACGUGCGGAAGAUGAUCGCCAAGUCCGAGCAGGAGAUCGGCAAGGCCACCGC
CAAGUACUUCUUCUACUCCAACAUCAUGAACUUCUUCAAGACCGAGAUCACCCUGGCCAACGG
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CGAGAUCCGGAAGCGGCCCCUGAUCGAGACCAACGGCGAGACCGGCGAGAUCGUGUGGGAC
AAGGGCCGGGACUUCGCCACCGUGCGGAAGGUGCUGUCCAUGCCCCAGGUGAACAUCGUGA
AGAAGACCGAGGUGCAGACCGGCGGCUUCUCCAAGGAGUCCAUCCUGCCCAAGCGGAACUCC
GACAAGCUGAUCGCCCGGAAGAAGGACUGGGACCCCAAGAAGUACGGCGGCUUCGACUCCCC
CACCGUGGCCUACUCCGUGCUGGUGGUGGCCAAGGUGGAGAAGGGCAAGUCCAAGAAGCUG
AAGUCCGUGAAGGAGCUGCUGGGCAUCACCAUCAUGGAGCGGUCCUCCUUCGAGAAGAACCC
CAUCGACUUCCUGGAGGCCAAGGGCUACAAGGAGGUGAAGAAGGACCUGAUCAUCAAGCUGC
CCAAGUACUCCCUGUUCGAGCUGGAGAACGGCCGGAAGCGGAUGCUGGCCUCCGCCGGCGA
GCUGCAGAAGGGCAACGAGCUGGCCCUGCCCUCCAAGUACGUGAACUUCCUGUACCUGGCCU
CCCACUACGAGAAGCUGAAGGGCUCCCCCGAGGACAACGAGCAGAAGCAGCUGUUCGUGGAG
CAGCACAAGCACUACCUGGACGAGAUCAUCGAGCAGAUCUCCGAGUUCUCCAAGCGGGUGAU
CCUGGCCGACGCCAACCUGGACAAGGUGCUGUCCGCCUACAACAAGCACCGGGACAAGCCCA
UCCGGGAGCAGGCCGAGAACAUCAUCCACCUGUUCACCCUGACCAACCUGGGCGCCceeaee
GCCUUCAAGUACUUCGACACCACCAUCGACCGGAAGCGGUACACCUCCACCAAGGAGGUGCU
GGACGCCACCCUGAUCCACCAGUCCAUCACCGGCCUGUACGAGACCCGGAUCGACcUGUcCCcC
AGCUGGGCGGCGACGGCGGCGGCUCCCCCAAGAAGAAGCGGAAGGUGUGACUAGCACCAGC
CUCAAGAACACCCGAAUGGAGUCUCUAAGCUACAUAAUACCAACUUACACUUUACAAAAUGUU
GUCCCCCAAAAUGUAGCCAUUCGUAUCUGCUCCUAAUAAAAAGAAAGUUUCUUCACAUUCUCU
CGAG

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 (ENSGO00000164344) 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 (ENSMFATO00000002355) 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 genomicas diana correspondientes se proporcionan mas arriba (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 descartd el sobrenadante y las células peletizadas se
volvieron a suspender en medio para colocar hepatocitos (Wiliam’s E Medium
(Invitrogen, N.° de catalogo A1217601) con dexametosona + suplemento de coctel,
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 catdlogo 877272) a una
densidad de 30.000-35.000 células/cavidad para PHH y 40.000-45.000 células/cavidad
para PCH. Se permitid 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 atmosfera de

5% de CO,. Después de la incubacién, se revisaron las células para detectar la
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formacion de monocapas y se las lavd 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, o mediante el uso de una
formulacién de LNP que comprende mARN de Cas9 y ARN guia como se describe con
mayor detalle mas adelante.

1.2.2. Transfeccién de RNP
[00594]Se utilizd transfeccion 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. EI gARN que consiste en
crARN y trARN prehibridados se agregoé a la proteina Spy Cas9 en el amortiguador de
reaccion (OptiMem) para formar un complejo de RNP y el complejo de RNP formado se
incubé 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 um. Se
preparé una mezcla de transfeccion que incluia Lipofectamine RNAIMAX y OptiMem y
se incubd durante al menos 5 minutos. La mezcla de transfeccion se agregé al complejo
de RNP y se incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos, y el agente de
transfeccion (mezcla de transfeccion y complejo de RNP) se agregé 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 solucién de reserva de

142



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 reaccion (20 mM Hepes, 100 mM KCI, 1 mM
MgCl2, 10 % glicerol, DTT 1 mM a pH 7,5) para formar un complejo de RNP y se incubd
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 transfirid a placas recubiertas de colageno (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 formulacion de LNP que contiene sgARN y mARN

de Cas9
[00599]En general, los componentes de nanoparticulas lipidicas se disolvieron en 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 que 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,12Z2)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-
2-((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)metil)propil octadeca-9,12-dienocato 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 relaciéon molar de 50:38:9:3, respectivamente.
Las LNP se formularon con una relacién 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 volumenes de soluciones de ARN y un
volumen de agua. El lipido en etanol se mezclo 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

WO02016010840). Las LNP se mantuvieron durante 1 hora a temperatura ambiente, y
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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 cambié el amortiguador mediante el uso de
columnas de desalacion 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 ym. Los
LNP finales se caracterizaron para determinar la eficiencia de encapsulacién, el indice
de polidispersidad y el tamafo de particula promedio. La LNP final se almacené a 4 °C
0 -80 °C hasta su préximo uso.
1.2.5. Lipofeccion de sgARN y mARN de Cas9
[00601]La lipofeccion de mARN de Cas9 y gARN utilizé formulaciones de lipidos
mezcladas previamente. El reactivo de lipofeccién 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,12Z2)-octadeca-9,12-dienoato),
colesterol, DSPC y PEG2k-DMG en una relacion molar de 50:38:9:3, respectivamente.
Esta mezcla se reconstituyd en 100 % de etanol, luego se mezclé con cargas de ARN
(por ejemplo, mARN 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 sintetizé
quimicamente 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 WO2019/067910, 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 filtracion de flujo
tangencial. Las lipofecciones se llevaron a cabo con 3 % de suero de Macaca
fascicularis y una relacién 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 aspird de las células y la mezcla de medios con 3 % de FBS
y la LNP se agrego6 a los hepatocitos. A las 72 a 96 horas posteriores a la transfeccion,
se recolectd una porcion de las células y se procesd para la secuenciacion de NGS

como se describe en el Ejemplo 1.
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1.3. Aislamiento de ADN genémico
[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 analisis de NGS posterior, como se describe en la presente.

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

de escision en la diana
[00604]Para determinar cuantitativamente la eficacia de la edicién en la ubicaciéon diana
en el genoma, se utilizé 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 amplifico el area gendémica de interés. El disefio de las
secuencias de cebadores se realizdé de la manera estandar en el campo.
[00605]Se llevo a cabo una PCR adicional de acuerdo con los protocolos del fabricante
(llumina) para agregar quimica para secuenciacion. Los amplicones se secuenciaron
en un instrumento Illlumina 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 region diana de interés y se calculd la cantidad de lecturas de tipo silvestre en
comparacion con la cantidad de lecturas que contenian una insercién o eliminacion
("indel").
[00606]EI porcentaje de edicion (por ejemplo, la "eficacia de edicién" o "porcentaje de
edicion") 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 utilizd un ensayo bioquimico (ver, por ejemplo, Cameron et al.,
Nature Methods. 6, 600-606; 2017) para descubrir potenciales sitios gendémicos
secundarios escindidos por Cas9 que se dirige a KLKB1. El ADN gendmico purificado
(gADN) de las células se digirié con ribonucleoproteina (RNP) ensamblada in vitro de
Cas9y sgARN, para inducir la escisidn de ADN en el sitio en la diana y en los potenciales

sitios secundarios con homologia con la secuencia espaciadora de sgARN. Después de
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la digestion 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 y, mediante analisis
bioinformatico, 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]En 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
genomico de alto peso molecular purificado libre del entorno celular y depende de la
dosis de RNP de Cas9 utilizada. En consecuencia, los potenciales sitios secundarios
identificados por estos ensayos pueden validarse mediante el uso de secuenciacion
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 sgARN que tiene potenciales sitios secundarios para la
evaluacion) 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 que
se utilizo.
[00610]Las guias que mostraban la actividad de indel de la diana se analizaron para
detectar potenciales sitios de escision gendmica secundarios con este ensayo. Las
estructuras de reparacion 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 Anadlisis de transcripto mediante PCR cuantitativa
[00611]Se llevé a cabo PCR cuantitativa para evaluar los niveles de transcripto de
KLKB1. Para aislar mARN, se uso el kit Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, N.° de cat.

74106). El procedimiento del RNeasy Mini Kit se complet6é de acuerdo con el protocolo
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del fabricante.

[00612]Se cuantificd el ARN con un Nanodrop 8000 (Thermofisher Scientific, N.° de cat.
ND-8000-GL). El procedimiento de cuantificacion del ARN se completé 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 reaccion se completé
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 gPCR. Se usaron sondas de PCR cuantitativa dirigidas a KLKB7 humana
o0 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 m1), 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 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 utiizé 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 cuantificacién de transcriptos de acuerdo con el
protocolo del fabricante.

[00614]Se proporciond un analisis 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 relacion de cambio de expresion se determind 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 transfeccion y la colocacion en placas (placa de 96 cavidades),
se cambid 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 reemplaz6 con 100 pl 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
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almaceno 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 descongelé 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 yl de medios con un diluyente de ensayo
Sample Diluent NS hasta un volumen total de 50 ul. El procedimiento de ELISA se
completé 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
parametros de la curva estandar. Se determind 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.
1.6.1 Analisis de proteinas de suero mediante ELISA
[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 puncion cardiaca bajo
anestesia con isoflurano. Se recolecto la sangre en tubos separadores de suero y se
coagulé a temperatura ambiente durante 2 horas antes de centrifugarla a 9000 g durante
10 min para separar el suero. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.
[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 dilucién 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 ley6 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
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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 transfeccién, 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 coctel 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 agregdé NaCl (concentracion 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 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 humedo 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 solucion 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
utilizé GAPDH como control de carga (Novus, N.° de cat. NB600502) a 1:2500 en TBST
y se incubd simultaneamente 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
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sistema Licor Odyssey.

1.6.3. Deteccion 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 wuna 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 0 40 pl de un anticuerpo
de captura monoclonal de ratéon 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 pl 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 concentracion
de calicreina junto con un estandar de calicreina humana de una 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 pl 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 lavd
la placa y se agregaron 150 pl de amortiguador de lectura de oro MSD (MesoScale
Discovery, N.° de cat. R92TG) a cada cavidad. Se leyo la placa mediante el uso del
instrumento QuickPlex SQ 120 (MesoScale Discovery). La placa se lavo 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 SensoLyte 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 centrifugd la placa
durante 5mina4 °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 ul de

plasma pretratado se mezclaron con 30 ul de amortiguador de ensayo, 10 pl de activador
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de precalicreina de plasma y 50 ul de sustrato, todo lo cual se incluye en el kit y se
preparo 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 porcion 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 Deteccion 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 deteccién 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
captura monoclonal de ratén para la calicreina (LS-Bio, LS-C38308) a una concentraciéon
de 1ug/ml en PBS durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las cavidades se lavaron y
luego se bloquearon con 150 pl 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 determinacién de la concentracion de
calicreina junto con un estandar de calicreina de NHP de una 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 con 0,05 % de TweenZ20.
[00624]Después del lavado, se agregaron 25 ul de la solucion de anticuerpos de
deteccién y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavo la placa y 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 lavo 3 veces con PBS con 0,05 % de
Tween20 entre las diferentes etapas.

1.8 Ensayo de permeabilidad vascular
[00625]EIl 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 inyeccion de azul de
Evans, un tinte de unién a la albumina, en un animal de prueba, tipicamente un raton.
En condiciones fisioldgicas, el endotelio es impermeable a la albumina, por lo que el

azul de Evans unido a la albumina permanece restringido dentro de los vasos
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sanguineos. En condiciones patoldogicas 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 ratébn huKLKB1, se desarrollé un modelo de permeabilidad
vascular para evaluar el potencial de la edicién de KLKB1 para mitigar los efectos del
exceso de produccion de bradiquinina (Bhattacharjee et al., 2013). Se administré una
KLKB1 modificada dirigida a sgARN 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
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 inyeccion
intravenosa en la cola. Se sacrificaron los animales 15 minutos después de esta
inyeccidn y se evalud la extravasacion de tinte en el colon mediante densidad éptica
(OD) a una absorbancia de 600 nm a través del lector de placas Clariostar (BMG
LabTech). Se recolectaron higado y suero para cuantificar la edicién del gen huKLKB1
y la proteina calicreina, respectivamente.

Ejemplo 2: Cribado y caracterizaciéon guia in 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) y 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 describio
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
SEQID 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
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SEQID sgARN de
dgARN NO sgARN Macaca
humano secuencia guia humana humano fascicularis

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
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
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SEQID sgARN de
dgARN NO sgARN Macaca
humano secuencia guia humana humano fascicularis

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 CUCUCCUAGGCUUCCcCcCUGC 149 NA NA

hepatocitos primarios de Macaca fascicularis (PCH) (N=2).

[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 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

[00629]Los ARN guia de mayor rendimiento y los datos de edicion correspondientes del
Conjunto 2 estan marcados con un asterisco (*) en la Tabla 7A y 7B. Cuando se
compararon, se determind 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
c % de edicion de H edicién edicion de
ID DE GUIA promedio desviacion ID DE GUIA promedi desviacion
estandar o 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
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
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 274 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 57 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
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 CR005965 22,25 0,21
CR005966 8,35 29 CR005966 6,15 0,49
CR005967 19,5 2,55 CR005967 16,7 3,11
CR005968 11,55 2,33 CR005968 11,65 1,91
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 CR005975 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
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* “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
. - , o % de % de
ID DE GUIA % de edicién % de edicién de ID DE GUIA edicion | edicion de
promedio desviacion estandar . desviaciéon
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* 1,5 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
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 0,4
CR005940* 1,2 0,3 CR005940* 1,2 0,3
CR005025 31,3 10,8 CR005025 36,5 ND
CR005941 0,4 0,1 CR005941* 0,3 0,0
CR005942* 1,2 0,6 CR005942* 1,0 0,8
CR005943* 4,0 0,4 CR005943* 3,1 0,0
CR005020 29,5 1,5 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, ediciéon

[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 edicién en PHH y la Tabla 8B y las Figuras 2C-2D en PCH.
[00631]Tabla 8A: Datos de edicion de KLKB1 para sgARN administrados a

hepatocitos primarios humanos Conjuntos 1y 2

CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
L. % de edicion L. % de
. 0, o,
ID DE GUIA % de edicién de desviacion | D DE [ %deedicion | i e
promedio estandar GUIA promedio desviacion
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
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 54
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* 447 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
G012325* 36,2 1,8 G012325* 36,4 3,6
G012296* 35,9 6,2 G012296* 35,4 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 1,5 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 1,5
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
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2

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 04 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

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
ID DE GUIA % de edicion ” ﬂifvdiﬁ:'ﬁs'l,de ID DE GUIA e:ﬁcci'gn ;/; gz:\:::lm
promedio estandar promedio estandar

G000644 35,9 3,5 G000644 374 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 45,4 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
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2
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
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 1,5 G012294* 52,1 0,3
G012295* 6,7 0,1 G012295* 7 0,8
G012296* 51,4 2,1 G012296* 49 3.4
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 1.1 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 1,9
G012311 4 0,1 G012311* 3,6 1,8
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CONJUNTO 1 CONJUNTO 2

G012312* 14,4 0,5 G012312* 14,7 ‘ 03
* “sgARN seleccionado”, un subconjunto de los ARN guia evaluados

2.2. Cribado de sgARN en hepatocitos primarios humanos (PHH), edicion e

inactivacion de proteinas
[00632]Tres lotes de PHH (Hu8296, Hu8300 y Hu8284) se colocaron en placas
individualmente como se describe en el Ejemplo 1 y se incubaron a 37 °C, 5 % de CO2
durante 24 horas antes de la lipofeccion. Se prepard una mezcla de 6,88 ul de sgARN
guia 10 uM y 4,5 pul de 500 ng/ul de mARN de Cas9 en un volumen total de 11,4 ul de
agua. Un reactivo de lipofeccidon como se describe en el Ejemplo 1 se descongeld a
temperatura ambiente. La mezcla de mARN guia/de Cas9 se agregd secuencialmente
con 4,8 yl de citrato de sodio 50 mM/NaCl 200 mM (pH 5), 4,8 ul de reactivo de
lipofeccion y 54 ul de agua de grado molecular, para preparar un volumen total de 75 pl
por muestra. Se preincubé la muestra de lipofeccion con medio, William’s E o medio
Cellartis Power Primary HEP (Takada, N.° de cat. Y20020), que contenia 3 % de FBS o
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 transfeccion 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 analisis de proteinas intracelulares mediante transferencia Western, 72 horas
después de la transfeccién, se aspir6 el medio y se reemplazé con medio Cellartis Power
Primary HEP (Takada, N.° de cat. Y20020). El medio se aspird y se reemplaz6 cada dos
dias. Para las muestras utilizadas para determinar la reduccion de la proteina secretada,
se aspird el medio de las cavidades y se reemplazé con medio fresco que se incubd
durante 24 a 48 horas antes de la recoleccion. El medio se recolectd y se transfirio a
placas de PCR de 96 cavidades y se almacend a -20 °C antes de su uso en los ensayos.
[00635]La Tabla 8C y las Figuras 3A-3B muestran el porcentaje de edicién y los niveles
de proteina KLKB1 secretada en funcién de la transfeccion de tres lotes de PHH. Se
compararon veinte guias en pares de lotes de PHH y se determindé 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
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Lote 1 de PHH - HU8296 Lote 2 de PHH - HU8284 Lote 3 de PHH - HU8300

Frec. Frec. Frec.
ID DE de KLKB1 de KLKB1 de KLKB1
GUIA indel SD secretada SD | indel | SD | secretada | SD | indel | SD | secretada | SD
G012253 0,32 | 0,01 1,54 003 | 063 | 0,06 0,24 000 | 049 | 001 043 0,11

G012254 012 | 0,01 722 033 | 040 | 0,09 0,57 005 | 015 | 0,00 1,61 0,06
G012255 0,02 | 0,00 15,72 0,70 | 022 | 0,02 5,05 026 | 003 | 001 5,33 0,08
G012256 010 | 0,03 9,26 013 | 043 | 0,05 1,57 031 | 011 | 0,00 2,69 0,07
G012257 0,00 | 0,00 22,99 045 | 008 | 0,04 8,75 028 | 0,00 | 0,00 3,71 0,21
G012258 013 | 0,01 4,24 002 | 026 | 0,02 3,89 0,03 | 0,09 | 002 2,76 0,00
G012259 027 | 0,01 218 001 | 055 | 007 1,02 001 | 035 | 001 0,91 0,13
G012260 069 | 0,03 0,07 002 | 073 | 0,03 0,05 001 | 082 | 0,03 -0,50 0,01
G012261 0,06 | 0,00 14,26 0,77 | 038 | 0,03 3,39 011 | 007 | 0,02 384 0,28
G012262 048 | 0,03 1,65 005| 0,74 | 0,04 0,68 009 | 053 | 003 1,40 0,10
G012263 042 | 0,02 248 006 | 067 | 0,03 0,78 002 | 053 | 0,03 0,55 0,16
G012264 032 | 0,02 1,97 002 | 065 | 007 054 003 | 026 | 001 2,02 0,09
G012265 011 | 0,00 6,24 002 | 029 | 0,09 1,36 010 | 011 | 0,01 1,10 0,03
G012266 042 | 001 1,30 002 | 061 | 005 0,87 003 | 045 | 0,02 0,15 0,02
G012267 0,72 | 0,00 023 002 | 0,79 | 0,02 0,14 0,00 | 082 | 0,00 0,52 0,01
G012268 020 | 001 4,78 014 | 044 | 0,01 1,65 006 | 030 | 001 1,05 0,03
G012269 018 | 0,03 4,10 006 | 068 | 0,01 0,52 007 | 025 | 0,00 2,79 0,04
G012270 048 | 001 0,46 002 | 0,77 | 0,02 0,21 0,00 | 067 | 0,06 0,13 0,04
G012271 010 | 0,02 3,16 002 | 058 | 006 0,79 004 | ND | 0,00 0,87 0,05
G012272 012 | 0,02 6,42 009 | 053 | 0,06 1,16 003 | 021 | 001 0,09 0,02
G012273 007 | 001 9,39 003 | 016 | ND 0,82 0,04 | 007 | 0,00 214 0,06
G012274 0,04 | 0,00 15,14 043 | 038 | 0,11 2,73 003 | ND | 0,00 413 0,04
G012275 054 | 0,00 2,35 002 | 075 | 0,03 0,89 0,00 | 062 | 0,02 0,33 0,00
G012276 001 | 0,00 20,54 024 | 0,09 | 000 4,56 018 | 0,03 | 0,00 3,92 0,03
G012277 028 | 0,05 3,39 0,08 | 057 | 0,00 1,61 001 | 022 | 0,03 222 0,01

G012278 022 | 0,01 1,61 003 | 064 | 0,04 0,50 0,00 | 042 | 0,02 -0,08 0,01
G012279 040 | 0,05 2,56 0,08 | 059 | 0,03 1,51 002 | 053 | 003 0,12 0,01
G012280 039 | 0,02 1,34 006 | 055 | 004 0,52 001 ] 044 | 002 0,08 0,00

G012285 024 | 0,00 2,53 001 | 05 | ND 1,23 006 | 026 | 0,00 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 1444 006 | 060 | 0,01 545 006 | 029 | 0,00 241 0,04
G012293 0,00 | 0,00 21,78 026 | 0,00 | 0,00 6,39 002 | 054 | 004 0,21 0,02
G012294 023 | 001 212 016 | 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 | 001 219 001 | 068 | 0,05 0,72 003 | 063 | 001 -0,04 0,00
G012303 040 | 0,03 0,52 002 | 0,70 | 0,05 0,38 000 | 038 | 003 0,04 0,00
G012304 030 | 0,02 0,89 009 | 026 | ND 0,20 001 | 027 | 0,03 1,31 0,06
G012305 038 | 0,03 0,79 007 | 0,73 | 0,03 0,32 001 | 051 | 002 0,04 0,00
G012308 018 | 0,02 1,79 013 | 0,72 | 0,03 0,53 004 | 033 | 001 -0,03 0,01
G012319 026 | 0,00 145 003 | 025 | 0,02 3,62 076 | 032 | 0,03 0,80 0,00
G012320 021 | 0,00 2,24 011 ] 063 | 0,03 0,88 001] 032 | 001 1,17 0,02
G012321 045 | 0,00 049 007 | 0,72 | 0,01 049 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 | 0,00 1,37 068 | 050 | 005 0,27 0,02
G012334 0,10 | 0,00 7,52 018 | 019 | ND 2,86 014 | 006 | 0,02 3,07 0,19
G012335 0,27 | 0,02 3,78 026 | 047 | 0,10 142 0,09 | 042 | 001 0,11 0,02
G009321

(HOX9) 010 | 0,03 19,59 1,30 | 030 | 032 6,57 0,00 | 037 | 0,03 3,80 0,11
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 transfeccién y se llevo a cabo el analisis de NGS como se describe en el Ejemplo 1.
[00637]Se determind el porcentaje de edicidon 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 9Ay las
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Figuras 4A-4B.

Tabla 9A. Datos de edicion de KLKB1 en hepatocitos primarios humanos

Conjunto 1 Conjunto 2
ID de guia % de edicién SD N ID de guia % de edicion 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
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 1,4 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
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Conjunto 1 Conjunto 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 cantidades
crecientes de muestra de lipofeccidn preparada para evaluar un efecto de respuesta a
la dosis. Las células se lisaron 72 horas después de la transfeccion y se llevé a cabo el
analisis 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 amplificacién y deteccién de indeles. El
porcentaje de edicion 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 estan 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 edicion SD N
G013923 43 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 34 0,1 2 3.1 0,6 2
G012327 1,4 0,1 2 1,5 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




Conjunto 1 Conjunto 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 21 1,1 2 2,3 0,5 2
G013876* 234 1,3 2 21,4 3,3 2
G013921 41 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 41 1,6 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 3,7 23 2
G013920 2 2 2 2,9 1,4 2
G013889* 29,4 2,1 2 314 0,5 2
G013938* 24,9 21 2 24,2 0,6 2
G012329* 12,4 2,1 2 11,4 0,5 2
G012315 41 21 2 ND ND 2
G013927 4 21 2 5,2 0,3 2
G013918 2,3 2,1 2 2 1,6 2
G013935 41 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 5,5 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 47 2 6 3,2 2
G013896* 11,5 5 2 10,3 3,8 2
G013907* 36,1 5,5 2 36,2 57 2
G012320 8,9 5,7 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 5,7 ND 2 6 2,1 2
G013908 1,8 ND 2 3,6 1,3 2
G013911 1,8 ND 2 3,4 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
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Conjunto 1 Conjunto 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
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 incubacion, las muestras de lipofeccidon 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 analisis 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

. Concentracion 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

G012253 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 33 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

Go12267 30 0,89 0,01 0.30 0,00
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i Concentracion de Frec. de indel KLKB1 secretada

ID DE GUIA guia (nM) promedio SD promedio SD
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

G012279 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

G012280 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

6012293 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

90 0.48 0.14 9.30 0.60

30 0.52 0.00 6.20 0.10

G012298 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

6012303 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

90 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

Go12321 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

(012323 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 edicion de KLKB1 y niveles de proteina KLKB1

secretada en PCH
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Media de Media de
Concentracion 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

90 113 0,02 0.70 0.01

30 0.81 0.12 0.69 0.01

G012259 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 0.13 0.56 0.06
0.4 11,51 1.03 0.01 0.00

90 128 0.10 0.67 0.02

30 0.98 0.07 0.67 0.00

Go12267 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

G012278 10 3.16 0.19 0.30 0.05
0.4 12,08 114 0,00 0,00

90 9.88 125 0.00 0.00

30 9.44 107 0.00 0.00

G012279 10 12.49 0.14 0,00 0,00
0.4 12.12 0.25 0.00 0.00

90 432 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 11,69 113 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 15.19 113 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

S 10 24.81 2.89 ND ND
0.4 23.59 3.91 ND ND

90 18.34 4.33 0,16 0,06

30 16.05 4.43 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 5,75 1.35 0.52 0.04

30 6.14 0.68 0.54 0.01

G012304 10 17.23 175 0.21 0.04
0.4 24.90 0.95 0.00 0.00

90 19.27 4.43 0.07 0.02

30 18.57 3.56 0.11 0.01

G012305 10 22.11 2.31 0.02 0.00
0.4 27.30 117 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 4,95 125 ND ND

30 5.96 0.07 ND ND

G012321 10 10,71 0.16 ND ND
0.4 23.83 178 ND ND

90 9,93 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
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[00644]Se demostré 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 describio en el Ejemplo 1. Los LNP finales se
caracterizaron para determinar la eficiencia de encapsulaciéon, el indice de
polidispersidad y el tamario de particula promedio de acuerdo con los métodos 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
analisis 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
DDE | SO% | 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
G012259 3,58 0,85 0,02 -1,00 0,06 0,80 0,00 -0,71 0,70
1,19 0,79 0,01 -0,28 0,04 0,44 0,04 8,93 0,23
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PHH PCH
Media
DDE | SO%C | Media Media de de Media de
GUIA (M) de frec. SD KLKB1 SD frec. SD KLKB1 SD
de indel secretada de secretada
indel

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

3,58 0,94 0,00 -1,59 0,05 0,82 0,02 -1,41 0,16

G012278 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

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

G012303 3,58 0,93 0,01 -1,28 0,15 0,40 0,02 8,20 0,71
1,19 0,90 0,01 -0,60 0,18 0,08 0,01 26,23 0,95
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PHH PCH
Media
DDE | SO%C | Media Media de de Media de
GUIA (nM) de frec. SD KLKB1 SD frec. SD KLKB1 SD
de indel secretada de secretada
indel

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

3,58 0,88 0,02 -0,77 0,27 0,60 0,07 -0,18 0,32

G012308 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

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.
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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 transfeccion y
los extractos de células enteras se sometieron a analisis 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
dirigidas a KLKB1 in vitro

PHH PCH
ID DE Conc’. Media Media de Conc'. Media Media de
GUIA de guia | de _frec. KLKB1 de guia | de _frec. KLKB1
(nM) deindel | SD secretada SD (nM) de indel | 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 analisis 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
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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 gendmicos 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 escisién genémica
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 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 escisidon gendémica secundaria contra el ADN gendmico 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
genomico 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 comparacién
con la cantidad de sitios secundarios indicados en la literatura para la guia de EMX1 y
la guia de VEGFA.

Tabla 14A. Analisis bioquimico secundario con ADN genémico de células HEK293

ID de guia Diana Concer)tracién de Sitios_
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. Analisis bioquimico secundario con ADN genémico de PBMC humanas
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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. Secuenciacidn 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 utilizé para evaluar la actividad de indel de la diana para los potenciales sitios
secundarios asociados con estas guias. Los sitios secundarios 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]ENn 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 evaluacion) como se describe en el Ejemplo 1. El ADN gendémico se aislé del PHH y
se sometié a NGS y analisis secundarios dirigidos como se describe en el Ejemplo 1.
[00657]ElI numero 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 inspeccion manual como se muestran en la Tabla
15A.

Tabla 15. Analisis secundario dirigido

ID de Sltlos_ Sltlos_ Sitios secundarios
guia secundarios secund_arlos 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 ratéon
Hu KLKB1

[00658]En este estudio se utilizaron ratones humanizados que expresan la proteina
KLKB1 humana (modelo de raton Hu KLKB1). El modelo de raton Hu KLKB1 comprende
un locus de KLKB1 humanizada en el que la region desde el codon de inicio hasta el
codon de terminacion de la KLKB1 de raton se reemplazé con la secuencia genomica
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).
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[00659] Las LNP que contenian sgARN modificados (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 recolecto 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 extraccién de ADN de Zymo Research de acuerdo con el protocolo del fabricante.
El ADN extraido se sometio a PCR para enviarse a secuenciacion.

[00660]Se recolectd 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 edicidn observada en los ratones tratados se muestra en la Figura 8A y la
Tabla 16A.

Tabla 16A. Edicion in vivo de datos en el modelo de raton Hu KLKB1

Guia % de SD de N
edicién 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 ratéon Hu

KLKB1

Dosis Después

(mpk) Antes de SD dela 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 electroquimioluminiscencia (MSD) como se

describe en el Ejemplo 1 y se compararon con los niveles iniciales. Los resultados se
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muestran en la Tabla 17 y la Figura 8C.

Tabla 17. Nivel de proteina KLKB1 in vivo

Dosis o

(mpk) Antes de Después o dsi;(rlg en
Guia la dosis SD de la dosis SD N
G12260 0,3 10,44 0,43 6,84 0,09 38 4
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 confirmd mediante analisis de transferencia Western
como se describe en el Ejemplo 1.

Tabla 18. Resultados de gPCR

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 ratén Hu KLKB1

[00665]EnN 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 mMARN 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
secuenciacion 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
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porcentaje de edicidn hepatica al porcentaje de proteina precalicreina, respectivamente.
Se evaluaron las guias G012323 y G012253; sin embargo, no se detecté 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

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 TS 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 9,563 49
Animal 2 21,0 9,88 51
6012304 Animal 3 29,3 7,94 Y
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
G012259 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
0.3 | ©O12278 I\ inal3 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
6012280 Animal 3 4,8 20,46 105
Animal 4 8,9 17,34 89
Animal 5 9,7 16,11 83
Media 15,9 15,4 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
G012298  I"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 edicion del gen KLKB1 en el modelo
de ratéon Hu KLKB1

[00668]EN este estudio se usaron ratones humanizados descritos en el Ejemplo 6 y se

176



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
que 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.
El tejido hepatico se procesd como se describe en el Ejemplo 6 para la secuenciaciéon
de ADN. Se proceso 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 analisis de ARN, el tejido hepatico se lisé 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 cuantificé 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 uso6 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 llevo a cabo de acuerdo con las especificaciones del fabricante, se ajusto
al volumen de reaccion adecuado y se utilizaron las sondas Hu KLKB1 y Ms PPIB
especificadas anteriormente. Se utiizd 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 cuantificaciéon de transcriptos de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

[00672]Se cuantificd 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 reduccién de
la proteina precalicreina humana secretada total para las células tratadas con reactivos
KLKB1 se determindé 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 y los niveles de transcripcion de mARN como un porcentaje de los

animales tratados con el control del vehiculo de TSS.
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Tabla 20 Porcentaje de edicion, mMARN de KLKB1 (% del nivel inicial) y niveles de
proteina precalicreina en suero (% del nivel inicial) en el modelo de ratéon Hu
KLKB1

. %de | tede | %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
TS 0 Animal 3 0,1 76,0 1005 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 78,9 69,3 138
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 1.4
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

0.3 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 volumenes especificos para el peso corporal individual.

[00675]Las LNP que contenian una KLKB1 modificada dirigida a sgARN (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 funcién 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 recolecté sangre y se procesoé

como se describe en el Ejemplo 6, y se midio la precalicreina humana secretada a través

178



de un ELISA, que detecta precalicreina y calicreina (también denominada calicreina
total), como se describe en el Ejemplo 1.

[00677]EIl ensayo de fuga vascular se llevé a cabo como se describe en el Ejemplo 1.
En la necropsia, se recolecté tejido hepatico y se extrajo el ADN como se describe en el
Ejemplo 6 para medir la edicion de KLKB1. Para la cuantificacion del tinte en el modelo
de fuga vascular, se recolectoé y procesoé tejido de colon como se describe en el Ejemplo
1.

[00678]Los resultados para el porcentaje de edicion, 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 edicidn, niveles de proteina KLKB1 y fuga vascular en
ratones huKLKB1

Dosis % de Pr:ﬁaslll::;:e;na Colon

(mgl/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 realizé 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 mARN de Cas9 o un
MARN no dirigido se dosifico a través de la vena lateral de la cola a 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. 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 duracion 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 expresién de la proteina calicreina total, y los niveles de actividad de calicreina total
en Macaca fascicularis luego de la administracién 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 realizd 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,
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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 midid
mediante NGS. La actividad de calicreina total y el nivel de proteina de calicreina en
suero se midieron como se describe en el Ejemplo 1.

[00681] El estudio mostré 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, o mas,
una respuesta solida que supera la actividad objetivo mostrada. para lograr un impacto
terapéuticamente significativo en las tasas de ataque de HAE (60 % de reduccion 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 reduccién 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 circulacién 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 3,2 15,9 11 53 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
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TSS (n=3) 1,5 mpk (n=3) 3 mpk (n=3) 6 mpk (n=3)

56 111 16 30,1 8,8 15,4 6 58 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
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 29 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 3,1
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 encontré un
impacto observado en los biomarcadores de la via de coagulacidn con la inactivacion
de KLKB1 en NHP en las semanas 10 o 15 (en funcién de la medicion de protrombina,
APTT vy fibrindgeno (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 repitid el estudio NHP para evaluar la expresién 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 funcién 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 (n=3)
. . Desv. . Desv.
Dia Media Est. Media Est.
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TSS (n=3) 3 mpk (n=3)
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
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 12,6 411 6,2
134 104,2 12 49,7 5,5
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, 8 y 41;
b. una secuencia guia que comprende al menos 17, 18, 19 o 20 nucleétidos

contiguos de una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 15,8y 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 nucledtidos de SEQ ID NO: 202.
3. El ARN guia de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el ARN guia

comprende ademas una secuencia de nucleotidos seleccionada de SEQ ID NO: 170,
171, 172 y 173, en donde la secuencia de SEQ ID NO: 170, 171, 172, 0173 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 reivindicacion 5, en donde la modificacion
comprende una modificacién del extremo 5’.

7. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacién 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 nucledtidos.

11. El ARN guia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde
la modificacion comprende un nucleétido 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 nucleétidos de SEQ ID NO: 405.

14. 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: 173.
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15. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacion 14, modificado de acuerdo con el
patron 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 patron 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 nucleétido 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*
UUGCGUAUGGGACACAAGUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMG
MGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*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 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 e ARN guia se modifica de acuerdo con
mU*mA*mC*CCGGGAGUUGACUUUGGGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMAmMAmMAmMU
MAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmUmMUMGmMAmMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGMUMCMGmMGMUmMGMCmU*mU*mU*mU,
en donde “mA,” “mC,” “mU,” o0 “mG” denotan un nucledtido que se ha modificado con 2’-
O-Me, un * denota un enlace de fosforotioato y N es un nucledétido natural.

23. El ARN guia de acuerdo con la reivindicacién 19, en donde la secuencia guia es
SEQ ID NO: 41 y el ARN guia se modifica de acuerdo con
mU*mA*mU*UAUCAAAUCACAUUACCGUUUUAGAMGMCmUMAMGmMAmMAMAMUmM
AmGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUMUMGMAMAmMAmMAmM
AmMGMUMGMGMCmMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*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 nucledétido natural.

24. Una composicion que comprende un ARN guia de acuerdo con cualquiera de las
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reivindicaciones 1-23.

25. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 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 reivindicaciéon 25, en donde el acido nucleico
que codifica un agente de fijacién a ADN guiado por ARN comprende un mARN que
comprende un marco de lectura abierto (ORF) que codifica un agente de fijacién a ADN
guiado por ARN.

27. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 25 o 26, en donde el agente de
fijacion a ADN guiado por ARN es Cas9.

28. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 27, en donde la Cas9 es S.
pyogenes Cas9.

29. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26-28, en
donde el ORF es un ORF modificado.

30. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-29, que
comprende ademas un excipiente farmacéutico.

31. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24-30, en
donde el ARN guia esta asociado con una nanoparticula lipidica (LNP).

32. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 31, en donde la LNP comprende
un lipido catiénico.

33. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 32, en donde el lipido catidnico
es (9Z,122)-3-((4,4-bis(octiloxi)butanaoil)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.

34. La composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 31-33, en
donde la LNP comprende (92,12Z)-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.

35. Una composicion 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 composicién farmacéutica que comprende o utiliza un ARN guia de acuerdo

con cualquiera de las reivindicaciones 1-23 o la composicion de acuerdo con cualquiera
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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 KLKB1
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 composicion 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 composicion de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 24-34 para tratar o prevenir el angioedema asociado con HAE,
la produccién y acumulacién de bradiquinina, la hinchazén inducida por bradiquinina, la
obstruccién 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 composicion 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 expresién 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 composicién 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 sujeto

comprende reducir la frecuencia y/o la gravedad de los ataques de HAE.
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47. Un método para tratar o prevenir el angioedema asociado con HAE, la
produccion y acumulacién de bradiquinina, la hinchazén 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 acumulacién
de bradiquinina, la hinchazén 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
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, reducir la actividad de calicreina total en plasma
en un sujeto.

49. El método de acuerdo con la reivindicacion 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 o
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 KLKB1. Se proporcionan composiciones y métodos

para tratar sujetos que tienen angioedema hereditario (HAE).
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