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DESCRIPCIÓN 

Variantes de Cas para edición génica 

APOYO DEL GOBIERNO 

La presente invención se hizo con el apoyo del gobierno de EE. UU. con la subvención HR0011-11-2-0003 
concedida por la Agencia de Proyectos de Investigación Avanzada de Defensa (DARPA), subvención GM095501 5 
concedida por los Institutos Nacionales de Salud (NIH), y subvención N66001-12-C-4207 concedida por el Centro de 
Sistemas de Guerra Naval y Espacial (SPAWAR). El gobierno tiene ciertos derechos en la presente invención. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

La edición dirigida de secuencias de ácidos nucleicos, por ejemplo, la introducción de una modificación específica en 
ADN genómico, es un enfoque muy prometedor para el estudio de la función génica y también tiene el potencial de 10 
proporcionar nuevas terapias para enfermedades genéticas humanas.1 Una tecnología ideal de edición de ácidos 
nucleicos posee tres características: (1) alta eficiencia de instalación de la modificación deseada; (2) actividad 
inespecífica mínima; y (3) la capacidad de ser programada para editar con precisión cualquier sitio en un ácido 
nucleico dado, por ejemplo, cualquier sitio dentro del genoma humano.2 Las actuales herramientas de ingeniería del 
genoma, que incluyen nucleasas de dedos de cinc modificadas (ZFNs),3 nucleasas efectoras de tipo activador de la 15 
transcripción (TALENs),4 y lo más recientemente, la ADN endonucleasa guiada por ARN Cas95, efectúan la escisión 
de ADN específica de secuencia en un genoma. Esta escisión programable puede dar como resultado la mutación 
del ADN en el sitio de escisión mediante unión de extremos no homólogos (NHEJ) o sustitución del ADN que rodea 
el sitio de escisión mediante reparación dirigida por homología (HDR).6,7 

Un inconveniente de las tecnologías actuales es que tanto NHEJ como HDR son procesos estocásticos que 20 
normalmente dan como resultado modestas eficiencias de la edición génica, así como alteraciones génicas no 
deseadas, que pueden competir con la alteración deseada.8 Puesto que muchas enfermedades genéticas, en 
principio, se pueden tratar efectuando un cambio de nucleótidos específicos en una localización específica en el 
genoma (por ejemplo, un cambio de C a T en un codón específico de un gen asociado a una enfermedad),9 el 
desarrollo de una forma programable para lograr dicha edición génica con precisión representaría tanto una 25 
herramienta de investigación nueva poderosa, además de un posible nuevo enfoque de los agentes terapéuticos 
humanos basados en edición génica. 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

El sistema de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) es un sistema 
inmunitario adaptativo procariota10 recientemente descubierto que ha sido modificado para permitir la ingeniería del 30 
genoma robusta y general en una variedad de organismos y líneas celulares.11 Los sistemas CRISPR-Cas 
(asociados a CRISPR) son complejos de proteína-ARN que usan una molécula de ARN (ARNgu) como guía para 
confinar el complejo a una secuencia de ADN diana mediante apareamiento de bases.12 En los sistemas naturales, 
una proteína Cas actúa entonces de endonucleasa para escindir la secuencia de ADN dirigida.13 La secuencia de 
ADN dirigida debe ser tanto complementaria al ARNgu, como también contener un dinucleótido de "motivo 35 
adyacente de protoespaciador" (PAM) en el extremo 3' de la región complementaria con el fin de que el sistema 
funcione (Figura 1).14 Entre las proteínas Cas conocidas, Cas9 de S. pyogenes ha sido generalmente ampliamente 
usada como una herramienta para ingeniería del genoma.15 Esta proteína Cas9 es una proteína multi-dominio 
grande que contiene dos dominios de nucleasa distintos. Se pueden introducir mutaciones puntuales en Cas9 para 
suprimir la actividad de nucleasa, dando como resultado una Cas9 muerta (dCas9) que todavía retiene su capacidad 40 
de unirse a ADN en un modo programado por ARNgu.16 En principio, cuando se fusiona con otra proteína o dominio, 
dCas9 puede dirigir esa proteína a prácticamente cualquier secuencia de ADN simplemente por co-expresión con un 
ARNgu apropiado. 

El potencial del complejo de dCas9 para fines de ingeniería del genoma es inmenso. Su capacidad única para llevar 
proteínas a sitios específicos en un genoma programado por el ARNgu en teoría se puede desarrollar en una 45 
variedad de herramientas de ingeniería del genoma específicas de sitio más allá de las nucleasas, que incluyen 
activadores transcripcionales, represores transcripcionales, proteínas modificadoras de histonas, integrasas y 
recombinasas.11 Algunas de estas posibles aplicaciones se han implementado recientemente mediante fusiones de 
dCas9 con activadores transcripcionales para proporcionar activadores transcripcionales guiados por ARN,17,18 
represores transcripcionales,16,19,20 y enzimas de modificación de cromatina.21 La simple co-expresión de estas 50 
fusiones con una variedad de ARNgu da como resultado la expresión específica de los genes diana. Estos estudios 
seminales han sentado las bases para el diseño y la construcción de efectores específicos de secuencia fácilmente 
programables para la precisa manipulación de genomas. 

Significativamente, el 80-90 % de las mutaciones de proteína responsables de la enfermedad humana surgen de la 
sustitución, deleción o inserción de solo un único nucleótido.6 Sin embargo, hasta ahora no se ha desarrollado 55 
ninguna herramienta de ingeniería del genoma que permita la manipulación de un único nucleótido de una manera 
general y directa. Las actuales estrategias para la corrección de genes de bases individuales incluyen nucleasas 
manipuladas (que se basan en la creación de roturas de cadena doble, DSBs, seguido por reparación dirigida por 
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homología, HDR, ineficiente estocástica) y oligonucleótidos quiméricos de ADN-ARN.22 La última estrategia implica 
el diseño de una secuencia de ARN/ADN para aparear bases con una secuencia específica en ADN genómico, 
excepto en el nucleótido a editar. El desapareamiento resultante es reconocido por el sistema de reparación 
endógeno de células y reparado, conduciendo a un cambio en la secuencia de cualquiera de la quimera o el 
genoma. Ambas de estas estrategias padecen bajas eficiencias de edición génica y alteraciones génicas no 5 
deseadas, ya que se someten a tanto la estocasticidad de HDR como a la competición entre HDR y unión de 
extremos no homólogos, NHEJ.23-25 Las eficiencias de HDR varían según la localización del gen diana dentro del 
genoma,26 el estado del ciclo celular,27 y el tipo de célula/tejido.28 El desarrollo de una forma programable directa 
para instalar un tipo específico de modificación de base en una localización precisa en el ADN genómico con 
eficiencia de tipo enzima y sin estocasticidad representaría, por tanto, un enfoque nuevo y poderoso a las 10 
herramientas de investigación basadas en edición génica y agentes terapéuticos humanos. 

Algunos aspectos de la presente divulgación proporcionan estrategias, sistemas, reactivos, métodos y kits que son 
útiles para la edición de ácidos nucleicos dirigidos, que incluyen editar un único sitio dentro del genoma de un sujeto, 
por ejemplo, el genoma humano. Se proporcionan proteínas de fusión de Cas9 y enzimas de edición de ácidos 
nucleicos o dominios de enzima, por ejemplo, dominios de desaminasa. Se proporcionan métodos de edición de 15 
ácidos nucleicos dirigidos. Se proporcionan reactivos y kits para la generación de proteínas de edición de ácidos 
nucleicos dirigidos, por ejemplo, proteínas de fusión de Cas9 y enzimas o dominios que editan ácidos nucleicos. 

En un primer aspecto, la presente invención proporciona una proteína de fusión que comprende (i) un dominio de 
Cas9 de nucleasa inactiva; y (ii) un dominio de desaminasa. En algunas realizaciones, la desaminasa es una citidina 
desaminasa. En algunas realizaciones, la desaminasa es una desaminasa de la familia del complejo de edición de 20 
ARNm de apolipoproteína B (APOBEC). En algunas realizaciones, la desaminasa es una desaminasa de la familia 
APOBEC 1. En algunas realizaciones, la desaminasa es una citidina desaminasa inducida por activación (AID). En 
algunas realizaciones, la desaminasa es una ACF1/ASE desaminasa. En algunas realizaciones, la desaminasa es 
una adenosina desaminasa. En algunas realizaciones, la desaminasa es una desaminasa de la familia ADAT. En 
algunas realizaciones, el dominio de edición de ácidos nucleicos se fusiona con el extremo N del dominio de Cas9. 25 
En algunas realizaciones, el dominio de edición de ácidos nucleicos se fusiona con el extremo C del dominio de 
Cas9. En algunas realizaciones, el dominio de Cas9 y el dominio de edición de ácidos nucleicos se fusionan por un 
conector. En algunas realizaciones, el conector comprende un motivo (GGGGS)n (SEQ ID NO: 91), (G)n, (EAAAK)n 
(SEQ ID NO: 5), (GGS)n, SGSETPGTSESATPES (SEQ ID NO: 93) (véase, por ejemplo, Guilinger JP, Thompson 
DB, Liu DR. Fusion of catalytically inactive Cas9 to FokI nuclease improves the specificity of genome modification. 30 
Nat. Biotechnol. 2014; 32(6): 577-82), o un motivo (XP)n, o una combinación de cualquiera de estos, en donde n es 
independientemente un número entero entre 1 y 30. 

En un segundo aspecto, la invención proporciona una proteína de fusión según el primer aspecto de la invención, 
para su uso en medicina. 

En un tercer aspecto, la invención proporciona un método in vitro o ex vivo de edición de ADN, comprendiendo el 35 
método poner en contacto una molécula de ADN con (a) una proteína de fusión según el primer aspecto de la 
invención; y (b) un ARN guía único (ARNgu) que dirige la proteína de fusión de (a) a una secuencia de nucleótidos 
diana de la molécula de ADN; en donde la molécula de ADN se pone en contacto con la proteína de fusión y el 
ARNgu en una cantidad eficaz y en condiciones adecuadas para la desaminación de una base nucleotídica de la 
molécula de ADN. En algunas realizaciones, la secuencia de ADN diana comprende una secuencia asociada a una 40 
enfermedad o trastorno, y en donde la desaminación de la base nucleotídica da como resultado una secuencia que 
no se asocia a una enfermedad o trastorno. En algunas realizaciones, la secuencia de ADN comprende una 
mutación puntual T>C o A>G asociada a una enfermedad o trastorno, y en donde la desaminación de la base C o G 
mutante da como resultado una secuencia que no se asocia a una enfermedad o trastorno. En algunas 
realizaciones, la desaminación corrige una mutación puntual en la secuencia asociada a la enfermedad o trastorno. 45 
En algunas realizaciones, la secuencia asociada a la enfermedad o trastorno codifica una proteína, y en donde la 
desaminación introduce un codón de terminación en la secuencia asociada a la enfermedad o trastorno, dando como 
resultado una truncación de la proteína codificada. En algunas realizaciones, la desaminación corrige una mutación 
puntual en el gen PI3KCA, corrigiendo así una mutación H1047R y/o A3140G. En algunas realizaciones, la 
enfermedad o trastorno es una enfermedad asociada a una mutación puntual, o una mutación de una base 50 
individual, en el genoma. En algunas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad genética, un cáncer, una 
enfermedad metabólica, o una enfermedad de almacenamiento lisosómico. 

En un cuarto aspecto, la invención proporciona la proteína de fusión del primer aspecto de la invención para su uso 
en un método de tratamiento de una enfermedad o trastorno, comprendiendo el método poner en contacto una 
molécula de ADN con  55 

(a) la proteína de fusión; y 

(b) un ARNgu que dirige la proteína de fusión de (a) a una secuencia de ADN diana de la molécula de ADN; en 
donde la molécula de ADN se pone en contacto con la proteína de fusión y el ARNgu en una cantidad eficaz y 
en condiciones adecuadas para la desaminación de una base nucleotídica de la molécula de ADN, 
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en donde la secuencia de ADN diana comprende una secuencia asociada a una enfermedad o trastorno, la 
desaminación de la base nucleotídica da como resultado una secuencia que no se asocia a una enfermedad o 
trastorno, y en donde el contacto es in vivo en un sujeto susceptible a tener, que tiene, o diagnosticado con una 
enfermedad o trastorno. En algunas realizaciones, la secuencia de ADN comprende una mutación puntual T>C o 
A>G asociada a una enfermedad o trastorno, y en donde la desaminación de la base C o G mutante da como 5 
resultado una secuencia que no se asocia a una enfermedad o trastorno. En algunas realizaciones, la desaminación 
corrige una mutación puntual en la secuencia asociada a la enfermedad o trastorno. En algunas realizaciones, la 
secuencia asociada a la enfermedad o trastorno codifica una proteína, y en donde la desaminación introduce un 
codón de terminación en la secuencia asociada a la enfermedad o trastorno, dando como resultado una truncación 
de la proteína codificada. En algunas realizaciones, la desaminación corrige una mutación puntual en el gen 10 
PI3KCA, corrigiendo así una mutación H1047R y/o A3140G. En algunas realizaciones, la enfermedad o trastorno es 
una enfermedad asociada a una mutación puntual, o una mutación de una base individual, en el genoma. En 
algunas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad genética, un cáncer, una enfermedad metabólica, o una 
enfermedad de almacenamiento lisosómico. 

Algunos aspectos de la presente divulgación proporcionan una construcción indicadora para detectar actividad de 15 
edición de ácidos nucleicos de una proteína de fusión de Cas9: dominio de edición de ADN. La construcción puede 
comprender (a) un gen indicador que comprende un sitio diana para la proteína de edición de ADN de Cas9, en 
donde la edición dirigida de ADN da como resultado un aumento en la expresión del gen indicador; y (b) una 
secuencia promotora que controla la expresión del gen indicador. La construcción puede comprender además (c) 
una secuencia que codifica un ARNgu que dirige la proteína de edición de ADN de Cas9 al sitio diana del gen 20 
indicador, en donde la expresión del ARNgu es independiente de la expresión del gen indicador. El sitio diana del 
gen indicador comprende un codón de terminación prematuro, y en donde la edición dirigida de ADN de la cadena 
molde por la proteína de edición de ADN de Cas9 da como resultado una conversión del codón de terminación 
prematuro en un codón que codifica un resto de aminoácido. El gen indicador puede codificar una luciferasa, una 
proteína fluorescente, o un marcador de resistencia a antibióticos. 25 

Algunos aspectos de la presente divulgación proporcionan kits que comprenden una construcción de ácidos 
nucleicos que comprende una secuencia que codifica una secuencia de Cas9 inactiva en nucleasa, una secuencia 
que comprende un sitio de clonación situado para permitir la clonación de una secuencia que codifica una enzima de 
edición de ácidos nucleicos o dominio de enzima en marco con la secuencia codificante de Cas9, y, opcionalmente, 
una secuencia que codifica un conector situado entre la secuencia codificante de Cas9 y el sitio de clonación. 30 
Además, el kit puede comprender reactivos, tampones, y/o instrucciones adecuados para la clonación en marco de 
una secuencia que codifica una enzima de edición de ácidos nucleicos o dominio de enzima en la construcción de 
ácidos nucleicos para generar una proteína de fusión de edición de ácidos nucleicos de Cas9. La secuencia que 
comprende el sitio de clonación puede ser el extremo N de la secuencia de Cas9. La secuencia que comprende el 
sitio de clonación puede ser el extremo C de la secuencia de Cas9. El conector codificado puede comprender un 35 
motivo (GGGGS)n (SEQ ID NO: 91), (G)n, (EAAAK)n(SEQ ID NO: 5), (GGS)n, SGSETPGTSESATPES 
(SEQ ID NO: 93) (véase, por ejemplo, Guilinger JP, Thompson DB, Liu DR. Fusion of catalytically inactive Cas9 to 
FokI nuclease improves the specificity of genome modification. Nat. Biotechnol. 2014; 32(6): 577-82, o un motivo 
(XP)n, o una combinación de cualquiera de estos, en donde n es independientemente un número entero entre 1 y 30. 

Algunos aspectos de la presente divulgación proporcionan kits que comprenden una proteína de fusión que 40 
comprende un dominio de Cas9 de nucleasa inactiva y un enzima de edición de ácidos nucleicos o dominio de 
enzima, y, opcionalmente, un conector situado entre el dominio de Cas9 y la enzima de edición de ácidos nucleicos 
o dominio de enzima. Además, el kit puede comprender reactivos, tampones y/o instrucciones adecuados para usar 
la proteína de fusión, por ejemplo, para edición in vitro o in vivo de ADN o ARN. El kit puede comprender 
instrucciones referentes al diseño y uso de ARNgu adecuadas para la edición dirigida de una secuencia de ácidos 45 
nucleicos. 

El sumario anterior se indica para ilustrar, de una manera no limitante, algunas de las realizaciones, ventajas, 
características y usos de la tecnología desvelada en el presente documento. Otras realizaciones, ventajas, 
características y usos de la tecnología desvelada en el presente documento serán evidentes a partir de la 
descripción detallada, los dibujos, los ejemplos y las reivindicaciones. 50 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

Figura 1. El complejo de Cas9/ARNgu-ADN. El extremo 3' del ARNgu forma un complejo de ribonucleoproteína 
con la nucleasa Cas9, mientras que el extremo 5' de 20 nt del ARNgu reconoce su extensión complementaria 
de ADN. La unión de ADN requiere la secuencia 5' de PAM de 3 nt para el ADN diana. En el caso de wtCas9, 
ocurre la escisión de ADN de cadena doble 3 nt desde PAM para producir extremos romos (mostrados por las 55 
flechas). Se debe observar que el tamaño de la burbuja es desconocido. 

Figura 2. Estructura cristalina del dominio catalítico de APOBEC3G (PDB ID 3E1U). La estructura secundaria 
de núcleo, que se cree que está conservada entre toda la familia, consiste en una lámina β de cinco cadenas 
(flechas) flanqueada por seis hélices α. Se cree que el bucle de centro activo (bucle de sitio activo) es 
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responsable de determinar la especificidad de desaminación. El Zn2+ responsable de la actividad catalítica se 
muestra como una esfera. Las secuencias corresponden, de arriba a abajo, a SEQ ID NOs: 97-98. 

Figura 3. Diseño de ensayo indicador basado en luciferasa. Se variará el ARNgu para dirigir numerosas 
secuencias que corresponden a regiones antes de y que incluyen el gen luciferasa para dirigir el codón de 
iniciación mutado (resto C subrayado). Se añadirá una región "tampón" entre el codón de iniciación y el gen 5 
luciferasa para incluir codones de solo A y T (mostrados como (ZZZ)x). Se indica la secuencia de Shine-
Dalgarno. En algunas realizaciones, es preferible mantener todos los C apareados con bases para prevenir 
efectos inespecíficos. 

Figura 4. Ensayo de desaminasa. Las secuencias correspondes, de arriba a abajo, a SEQ ID NOs: 99-105. 

Figura 5. Gel de SDS-PAGE de ADNbc editado por proteínas de fusión Cas9-APOBEC1. 10 

DEFINICIONES 

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones, las formas en singular "un", "una", "el" y "la" 
incluyen la referencia al singular y al plural, a menos que el contexto indique claramente de otro modo. Así, por 
ejemplo, una referencia a "un agente" incluye un único agente y una pluralidad de dichos agentes. 

El término "Cas9" o "nucleasa Cas9" se refiere a una nucleasa guiada por ARN que comprende una proteína Cas9, 15 
o un fragmento de la misma (por ejemplo, una proteína que comprende un dominio de escisión de ADN activo o 
inactivo de Cas9, y/o el dominio de unión de ARNg de Cas9). Una nucleasa Cas9 también se refiere algunas veces 
como una nucleasa casn1 o una nucleasa asociada a CRISPR (repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 
regularmente interespaciadas). CRISPR es un sistema inmunitario adaptativo que proporciona protección contra 
elementos genéticos móviles (virus, elementos transponibles y plásmidos conjugativos). Las agrupaciones CRISPR 20 
contienen espaciadores, secuencias complementarias a elementos móviles antecedentes, y se dirigen a ácidos 
nucleicos invasores. Las agrupaciones de CRISPR se transcriben y procesan en ARN de CRISPR (ARNcr). En 
sistemas CRISPR de tipo II, el correcto procesamiento de pre-ARNcr requiere un ARN pequeño trans-codificado 
(ARNcrtra), ribonucleasa endógena 3 (rnc) y una proteína Cas9. El ARNcrtra sirve de guía para el procesamiento 
ayudado por ribonucleasa 3 de pre-ARNcr. Posteriormente, Cas9/ARNcr/ARNcrtra escinde endonucleolíticamente el 25 
ADNbc diana lineal o circular complementario al espaciador. La cadena diana no complementaria a ARNcr se corta 
primero endonucleolíticamente, luego se corta en 3'-5' exonucleolíticamente. En la naturaleza, la unión y escisión de 
ADN normalmente requiere proteína y ambos ARNs. Sin embargo, se pueden manipular los ARN guía único 
("ARNgu", o simplemente "ARNg") para incorporar aspectos de tanto el ARNcr como el ARNcrtra en una única 
especie de ARN. Véase, por ejemplo, Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer M., Doudna J.A., Charpentier E. 30 
Science 337:816-821(2012). Cas9 reconoce un motivo corto en las secuencias de repetición de CRISPR (PAM o el 
motivo adyacente de protoespaciador) para ayudar a distinguir propio frente a no propio. Las secuencias y 
estructuras de la nucleasa Cas9 son bien conocidas por los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, "Complete 
genome sequence of an M1 strain of Streptococcus pyogenes." Ferretti et al., J.J., McShan W.M., Ajdic D.J., Savic 
D.J., Savic G., Lyon K., Primeaux C., Sezate S., Suvorov A.N., Kenton S., Lai H.S., Lin S.P., Qian Y., Jia H.G., Najar 35 
F.Z., Ren Q., Zhu H., Song L., White J., Yuan X., Clifton S.W., Roe B.A., McLaughlin R.E., Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A. 98:4658-4663(2001); "CRISPR RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor RNase III." 
Deltcheva E., Chylinski K., Sharma C.M., Gonzales K., Chao Y., Pirzada Z.A., Eckert M.R., Vogel J., Charpentier E., 
Nature 471:602-607(2011); y "A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity." 
Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer M., Doudna J.A., Charpentier E. Science 337:816-821(2012)). Se han 40 
descrito ortólogos de Cas9 en diversas especies, que incluyen, pero no se limitan a, S. pyogenes y S. thermophilus. 
Las nucleasas y secuencias Cas9 adecuadas adicionales serán evidentes para los expertos en la técnica basándose 
en la presente divulgación, y dichas nucleasas y secuencias de Cas9 incluyen secuencias de Cas9 de los 
organismos y loci desvelados en Chylinski, Rhun y Charpentier, "The tracrRNA and Cas9 families of type II CRISPR-
Cas immunity systems" (2013) RNA Biology 10:5, 726-737. En algunas realizaciones, una nucleasa Cas9 tiene un 45 
dominio de escisión de ADN inactivo (por ejemplo, uno inactivado). 

Una proteína Cas9 inactivada en nucleasa se puede denominar indistintamente una proteína "dCas9" (de nucleasa 
Cas9 "muerta"). Se conocen métodos de generación de una proteína Cas9 (o un fragmento de la misma) que tienen 
un dominio de escisión de ADN inactivo (véase, por ejemplo, Jinek et al., Science. 337:816-821(2012); Qi et al., 
"Repurposing CRISPR as an RNA-Guided Platform for Sequence-Specific Control of Gene Expression" (2013) Cell. 50 
28;152(5):1173-83. Por ejemplo, se conoce que el dominio de escisión de ADN de Cas9 incluye dos subdominios, el 
dominio de nucleasa HNH y el subdominio RuvC1. El subdominio HNH escinde la cadena complementaria al ARNg, 
mientras que el subdominio RuvC1 escinde la cadena no complementaria. Las mutaciones dentro de estos 
subdominios pueden silenciar la actividad de nucleasa de Cas9. Por ejemplo, las mutaciones D10A y H841A 
inactivan completamente la actividad de nucleasa de Cas9 de S. pyogenes (Jinek et al., Science. 337:816-55 
821(2012); Qi et al., Cell. 28;152(5):1173-83 (2013). En algunas realizaciones, se proporcionan proteínas que 
comprenden fragmentos de Cas9. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una proteína comprende uno de los dos 
dominios de Cas9: (1) el dominio de unión ARNg de Cas9; o (2) el dominio de escisión de ADN de Cas9. En algunas 
realizaciones, las proteínas que comprenden Cas9 o fragmentos de la misma se denominan "variantes de Cas9". 
Una variante de Cas9 comparte homología con Cas9, o un fragmento de la misma. Por ejemplo, una variante de 60 
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Cas9 es al menos aproximadamente 70 % idéntica, al menos aproximadamente 80 % idéntica, al menos 
aproximadamente 90 % idéntica, al menos aproximadamente 95 % idéntica, al menos aproximadamente 96 % 
idéntica, al menos aproximadamente 97 % idéntica, al menos aproximadamente 98 % idéntica, al menos 
aproximadamente 99 % idéntica, al menos aproximadamente 99,5 % idéntica, o al menos aproximadamente 99,9 % 
a Cas9 no mutante. En algunas realizaciones, la variante de Cas9 comprende un fragmento de Cas9 (por ejemplo, 5 
un dominio de unión de ARNg o un dominio de escisión de ADN), de forma que el fragmento sea al menos 
aproximadamente 70 % idéntico, al menos aproximadamente 80 % idéntico, al menos aproximadamente 90 % 
idéntico, al menos aproximadamente 95 % idéntico, al menos aproximadamente 96 % idéntico, al menos 
aproximadamente 97 % idéntico, al menos aproximadamente 98 % idéntico, al menos aproximadamente 99 % 
idéntico, al menos aproximadamente 99,5 % idéntico, o al menos aproximadamente 99,9 % al fragmento 10 
correspondiente de Cas9 no mutante. En algunas realizaciones, Cas9 no mutante corresponde a Cas9 de 
Streptococcus pyogenes (secuencia de referencia de NCBI:  

NC_017053.1, SEQ ID NO: 1 (nucleótido); SEQ ID NO: 2 (aminoácido)).  
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(subrayado sencillo: dominio HNH; subrayado doble: dominio RuvC) 

En algunas realizaciones, Cas9 no mutante corresponde a, o comprende, SEQ ID NO: 3 (nucleótido) y/o 
SEQ ID NO: 4 (aminoácido):  5 
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(subrayado sencillo: dominio HNH; subrayado doble: dominio RuvC) 

En algunas realizaciones, dCas9 corresponde a, o comprende en parte o en total, una secuencia de aminoácidos de 
Cas9 que tiene una o más mutaciones que inactivan la actividad de la nucleasa Cas9. Por ejemplo, en algunas 5 
realizaciones, un dominio de dCas9 comprende la mutación D10A y/o H820A. 

dCas9 (D10A y H840A):  
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(subrayado sencillo: dominio HNH; subrayado doble: dominio RuvC) 

En otras realizaciones, se proporcionan variantes de dCas9 que tienen mutaciones distintas de D10A y H820A, que, 
por ejemplo, dan como resultado Cas9 inactivada en nucleasa (dCas9). Dichas mutaciones, a modo de ejemplo, 
incluyen otras sustituciones de aminoácidos en D10 y H820, u otras sustituciones dentro de los dominios de 5 
nucleasa de Cas9 (por ejemplo, sustituciones en el subdominio de nucleasa HNH y/o el subdominio RuvC1). En 
algunas realizaciones, se proporcionan variantes u homólogos de dCas9 (por ejemplo, variantes de SEQ ID NO: 34) 
que son al menos aproximadamente 70 % idénticas, al menos aproximadamente 80 % idénticas, al menos 
aproximadamente 90 % idénticas, al menos aproximadamente 95 % idénticas, al menos aproximadamente 98 % 
idénticas, al menos aproximadamente 99 % idénticas, al menos aproximadamente 99,5 % idénticas, o al menos 10 
aproximadamente 99,9 % a SEQ ID NO: 34. En algunas realizaciones, se proporcionan variantes de dCas9 (por 
ejemplo, variantes de SEQ ID NO: 34) que tienen secuencias de aminoácidos que son más cortas, o más largas que 
SEQ ID NO: 34, por aproximadamente 5 aminoácidos, por aproximadamente 10 aminoácidos, por aproximadamente 
15 aminoácidos, por aproximadamente 20 aminoácidos, por aproximadamente 25 aminoácidos, por 
aproximadamente 30 aminoácidos, por aproximadamente 40 aminoácidos, por aproximadamente 50 aminoácidos, 15 
por aproximadamente 75 aminoácidos, por aproximadamente 100 aminoácidos o más. 

En algunas realizaciones, las proteínas de fusión de Cas9 como se proporcionan en el presente documento 
comprenden el aminoácido de longitud completa de una proteína Cas9, por ejemplo, una de las secuencias 
proporcionadas anteriormente. En otras realizaciones, sin embargo, las proteínas de fusión como se proporcionan en 
el presente documento no comprenden una secuencia de Cas9 de longitud completa, sino solo un fragmento de la 20 
misma. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una proteína de fusión de Cas9 proporcionada en el presente 
documento comprende un fragmento de Cas9, en donde el fragmento se une a ARNcr y ARNcrtra o ARNgu, pero no 
comprende un dominio de nucleasa funcional, por ejemplo, en el que comprende solo una versión truncada de un 
dominio de nucleasa o dominio de no nucleasa en absoluto. Se proporcionan en el presente documento secuencias 
de aminoácidos a modo de ejemplo de dominios de Cas9 y fragmentos de Cas9 adecuados, y dominios y 25 
fragmentos de secuencias de Cas9 adecuados adicionales serán evidentes para los expertos en la técnica. 

En algunas realizaciones, Cas9 se refiere a Cas9 de: Corynebacterium ulcerans (Ref. de NCBI: NC_015683.1, 
NC_017317.1); Corynebacterium diphtheria (Ref. de NCBI: NC_016782.1, NC_016786.1); Spiroplasma syrphidicola 
(Ref. de NCBI: NC_021284.1); Prevotella intermedia (Ref. de NCBI: NC_017861.1); Spiroplasma taiwanense (Ref. 
de NCBI: NC_021846.1); Streptococcus iniae (Ref. de NCBI: NC_021314.1); Belliella baltica (Ref. de NCBI: 30 
NC_018010.1); Psychroflexus torquis (Ref. de NCBI: NC_018721.1); Streptococcus thermophilus (Ref. de NCBI: 
YP_820832.1); Listeria innocua (Ref. de NCBI: NP_472073.1); Campylobacter jejuni (Ref. de NCBI: 
YP_002344900.1); o Neisseria meningitidis (Ref. de NCBI: YP_002342100.1). 

El término "desaminasa" se refiere a una enzima que cataliza una reacción de desaminación. En algunas 
realizaciones, la desaminasa es una citidina desaminasa, que cataliza la desaminación hidrolítica de citidina o 35 
desoxicitidina a uracilo o desoxiuracilo, respectivamente. 

El término "cantidad eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad de un agente 
biológicamente activo que es suficiente para provocar una respuesta biológica deseada. Por ejemplo, en algunas 
realizaciones, una cantidad eficaz de una nucleasa se puede referir a la cantidad de la nucleasa que es suficiente 
para inducir la escisión de un sitio diana específicamente unido y escindido por la nucleasa. En algunas 40 
realizaciones, una cantidad eficaz de una proteína de fusión proporcionada en el presente documento, por ejemplo, 
de una proteína de fusión que comprende un dominio de Cas9 de nucleasa inactiva y un dominio de edición de 
ácidos nucleicos (por ejemplo, un dominio de desaminasa) se puede referir a la cantidad de la proteína de fusión que 
es suficiente para inducir la edición de un sitio diana específicamente unido y editado por la proteína de fusión. 
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Como será apreciado por el experto, la cantidad eficaz de un agente, por ejemplo, una proteína de fusión, una 
nucleasa, una desaminasa, una recombinasa, una proteína híbrida, un dímero de proteína, un complejo de una 
proteína (o dímero de proteína) y un polinucleótido, o un polinucleótido, puede variar dependiendo de diversos 
factores como, por ejemplo, de la respuesta biológica deseada, por ejemplo, del alelo específico, genoma, o sitio 
diana a editar, en la célula o tejido que se dirige, y del agente que se usa. 5 

El término "conector", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo químico o una molécula que une 
dos moléculas o restos, por ejemplo, dos dominios de una proteína de fusión, tales como, por ejemplo, un dominio 
de Cas9 de nucleasa inactiva y un dominio de edición de ácidos nucleicos (por ejemplo, un dominio de desaminasa). 
En algunas realizaciones, un conector une un dominio de unión de ARNg de una nucleasa programable por ARN, 
que incluye un dominio de nucleasa de Cas9, y el dominio catalítico de proteína de edición de ácidos nucleicos. En 10 
algunas realizaciones, un conector une una dCas9 y una proteína de edición de ácidos nucleicos. Normalmente, el 
conector está situado entre, o flanqueado por, dos grupos, moléculas, u otros restos y conectados entre sí por un 
enlace covalente, que conecta así los dos. En algunas realizaciones, el conector es un aminoácido o una pluralidad 
de aminoácidos (por ejemplo, un péptido o proteína). En algunas realizaciones, el conector es una molécula 
orgánica, grupo, polímero, o resto químico. En algunas realizaciones, el conector tiene 5-100 aminoácidos de 15 
longitud, por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 30-
35, 35-40, 40-45, 45-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-150 o 150-200 aminoácidos de longitud. También 
se contemplan conectores más largos o más cortos. 

El término "mutación", como se usa en el presente documento, se refiere a una sustitución de un resto dentro de una 
secuencia, por ejemplo, una secuencia de ácidos nucleicos o de aminoácidos, con otro resto, o una deleción o 20 
inserción de uno o más restos dentro de una secuencia. Las mutaciones se describen normalmente en el presente 
documento identificando el resto original seguido por la posición del resto dentro de la secuencia y por la identidad 
del resto recién sustituido. Se conocen bien en la técnica diversos métodos de preparación de las sustituciones de 
aminoácidos (mutaciones) proporcionadas en el presente documento, y se proporcionan por, por ejemplo, Green y 
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (4ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 25 
Harbor, N.Y. (2012)). 

Los términos "ácido nucleico" y "molécula de ácido nucleico", como se usa en el presente documento, se refieren a 
un compuesto que comprende una nucleobase y un resto ácido, por ejemplo, un nucleósido, un nucleótido, o un 
polímero de nucleótidos. Normalmente, los ácidos nucleicos poliméricos, por ejemplo, las moléculas de ácidos 
nucleicos que comprenden tres o más nucleótidos, son moléculas lineales, en las que nucleótidos adyacentes se 30 
unen entre sí por un enlace fosfodiéster. En algunas realizaciones, "ácido nucleico" se refiere a restos individuales 
de ácidos nucleicos (por ejemplo, nucleótidos y/o nucleósidos). En algunas realizaciones, "ácido nucleico" se refiere 
a una cadena de oligonucleótidos que comprende tres o más restos de nucleótidos individuales. Como se usa en el 
presente documento, los términos "oligonucleótido" y "polinucleótido" se pueden usar indistintamente para referirse a 
un polímero de nucleótidos (por ejemplo, una cadena de al menos tres nucleótidos). En algunas realizaciones, "ácido 35 
nucleico" engloba ARN, así como ADN de cadena sencilla y/o doble. Los ácidos nucleicos pueden existir de forma 
natural, por ejemplo, en el contexto de un genoma, un transcrito, un ARNm, ARNt, ARNr, ARNip, ARNnp, un 
plásmido, cósmido, cromosoma, cromátida, u otra molécula de ácido nucleico que existe de forma natural. Por otra 
parte, una molécula de ácido nucleico puede ser una molécula que no existe de forma natural, por ejemplo, un ADN 
o ARN recombinante, un cromosoma artificial, un genoma manipulado, o fragmento de los mismos, o un ADN 40 
sintético, ARN, híbrido ADN/ARN, o que incluye nucleótidos o nucleósidos que no existen de forma natural. Además, 
los términos "ácido nucleico", "ADN", "ARN" y/o términos similares incluyen análogos de ácido nucleico, por ejemplo, 
análogos que tienen aparte de esqueleto fosfodiéster. Los ácidos nucleicos se pueden purificar de fuentes naturales, 
producir usando sistemas de expresión recombinante y purificar opcionalmente, sintetizar químicamente, etc. 
Cuando corresponda, por ejemplo, en el caso de moléculas químicamente sintetizadas, los ácidos nucleicos pueden 45 
comprender análogos de nucleósido tales como análogos que tienen bases o azúcares químicamente modificados, y 
modificaciones de esqueleto. Una secuencia de ácidos nucleicos se presenta en la dirección 5' a 3', a menos que se 
indique lo contrario. En algunas realizaciones, un ácido nucleico es o comprende nucleósidos naturales (por ejemplo, 
adenosina, timidina, guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina, desoxitimidina, desoxiguanosina y desoxicitidina); 
análogos de nucleósidos (por ejemplo, 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina, pirrolopirimidina, 3-metiladenosina, 50 
5-metilcitidina, 2-aminoadenosina, C5-bromouridina, C5-fluorouridina, C5-yodouridina, C5-propinil-uridina, C5-
propinil-citidina, C5-metilcitidina, 2-aminoadenosina, 7-deazaadenosina, 7-deazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-
oxoguanosina, O(6)-metilguanina y 2-tiocitidina); bases químicamente modificadas; bases biológicamente 
modificadas (por ejemplo, bases metiladas); bases intercaladas; azúcares modificados (por ejemplo, 2'-fluororibosa, 
ribosa, 2'-desoxiribosa, arabinosa y hexosa); y/o grupos fosfato modificados (por ejemplo, fosforotioatos y enlaces 5'-55 
N-fosforamidito). 

El término "enfermedad proliferativa", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier enfermedad en 
la que la homeostasis de células o tejidos se perturba en que una célula o población de células presenta una 
velocidad de proliferación anormalmente elevada. Las enfermedades proliferativas incluyen enfermedades 
hiperproliferativas, tales como afecciones hiperplásicas pre-neoplásicas y enfermedades neoplásicas. Las 60 
enfermedades neoplásicas se caracterizan por una proliferación anormal de células e incluyen tanto neoplasias 
benignas como malignas. La neoplasia maligna también se denomina cáncer. 
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Los términos "proteína", "péptido" y "polipéptido" se usan indistintamente en el presente documento, y se refieren a 
un polímero de restos de aminoácidos unidos juntos por enlaces peptídicos (amida). Los términos se refieren a una 
proteína, péptido, o polipéptido de cualquier tamaño, estructura, o función. Normalmente, una proteína, péptido o 
polipéptido tendrá al menos tres aminoácidos de longitud. Una proteína, péptido o polipéptido se puede referir a una 
proteína individual o un conjunto de proteínas. Se pueden modificar uno o más de los aminoácidos en una proteína, 5 
péptido o polipéptido, por ejemplo, mediante la adición de una entidad química tal como un grupo hidrato de 
carbono, un grupo hidroxilo, un grupo fosfato, un grupo farnesilo, un grupo isofarnesilo, un grupo ácido graso, un 
conector para conjugación, funcionalización, u otra modificación, etc. Una proteína, péptido o polipéptido también 
puede ser una molécula individual o pueden ser un complejo multi-molecular. Una proteína, péptido o polipéptido 
puede ser solamente un fragmento de una proteína o péptido que existe de forma natural. Una proteína, péptido o 10 
polipéptido puede existir de forma natural, ser recombinante, o sintético, o cualquier combinación de los mismos. El 
término "proteína de fusión", como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido híbrido que 
comprende dominios de proteína de al menos dos proteínas diferentes. Una proteína se puede localizar en la 
porción de extremo amino (extremo N) de la proteína de fusión o en la proteína de extremo carboxi (extremo C) 
formando así una "proteína de fusión de extremo amino" o una "proteína de fusión de extremo carboxi", 15 
respectivamente. Una proteína puede comprender diferentes dominios, por ejemplo, un dominio de unión de ácido 
nucleico (por ejemplo, el dominio de unión de ARNg de Cas9 que dirige la unión de la proteína a un sitio diana) y un 
dominio de escisión de ácido nucleico o un dominio catalítico de una proteína de edición de ácidos nucleicos. En 
algunas realizaciones, una proteína comprende una parte proteinácea, por ejemplo, una secuencia de aminoácidos 
que constituye un dominio de unión de ácido nucleico, y un compuesto orgánico, por ejemplo, un compuesto que 20 
puede actuar de agente de escisión de ácido nucleico. En algunas realizaciones, una proteína está en un complejo 
con, o está en asociación con, un ácido nucleico, por ejemplo, ARN. Cualquiera de las proteínas proporcionadas en 
el presente documento se puede producir por cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, las proteínas 
proporcionadas en el presente documento se pueden producir por expresión y purificación de proteínas 
recombinantes, que es especialmente apta para proteínas de fusión que comprenden un conector peptídico. Se 25 
conocen bien los métodos de expresión y purificación de proteínas recombinantes, e incluyen los descritos por 
Green y Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (4ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, N.Y. (2012)). 

El término "nucleasa programable por ARN" y "nucleasa guiada por ARN" se usan indistintamente en el presente 
documento y se refieren a una nucleasa que forma un complejo con (por ejemplo, se une o se asocia con) uno o 30 
más ARN que no son una diana para la escisión. En algunas realizaciones, una nucleasa programable por ARN, 
cuando está en un complejo con un ARN, se puede denominar un complejo de nucleasa:ARN. Normalmente, el (los) 
ARN(s) unido(s) se denominan un ARN guía (ARNg). Los ARNg pueden existir como un complejo de dos o más 
ARNs, o como una molécula de ARN individual. Los ARNg que existen como una molécula de ARN única se pueden 
denominar ARN guía único (ARNgu), aunque "ARNg" se usa indistintamente para referirse a ARNs guía que existen 35 
como o moléculas individuales o como un complejo de dos o más moléculas. Normalmente, los ARNg que existen 
como especies de ARN únicas comprenden dos dominios: (1) un dominio que comparte homología con un ácido 
nucleico diana (por ejemplo, y dirige la unión de un complejo de Cas9 a la diana); y (2) un dominio que se une a la 
proteína Cas9. En algunas realizaciones, el dominio (2) corresponde a una secuencia conocida como una ARNcrtra, 
y comprende una estructura de tallo-bucle. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el dominio (2) es homólogo a un 40 
ARNcrtra como se representa en la Figura 1E de Jinek et al., Science 337:816-821(2012). Otros ejemplos de ARNg 
(por ejemplo, los que incluyen el dominio 2) se pueden encontrar en la solicitud de patente provisional de EE. UU. 
U.S.S.N. 61/874.682, presentada el 6 de septiembre de 2013, titulada "Switchable Cas9 Nucleases And Uses 
Thereof" y la solicitud de patente provisional de EE. UU. U.S.S.N. 61/874.746, presentada el 6 de septiembre de 
2013, titulada "Delivery System For Functional Nucleases". En algunas realizaciones, un ARNg comprende dos o 45 
más de los dominios (1) y (2), y se puede denominar un "ARNg extendido". Por ejemplo, un ARNg extendido se 
unirá, por ejemplo, a dos o más proteínas Cas9 y se unirá a ácido nucleico diana en dos o más regiones distintas, 
como se describe en el presente documento. El ARNg comprende una secuencia de nucleótidos que complementa 
un sitio diana, que media en la unión del complejo de nucleasa/ARN a dicho sitio diana, proporcionando la 
especificidad de secuencia del complejo de nucleasa:ARN. En algunas realizaciones, la nucleasa programable por 50 
ARN es la endonucleasa Cas9 (sistema asociado a CRISPR), por ejemplo Cas9 (Csn1) de Streptococcus pyogenes 
(véanse, por ejemplo, "Complete genome sequence of an M1 strain of Streptococcus pyogenes." Ferretti J.J., 
McShan W.M., Ajdic D.J., Savic D.J., Savic G., Lyon K., Primeaux C., Sezate S., Suvorov A.N., Kenton S., Lai H.S., 
Lin S.P., Qian Y., Jia H.G., Najar F.Z., Ren Q., Zhu H., Song L., White J., Yuan X., Clifton S.W., Roe B.A., 
McLaughlin R.E., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98:4658-4663(2001); "CRISPR RNA maturation by trans-encoded 55 
small RNA and host factor RNase III." Deltcheva E., Chylinski K., Sharma C.M., Gonzales K., Chao Y., Pirzada Z.A., 
Eckert M.R., Vogel J., Charpentier E., Nature 471:602-607(2011); y "A programmable dual-RNA-guided DNA 
endonuclease in adaptive bacterial immunity." Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer M., Doudna J.A., Charpentier 
E. Science 337:816-821(2012). 

Debido a que las nucleasas programables por ARN (por ejemplo, Cas9) usan hibridación de ARN:ADN para dirigir 60 
sitios de escisión de ADN, estas proteínas son capaces de ser dirigidas, en principio, a cualquier secuencia 
especificada por el ARN guía. Se conocen en la técnica los métodos de uso de nucleasas programables por ARN, 
tales como Cas9, para escisión específica de sitio (por ejemplo, para modificar un genoma) (véanse, por ejemplo, 
Cong, L. et al. Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems. Science 339, 819-823 (2013); Mali, P. et 
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al. RNA-guided human genome engineering via Cas9. Science 339, 823-826 (2013); Hwang, W.Y. et al. Efficient 
genome editing in zebrafish using a CRISPR-Cas system. Nature biotechnology 31, 227-229 (2013); Jinek, M. et al. 
RNA-programmed genome editing in human cells. eLife 2, e00471 (2013); Dicarlo, J.E. et al. Genome engineering in 
Saccharomyces cerevisiae using CRISPR-Cas systems. Nucleic acids research (2013); Jiang, W. et al. RNA-guided 
editing of bacterial genomes using CRISPR-Cas systems. Nature biotechnology 31, 233-239 (2013)). 5 

El término "sujeto", como se usa en el presente documento, se refiere a un organismo individual, por ejemplo, un 
mamífero individual. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano. En algunas realizaciones, el sujeto es un 
mamífero no humano. En algunas realizaciones, el sujeto es un primate no humano. En algunas realizaciones, el 
sujeto es un roedor. En algunas realizaciones, el sujeto es una oveja, una cabra, ganado vacuno, un gato o un perro. 
En algunas realizaciones, el sujeto es un vertebrado, un anfibio, un reptil, un pez, un insecto, una mosca, o un 10 
nematodo. En algunas realizaciones, el sujeto es un animal de investigación. En algunas realizaciones, el sujeto está 
genéticamente manipulado, por ejemplo, un sujeto no humano genéticamente manipulado. El sujeto puede ser de 
cualquier sexo y en cualquier estadio de desarrollo. 

El término "sitio diana" se refiere a una secuencia dentro de una molécula de ácido nucleico que es desaminada por 
una desaminasa o una proteína de fusión que comprende una desaminasa (por ejemplo, una proteína de fusión de 15 
dCas9-desaminasa proporcionada en el presente documento). 

Los términos "tratamiento", "tratar" y "tratando" se refieren a una intervención clínica que tiene por finalidad invertir, 
aliviar, retrasar la aparición de, o inhibir el progreso de una enfermedad o trastorno, o uno o más síntomas de la 
misma, como se describe en el presente documento. Como se usa en el presente documento, los términos 
"tratamiento", "tratar" y "tratando" se refieren a una intervención clínica que tiene por finalidad invertir, aliviar, retrasar 20 
la aparición de, o inhibir el progreso de una enfermedad o trastorno, o uno o más síntomas de la misma, como se 
describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el tratamiento se puede administrar después de que 
se hayan desarrollado uno o más síntomas y/o después de que se haya diagnosticado una enfermedad. En otras 
realizaciones, el tratamiento se puede administrar en ausencia de síntomas, por ejemplo, para prevenir o retrasar la 
aparición de un síntoma o inhibir la aparición o progresión de una enfermedad. Por ejemplo, el tratamiento se puede 25 
administrar a un individuo susceptible antes de la aparición de síntomas (por ejemplo, en vista de una historia de 
síntomas y/o en vista de factores de susceptibilidad genéticos u otros). El tratamiento también puede continuar 
después de que se hayan resuelto los síntomas, por ejemplo, para prevenir o retrasar su reaparición. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE CIERTAS REALIZACIONES DE LA INVENCIÓN 

Algunos aspectos de la presente divulgación proporcionan proteínas de fusión que comprenden un dominio de Cas9 30 
que se une a un ARN guía (también denominado ARNg o ARNgu), que, a su vez, se une a la secuencia de ácidos 
nucleicos diana por hibridación de cadenas; y un dominio de edición de ADN, por ejemplo, un dominio de 
desaminasa que puede desaminar una nucleobase, tal como, por ejemplo, citidina. La desaminación de una 
nucleobase por una desaminasa puede conducir a una mutación puntual en el resto respectivo, que se denomina en 
el presente documento edición de ácidos nucleicos. Así, las proteínas de fusión que comprenden una variante o 35 
dominio de Cas9 y un dominio de edición de ADN se pueden usar para la edición dirigida de secuencias de ácidos 
nucleicos. Dichas proteínas de fusión son útiles para la edición dirigida de ADN in vitro, por ejemplo, para la 
generación de células o animales mutantes; para la introducción de mutaciones dirigidas, por ejemplo, para la 
corrección de defectos genéticos en células ex vivo, por ejemplo, en células obtenidas de un sujeto que son 
posteriormente reintroducidas en el mismo sujeto u otro sujeto; y para la introducción de mutaciones dirigidas, por 40 
ejemplo, la corrección de defectos genéticos o la introducción de mutaciones desactivantes en genes asociados a 
enfermedad en un sujeto. Normalmente, el dominio de Cas9 de las proteínas de fusión descritas en el presente 
documento no tiene ninguna actividad de nucleasa, pero en su lugar es un fragmento de Cas9 o una proteína o 
dominio dCas9. También se proporcionan métodos para el uso de proteínas de fusión Cas9 como se describen en el 
presente documento. 45 

Se proporcionan en el presente documento dominios de Cas9 de nucleasa inactiva a modo de ejemplo no limitantes. 
Un dominio de Cas9 de nucleasa inactiva adecuado a modo de ejemplo es el mutante del dominio de Cas9 
D10A/H840A: 
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Los dominios de Cas9 de nucleasa inactiva adecuados adicionales serán evidentes para los expertos en la técnica 
basándose en la presente divulgación. Dichos dominios de Cas9 de nucleasa inactiva adecuados a modo de ejemplo 
adicionales incluyen, pero no se limitan a, dominios de mutantes D10A, D10A/D839A/H840A y 
D10A/D839A/H840A/N863A (véase, por ejemplo, Prashant et al., CAS9 transcriptional activators for target specificity 5 
screening and paired nickases for cooperative genome engineering. Nature Biotechnology. 2013; 31(9): 833-838). 

Proteínas de fusión entre Cas9 y enzimas o dominios de edición de ácidos nucleicos 

Algunos aspectos de la presente divulgación proporcionan proteínas de fusión que comprenden (i) una enzima o 
dominio Cas9 de nucleasa inactiva; y (ii) una enzima o dominio de edición de ácidos nucleicos. La enzima o dominio 
de edición de ácidos nucleicos de la proteína de fusión de la invención comprende o es un dominio de desaminasa. 10 
En algunas realizaciones, la desaminasa es una citidina desaminasa. En algunas realizaciones, la desaminasa es 
una desaminasa de la familia del complejo de edición de ARNm de apolipoproteína B (APOBEC). En algunas 
realizaciones, la desaminasa es una desaminasa de la familia APOBEC1. En algunas realizaciones, la desaminasa 
es una citidina desaminasa inducida por activación (AID). En algunas realizaciones, la desaminasa es una 
ACF1/ASE desaminasa. En algunas realizaciones, la desaminasa es una adenosina desaminasa. En algunas 15 
realizaciones, la desaminasa es una desaminasa de la familia ADAT. Algunas enzimas y dominios de edición de 
ácidos nucleicos, así como las proteínas de fusión de Cas9 que incluyen dichas enzimas o dominios, se describen 
con detalle en el presente documento. Las enzimas o dominios de edición de ácidos nucleicos adecuadas 
adicionales serán evidentes para el experto basándose en la presente divulgación. 

La presente divulgación proporciona proteínas de fusión de Cas9:enzima/dominio de edición de ácidos nucleicos de 20 
diversas configuraciones. En algunas realizaciones, la enzima o dominio de edición de ácidos nucleicos se fusiona 
con el extremo N del dominio de Cas9. En algunas realizaciones, la enzima o dominio de edición de ácidos nucleicos 
se fusiona con el extremo C del dominio de Cas9. En algunas realizaciones, el dominio de Cas9 y la enzima o 
dominio de edición de ácidos nucleicos se fusionan por un conector. En algunas realizaciones, el conector 
comprende un motivo (GGGGS)n (SEQ ID NO: 91), (G)n, (EAAAK)n (SEQ ID NO: 5), (GGS)n, 25 
SGSETPGTSESATPES (SEQ ID NO: 93) (véase, por ejemplo, Guilinger JP, Thompson DB, Liu DR. Fusion of 
catalytically inactive Cas9 to FokI nuclease improves the specificity of genome modification. Nat. Biotechnol. 2014; 
32(6): 577-82), o un motivo (XP)n, o una combinación de cualquiera de estos, en donde n es independientemente un 
número entero entre 1 y 30. En algunas realizaciones, n es independientemente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30, o, si está presente más de un conector o más 30 
de un motivo de conector, cualquier combinación de los mismos. Los motivos de conector y configuraciones de 
conector adecuados adicionales serán evidentes para los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, motivos y 
configuraciones de conector adecuados incluyen los descritos en Chen et al., Fusion protein linkers: property, design 
and functionality. Adv Drug Deliv Rev. 2013; 65(10):1357-69. Las secuencias conectoras adecuadas adicionales 
serán evidentes para los expertos en la técnica basándose en la presente divulgación. 35 
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En algunas realizaciones, la arquitectura general de las proteínas de fusión de Cas9 a modo de ejemplo 
proporcionadas en el presente documento comprende la estructura:  

[NH2]-[enzima o dominio de edición de ácidos nucleicos]-[Cas9]-[COOH] o 

[NH2]-[Cas9]-[enzima o dominio de edición de ácidos nucleicos]-[COOH], 

en donde NH2 es el extremo N de la proteína de fusión y COOH es el extremo C de la proteína de fusión. 5 

Pueden estar presentes características adicionales, por ejemplo, una o más secuencias conectoras entre NLS y el 
resto de la proteína de fusión y/o entre la enzima o dominio de edición de ácidos nucleicos y Cas9. Otras 
características a modo de ejemplo que pueden estar presentes son las secuencias de localización, tales como 
secuencias de localización nuclear, secuencias de localización citoplásmica, secuencias de exportación, tales como 
secuencias de exportación nuclear, u otras secuencias de localización, así como marcas de secuencia que son útiles 10 
para solubilización, purificación o detección de las proteínas de fusión. Se proporcionan en el presente documento 
secuencias señal de localización y marcas de secuencias de proteína adecuadas, e incluyen, pero no se limitan a, 
marcas de proteína transportadora de biotina carboxilasa (BCCP), marcas myc, marcas de calmodulina, marcas 
FLAG, marcas de hemaglutinina (HA), marcas de polihistidina, también denominadas marcas de histidina o marcas 
His, marcas de proteína de unión a maltosa (MBP), marcas nus, marcas de glutatión-S-transferasa (GST), marcas 15 
de proteína verde fluorescente (GFP), marcas de tiorredoxina, marcas S, Softags (por ejemplo, Softag 1, Softag 3), 
marcas strep, marcas de biotina ligasa, marcas FlAsH, marcas V5 y marcas SBP. Las secuencias adecuadas 
adicionales serán evidentes para los expertos en la técnica. 

La enzima o dominio de edición de ácidos nucleicos de la proteína de fusión de la invención es una desaminasa. Por 
ejemplo, en algunas realizaciones, la arquitectura general de proteínas de fusión de Cas9 a modo de ejemplo con 20 
una enzima o dominio de desaminasa comprende la estructura:  

[NH2]-[NLS]-[Cas9]-[desaminasa]-[COOH], 

[NH2]-[NLS]-[desaminasa]-[Cas9]-[COOH], 

[NH2]-[Cas9]-[desaminasa]-[COOH], o 

[NH2]-[desaminasa]-[Cas9]-[COOH] 25 

en donde NLS es una señal de localización nuclear, NH2 es el extremo N de la proteína de fusión y COOH es el 
extremo C de la proteína de fusión. En algunas realizaciones, un conector se inserta entre Cas9 y la desaminasa. En 
algunas realizaciones, NLS se localiza en el extremo C de la desaminasa y/o el dominio de Cas9. En algunas 
realizaciones, NLS se localiza entre la desaminasa y el dominio de Cas9. También pueden estar presentes 
características adicionales, tales como marcas de secuencia.  30 

Un tipo adecuado a modo de ejemplo de enzimas y dominios de edición de ácidos nucleicos son las citosina 
desaminasas, por ejemplo, de la familia APOBEC. La familia del complejo de edición de ARNm de apolipoproteína B 
(APOBEC) de enzimas citosina desaminasa engloba once proteínas que sirven para iniciar la mutagénesis en un 
modo controlado y beneficioso.29 Un miembro de la familia, la citidina desaminasa inducida por activación (AID), es 
responsable de la maduración de anticuerpos que convierten citosinas en ADNmc en uracilos en un modo 35 
dependiente de la transcripción de cadenas sesgadas.30 La enzima del complejo 3 de edición de apolipoproteína B 
(APOBEC3) proporciona protección a células humanas contra una cierta cepa del VIH-1 por la desaminación de 
citosinas en ADNmc viral transcrito de forma inversa.31 Estas proteínas requieren todas un motivo de coordinación 
de Zn2+ (His-X-Glu-X23-26-Pro-Cys-X2-4-Cys) y molécula de agua unida para actividad catalítica. El resto Glu actúa 
activando la molécula de agua para un hidróxido de cinc para el ataque nucleófilo en la reacción de desaminación. 40 
Cada miembro de la familia desamina preferencialmente en su propio "punto caliente" particular, que varía desde 
WRC (W es A o T, R es A o G) para hAID, hasta TTC para hAPOBEC3F.32 Una estructura cristalina reciente del 
dominio catalítico de APOBEC3G (Figura 2) reveló una estructura secundaria comprendida de un núcleo de lámina β 
de cinco cadenas flanqueado por seis hélices α, que se cree que se conservan a través de toda la familia.33 Se ha 
mostrado que los bucles de centro activo son responsables de tanto la unión de ADNmc como de la determinación 45 
de la identidad de "puntos calientes".34 La expresión en exceso de estas enzimas se ha asociado a inestabilidad 
genómica y cáncer, resaltando así la importancia del direccionamiento específico de secuencia.35 

Otro tipo adecuado a modo de ejemplo de enzimas y dominios de edición de ácidos nucleicos son las adenosina 
desaminasas. Por ejemplo, se pueden fusionar una adenosina desaminasa de la familia ADAT con un dominio de 
Cas9, por ejemplo, un dominio de Cas9 de nucleasa inactiva, dando así una proteína de fusión de Cas9-ADAT. 50 

Algunos aspectos de la presente divulgación proporcionan una serie sistemática de fusiones entre Cas9 y enzimas 
desaminasas, por ejemplo, enzimas citosina desaminasas tales como enzimas APOBEC, o enzimas adenosina 
desaminasas tales como enzimas ADAT, que se han generado para dirigir las actividades enzimáticas de estas 
desaminasas a un sitio específico en ADN genómico. Las ventajas de uso de Cas9 como agente de reconocimiento 
son dobles: (1) la especificidad por secuencia de Cas9 puede ser fácilmente alterada simplemente cambiando la 55 
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secuencia de ARNgu; y (2) Cas9 se une a su secuencia diana desnaturalizando el ADNbc, dando como resultado 
una extensión de ADN que es monocatenaria y, por tanto, un sustrato viable para la desaminasa. Se han generado 
proteínas de fusión satisfactorias con dominios humanos y de ratón de desaminasas, por ejemplo, dominios de AID. 
También se contempla una variedad de otras proteínas de fusión entre los dominios catalíticos de AID humana y de 
ratón y Cas9. Se entenderá que también se pueden usar otros dominios catalíticos, o dominios catalíticos de otras 5 
desaminasas, para generar proteínas de fusión con Cas9, y que la divulgación no está limitada a este respecto. 

En algunas realizaciones, se proporcionan proteínas de fusión de Cas9 y AID. En un esfuerzo por manipular las 
proteínas de fusión de Cas9 para aumentar las velocidades de mutación en ADNmc, se unieron tanto AID de ratón 
como humano al gen V de fago filamentoso (una proteína de unión de ADNmc no específico). Las proteínas de 
fusión resultantes presentaron actividades mutagénicas potenciadas en comparación con las enzimas no mutantes 10 
en un ensayo basado en células. Este trabajo demuestra que la actividad enzimática de estas proteínas se mantiene 
y puede ser satisfactoriamente dirigido a secuencias genéticas con proteínas de fusión.36 

Aunque se ha informado de varias estructuras cristalinas de Cas9 (e incluso Cas9 en complejo con su ARNgu y ADN 
diana) (véanse, por ejemplo, Jinek M, Jiang F, Taylor DW, Sternberg SH, Kaya E, Ma E, Anders C, Hauer M, Zhou K, 
Lin S, Kaplan M, Iavarone AT, Charpentier E, Nogales E, Doudna JA. Structures of Cas9 endonucleases reveal 15 
RNA-mediated conformational activation. Science. 2014; 343(6176):1247997. PMID: 24505130; y Nishimasu H, Ran 
FA, Hsu PD, Konermann S, Shehata SI, Dohmae N, Ishitani R, Zhang F, Nureki O. Crystal structure of Cas9 in 
complex with guide RNA and target DNA. Cell. 2014; 156(5):935-49. PMID: 24529477), es desconocida la porción de 
ADN que es monocatenaria en el complejo Cas9-ADN (el tamaño de la burbuja de Cas9-ADN). Sin embargo, se ha 
mostrado en un sistema de dCas9 con un ARNgu específicamente diseñado para el complejo para interferir con 20 
transcripción que la interferencia transcripcional solo ocurre cuando el ARNgu se une a la cadena no de molde. Este 
resultado sugiere que ciertas porciones del ADN en el complejo de ADN-Cas9 son expuestas por el Cas9, y podrían 
ser posiblemente dirigidas por una desaminasa en la proteína de fusión (véase Qi LS, Larson MH, Gilbert LA, 
Doudna JA, Weissman JS, Arkin AP, Lim WA. Repurposing CRISPR as an RNA-guided platform for sequence-
specific control of gene expression. Cell. 2013; 152(5):1173-83. PMID: 23452860). Soportando además está noción, 25 
experimentos de reconocimiento con exonucleasa III y nucleasa P1 (que solo actúa en ADNmc como sustrato) han 
revelado que al menos 26 bases en la cadena de no molde son susceptibles a digestión por estas enzimas (véase 
Jinek M, Jiang F, Taylor DW, Sternberg SH, Kaya E, Ma E, Anders C, Hauer M, Zhou K, Lin S, Kaplan M, Iavarone 
AT, Charpentier E, Nogales E, Doudna JA. Structures of Cas9 endonucleases reveal RNA-mediated conformational 
activation. Science. 2014; 343(6176):1247997. PMID: 24505130). También se ha informado que en ciertos casos, 30 
Cas9 induce mutaciones de sustitución de bases individuales en esta extensión susceptible de ADN a frecuencias de 
hasta 15 % (véase Tsai SQ, Wyvekens N, Khayter C, Foden JA, Thapar V, Reyon D, Goodwin MJ, Aryee MJ, Joung 
JK. Dimeric CRISPR RNA-guided FokI nucleases for highly specific genome editing. Nat Biotechnol. 2014; 32(6):569-
76. PMID: 24770325). Aunque el mecanismo de introducción de estas mutaciones es desconocido, en todos los 
casos, la base que se muta es una citosina, que podría indicar posiblemente la participación de una enzima citosina 35 
desaminasa. Tomados conjuntamente, estos datos están claramente de acuerdo con una porción del ADN diana que 
es monocatenario y susceptible a otras enzimas. Se ha mostrado en un sistema de dCas9 con un ARNgu 
específicamente diseñado para el complejo para interferir con la transcripción que la interferencia transcripcional solo 
ocurre cuando el ARNgu se une a la cadena no de molde. Este resultado sugiere que ciertas porciones del ADN en 
el complejo de ADN-Cas9 son expuestas por el Cas9, y podrían ser posiblemente dirigidas por AID en la proteína de 40 
fusión.16 Por consiguiente, tanto las fusiones del extremo N como del extremo C de Cas9 con un dominio de 
desaminasa son útiles según aspectos de la presente divulgación. 

En algunas realizaciones, el dominio de desaminasa y el dominio de Cas9 se fusionan entre sí por un conector. Se 
pueden emplear diversas longitudes y flexibilidades de conector entre el dominio de desaminasa (por ejemplo, AID) y 
el dominio de Cas9 (por ejemplo, que varía desde conectores muy flexibles de la forma (GGGGS)n (SEQ ID NO: 91), 45 
(GGS)n y (G)n hasta conectores más rígidos de la forma (EAAAK)n (SEQ ID NO: 5), SGSETPGTSESATPES 
(SEQ ID NO: 93) (véase, por ejemplo, Guilinger JP, Thompson DB, Liu DR. Fusion of catalytically inactive Cas9 to 
FokI nuclease improves the specificity of genome modification. Nat. Biotechnol. 2014; 32(6): 577-82) y (XP)n)37 para 
lograr la longitud óptima para la actividad de desaminasa para la aplicación específica. 

Se proporcionan a continuación algunas enzimas y dominios de edición de ácidos nucleicos adecuados a modo de 50 
ejemplo, por ejemplo, desaminasas y dominios de desaminasa, que se pueden fusionar a dominios de Cas9 según 
aspectos de la presente divulgación. Se entenderá que, en algunas realizaciones, se puede usar el dominio activo de 
la secuencia respectiva, por ejemplo, el dominio sin una señal de localización (señal de localización nuclear, sin 
señal de exportación nuclear, señal de localización citoplásmica). 

AID humana:  55 
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(subrayado: señal de localización nuclear; subrayado doble: señal de exportación nuclear) 

AID de ratón:  

 

(subrayado: señal de localización nuclear; subrayado doble: señal de exportación nuclear) 

AID de perro:  5 

 

 

(subrayado: señal de localización nuclear; subrayado doble: señal de exportación nuclear) 

AID bovino:  

 10 

(subrayado: señal de localización nuclear; subrayado doble: señal de exportación nuclear) 

APOBEC-3 de ratón:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 

15 
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APOBEC-3 de rata:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 

APOBEC-3G de macaco rhesus:  

 5 

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos; subrayado: señal de localización citoplásmica) 

APOBEC-3G de chimpancé:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos; subrayado: señal de localización citoplásmica) 10 

APOBEC-3G de mono verde:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos; subrayado: señal de localización citoplásmica) 
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APOBEC-3G humana:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos; subrayado: señal de localización citoplásmica) 

APOBEC-3F humana:  

 5 

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 

APOBEC-3B humana:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 10 

APOBEC-3C humana:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 
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APOBEC-3A humana:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 

APOBEC-3H humana:  

 5 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 

APOBEC-3D humana:  

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 

APOBEC-1 humana:  10 

 

APOBEC-1 de ratón:  
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APOBEC-1 de rata:  

 

ADAT-2 humana:  

 

ADAT-2 de ratón:  5 

 

ADAT-1 de ratón: 

 

(cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 

ADAT-1 humana: 10 
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 (cursiva: dominio de edición de ácidos nucleicos) 

En algunas realizaciones, las proteínas de fusión como se proporcionan en el presente documento comprenden el 
aminoácido de longitud completa de una enzima de edición de ácidos nucleicos, por ejemplo, una de las secuencias 
proporcionadas anteriormente. En otras realizaciones, sin embargo, las proteínas de fusión como se proporcionan en 
el presente documento no comprenden una secuencia de longitud completa de una enzima de edición de ácidos 5 
nucleicos, sino solo un fragmento de la misma. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una proteína de fusión 
proporcionada en el presente documento comprende un dominio de Cas9 y un fragmento de una enzima de edición 
de ácidos nucleicos, por ejemplo, en donde el fragmento comprende un dominio de edición de ácidos nucleicos. Las 
secuencias de aminoácidos a modo de ejemplo de dominios de edición de ácidos nucleicos se muestran en las 
secuencias anteriores como letras en cursiva, y secuencias adecuadas adicionales de dichos dominios serán 10 
evidentes para los expertos en la técnica. 

Las secuencias de enzimas de edición de ácidos nucleicos adecuadas adicionales, por ejemplo, enzima desaminasa 
y secuencias de dominio, que se pueden usar según aspectos de la presente invención, por ejemplo, que se pueden 
fusionar con un dominio de Cas9 de nucleasa inactiva, serán evidentes para los expertos en la técnica basándose en 
la presente divulgación. En algunas realizaciones, dichas secuencias de enzima adicionales incluyen enzima 15 
desaminasa o secuencias de dominio de desaminasa que son al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al 
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % 
similares a las secuencias proporcionadas en el presente documento. Dominios, variantes y secuencias de Cas9 
adecuados adicionales también serán evidentes para los expertos en la técnica. Los ejemplos de dichos dominios de 
Cas9 adecuados adicionales incluyen, pero no se limitan a, dominios de mutantes D10A, D10A/D839A/H840A y 20 
D10A/D839A/H840A/N863A (véase, por ejemplo, Prashant et al., CAS9 transcriptional activators for target specificity 
screening and paired nickases for cooperative genome engineering. Nature Biotechnology. 2013; 31(9): 833-838). 

Las estrategias adecuadas adicionales para generar proteínas de fusión que comprenden un dominio de Cas9 y un 
dominio de desaminasa serán evidentes para los expertos en la técnica basándose en la presente divulgación en 
combinación con el conocimiento general en la técnica. Las estrategias adecuadas para generar proteínas de fusión 25 
según aspectos de la presente divulgación usando conectores o sin el uso de conectores también serán evidentes 
para los expertos en la técnica en vista de la presente divulgación y el conocimiento en la técnica. Por ejemplo, 
Gilbert et al., CRISPR-mediated modular RNA-guided regulation of transcription in eukaryotes. Cell. 2013; 
154(2):442-51, mostraron que las fusiones de extremo C de Cas9 con VP64 usando 2 NLS como conector 
(SPKKKRKVEAS, SEQ ID NO: 29) se pueden emplear para activación transcripcional. Mali et al., CAS9 30 
transcriptional activators for target specificity screening and paired nickases for cooperative genome engineering. Nat 
Biotechnol. 2013; 31(9):833-8, informaron que las fusiones de extremo C con VP64 sin conector se pueden emplear 
para activación transcripcional. Y Maeder et al., CRISPR RNA-guided activation of endogenous human genes. Nat 
Methods. 2013; 10: 977-979, informaron que las fusiones de extremo C con VP64 usando un conector Gly4Ser 
(SEQ ID NO: 91) se pueden usar como activadores transcripcionales. Recientemente, se han generado 35 
satisfactoriamente fusiones de nucleasa dCas9-FokI y presentan especificidad enzimática mejorada en comparación 
con la enzima Cas9 parental (en Guilinger JP, Thompson DB, Liu DR. Fusion of catalytically inactive Cas9 to FokI 
nuclease improves the specificity of genome modification. Nat. Biotechnol. 2014; 32(6): 577-82, y en Tsai SQ, 
Wyvekens N, Khayter C, Foden JA, Thapar V, Reyon D, Goodwin MJ, Aryee MJ, Joung JK. Dimeric CRISPR RNA-
guided FokI nucleases for highly specific genome editing. Nat Biotechnol. 2014; 32(6):569-76. PMID: 24770325 Se 40 
usó un conector SGSETPGTSESATPES (SEQ ID NO: 93) o GGGGS (SEQ ID NO: 91) en proteínas de fusión de 
FokI-dCas9, respectivamente). 

Uso de proteínas de fusión de edición de ADN de Cas9 para corregir mutaciones asociadas a enfermedad 

Algunas realizaciones proporcionan métodos para usar las proteínas de fusión de edición de ADN de Cas9 
proporcionadas en el presente documento. En algunas realizaciones, la proteína de fusión se usa para introducir una 45 
mutación puntual en un ácido nucleico por desaminación de una nucleobase diana, por ejemplo, un resto C. En 
algunas realizaciones, la desaminación de la nucleobase diana da como resultado la corrección de un defecto 
genético, por ejemplo, en la corrección de una mutación puntual que conduce a una pérdida de función en un 
producto génico. En algunas realizaciones, el defecto genético está asociado con una enfermedad o trastorno, por 
ejemplo, un trastorno de almacenamiento lisosómico o una enfermedad metabólica, tal como, por ejemplo, diabetes 50 
de tipo I. En algunas realizaciones, los métodos proporcionados en el presente documento se usan para introducir 
una mutación puntual desactivante en un gen o alelo que codifica un producto génico que está asociado con una 
enfermedad o trastorno. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se proporcionan métodos en el presente documento 
que emplean una proteína de fusión de edición de ADN de Cas9 para introducir una mutación puntual desactivante 
en un oncogén (por ejemplo, en el tratamiento de una enfermedad proliferativa). Una mutación desactivante puede 55 
generar, en algunas realizaciones, un codón de terminación prematuro en una secuencia codificante, que da como 
resultado la expresión de un producto génico truncado, por ejemplo, una proteína truncada que carece de la función 
de la proteína de longitud completa. 

En algunas realizaciones, el fin de los métodos proporcionados en el presente documento es restaurar la función de 
un gen disfuncional mediante edición del genoma. Las proteínas de fusión de Cas9-desaminasa proporcionadas en 60 
el presente documento pueden ser validadas para agentes terapéuticos humanos basados en edición génica in vitro, 
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por ejemplo, corrigiendo una mutación asociada a enfermedad en cultivo celular humano. Se entenderá por el 
experto que las proteínas de fusión proporcionadas en el presente documento, por ejemplo, las proteínas de fusión 
que comprenden un dominio de Cas9 y un dominio de desaminasa de ácidos nucleicos se pueden usar para corregir 
cualquier mutación puntual individual T -> C o A -> G. En el primer caso, la desaminación de C mutante de nuevo a 
U corrige la mutación, y en el último caso, la desaminación de C que está apareada con base con G mutante, 5 
seguido por una ronda de replicación, corrige la mutación. 

Una mutación relevante de enfermedad a modo de ejemplo que se puede corregir por las proteínas de fusión 
proporcionadas in vitro o in vivo es el polimorfismo H1047R (A3140G) en la proteína PI3KCA. La fosfoinositida-3-
cinasa, proteína de subunidad alfa catalítica (PI3KCA), actúa fosforilando el grupo 3-OH del anillo inositol de 
fosfatidilinositol. Se ha encontrado que el gen PI3KCA se muta en muchos carcinomas diferentes, y así se considera 10 
que es un potente oncogén.50 En realidad, la mutación A3140G está presente en varias líneas NCI-60 de células 
cancerosas, tales como, por ejemplo, las líneas celulares HCT116, SKOV3 y T47D, que están fácilmente disponibles 
de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC).51 

En algunas realizaciones, una célula que lleva una mutación a corregir, por ejemplo, una célula que lleva una 
mutación puntual, por ejemplo, una mutación puntual A3140G en el exón 20 del gen PI3KCA, dando como resultado 15 
una sustitución H1047R en la proteína PI3KCA, se pone en contacto con una construcción de expresión que codifica 
una proteína de fusión de Cas9-desaminasa y un ARNgu apropiadamente diseñado que dirige la proteína de fusión 
al sitio de mutación respectivo en el gen PI3KCA codificante. Se pueden realizar experimentos de control donde el 
ARNgu se diseña para dirigir las enzimas de fusión a restos distintos de C que están dentro del gen PI3KCA. Se 
puede extraer ADN genómico de las células tratadas, y amplificar y secuenciar la secuencia relevante de la PCR de 20 
genes PI3KCA para evaluar las actividades de las proteínas de fusión en cultivo de células humanas. 

Se entenderá que el ejemplo de corregir mutaciones puntuales en PI3KCA se proporciona para fines de ilustración y 
no pretende limitar la presente divulgación. El experto entenderá que las proteínas de fusión de edición de ADN 
presentemente desveladas se pueden usar para corregir otras mutaciones puntuales y mutaciones asociadas a otros 
cánceres y con enfermedades distintas de cáncer que incluyen otras enfermedades proliferativas. 25 

La satisfactoria corrección de mutaciones puntuales en genes y alelos asociados a enfermedad facilita nuevas 
estrategias de corrección génica con aplicaciones en agentes terapéuticos e investigación básica. Los sistemas de 
modificación de bases individuales específicos de sitio como las fusiones desveladas de Cas9 y enzimas o dominios 
desaminasa también tienen aplicaciones en terapia génica "inversa", donde ciertas funciones génicas son 
deliberadamente suprimidas o abolidas. En estos casos, se pueden usar restos Trp (TGG), Gln (CAA y CAG), o Arg 30 
(CGA) que mutan de manera específica de sitio a codones de terminación prematuros (TAA, TAG, TGA) para abolir 
la función de proteínas in vitro, ex vivo, o in vivo. 

Las proteínas de fusión de la presente invención se pueden usar en métodos para el tratamiento de un sujeto 
diagnosticado con una enfermedad asociada a o provocada por una mutación puntual que se puede corregir por una 
proteína de fusión de edición de ADN de Cas9 proporcionada en el presente documento. Por ejemplo, en algunas 35 
realizaciones, el método comprende administrar a un sujeto que tiene dicha enfermedad, por ejemplo, un cáncer 
asociado a una mutación puntual de PI3KCA como se ha descrito anteriormente, una cantidad eficaz de una 
proteína de fusión de Cas9-desaminasa que corrige la mutación puntual o introduce una mutación desactivante en el 
gen asociado a enfermedad. En algunas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad proliferativa. En algunas 
realizaciones, la enfermedad es una enfermedad genética. En algunas realizaciones, la enfermedad es una 40 
enfermedad neoplásica. En algunas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad metabólica. En algunas 
realizaciones, la enfermedad es una enfermedad de almacenamiento lisosómico. Otras enfermedades que se 
pueden tratar corrigiendo una mutación puntual o introduciendo una mutación desactivante en un gen asociado a 
enfermedad serán conocidas por los expertos en la técnica, y la divulgación no está limitada a este respecto. 

Las proteínas de fusión de la presente invención se pueden usar en métodos para el tratamiento de enfermedades o 45 
trastornos adicionales, por ejemplo, enfermedades o trastornos que están asociados o provocados por una mutación 
puntual que se puede corregir por edición de genes mediados por desaminasa. Algunas de tales enfermedades se 
describen en el presente documento, y enfermedades adecuadas adicionales que se pueden tratar con las 
estrategias y proteínas de fusión proporcionadas en el presente documento serán evidentes para los expertos en la 
técnica basándose en la presente divulgación. Las enfermedades y trastornos adecuados a modo de ejemplo se 50 
enumeran a continuación. Se entenderá que la numeración de las posiciones o restos específicos en las secuencias 
respectivas depende de la proteína particular y el esquema de numeración usado. La numeración podría ser 
diferente, por ejemplo, en precursores de una proteína madura y la propia proteína madura, y diferencias en 
secuencias de especie a especie pueden afectar la numeración. Un experto en la técnica será capaz de identificar el 
resto respectivo en cualquier proteína homóloga y en el ácido nucleico codificante respectivo por métodos bien 55 
conocidos en la técnica, por ejemplo, por alineamiento de secuencias y determinación de restos homólogos. Las 
enfermedades y trastornos adecuados a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, fibrosis quística (véanse, por 
ejemplo, Schwank et al., Functional repair of CFTR by CRISPR/Cas9 in intestinal stem cell organoids of cystic 
fibrosis patients. Cell stem cell. 2013; 13: 653-658; y Wu et al., Correction of a genetic disease in mouse via use of 
CRISPR-Cas9. Cell stem cell. 2013; 13: 659-662, ninguno de los cuales usa una proteína de fusión de desaminasa 60 
para corregir el defecto genético); fenilcetonuria - por ejemplo, mutación de fenilalanina a serina en la posición 835 
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(ratón) o 240 (humano) o un resto homólogo en el gen fenilalanina hidroxilasa (mutación T>C) - véase, por ejemplo, 
McDonald et al., Genomics. 1997; 39:402-405; síndrome de Bernard-Soulier (BSS) - por ejemplo, mutación de 
fenilalanina a serina en la posición 55 o un resto homólogo, o cisteína a arginina en el resto 24 o un resto homólogo 
en la glucoproteína IX de la membrana plaquetaria (mutación T>C) - véase, por ejemplo, Noris et al., British Journal 
of Haematology. 1997; 97: 312-320, y Ali et al., Hematol. 2014; 93: 381-384; hiperqueratosis epidermolítica (EHK) - 5 
por ejemplo, mutación de leucina a prolina en la posición 160 o 161 (si se cuenta la metionina iniciadora) o un resto 
homólogo en queratina 1 (mutación T>C) - véase, por ejemplo, Chipev et al., Cell. 1992; 70: 821-828, véase también 
el número de acceso P04264 en la base de datos UNIPROT en www.uniprot.org; enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica (EPOC) - por ejemplo, mutación de leucina a prolina en la posición 54 o 55 (si se cuenta la metionina 
iniciadora) o un resto homólogo en la forma procesada de α1-antitripsina o resto 78 en la forma no procesada o un 10 
resto homólogo (mutación T>C) - véase, por ejemplo, Poller et al., Genomics. 1993; 17: 740-743, véase también el 
número de acceso P01011 en la base de datos UNIPROT; enfermedad de Charcot-Marie-Toot tipo 4J - por ejemplo, 
mutación de isoleucina a treonina en la posición 41 o un resto homólogo en FIG4 (mutación T>C) - véase, por 
ejemplo, Lenk et al., PLoS Genetics. 2011; 7: e1002104; neuroblastoma (NB) - por ejemplo, mutación de leucina a 
prolina en la posición 197 o un resto homólogo en caspasa-9 (mutación T>C) - véase, por ejemplo, Kundu et al., 3 15 
Biotech. 2013, 3:225-234; enfermedad de von Willebrand (vWD) - por ejemplo, mutación de cisteína a arginina en la 
posición 509 o un resto homólogo en la forma procesada de factor de von Willebrand, o en la posición 1272 o un 
resto homólogo en la forma no procesada de factor de von Willebrand (mutación T>C) - véase, por ejemplo, 
Lavergne et al., Br. J. Haematol. 1992, véase también el número de acceso P04275 en la base de datos UNIPROT; 
82: 66-72; miotonía congénita - por ejemplo, mutación de cisteína a arginina en la posición 277 o un resto homólogo 20 
en el gel del canal de cloruro muscular CLCN1 (mutación T>C) - véase, por ejemplo, Weinberger et al., The J. of 
Physiology. 2012; 590: 3449-3464; amiloidosis renal hereditaria - por ejemplo, mutación de codón de terminación a 
arginina en la posición 78 o un resto homólogo en la forma procesada de apolipoproteína All o en la posición 101 o 
un resto homólogo en la forma no procesada (mutación T>C) - véase, por ejemplo, Yazaki et al., Kidney Int. 2003; 
64: 11-16; cardiomiopatía dilatada (DCM) - por ejemplo, mutación de triptófano a arginina en la posición 148 o un 25 
resto homólogo en el gen FOXD4 (mutación T>C), véase, por ejemplo, Minoretti et. al., Int. J. of Mol. Med. 2007; 19: 
369-372; linfedema hereditario - por ejemplo, mutación de histidina a arginina en la posición 1035 o un resto 
homólogo en tirosina cinasa de VEGFR3 (mutación A>G), véase, por ejemplo, Irrthum et al., Am. J. Hum. Genet. 
2000; 67: 295-301; enfermedad de Alzheimer familiar - por ejemplo, mutación de isoleucina a valina en la posición 
143 o un resto homólogo en presenilina 1 (mutación A>G), véase, por ejemplo, Gallo et. al., J. Alzheimer’s disease. 30 
2011; 25: 425-431; enfermedad priónica - por ejemplo, mutación de metionina a valina en la posición 129 o un resto 
homólogo en la proteína priónica (mutación A>G) - véase, por ejemplo, Lewis et. al., J. of General Virology. 2006; 87: 
2443-2449; síndrome crónico, infantil, neurológico, cutáneo, articular (CINCA) - por ejemplo, mutación de tirosina a 
cisteína en la posición 570 o un resto homólogo en criopirina (mutación A>G) - véase, por ejemplo, Fujisawa et al. 
Blood. 2007; 109: 2903-2911; y miopatía relacionada con desmina (DRM) - por ejemplo, mutación de arginina a 35 
glicina en la posición 120 o un resto homólogo en αB cristalina (mutación A>G) - véase, por ejemplo, Kumar et al., J. 
Biol. Chem. 1999; 274: 24137-24141. 

Será evidente para los expertos en la técnica que para dirigir una proteína de fusión de Cas9:enzima/dominio de 
edición de ácidos nucleicos como se desvela en el presente documento a un sitio diana, por ejemplo, un sitio que 
comprende una mutación puntual a editar, normalmente es necesario co-expresar la proteína de fusión de 40 
Cas9:enzima/dominio de edición de ácidos nucleicos junto con un ARN guía, por ejemplo, un ARNgu. Como se 
explica con más detalle en cualquier parte en el presente documento, un ARN guía normalmente comprende una 
región estructural de ARNcrtra que permite la unión de Cas9, y una secuencia guía, que confiere especificidad de 
secuencia a la proteína de fusión de Cas9:enzima/dominio de edición de ácidos nucleicos. En algunas realizaciones, 
el ARN guía comprende una estructura 5'-[secuencia guía]-45 
guuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaaggcuaguccguuaucaacuugaaaaaguggcaccgagucggugcuuuuu-3' 
(SEQ ID NO: 38), en donde la secuencia guía comprende una secuencia que es complementaria a la secuencia 
diana. La secuencia guía normalmente tiene 20 nucleótidos de longitud. Las secuencias de ARNs guía adecuados 
para dirigir las proteínas de fusión de Cas9:enzima/dominio de edición de ácidos nucleicos a sitios diana genómicos 
específicos serán evidentes para los expertos en la técnica basándose en la presente divulgación. Dichas 50 
secuencias de ARN guía adecuadas normalmente comprenden secuencias guía que son complementarias a una 
secuencia nucleica dentro de 50 nucleótidos en la dirección 5' o en la dirección 3' del nucleótido diana a editar. 
Algunas secuencias guía de ARN adecuadas a modo de ejemplo para dirigir proteínas de fusión de 
Cas9:enzima/dominio de edición de ácidos nucleicos a secuencias diana específicas se proporcionan a 
continuación. 55 

Polimorfismo H1047R (A3140G) en la subunidad alfa catalítica de fosfoinositida-3-cinasa (PI3KCA o PIK3CA) (están 
subrayados la posición del nucleótido mutado y el codón respectivo):  
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(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 39; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 40). 

Las secuencias guía adecuadas a modo de ejemplo para dirigir una proteína de fusión de Cas9:enzima/dominio de 
edición de ácidos nucleicos al resto A3140G mutante incluyen, sin limitación: 5'-aucggaauctauuuugacuc-3' 
(SEQ ID NO: 41); 5'-ucggaaucuauuuugacucg-3' (SEQ ID NO: 42); 5'-cuuagauaaaacugagcaag-3' (SEQ ID NO: 43); 5'- 5 
aucuauuuugacucguucuc-3' (SEQ ID NO: 44); 5'-uaaaacugagcaagaggcuu-3' (SEQ ID NO: 45); 5'- 
ugguggcuggacaacaaaaa-3' (SEQ ID NO: 46); 5'-gcuggacaacaaaaauggau-3' (SEQ ID NO: 47); 5'-
guguuaauuugucguacgua-3' (SEQ ID NO: 48). Las secuencias guía adecuadas adicionales para dirigir una proteína 
de fusión de Cas9:enzima/dominio de edición de ácidos nucleicos a una secuencia de PI3KCA mutante, a cualquiera 
de las secuencias adicionales proporcionadas a continuación, o a secuencias mutantes adicionales asociadas a una 10 
enfermedad, serán evidentes para los expertos en la técnica basándose en la presente divulgación. 

Fenilcetonuria - mutación de fenilalanina a serina en el resto 240 en el gen fenilalanina hidroxilasa (mutación T>C) 
(están subrayadas la posición del nucleótido mutado y el codón respectivo):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 49; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 50). 15 

Síndrome de Bernard-Soulier (BSS) - cisteína a arginina en el resto 24 en la glucoproteína IX de la membrana 
plaquetaria (mutación T>C):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 51; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 52). 

Hiperqueratosis epidermolítica (EHK) - mutación de leucina a prolina en el resto 161 en queratina 1 (mutación T>C):  20 

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 53; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 54). 

Enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) - mutación de leucina a prolina en el resto 54 en α1-antitripsina 
(mutación T>C):  

 25 
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(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 55; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 56). 

Enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) - mutación de leucina a prolina en el resto 78 en α1-
antiquimiotripsina (mutación T>C):  

 

 5 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 89; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 90). 

Neuroblastoma (NB) - mutación de leucina a prolina en el resto 197 en caspasa-9 (mutación T>C):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 57; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 58). 

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 4J - mutación de isoleucina a treonina en el resto 41 en FIG4 (mutación 10 
T>C):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 59; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 60). 

Enfermedad de von Willebrand (vWD) - mutación de cisteína a arginina en el resto 1272 en factor de von Willebrand 
(mutación T>C):  15 

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 61; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 62). 

Miotonía congénita - mutación de cisteína a arginina en la posición 277 en el gel del canal de cloruro muscular 
CLCN1 (mutación T>C):  

 20 

 

E14825518
07-11-2019ES 2 754 433 T3

 



26 
 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 63; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 64). 

Amiloidosis renal hereditaria - mutación de codón de terminación a arginina en el resto 111 en apolipoproteína All 
(mutación T>C):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 65; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 66). 5 

Cardiomiopatía dilatada (DCM) - mutación de triptófano a arginina en la posición 148 en el gen FOXD4 (mutación 
T>C):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 67; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 68). 

Linfedema hereditario - mutación de histidina a arginina en el resto 1035 en tirosina cinasa de VEGFR3 (mutación 10 
A>G):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 69; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 70). 

Enfermedad de Alzheimer familiar - mutación de isoleucina a valina en el resto 143 en presenilina 1 (mutación A>G):  

 15 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 71; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 72). 

Enfermedad priónica - mutación de metionina a valina en el resto 129 en proteína priónica (mutación A>G):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 73; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 74). 
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Síndrome crónico, infantil, neurológico, cutáneo, articular (CINCA) - mutación de tirosina a cisteína en el resto 570 en 
criopirina (mutación A>G):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 75; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 76). 

Miopatía relacionada con desmina (DRM) - mutación de arginina a glicina en el resto 120 en αB cristalina (mutación 5 
A>G):  

 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 77; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 78). 

Beta-talasemia - un ejemplo es la mutación de leucina a prolina en el resto 115 en hemoglobina B.  

 10 

(Secuencia de nucleótidos - SEQ ID NO: 79; secuencia de proteínas - SEQ ID NO: 80).  

Se debe entender que las secuencias proporcionadas anteriormente son a modo de ejemplo y no pretende ser 
limitantes del alcance de la presente divulgación. Las secuencias adecuadas adicionales de mutaciones puntuales 
que están asociadas con enfermedad y susceptibles a corrección por proteína de fusión de Cas9:enzima/dominio de 
edición de ácidos nucleicos, así como secuencias guía de ARN adecuadas, serán evidentes para los expertos en la 15 
técnica basándose en la presente divulgación. 

Sistemas indicadores  

Algunos aspectos de la presente divulgación proporcionan un sistema indicador que se puede usar para detectar 
actividad de desaminasa de las proteínas de fusión descritas en el presente documento. El sistema indicador puede 
ser un ensayo basado en luciferasa en el que la actividad de desaminasa conduce a la expresión de luciferasa. Para 20 
minimizar el impacto de la posible promiscuidad de sustrato del dominio de desaminasa (por ejemplo, el dominio de 
ayuda), se minimiza el número de restos que podrían ser involuntariamente dirigidos para la desaminación (por 
ejemplo, restos C inespecíficos que podrían residir posiblemente en el ADNmc dentro del sistema indicador). Un 
resto diana previsto se puede localizar en un codón de iniciación mutado de ACG del gen luciferasa que es incapaz 
de iniciar la traducción. La actividad de desaminasa deseada da como resultado una modificación ACG>AUG, 25 
permitiendo así la traducción de luciferasa y la detección y cuantificación de la actividad de desaminasa. 

Para minimizar los restos de C monocatenarios, se puede insertar una secuencia conductora entre el codón de 
iniciación mutado y el inicio del gen luciferasa que consiste en una extensión de restos Lys (AAA), Asn (AAT), Leu 
(TTA), Ile (ATT, ATA), Tyr (TAT) o Phe (TTT). Los mutantes resultantes se pueden probar para garantizar que la 
secuencia conductora no afecte adversamente la expresión o actividad de luciferasa. También se puede determinar 30 
la actividad de luciferasa de fondo con el codón de iniciación mutado. 

Se puede usar el sistema indicador para probar muchos ARNgu diferentes, por ejemplo, para determinar qué 
resto(s) con respecto a la secuencia de ADN diana dirigirán la desaminasa respectiva (por ejemplo, enzima AID) 
(Figura 3). Debido a que no se conoce el tamaño de la burbuja de Cas9-ADN, también se pueden probar ARNgu que 
dirigen la cadena no de molde para evaluar efectos inespecíficos de una proteína de fusión de Cas9-desaminasa 35 
específica. Dichos ARNgu se pueden diseñar de forma que el codón de iniciación mutado no aparee las bases con el 
ARNgu. 
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Una vez se han identificado las proteínas de fusión que son capaces de modificaciones de C a U específicas de sitio 
programables, sus actividades se pueden caracterizar adicionalmente. Los datos de los ensayos de luciferasa se 
pueden integrar, por ejemplo, en mapas de calor que describen qué nucleótidos, con respecto al ADN diana de 
ARNgu, están siendo dirigidos para la desaminación por una proteína de fusión específica. La posición que da como 
resultado la mayor actividad en el ensayo de luciferasa para cada fusión se puede considerar la posición "diana", 5 
mientras que todas las otras se consideran posiciones inespecíficas. 

En algunas realizaciones, se proporcionan fusiones de Cas9 con diversas enzimas APOBEC3, o dominios de 
desaminasa de las mismas. En algunas realizaciones, se proporcionan proteínas de fusión de Cas9 con otras 
enzimas de edición de ácidos nucleicos o dominios catalíticos, que incluyen, por ejemplo, enzimas de edición de 
ARNmc, tales como las citidina desaminasas APOBEC1 y ACF1/ASF, así como la familia ADAT de adenosina 10 
desaminasas,38 que se puede usar para la actividad de edición de ADNmc cuando se fusiona con Cas9. La actividad 
de dichas proteínas de fusión se puede probar usando los mismos sistemas indicadores y ensayos descritos 
anteriormente. 

Se proporciona un sistema indicador en el presente documento que incluye un gen indicador que comprende un 
codón de iniciación desactivado, por ejemplo, una mutación en la cadena de molde desde 3'-TAC-5' hasta 3'-CAC-5'. 15 
Tras la desaminación satisfactoria de C diana, el ARNm correspondiente se transcribirá como 5'-AUG-3' en lugar de 
5'-GUG-3', que permite la traducción del gen indicador. Los genes indicadores adecuados serán evidentes para los 
expertos en la técnica. 

La descripción de realizaciones a modo de ejemplo de los sistemas indicadores anteriores se proporciona para fines 
de ilustración solo y no pretende ser limitante. También están englobados por la presente divulgación sistemas 20 
indicadores adicionales, por ejemplo, variaciones de los sistemas descritos a modo de ejemplo en detalle 
anteriormente. 

Ejemplos 

Ejemplo 1: Proteínas de fusión 

Se proporcionan a continuación proteínas de fusión de Cas9:desaminasa a modo de ejemplo:  25 

Fusión de Cas9:AID humana (extremo C) 
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(subrayado: señal de localización nuclear; subrayado doble: señal de exportación nuclear, negrita: secuencia 
conectora) 

Fusión de Cas9:AID humana (extremo N) 

 5 

(subrayado: señal de localización nuclear; negrita: secuencia conectora) 

Fusión de Cas9:AID de ratón (extremo C) 
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(subrayado: señal de localización nuclear; negrita: secuencia conectora; subrayado doble: señal de exportación 
nuclear) 

Fusión de Cas9:APOBEC-3G humana (extremo N) 

 5 
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(subrayado: señal de localización nuclear; negrita: conector (1 NLS), 

Fusión de Cas9:APOBEC-1 humana (extremo N) 

 

(subrayado: señal de localización nuclear; negrita: conector (1 NLS), (SEQ ID NO: 92) 5 

Fusión de Cas9:ADAT1 humana (extremo N) 
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(subrayado: señal de localización nuclear; negrita: secuencia conectora) 

Fusión de Cas9:ADAT1 humana (extremo ) 
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(subrayado: señal de localización nuclear; negrita: secuencia conectora) 

Ejemplo 2: Corrección de una mutación puntual PI3K por una proteína de fusión de Cas9  

Se corrige una mutación puntual A3140G en el exón 20 del gen PI3KCA, que da como resultado una sustitución de 
aminoácidos H1047R en la proteína PI3K, poniendo en contacto un ácido nucleico que codifica la proteína mutante 5 
con una proteína de fusión de Cas9:AID (SEQ ID NO: 30) o Cas9:APOBEC1 (SEQ ID NO: 92) y un ARNgu 
apropiadamente diseñado que dirige la proteína de fusión al sitio de mutación en el gen PI3KCA codificante. La 
mutación puntual A3140G se confirma por PCR genómica de la secuencia respectiva del exón 20, por ejemplo, 
generación de un amplicón por PCR de los nucleótidos 3000-3250, y posterior secuenciación del amplicón PCT. 

Se ponen en contacto células que expresan una proteína PI3K mutante que comprende una mutación puntual 10 
A3140G en el exón 20 con una construcción de expresión que codifica la proteína de fusión Cas9:AID 
(SEQ ID NO: 30) o Cas9:APOBEC1 (SEQ ID NO: 92) y un ARNgu apropiadamente diseñado que dirige la proteína 
de fusión al sitio de mutación en la hebra no codificante de gen PI3KCA codificante. El ARNgu es de la secuencia 5'-
aucggaauctauuuugacucguuuuagagcuagaaaua 
gcaaguuaaaauaaaggcuaguccguuaucaacuugaaaaaguggcaccgagucggugcuuuuu-3' (SEQ ID NO: 81); 5'-15 
ucggaaucuauuuugacucgguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaaggcuaguccguuaucaacuugaaaaa 
guggcaccgagucggugcuuuuu-3' (SEQ ID NO: 82); 5'-cuuagauaaaacugagcaagguuuuagagcuagaa 
auagcaaguuaaaauaaaggcuaguccguuaucaacuugaaaaaguggcaccgagucggugcuuuuu-3' (SEQ ID NO: 83); 5'-
aucuauuuugacucguucucguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaaggcuaguccguuaucaacuug 
aaaaaguggcaccgagucggugcuuuuu-3' (SEQ ID NO: 84); 5'-uaaaacugagcaagaggcuuguuuuagagcua 20 
gaaauagcaaguuaaaauaaaggcuaguccguuaucaacuugaaaaaguggcaccgagucggugcuuuuu-3' (SEQ ID NO: 85); 5'-
ugguggcuggacaacaaaaaguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaaggcuaguccguuaucaa 
cuugaaaaaguggcaccgagucggugcuuuuu-3' (SEQ ID NO: 86); 5'-gcuggacaacaaaaauggauguuuua 
gagcuagaaauagcaaguuaaaauaaaggcuaguccguuaucaacuugaaaaaguggcaccgagucggugcuuuuu-3' (SEQ ID NO: 87); o 
5'-guguuaauuugucguacguaguuuuagagcuagaaauagcaaguuaaaauaaaggcua 25 
guccguuaucaacuugaaaaaguggcaccgagucggugcuuuuu (SEQ ID NO: 88). 

La actividad de citosina desaminasa de la proteína de fusión Cas9:AID o Cas9:APOBEC1 da como resultado la 
desaminación de la citosina que está apareada con base con G3140 mutante a uridina. Después de una ronda de 
replicación, se restaura A3140 no mutante. Se extrae el ADN genómico de las células tratadas y se amplifica un 
amplicón de PCR de nucleótidos 3000-3250 con cebadores de PCR adecuados. La corrección de la mutación 30 
puntual A3140G después del tratamiento de las células con la proteína de fusión se confirma por secuenciación del 
amplicón de PCR. 

Ejemplo 3: Corrección de una mutación puntual de presenilina 1 por una proteína de fusión de Cas9 

Se corrige una mutación puntual A->G en el codón 143 del gen presenilina 1 (PSEN1), dando como resultado una 
sustitución de aminoácidos I143V en la proteína PSEN1 poniendo en contacto un ácido nucleico que codifica la 35 
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proteína PSEN1 mutante con una proteína de fusión Cas9:AID (SEQ ID NO: 30) o Cas9:APOBEC1 (SEQ ID NO: 92) 
y un ARNgu apropiadamente diseñado que dirige la proteína de fusión al sitio de mutación en el gen PSEN1 
codificante. Véase, por ejemplo, Gallo et. al., J. Alzheimer’s disease. 2011; 25: 425-431 para una descripción de una 
mutación I143V en PSEN1 a modo de ejemplo asociada a enfermedad de Alzheimer familiar. La mutación puntual A-
>G se confirma por PCR genómica de la secuencia respectiva de PSEN1, por ejemplo, generación de un amplicón 5 
de PCR de aproximadamente 100-250 nucleótidos alrededor del exón 143, y posterior secuenciación del amplicón 
PCT. 

Se ponen en contacto células que expresan la proteína PSEN1 mutante con una construcción de expresión que 
codifica la proteína de fusión de Cas9:AID (SEQ ID NO: 30) o Cas9:APOBEC1 (SEQ ID NO: 92) y un ARNgu 
apropiadamente diseñado que dirige la proteína de fusión al sitio de mutación en la cadena no codificante del gen 10 
PSEN1 codificante. La actividad de citosina desaminasa de la proteína de fusión de Cas9:AID o Cas9:APOBEC1 da 
como resultado la desaminación de la citosina que está apareada con base con G mutante en el codón 143 a 
uridina. Después de una ronda de replicación, se restaura A no mutante. Se extrae el ADN genómico de las células 
tratadas y se amplifica un amplicón de PCR de 100-250 nucleótidos con cebadores de PCR adecuados. Se confirma 
la corrección de la mutación puntual A->G después del tratamiento de las células con la proteína de fusión por 15 
secuenciación del amplicón de PCR. 

Ejemplo 4: Corrección de una mutación de puntual α1-antitripsina por una proteína de fusión de Cas9 

Se corrige una mutación puntual T->C en el codón 55 del gen α1-antitripsina, que da como resultado una sustitución 
de aminoácidos L55P en la proteína α1-antitripsina, poniendo en contacto un ácido nucleico que codifica la proteína 
α1-antitripsina mutante con una proteína de fusión de Cas9:ADAT1 (SEQ ID NO: 35 o 36) y un ARNgu 20 
apropiadamente diseñado que dirige la proteína de fusión al sitio de mutación en el gen α1-antitripsina codificante. 
Véase, por ejemplo, Poller et al., Genomics. 1993; 17: 740-743 para una descripción más detallada de una mutación 
T->C del codón 55 a modo de ejemplo asociada a enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC). La mutación 
puntual T->C se confirma por PCR genómica de la secuencia de α1-antitripsina respectiva que codifica el codón 55, 
por ejemplo, generación de un amplicón de PCR de aproximadamente 100-250 nucleótidos, y posterior 25 
secuenciación del amplicón de PCT. 

Se ponen en contacto células que expresan la proteína α1-antitripsina mutante con una construcción de expresión 
que codifica la proteína de fusión de Cas9:AID (SEQ ID NO: 30) o Cas9:APOBEC1 (SEQ ID NO: 92) y un ARNgu 
apropiadamente diseñado que dirige la proteína de fusión al nucleótido mutado en el codón 55 en la cadena 
codificante en el gen α1-antitripsina codificante. La actividad de citosina desaminasa de la proteína de fusión 30 
Cas9:ADAT1 da como resultado la desaminación de la citosina mutante a uridina corrigiendo así la mutación. Se 
extrae el ADN genómico de las células tratadas y se amplifica un amplicón de PCR de 100-250 nucleótidos con 
cebadores de PCR adecuados. La corrección de la mutación puntual T->C en el codón 55 del gen α1-antitripsina 
después del tratamiento de las células con la proteína de fusión se confirma por secuenciación del amplicón de PCR. 

Ejemplo 5: Corrección de una mutación puntual del factor de von Willebrand por una proteína de fusión de 35 
Cas9 

Se corrige una mutación puntual T->C en el codón 509 del gen factor de von Willebrand, que da como resultado una 
sustitución de aminoácidos C509A en la proteína factor de von Willebrand, poniendo en contacto un ácido nucleico 
que codifica la proteína factor de von Willebrand mutante con una proteína de fusión de Cas9:ADAT1 
(SEQ ID NO: 35 o 36) y un ARNgu apropiadamente diseñado que dirige la proteína de fusión al sitio de mutación en 40 
la cadena codificante del gen factor de von Willebrand codificante. Véase, por ejemplo, Lavergne et al., Br. J. 
Haematol. 1992; 82: 66-7, para una descripción de una mutación C509A de factor de von Willebrand a modo de 
ejemplo asociada a enfermedad de von Willebrand (vWD). La mutación puntual T->C se confirma por PCR genómica 
de la secuencia genómica respectiva del gen factor de von Willebrand, por ejemplo, generación de un amplicón de 
PCR de aproximadamente 100-250 nucleótidos alrededor del exón 509, y posterior secuenciación del amplicón PCT. 45 

Se ponen en contacto células que expresan la proteína factor de von Willebrand mutante con una construcción de 
expresión que codifica la proteína de fusión de Cas9:ADAT1 (SEQ ID NO: 35 o 36) y un ARNgu apropiadamente 
diseñado que dirige la proteína de fusión al sitio de mutación en la cadena codificante del gen factor de von 
Willebrand codificante. La actividad de citosina desaminasa de la proteína de fusión de Cas9:ADAT1 da como 
resultado la desaminación de la citosina mutante en el codón 509 a uridina, corrigiendo así la mutación. Se extrae el 50 
ADN genómico de las células tratadas y se amplifica un amplicón de PCR de 100-250 nucleótidos con cebadores de 
PCR adecuados. La corrección de la mutación puntual T->C en el codón 509 del gen factor de von Willebrand 
después del tratamiento de las células con la proteína de fusión se confirma por secuenciación del amplicón de PCR. 

Ejemplo 6: Corrección de una mutación puntual en caspasa 9 por una proteína de fusión de Cas9 - 
neuroblastoma 55 

Se corrige una mutación puntual T->C en el codón 197 del gen caspasa-9, que da como resultado una sustitución de 
aminoácidos L197P en la proteína caspasa-9, poniendo en contacto un ácido nucleico que codifica la proteína 
caspasa-9 mutante con una proteína de fusión de Cas9:ADAT1 (SEQ ID NO: 35 o 36) y un ARNgu apropiadamente 
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diseñado que dirige la proteína de fusión al sitio de mutación en la cadena codificante del gen de caspasa-9 
codificante. Véase, por ejemplo, Lenk et al., PLoS Genetics. 2011; 7: e1002104, para una descripción de una 
mutación L197P de caspasa-9 a modo de ejemplo asociada a neuroblastoma (NB). La mutación puntual T->C se 
confirma por PCR genómica de la secuencia genómica de caspasa-9 respectiva, por ejemplo, generación de un 
amplicón de PCR de aproximadamente 100-250 nucleótidos alrededor del exón 197, y posterior secuenciación del 5 
amplicón PCT. 

Se ponen en contacto células que expresan la proteína caspasa-9 mutante con una construcción de expresión que 
codifica la proteína de fusión de Cas9:ADAT1 (SEQ ID NO: 35 o 36) y un ARNgu apropiadamente diseñado que 
dirige la proteína de fusión al sitio de mutación en la cadena codificante del gen caspasa-9 codificante. La actividad 
de citosina desaminasa de la proteína de fusión de Cas9:ADAT1 da como resultado la desaminación de la citosina 10 
mutante en el codón 197 a uridina, corrigiendo así la mutación. Se extrae el ADN genómico de las células tratadas y 
se amplifica un amplicón de PCR de 100-250 nucleótidos con cebadores de PCR adecuados. La corrección de la 
mutación puntual T->C en el codón 197 del gen caspasa-9 después del tratamiento de las células con la proteína de 
fusión se confirma por secuenciación del amplicón de PCR. 

Ejemplo 7: Actividad de desaminasa de dos proteínas de fusión de dCas9-APOBEC1  15 

Se generaron dos proteínas de fusión de dCas9-APOBEC1 con diferentes conectores:  

rAPOBEC1_GGS_dCas9: 

 

subrayado = rAPOBEC1; subrayado doble = dCas9. 

20 
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rAPOBEC1_(GGS)3_dCas9:  

 

(SEQ ID NO: 95); subrayado = rAPOBEC1; subrayado doble = dCas9. 

Se examinó la actividad de desaminasa de ambas proteínas de fusión. Se adaptó un ensayo de desaminasa de Nuc. 
Acids Res. 2014, 42, p. 1095; J. Biol. Chem. 2004, 279, p 53379; J. Virology 2014, 88, p. 3850; y J. Virology 2006, 5 
80, p. 5992. 

Se insertaron construcciones de expresión que codifican las proteínas de fusión en un plásmido de esqueleto de 
CMV (plásmido de Addgene 52970; véase Guilinger JP, Thompson DB, Liu DR. Fusion of catalytically inactive Cas9 
to FokI nuclease improves the specificity of genome modification. Nat. Biotechnol. 2014; 32(6): 577-82). Se 
expresaron las proteínas de fusión usando un sistema de transcripción/traducción acoplada TNT Quick (Promega). 10 
Después de 90 min, se incubaron 5 µL de lisado con sustrato de ADNmc marcado en 5' (Cy3-
ATTATTATTATTCCGCGGATTTATT TATTTATTTATTTATTT, SEQ ID NO: 96) y UDG (uracil-ADN glicosilasa) a 
37 ºC durante 3 h. Entonces se añadió una disolución 1 M de NaOH (10 µL) para escindir el ADN en el sitio abásico. 
Véase la Figura 4. Se resolvió el ADN en un gel al 10 % de TBE-PAGE (Figura 5). También se incluyeron un control 
negativo, donde pUC19 se incubó en el sistema TNT, y un control positivo, donde el ADN se ha sintetizado con un 15 
"U" en lugar de C diana. La Figura 5 ilustra que ambas proteínas de fusión presentan actividad de citosina 
desaminasa. 
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EQUIVALENTES Y ALCANCE 

Los expertos en la técnica reconocerán, o serán capaces de determinar usando no más de experimentación 
rutinaria, muchos equivalentes de las realizaciones descritas en el presente documento. El alcance de la presente 
divulgación no pretende estar limitado a la descripción anterior, sino que es como se expone en las reivindicaciones 15 
adjuntas. 

Artículos tales como "un", "una", "el" y "la" pueden significar uno o más de uno, a menos que se indique lo contrario o 
sea evidente de otro modo del contexto. Las reivindicaciones o descripciones que incluyen "o" entre dos o más 
miembros de un grupo se consideran satisfechas si uno, más de uno, o todos los miembros del grupo están 
presentes, a menos que se indique lo contrario o sea de otro modo evidente del contexto. La divulgación de un grupo 20 
que incluye "o" entre dos o más miembros del grupo proporciona realizaciones en las que exactamente un miembro 
del grupo está presente, realizaciones en las que más de un miembro del grupo está presente, y realizaciones en las 
que todos los miembros del grupo están presentes. 

Donde los elementos se presenten como listas, por ejemplo, en formato de grupos de Markush, se debe entender 
que también se desvela cada subgrupo posible de los elementos, y que cualquier elemento o subgrupo de 25 
elementos se puede retirar del grupo. También se observa que el término "que comprende" pretende ser abierto y 
permite la inclusión de elementos o etapas adicionales. Se debe entender que, en general, donde se hace referencia 
a una realización, producto, o método que comprende elementos particulares, características, o etapas, también se 
proporcionan realizaciones, productos, o métodos que consisten, o consisten esencialmente en, dichos elementos, 
características, o etapas. 30 

Donde se dan intervalos, se incluyen puntos extremos. Además, se debe entender que, a menos que se indique lo 
contrario o sea evidente de otro modo del contexto y/o el entendimiento de un experto habitual en la técnica, valores 
que se expresan como intervalos pueden asumir cualquier valor específico dentro de los intervalos establecidos en 
algunas realizaciones, al décimo de la unidad del límite inferior del intervalo, a menos que el contexto dicte 
claramente de otro modo. Para los fines de brevedad, los valores en cada intervalo no han sido individualmente 35 
explicados en detalle en el presente documento, pero se entenderá que cada uno de estos valores se proporciona 
en el presente documento y se puede reivindicar o renunciar a ellos específicamente. También se debe entender 
que, a menos que se indique lo contrario o sea de otro modo evidente del contexto y/o el entendimiento de un 
experto habitual en la técnica, los valores expresados como intervalos pueden asumir cualquier subintervalo dentro 
del intervalo dado, en donde los puntos extremos del subintervalo se expresan al mismo grado de exactitud que el 40 
décimo de la unidad del límite inferior del intervalo. 
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REIVINDICACIONES 

1. Una proteína de fusión que comprende  

(i) un dominio de Cas9 de nucleasa inactiva; y 

(ii) un dominio de desaminasa. 

2. La proteína de fusión de la reivindicación 1, en donde el dominio de desaminasa es;  5 

(i) una citidina desaminasa; o 

(ii) una desaminasa de la familia del complejo de edición de ARNm de apolipoproteína B (APOBEC); o 

(iii) una desaminasa de la familia APOBEC 1; o 

(iv) una citidina desaminasa inducida por activación (AID); o 

(v) una ACF1/ASE desaminasa; o 10 

(vi) una adenosina desaminasa; o 

(vii) una desaminasa de la familia ADAT. 

3. La proteína de fusión de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en donde el dominio de desaminasa se fusiona 
con el extremo N del dominio de Cas9, o en donde el dominio de desaminasa se fusiona con el extremo C del 
dominio de Cas9. 15 

4. La proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el dominio de Cas9 y el dominio de 
desaminasa se fusionan por un conector, opcionalmente en donde el conector comprende un motivo (GGGGS)n 
(SEQ ID NO: 91), (G)n, (EAAAK)n (SEQ ID NO: 5), (GGS)n, SGSETPGTSESATPES (SEQ ID NO: 93), o (XP)n, o una 
combinación de cualquiera de estos, en donde n es independientemente un número entero entre 1 y 30. 

5. La proteína de fusión de la reivindicación 1 o 2, en donde el dominio de desaminasa es una desaminasa de 20 
APOBEC 1. 

6. La proteína de fusión de la reivindicación 5, en donde la desaminasa de APOBEC 1 comprende la secuencia de 
aminoácidos de una cualquiera de SEQ ID NOs: 22-24. 

7. La proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el dominio de Cas9 de nucleasa 
inactiva comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 34. 25 

8. La proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la proteína de fusión comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 92. 

9. Una proteína de fusión según cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en medicina. 

10. Un método in vitro o ex vivo de edición de ADN, comprendiendo el método poner en contacto una molécula de 
ADN con  30 

(a) la proteína de fusión de una de las reivindicaciones 1-8; y 

(b) un ARN guía único (ARNgu) que dirige la proteína de fusión de (a) a una secuencia de ADN diana de la 
molécula de ADN; en donde la molécula de ADN se pone en contacto con la proteína de fusión y el ARNgu en 
una cantidad eficaz y en condiciones adecuadas para la desaminación de una base nucleotídica de la molécula 
de ADN. 35 

11. El método de la reivindicación 10, en donde la secuencia de ADN diana comprende una secuencia asociada a 
una enfermedad o trastorno, y en donde la desaminación de la base nucleotídica da como resultado una secuencia 
que no se asocia a una enfermedad o trastorno, opcionalmente en donde la secuencia de ADN diana comprende 
una mutación puntual asociada a una enfermedad o trastorno, y en donde la desaminación corrige la mutación 
puntual. 40 

12. El método de la reivindicación 10 o la reivindicación 11, en donde la secuencia de ADN diana comprende una 
mutación puntual T→C o A→G asociada a una enfermedad o trastorno, y en donde la desaminación de la base C o 
G mutante da como resultado una secuencia que no se asocia a una enfermedad o trastorno. 

13. El método de la reivindicación 11 o la reivindicación 12, en donde la secuencia asociada a la enfermedad o 
trastorno codifica una proteína, y en donde la desaminación introduce un codón de terminación en la secuencia 45 
asociada a la enfermedad o trastorno, dando como resultado una truncación de la proteína codificada. 
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14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en donde la enfermedad o trastorno es fibrosis 
quística, fenilcetonuria, hiperqueratosis epidermolítica (EHK), enfermedad de Charcot-Marie-Toot de tipo 4J, 
neuroblastoma (NB), enfermedad de von Willebrand (vWD), miotonía congénita, amiloidosis renal hereditaria, 
cardiomiopatía dilatada (DCM), linfedema hereditario, enfermedad de Alzheimer familiar, enfermedad priónica, 
síndrome crónico, infantil, neurológico, cutáneo, articular (CINCA), miopatía relacionada con desmina (DRM), o una 5 
enfermedad neoplásica asociada a una proteína PI3KCA mutante. 

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10-14, en donde la secuencia de ADN diana comprende una 
mutación puntual T→C y/o an A→G que da como resultado:  

(i) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína PI3KCA en comparación con la proteína PI3K no 
mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, opcionalmente 10 
en donde la mutación puntual es una mutación A3140G que da como resultado una sustitución H1047R; o 

(ii) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína PSEN1 en comparación con la proteína PSEN1 
no mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, 
opcionalmente en donde la proteína PSEN1 comprende una sustitución I143V provocada por una mutación 
puntual A→G en el codón 143 del gen PSEN1, opcionalmente en donde la mutación puntual en PSEN1 está 15 
asociada con enfermedad de Alzheimer, opcionalmente en donde el contacto da como resultado la 
desaminación del resto de citidina mutante en el codón 143 del gen PSEN1, corrigiendo así la mutación puntual 
A→G; o 

(iii) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína α-antitripsina en comparación con la proteína α-
antitripsina no mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, 20 
opcionalmente en donde la proteína α-antitripsina comprende una sustitución L55P provocada por una 
mutación puntual T→C en el codón 55 del gen α-antitripsina, opcionalmente en donde la mutación puntual de 
α-antitripsina está asociada con enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), opcionalmente en donde el 
contacto da como resultado la desaminación del resto de citidina mutante en el codón 55 del gen α-antitripsina, 
corrigiendo así la mutación puntual T→C; o 25 

(iv) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína vWF en comparación con la proteína vWF no 
mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, opcionalmente 
en donde la proteína vWF comprende una sustitución C509A provocada por una mutación puntual T→C en el 
codón 509 del gen vWF, opcionalmente en donde la mutación puntual de vWF está asociada con enfermedad 
de von Willebrand, opcionalmente en donde el contacto da como resultado la desaminación del resto de citidina 30 
mutante en el codón 509 del gen vWF, corrigiendo así la mutación puntual T→C; o 

(v) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína caspasa-9 en comparación con la proteína 
caspasa-9 no mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, 
opcionalmente en donde la proteína caspasa-9 comprende una sustitución L197P provocada por una mutación 
puntual T→C en el codón 197 del gen caspasa-9, opcionalmente en donde la mutación puntual de caspasa-9 35 
está asociada con neuroblastoma, opcionalmente en donde el contacto da como resultado la desaminación del 
resto de citidina mutante en el codón 197 del gen caspasa-9, corrigiendo así la mutación puntual T→C. 

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10-15, en donde el método comprende además detectar la 
desaminación de la base nucleotídica, opcionalmente en donde la detección es por PCR. 

17. La proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en un método de tratamiento de 40 
una enfermedad o trastorno, comprendiendo el método poner en contacto una molécula de ADN con  

(a) la proteína de fusión; y 

(b) un ARNgu que dirige la proteína de fusión de (a) a una secuencia de ADN diana de la molécula de ADN; en 
donde la molécula de ADN se pone en contacto con la proteína de fusión y el ARNgu en una cantidad eficaz y 
en condiciones adecuadas para la desaminación de una base nucleotídica de la molécula de ADN, 45 

en donde la secuencia de ADN diana comprende una secuencia asociada a una enfermedad o trastorno, la 
desaminación de la base nucleotídica da como resultado una secuencia que no se asocia a una enfermedad o 
trastorno, y en donde el contacto es in vivo en un sujeto susceptible a tener, que tiene, o diagnosticado con una 
enfermedad o trastorno, opcionalmente en donde la secuencia de ADN diana comprende una mutación puntual 
asociada a una enfermedad o trastorno, y en donde la desaminación corrige la mutación puntual. 50 

18. La proteína de fusión para su uso de la reivindicación 17, en donde la secuencia de ADN diana comprende una 
mutación puntual T→C o A→G asociada a una enfermedad o trastorno, y en donde la desaminación de la base C o 
G mutante da como resultado una secuencia que no se asocia a una enfermedad o trastorno. 
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19. La proteína de fusión para su uso de la reivindicación 17 o la reivindicación 18, en donde la secuencia asociada 
a la enfermedad o trastorno codifica una proteína, y en donde la desaminación introduce un codón de terminación en 
la secuencia asociada a la enfermedad o trastorno, dando como resultado una truncación de la proteína codificada. 

20. La proteína de fusión para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 17-19, en donde la enfermedad o 
trastorno es fibrosis quística, fenilcetonuria, hiperqueratosis epidermolítica (EHK), enfermedad de Charcot-Marie-5 
Toot de tipo 4J, neuroblastoma (NB), enfermedad de von Willebrand (vWD), miotonía congénita, amiloidosis renal 
hereditaria, cardiomiopatía dilatada (DCM), linfedema hereditario, enfermedad de Alzheimer familiar, enfermedad 
priónica, síndrome crónico, infantil, neurológico, cutáneo, articular (CINCA), miopatía relacionada con desmina 
(DRM), o una enfermedad neoplásica asociada a una proteína PI3KCA mutante. 

21. La proteína de fusión para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 17-20, en donde la secuencia de 10 
ADN diana comprende una mutación puntual T→C y/o A→G que da como resultado:  

(i) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína PI3KCA en comparación con la proteína PI3K no 
mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, opcionalmente 
en donde la mutación puntual es una mutación A3140G que da como resultado una sustitución H1047R; o 

(ii) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína PSEN1 en comparación con la proteína PSEN1 15 
no mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, 
opcionalmente en donde la proteína PSEN1 comprende una sustitución I143V provocada por una mutación 
puntual A→G en el codón 143 del gen PSEN1, opcionalmente en donde la mutación puntual en PSEN1 está 
asociada con enfermedad de Alzheimer, opcionalmente en donde el contacto da como resultado la 
desaminación del resto de citidina mutante en el codón 143 del gen PSEN1, corrigiendo así la mutación puntual 20 
A→G; o 

(iii) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína α-antitripsina en comparación con la proteína α-
antitripsina no mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, 
opcionalmente en donde la proteína α-antitripsina comprende una sustitución L55P provocada por una 
mutación puntual T→C en el codón 55 del gen α-antitripsina, opcionalmente en donde la mutación puntual de 25 
α-antitripsina está asociada con enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), opcionalmente en donde el 
contacto da como resultado la desaminación del resto de citidina mutante en el codón 55 del gen α-antitripsina, 
corrigiendo así la mutación puntual T→C; o 

(iv) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína vWF en comparación con la proteína vWF no 
mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, opcionalmente 30 
en donde la proteína vWF comprende una sustitución C509A provocada por una mutación puntual T→C en el 
codón 509 del gen vWF, opcionalmente en donde la mutación puntual de vWF está asociada con enfermedad 
de von Willebrand, opcionalmente en donde el contacto da como resultado la desaminación del resto de citidina 
mutante en el codón 509 del gen vWF, corrigiendo así la mutación puntual T→C; o 

(v) una mutación de secuencia de aminoácidos en la proteína caspasa-9 en comparación con la proteína 35 
caspasa-9 no mutante, y en donde el método da como resultado la desaminación de la base C o G mutante, 
opcionalmente en donde la proteína caspasa-9 comprende una sustitución L197P provocada por una mutación 
puntual T→C en el codón 197 del gen caspasa-9, opcionalmente en donde la mutación puntual de caspasa-9 
está asociada con neuroblastoma, opcionalmente en donde el contacto da como resultado la desaminación del 
resto de citidina mutante en el codón 197 del gen caspasa-9, corrigiendo así la mutación puntual T→C. 40 

22. La proteína de fusión para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 17-21, en donde el método 
comprende además detectar la desaminación de la base nucleotídica, opcionalmente en donde la detección es por 
PCR. 
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