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DESCRIPCION
Regulacion de la expresion genética mediada por las nucleasas

CAMPO TECNICO

[0001] La presente descripcion esta en el campo de la ingenieria del genoma, en particular la modificacién dirigida
del genoma de una célula hematopoyética.

ANTECEDENTES

[0002] Cuando se considera que los esfuerzos de secuenciacion del genoma han revelado que el genoma humano
contiene entre 20.000 y 25.000 genes, pero menos de 2.000 reguladores transcripcionales, se hace evidente que
una serie de factores debe interactuar para controlar la expresion génica en todas sus diversas manifestaciones
especificas temporales, del desarrollo y tisulares. La expresion de los genes se controla mediante una mezcla
altamente compleja de reguladores transcripcionales generales y especificos, y la expresion también puede
controlarse mediante elementos de ADN que actian en cis. Estos elementos de ADN comprenden tanto elementos
de ADN locales como el promotor central y sus sitios asociados de union al factor de transcripcion, asi como
elementos distales como potenciadores, silenciadores, aisladores y regiones de control de locus (LCR) (ver Matson
et al (2006) Ann Rev Genome Hum Genet 7: 29-50).

[0003] Los elementos potenciadores se identificaron por primera vez en el genoma viral SV40, y luego que se
encuentra en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina humana. Ahora que se sabe que desempeian
funciones reguladoras en la expresion de muchos genes, los potenciadores parecen influir principalmente en los
patrones temporales y espaciales de la expresion génica. También se ha encontrado que los potenciadores
funcionan de una manera que no depende de la distancia del promotor central de un gen, y no depende de ninguna
orientacion de secuencia especifica con respecto al promotor. Los potenciadores pueden ubicarse a varios cientos
de kilobases hacia arriba o hacia abajo de una regién promotora del nucleo, donde pueden ubicarse en una
secuencia de intrones, o incluso mas alla del extremo 3’ de un gen.

[0004] Se han descrito varios métodos y composiciones para la escision especifica de ADN genomico. Dichos
eventos de escision dirigida pueden usarse, p. €j., para inducir mutagénesis dirigida, inducir deleciones dirigidas de
secuencias de ADN celulares y facilitar la recombinacién dirigida en un locus cromosémico predeterminado. Ver, p.
ej., patentes de EE.UU. n° 8.623.618; 8.034.598; 8.586.526; 6.534.261; 6.599.692; 6.503.717; 6.689.558; 7.067.317;
7.262.054; 7.888.121; 7.972.854; 7.914.796; 7.951.925; 8.110.379; 8.409.861; Publicaciones de Patentes de
Estados Unidos 20030232410; 20050208489; 20050026157; 20060063231; 20080159996; 201000218264;
20120017290; 20110265198; 20130137104; 20130122591; 20130177983 y 20130177960 y la solicitud de EE.UU.
N° 14/278.903. Estos métodos a menudo implican el uso de sistemas de escision disefiados para inducir una rotura
de doble hebra (DSB) o una muesca en una secuencia de ADN diana, de modo que la reparacion de la rotura por un
proceso de nacimiento como la unién de extremo no homodloga (NHEJ) o la reparacion usando una plantilla de
reparacion (reparacion dirigida por homologia o HDR) puede resultar en la desactivacion de un gen o la insercion de
una secuencia de interés (integracion dirigida). Esta técnica también se puede utilizar para introducir cambios
especificos del sitio en la secuencia del genoma mediante el uso de un oligonucledtido donante, incluida la
introduccion de deleciones especificas de regiones genémicas, o mutaciones puntuales especificas o alteraciones
localizadas (también conocidas como correccion de genes). La escision puede ocurrir mediante el uso de nucleasas
especificas, como las nucleasas de zinc (ZFN), activadores de la transcripcion, como las nucleasas efectoras
(TALEN), o el uso del sistema CRISPR/Cas con un ARNcr/ARN tracr modificado ("ARN de guia tnica") para guiar la
escision especifica. Ademas, nucleasas especificas se estan desarrollando en base al sistema Argonaute (P. €j., a
partir de T. thermophilus, conocido como 'TtAgo', ver Swarts et al (2014) Nature 507 (7491): 258-261), que también
puede tener el potencial para usos en edicion de genoma y terapia génica.

[0005] Las células rojas de la sangre (RBC), o eritrocitos, son el componente celular principal de la sangre. De
hecho, los glébulos rojos representan una cuarta parte de las células en un ser humano. Los RBC maduros carecen
de un nucleo y muchos otros organulos en los seres humanos, y estan llenos de hemoglobina, una metaloproteina
que funciona para transportar oxigeno a los tejidos, asi como para transportar didxido de carbono de los tejidos y de
regreso a los pulmones para su eliminacion. Esta proteina constituye aproximadamente el 97% del peso seco de los
glébulos rojos y aumenta la capacidad de transporte de oxigeno de la sangre en aproximadamente setenta veces.
La hemoglobina es un heterotetramero que comprende dos cadenas de globina similares a alfa (a) y dos cadenas de
globina similares a beta (B) y 4 grupos hemo. En los adultos, el tetramero a2B2 se conoce como hemoglobina A
(HbA) o hemoglobina adulta. Tipicamente, las cadenas de globina alfa y beta se sintetizan en una proporcion
aproximada de 1:1 y esta proporcién parece ser critica en términos de hemoglobina y estabilizacién de RBC. En un
feto en desarrollo, se produce una forma diferente de hemoglobina, la hemoglobina fetal (HbF), que tiene una
afinidad de enlace mas alta para el oxigeno que la hemoglobina A, de manera que el oxigeno puede ser entregado
al sistema del bebé a través del torrente sanguineo de la madre. La hemoglobina fetal también contiene dos
cadenas de globina a, pero en lugar de las cadenas de globina 8 adulta, tiene dos cadenas de gamma (y)-globina
fetal (es decir, la hemoglobina fetal es a2y2). Aproximadamente a las 30 semanas de gestacion, la sintesis de
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gamma globina en el feto comienza a disminuir a medida que aumenta la produccion de beta globina.
Aproximadamente a los 10 meses de edad, la hemoglobina del recién nacido es casi toda a232, aunque algo de HbF
persiste hasta la edad adulta (aproximadamente 1-3% de la hemoglobina total). La regulacién del cambio de la
produccién de gamma a beta globina es bastante compleja, y principalmente implica una regulacion a la baja de la
transcripcion de gamma globina con una regulacion simultanea de la transcripcion de la globina beta.

[0006] Los defectos genéticos en las secuencias que codifican las cadenas de hemoglobina pueden ser
responsables de un nimero de enfermedades conocidas como hemoglobinopatias, incluyendo anemia de células
falciformes y talasemias. En la mayoria de los pacientes con hemoglobina en las inopatias, los genes que codifican
la gamma globina permanecen presentes, pero la expresion es relativamente baja debido a la represion génica
normal que se produce alrededor del parto como se describié anteriormente.

[0007] Se estima que 1 de cada 5.000 personas en los EE.UU. tiene la enfermedad de células falciformes (ECF),
sobre todo en personas de origen africano subsahariano. Parece haber un beneficio para los portadores
heterocigotos de la mutacién de células falciformes para la proteccion contra la malaria, por lo que este rasgo puede
haber sido seleccionado positivamente con el tiempo, de modo que se estima que en el Africa subsahariana, un
tercio de la poblacion tiene el rasgo depranocitico. La enfermedad de células falciformes es causada por una
mutacion en el gen de la globina 3 como consecuencia de la cual la valina se sustituye por el acido glutamico en el
aminoacido n° 6 (un GAG a GTG a nivel de ADN), donde la hemoglobina resultante se conoce como "hemoglobina
S” 0 “HbS”. En condiciones de oxigeno mas bajas, un cambio conformacional en la forma desoxi de HbS expone un
parche hidréfobo en la proteina entre las hélices E y F. Los residuos hidréfobos de la valina en la posicion 6 de la
cadena beta en la hemoglobina pueden asociarse con el parche hidréfobo, lo que hace que las moléculas de HbS se
agreguen y formen precipitados fibrosos. Estos agregados, a su vez, causan la anomalia o la "enfermedad" de los
glébulos rojos, lo que resulta en una pérdida de flexibilidad de las células. Los eritrocitos no son capaces de apretar
los lechos capilares y pueden ocasionar una crisis vaso-oclusiva en pacientes con células falciformes. Ademas, los
eritrocitos falciformes son mas fragiles que los eritrocitos normales y tienden a la hemadlisis, lo que finalmente lleva a
la anemia en el paciente.

[0008] EI tratamiento y manejo de pacientes con células falciformes es una proposicidon de por vida que involucra
tratamiento con antibidticos, manejo del dolor y transfusiones durante episodios agudos. Un enfoque es el uso de la
hidroxiurea, que ejerce sus efectos en parte al aumentar la produccion de gamma globina. Sin embargo, aun se
desconocen los efectos secundarios a largo plazo de la terapia crénica con hidroxiurea, y el tratamiento produce
efectos secundarios no deseados y puede tener una eficacia variable de un paciente a otro. A pesar de un aumento
en la eficacia de los tratamientos con células falciformes, la expectativa de vida de los pacientes todavia es de
mediados a finales de los 50 y la morbilidad asociada de la enfermedad tiene un impacto profundo en la calidad de
vida de un paciente.

[0009] Las talasemias también son enfermedades relacionadas con la hemoglobina y tipicamente implican una
expresion reducida de las cadenas de globina. Esto puede ocurrir a través de mutaciones en las regiones
reguladoras de los genes o de una mutacién en una secuencia codificadora de globina que produce una expresion
reducida o niveles reducidos o proteina globina funcional. Las talasemias alfa se asocian principalmente con
personas de Africa occidental y de ascendencia del sur de Asia, y pueden conferir resistencia a la malaria. La
talasemia beta esta asociada principalmente con personas de ascendencia mediterranea, tipicamente de Grecia y
las zonas costeras de Turquia e ltalia. El tratamiento de las talasemias generalmente involucra transfusiones de
sangre y terapia de quelacion de hierro. Los trasplantes de médula 6sea también se estan utilizando para el
tratamiento de personas con talasemias graves si se puede identificar un donante adecuado, pero este
procedimiento puede tener riesgos significativos.

[0010] Un enfoque que se ha propuesto para el tratamiento tanto de ECF y talasemias beta es aumentar la
expresion de globina gamma con el objetivo de que HbF reemplace funcionalmente la hemoglobina adulta aberrante.
Como se menciond anteriormente, se cree que el tratamiento de los pacientes con ECF con hidroxiurea es exitoso
en parte debido a su efecto en el aumento de la expresién de gamma globina. El primer grupo de compuestos que
se descubrié que afectaban la actividad de reactivacion de la globina gamma fueron los farmacos citotdxicos. La
capacidad para causar la sintesis de novo de globina gamma por manipulacién farmacolégica se demostrd por
primera vez utilizando 5-azacitidina en animales experimentales (DeSimone (1982) Proc Nat'l Acad Sci EE.UU. 79
(14): 4428-31). Los estudios subsiguientes confirmaron la capacidad de la 5-azacitidina para aumentar la HbF en
pacientes con [-talasemia y enfermedad de células falciformes (Ley, et al., (1982) N. Engl. J. Medicine, 307:1469-
1475, y Ley, et al., (1983) Blood 62: 370-380). Ademas, en sistemas experimentales se ha demostrado que los
acidos grasos de cadena corta (p. €j., butirato y derivados) aumentan la HbF (Constantoulakis et al., (1988) Blood 72
(6): 1961-1967). Ademas, hay un segmento de la poblacién humana con una condicién conocida como "persistencia
hereditaria de la hemoglobina fetal" (HPFH) donde persisten cantidades elevadas de HbF en la edad adulta (10-40%
en los heterocigotos HPFH (ver Thein et al (2009) Hum. Mol. Genet 18 (R2): R216-R223. Se trata de una condicion
rara, pero en ausencia de cualquier anomalia asociada de la globina beta, no se asocia con ninguna manifestacion
clinica significativa, incluso cuando el 100% de la hemoglobina del individuo es HbF. Cuando las personas que
tienen una beta talasemia también tienen HPFH coincidente, la expresion de HbF puede disminuir la gravedad de la
enfermedad. Ademas, la gravedad del curso natural de la enfermedad de células falciformes puede variar
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significativamente de un paciente a otro, y esta variabilidad, en parte, puede atribuirse al hecho de que algunos
individuos con enfermedad mas leve expresan niveles mas altos de HbF.

[0011] Un enfoque para aumentar la expresion de HbF implica la identificacion de genes cuyos productos
desempefian un papel en la regulacion de la expresion de globina gamma. Uno de estos genes es BCL11A, que se
identificé por primera vez debido a su papel en el desarrollo de linfocitos. BCL11A codifica una proteina de dedo de
zinc que se cree que esta involucrada en la regulacion especifica de la etapa de desarrollo de la expresion de
gamma globina. BCL11A se expresa en células precursoras eritroides adultas y la regulaciéon a la baja de su
expresion conduce a un aumento en la expresion de gamma globina. Ademas, parece que el empalme del ARNm de
BCL11A esta regulado por el desarrollo. En las células embrionarias, parece que las variantes de ARNm BCL11A
mas cortas, conocidas como BCL11A-S y BCL11A-XS se expresan de forma primaria, mientras que en las células
adultas, las variantes de ARNm mas largas BCL11A-L y BCL11A-XL se expresan predominantemente. Ver,
Sankaran et al (2008) Science 322 p. 1839. La proteina BCL11A parece interactuar con el locus de la globina beta
para alterar su conformacion y, por lo tanto, su expresion en diferentes etapas de desarrollo. Se ha propuesto el uso
de un inhibidor ARN dirigido al gen BCL11A (véase, p. gj., Publicacion de Patente de EE.UU. 20110182867) pero
esta tecnologia tiene varios inconvenientes potenciales, a saber, que el derribo completo no se puede conseguir, la
entrega de tales ARN puede ser problematica y los ARN deben estar presentes continuamente, requiriendo multiples
tratamientos de por vida.

[0012] La orientacion de las secuencias potenciadoras BCL11A puede proporcionar un mecanismo para aumentar la
HbF. P. ej., los estudios de asociacion amplia del genoma han identificado un conjunto de variaciones genéticas en
BCL11A que estan asociadas con un aumento de los niveles de HbF. Estas variaciones son una colecciéon de SNP
que se encuentran en las regiones no codificantes de BCL11A que funcionan como una region potenciadora de
linaje restringido, especifica de la etapa. Una investigacion adicional revel6 que este potenciador BCL11A se
requiere en células eritroides para la expresion de BCL11A, pero no se requiere para su expresion en células B
(consulte Bauer et al, (2013) Science 343: 253-257). La region potenciadora se encontré dentro del intron 2 del gen
BCL11A, y se identificaron tres areas de hipersensibilidad a ADNasal (a menudo indicativas de un estado de
cromatina que esta asociado con un potencial regulador) en el intrén 2. Estas tres areas se identificaron como "+62",
"+58" y "+55" de acuerdo con la distancia en kilobases desde el sitio de inicio de la transcripcion de BCL11A. Estas
regiones potenciadoras son aproximadamente 350 (+55); 550 (+58); y 350 (+62) nucledtidos de longitud (Bauer
2013, ibid).

[0013] Por lo tanto, sigue habiendo una necesidad de métodos y composiciones adicionales que pueden utilizar
estos estudios de asociacion en todo el genoma para la edicion de genoma y la alteracién de la expresion génica por
ejemplo para tratar hemoglobinopatias tales como la enfermedad de células falciformes y la talasemia beta.

RESUMEN

[0014] La presente invencion se define en las reivindicaciones y se refiere a composiciones y métodos para uso en
terapia génica y la ingenieria del genoma. Especificamente, los métodos y composiciones descritos se refieren a la
inactivacion (p. ej., mediante la supresion completa o parcialmente su expresion) de un gen, por ejemplo un gen que
actua como regulador de uno o mas genes. En particular, la invencién se refiere a métodos y composiciones para
interferir con la funcién potenciadora en un gen BCL11A para disminuir o eliminar su actividad en linajes celulares
especificos. Ademas, la invencion se refiere a métodos y composiciones para interferir con las funciones
potenciadoras de BCL11A en las que las secuencias potenciadoras no estan localizadas dentro del gen BCL11A. La
regulacion descendente resultante del gen BCL11A en estas circunstancias a su vez da como resultado un aumento
de la expresién de gamma globina.

La invencion proporciona una célula modificada genéticamente que comprende una modificacion gendémica realizada
por una nucleasa de dedo de cinc (ZFN) o una nucleasa de dominio efector TAL (TALEN), en la que la modificacion
gendmica se encuentra dentro de cualquiera de las secuencias diana de nucleasas de las SEQ ID NO: 4, 80, 143-
184, 232-251 y 276 de una secuencia potenciadora BCL11a enddgena, y ademas en la que la modificacion
gendmica es una insercion y/o eliminaciéon. En algunas realizaciones de la invencion, la célula es una célula madre,
tal como una célula madre hematopoyética (p. €j., una célula madre hematopoyética CD34+).

La invencion también proporciona una célula diferenciada modificada genéticamente que desciende de una célula
madre de la invencion, opcionalmente en la que la célula es un gloébulo rojo (RBC). La invencién proporciona
ademas una composicion farmacéutica que comprende una célula modificada genéticamente de la invencion.
La invencién proporciona una proteina de unién a ADN que comprende una proteina de dedo de zinc o una proteina
efectora de TALE (TALE), en donde (i) la proteina de dedo de zinc comprende 4, 5 o 6 dominios de dedo de zinc que
comprenden una region de hélice de reconocimiento, en donde la proteinas de dedo de zinc comprende las regiones
de hélice de reconocimiento en el orden mostrado en una sola fila de la Tabla 3 o la Tabla 6; y (ii) la proteina TALE
comprende una pluralidad de unidades de repeticion TALE, cada unidad de repeticion que comprende una region
diresidica hipervariable (RVD), en la que los RVD de las unidades de repeticion TALE se muestran en una sola fila
de la Tabla 1, Tabla 2 o Tabla 4.

La invencién también proporciona una nucleasa que comprende una proteina de dedo de cinc o proteina TALE de la
invencion y un dominio de escision de tipo salvaje o de ingenieria o un semidominio de escision.

La invencién proporciona ademas un polinucleétido que codifica una o mas proteinas de unién a ADN o una
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nucleasa de la invencién. La invencién proporciona una célula aislada que comprende una o mas proteinas de unién
a ADN o uno o mas polinucleétidos de la invencién, opcionalmente en donde la célula es una célula madre
hematopoyética.

La invencion también proporciona un kit que comprende al menos uno de: i) un polinucledtido que codifica una
proteina de unién a ADN de la invencion; o ii) una proteina de union al ADN de la invencion.

La invencion proporciona ademas un método in vitro para alterar la expresion génica de globina en una célula,
comprendiendo el método: introducir, en la célula, uno o mas polinucleétidos de la invencién, en condiciones tales
que se expresan una 0 mas proteinas y se altera la expresion del gen de la globina, opcionalmente, en donde
aumenta la expresion del gen de la globina y/o el gen de la globina es un gen de globina gamma o globina beta.

La invencién proporciona una composicién farmacéutica de la invencién para uso en un método para tratar o
prevenir una hemoglobinopatia en un paciente que necesita un aumento en la expresion génica de globina,
comprendiendo el método administrar al paciente la composicion farmacéutica en una cantidad suficiente para
aumentar la expresion génica de globina en el paciente, opcionalmente en donde la hemoglobinopatia es una
talasemia o enfermedad de células falciformes, como la B-talasemia.

La invencién también proporciona una o mas nucleasas de la invencién, o un acido nucleico que codifica una o mas
nucleasas que se unen a una secuencia diana de cualquiera de las SEQ ID NO: 4-80, 143-184, 232-251 y 276, para
uso en el tratamiento o prevencion de una hemoglobinopatia, en donde la nucleasa se dirige a una secuencia
potenciadora de BCL11A en una célula, donde la una o mas nucleasas es una ZFN o TALEN.

[0015] En algunos aspectos, al menos una nucleasa (es decir, una nucleasa que se une a una secuencia de
promotor de BCL11A) se entrega a una célula de células madre o precursor humano (HSC/PC) con el propésito de
la ingenieria del genoma. La nucleasa puede reconocer una secuencia diana que comprende al menos 9 (p. €j., 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o incluso mas..) pares de bases contiguos de la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID
NO: 2. Las secuencias diana se muestran en las Tablas 1, 2, 3, 4 y 6, En ciertas realizaciones, la nucleasa
comprende una proteina de union a ADN que comprende una proteina de dedo de zinc que comprende 4, 5 0 6
dominios de dedo de zinc que comprenden una region de hélice de reconocimiento, en la que las proteinas de dedos
de zinc comprenden las regiones de hélice de reconocimiento en el orden mostrado en una sola fila de la Tabla 3 o
la Tabla 6, En otras realizaciones, la nucleasa comprende una proteina TALE que comprende una pluralidad de
unidades de repeticion TALE, comprendiendo cada unidad de repeticion una region diresiduaria hipervariable (RVD),
donde los RVD de las unidades de repeticion TALE se muestran en una sola fila de la Tabla 1, la Tabla 2 o la Tabla
4, La(s) nucleasa(s) como se describen en este documento pueden comprender ademas un enlazador (p. €j., entre
el dominio de unién al ADN y el dominio de escision), p. €j., un enlazador como se muestra en las Figuras 14y 17.

[0016] En algunas realizaciones, la nucleasa se administra como un péptido, mientras que en otras se administra
como un acido nucleico que codifica la al menos una nucleasa. En algunas realizaciones, se usa mas de una
nucleasa. En algunas realizaciones preferidas, el acido nucleico que codifica la nucleasa es un ARNm, y en algunos
casos, el ARNm esta protegido. En algunos aspectos, el ARNm puede modificarse quimicamente (véase, p. €j.,
Kormann et al, (2011) Nature Biotechnology 29 (2): 154-157). En otros aspectos, el ARNm puede comprender una
tapa ARCA (véanse las patentes de EE.UU. 7.074.596 y 8.153.773). En otras realizaciones, el ARNm puede
comprender una mezcla de nucleétidos modificados y no modificados (véase la Publicacion de Patente de Estados
Unidos 2012-0195936). La nucleasa puede comprender una nucleasa de dedo de zinc (ZFN) o una nucleasa TALE
(TALEN) como se define en las reivindicaciones, o una combinacion de la nucleasa de dedo de zinc (ZFN), la
nucleasa TALE (TALEN) o un sistema de nucleasa CRISPR/Cas. En una realizacion preferida, el acido nucleico que
codifica la(s) nucleasa(s) se administra a la HSC/PC a través de la electroporacion. En algunas realizaciones, la
nucleasa se escinde en o cerca del sitio de union del factor de transcripcion. En algunos aspectos, el factor de
transcripcion es GATA-1,

[0017] Se divulga una célula o linea celular en la que se modifica una secuencia potenciadora de BCL11A
enddgena, por ejemplo en comparacion con la secuencia de tipo salvaje de la célula. La célula o las lineas celulares
pueden ser heterocigotas u homocigotas para la modificacion. Las modificaciones pueden comprender inserciones,
deleciones y/o combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones preferidas de la divulgacion, las inserciones,
deleciones y/o combinaciones de las mismas dan como resultado la destruccion de un sitio de unién al factor de
transcripcion. En ciertas realizaciones de la divulgacion, la secuencia potenciadora BCL11A es modificada por una
nucleasa (p. gj., ZFN, TALEN, sistema CRISPR/Cas, sistema Ttago, etc.). En ciertas realizaciones de la divulgacion,
el potenciador BCL11A se modifica en cualquier lugar entre el exén 2 y el exén 3. En otras realizaciones de la
divulgacion, el potenciador BCL11A se modifica en las regiones mostradas en la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2 o
SEQ. ID NO: 3 (Figura 11). En ciertas realizaciones de la divulgacién, la modificacién es en o cerca de los sitios de
union y/o escision de las nucleasas, p. €j., dentro de 1-300 (o cualquier valor entre ellos) pares de bases corriente
arriba o corriente abajo del (de los) sitio(s) de escisién, mas preferiblemente dentro de 1-100 pares de bases (o
cualquier valor entre ellos) de cualquiera de los lados de los sitios de union y/o escision, incluso mas preferiblemente
dentro de 1 a 50 pares de bases (o cualquier valor entre ellos) a cada lado de los sitios de unién y/o escision. En
ciertas realizaciones de la divulgacion, la modificacion es en o cerca de la region "+58" del potenciador BCL11A, p.
€j., en o cerca de un sitio de unién a nucleasa mostrado en cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 80 y 362. En otras
realizaciones de la divulgacion, la modificacion es en o cerca de la region "+55" del potenciador BCL11A, p. €j., en o
cerca de un sitio de nucleasa mostrado en cualquiera de las SEQ ID NO: 143 a 184 y 232-251, En otras
realizaciones adicionales de la divulgacion, la modificacion se produce en otras secuencias potenciadoras BCL11A.
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Cualquier célula o linea celular puede modificarse, p. €j., una célula madre (célula madre hematopoyética). Las
células parcial o completamente diferenciadas descendientes de las células madre modificadas como se describe en
el presente documento también se proporcionan (p. €j., eritrocitos o células precursoras de glébulos rojos).
Cualquiera de las células modificadas o lineas celulares descritas en el presente documento puede mostrar un
aumento en la expresion de globina gamma. También se proporcionan composiciones tales como composiciones
farmacéuticas que comprenden las células modificadas genéticamente como se describe en el presente documento.

[0018] En otros aspectos, un acido nucleico donante puede ser administrado a una célula diana. El donante puede
administrarse antes, después o junto con el acido nucleico que codifica la(s) nucleasa(s). El acido nucleico donante
puede comprender una secuencia exogena (transgén) para integrarse en el genoma de la célula, p. €j., un locus
enddgeno. En algunas realizaciones, el donante puede comprender un gen de longitud completa o un fragmento del
mismo flanqueado por regiones de homologia con el sitio de escision dirigido. En algunas realizaciones, el donante
carece de regiones homologas y esta integrado en un locus diana a través del mecanismo independiente de
homologia (es decir, NHEJ). El donante puede comprender cualquier secuencia de acido nucleico, p. €j., un acido
nucleico que, cuando se usa como un sustrato para la reparacion dirigida por homologia de la rotura de doble
cadena inducida por nucleasa, conduce a una delecion especificada por el donador que se generara en el locus de
cromosoma enddgeno (p. €j., region potenciadora BCL11A) o, alternativamente (o ademas de), nuevas formas
alélicas de (p. €j., mutaciones puntuales que anulan un sitio de unién al factor de transcripcion) el locus endégeno
que se creara. En algunos aspectos, el acido nucleico donante es un oligonucleétido en el que la integracion
conduce a un evento de correccién génica, o una eliminacion dirigida.

[0019] En otros aspectos, la nucleasa y/o donante es (son) entregada(s) por métodos de transferencia génica viral
y/o no viral. En realizaciones preferidas, el donante se administra a la célula a través de un virus asociado a adeno
(AAV). En algunos casos, el AAV comprende LTR que son de un serotipo heterélogo en comparacion con el serotipo
de la capside.

[0020] Los métodos y composiciones descritos en este documento comprenden una o mas nucleasas (es decir,
ZFNs y/o TALENS) dirigidas a regiones especificas de la region BCL11A potenciadora. En algunas realizaciones, el
uno o mas pares de nucleasas se dirigen a secuencias que resultan en la modificacién de la regidon potenciadora
mediante su eliminacién en su totalidad, mientras que en otras realizaciones, subsecciones del potenciador se
eliminan. En algunas realizaciones, la eliminacion comprende una de las regiones de hipersensibilidad a +55 o +58
ADNasal de la region potenciadora, o mas de una de las regiones de hipersensibilidad a +55, +58 o +62 ADNasal.
En algunas realizaciones, solo se eliminan los +55 o solo los +58. En otras realizaciones, se eliminan dos de las
regiones (p. j., +55y +58; +58 y +62; 0 +55 y +62).

[0021] En algunos aspectos, se hacen deleciones que comprenden regiones dentro de las regiones hipersensibles
ADNasal del potenciador. Estas deleciones pueden comprender desde aproximadamente 1 nucledtido hasta
aproximadamente 551 nucleétidos. Por lo tanto, las eliminaciones pueden comprender, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40,
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 550, 550 nucledtidos, o cualquier valor entre ellos. En algunas
realizaciones, las eliminaciones comprenden regiones de unidon para uno o mas factores de transcripcion. En
algunas realizaciones preferidas, las eliminaciones comprenden un sitio de uniéon a GATA-1, o el sitio de unidn para
GATA-1 en combinacion con otros factores.

[0022] Algunos aspectos de la invencion se refieren a proteinas de unién de ADN (no natural) que se unen a la(s)
secuencia(s) de BCL11A potenciador pero no escinden la misma. En algunos casos, los dominios de uniéon a ADN
disefiados bloquean la interaccion de los factores de transcripcion activos en la actividad potenciadora de la uniéon a
sus secuencias potenciadoras afines.

[0023] Dominios de uniéon a ADN pueden estar fusionados a un dominio funcional, tal como la fusioén de los dominios
de union con dominios capaces de regular la expresion de un gen de ADN. Las proteinas de fusion pueden
comprender un dominio de unién a ADN fusionado a un dominio modulador de la expresidon génica en el que el
modulador reprime la expresion génica.

[0024] En algunas realizaciones, las células HSC/PC ponen en contacto con las nucleasas y/o de unién al ADN
proteinas de la invencion. En algunas realizaciones, las nucleasas y/o proteinas de union a ADN se administran
como acidos nucleicos y en otras realizaciones, se administran como proteinas. En algunas realizaciones, los acidos
nucleicos son ARNm que codifican las nucleasas y/o proteinas de unidon a ADN, y en realizaciones adicionales, los
ARNm pueden estar protegidos. En algunas realizaciones, el ARNm puede modificarse quimicamente, puede
comprender un limite ARCA y/o puede comprender una mezcla de nucleétidos modificados y no modificados.

[0025] En algunos aspectos, las HSC/PC se ponen en contacto con las nucleasas y/o de union al ADN de proteinas
de las invenciones ex vitro, tras la aféresis de la HSC/PC de un sujeto, o la purificacion de la médula 6sea
cosechadas. En algunas realizaciones, las nucleasas causan modificaciones dentro de las regiones potenciadoras
BCL11A. En realizaciones adicionales, el HSC/PC que contiene las modificaciones de la regiéon potenciadora de
BCL11A se introducen de nuevo en el sujeto. En algunos casos, el HSC/PC que contiene las modificaciones de la
region del potenciador BCL11A se amplia antes de la introduccion. En otros aspectos, el HSC/PC modificado
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genéticamente se administra al sujeto en un trasplante de médula 6sea en el que el injerto de HSC/PC se diferencia
y madura en vivo. En algunas realizaciones, las HSC/PC se aislan del sujeto después de la movilizacion inducida
por G-CSF y/o plerixa, y en ofras, las células se aislan de médula 6sea humana o cordones umbilicales humanos.
En algunos aspectos, el sujeto es tratado con un procedimiento mieloablativo leve antes de la introduccién del injerto
que comprende el HSC/PC modificado, mientras que en otros aspectos, el sujeto se trata con un régimen de
acondicionamiento mieloablativo vigoroso. En algunas realizaciones, los métodos y composiciones de la invencion
se usan para tratar o prevenir una hemoglobinopatia. En algunos aspectos, la hemoglobinopatia es una beta
talasemia, mientras que en otros aspectos, la hemoglobinopatia es una enfermedad de células falciformes.

[0026] En algunas realizaciones, las HSC/PC se ponen en contacto adicionalmente con una molécula donante. En
algunas realizaciones, la molécula donante se administra mediante un vector viral. La molécula donante puede
comprender una o mas secuencias que codifican un polipéptido funcional (p. €j., un ADNc o fragmento del mismo),
con o sin un promotor. Se pueden incluir secuencias adicionales (secuencias codificantes o no codificantes) cuando
se usa una molécula donante para la inactivacion, incluidas, entre otras, secuencias que codifican un péptido 2A, un
sitio SA, IRES, etc.

[0027] Se describen los métodos y composiciones para poner en contacto la HSC/PC in vivo. Las nucleasas y/o las
proteinas de unién al ADN se administran a HSC/PC in situ por métodos conocidos en la técnica. Las nucleasas y/o
proteinas de unién al ADN de la invencion pueden comprender una particula viral que se administra al sujeto en
necesidad, o las nucleasas y/o proteinas de unién ADN pueden comprender una nanoparticula (p. €j., liposoma). Las
particulas virales y/o las nanoparticulas pueden suministrarse al érgano (p. e€j., médula 6sea) en el que reside la
HSC/PC.

[0028] En otro aspecto, se describen en el presente documento métodos de integracién de un acido nucleico
donante en el genoma de una célula a través de mecanismos independientes de homologia. Los métodos
comprenden crear una ruptura de doble cadena (DSB) en el genoma de una célula y dividir la molécula donante
utilizando una nucleasa, de manera que el acido nucleico donante se integre en el sitio de la DSB. El acido nucleico
donador puede integrarse a través de métodos no dependientes de homologia (p. €j., NHEJ). Como se sefald
anteriormente, tras la escision in vivo, las secuencias del donante pueden integrarse de manera dirigida en el
genoma de una célula en la ubicacién de un DSB. La secuencia del donante puede incluir uno o mas de los mismos
sitios de destino para una o mas de las nucleasas utilizadas para crear el DSB. Por lo tanto, la secuencia del
donante puede ser escindida por una o mas de las mismas nucleasas usadas para escindir el gen enddgeno en el
que se desea la integracion. La secuencia del donante puede incluir diferentes sitios diana de nucleasas de las
nucleasas usadas para inducir la DSB. Los DSB en el genoma de la célula diana pueden ser creados por cualquier
mecanismo. El DSB puede ser creado por una o mas nucleasas de dedos de zinc (ZFN), proteinas de fusiéon que
comprenden un dominio de unién a dedos de zinc, que esta disefiado para unirse a una secuencia dentro de la
region de interés, y un dominio de escision o un semi-dominio de escision. El DSB puede ser creado por uno o mas
dominios de unién al ADN TALE (de origen natural o no natural) fusionados a un dominio de nucleasa (TALEN). El
DSB se puede crear utilizando un sistema de nucleasa CRISPR/Cas donde se utiliza un ARN guia unico disefiado o
su equivalente funcional para guiar la nucleasa a un sitio especifico en un genoma.

[0029] En un aspecto, el donante puede codificar una proteina reguladora de interés (p. ej. ZFP TFS, TALE TFS o
un CRISPR/Cas TF) que se une a y/o modula la expresion de un gen de interés. En una realizacion, las proteinas
reguladoras se unen a una secuencia de ADN y evitan la unién de otros factores reguladores. En otra realizacion, la
union de una proteina reguladora puede modular (es decir, inducir o reprimir) la expresion de un ADN diana.

[0030] Se describe una célula HSC/PC transgénica y/o animal, incluyendo un transgén que codifica un gen humano.
El animal transgénico puede comprender un knock out en el locus enddgeno correspondiente al transgén exégeno,
lo que permite el desarrollo de un sistema in vivo en el que la proteina humana puede estudiarse de forma aislada.
Dichos modelos transgénicos pueden usarse para propositos de deteccion para identificar moléculas pequefas o
biomoléculas grandes u otras entidades que pueden interactuar con o modificar la proteina humana de interés. En
algunos aspectos de la divulgacion, el transgén se integra en el locus seleccionado (p. €j., puerto seguro) en una
célula madre (p. €j., una célula madre embrionaria, una célula madre pluripotente inducida, una célula madre
hematopoyeética, etc.) o un embridn animal obtenido por cualquiera de los métodos descritos aqui, y luego el embridn
se implanta de manera tal que nace un animal vivo. El animal se eleva luego a la madurez sexual y se le permite
producir descendencia en la que al menos algunas de las descendientes comprenden la secuencia del gen
enddgeno editado o el transgén integrado.

[0031] Se describe aqui un método para alterar la expresion génica (p. ej., BCL11A y/o un gen de globina) en una
célula, comprendiendo el método: la introduccién, en la célula, de una o mas nucleasas tal como se describe en el
presente documento, en condiciones de tal manera que se expresan una o mas proteinas y se altera la expresion
del gen. La expresion de un gen de globina (p. €j., globina gamma o globina beta) puede ser alterada (p. €j.,
aumenta). Cualquiera de los métodos descritos en este documento pueden ademas comprender la integracion de
una secuencia donante (p. €j., transgén o fragmento del mismo bajo el control de un promotor exdgeno o endégeno)
en el genoma de la célula, por ejemplo la integracion de un donante en o cerca del sitio de la segmentacion de
nucleasas en el gen BCL11a. La secuencia del donante se introduce en la célula utilizando un vector viral, como un
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oligonucledtido y/o en un plasmido. La célula en la que la expresidon de genes se altera puede ser, p. €j., un glébulo
de células rojas (RBC) precursor y/o una célula madre hematopoyética (p. €j., células CD34+).

[0032] En este documento se describe un método para producir una célula modificada genéticamente que
comprende una modificacion gendmica dentro de una secuencia reforzadora BCL11a enddgena, comprendiendo el
método las etapas de: a) poner en contacto una célula con un polinucleétido (p. ej., ADN o ARNm) que codifica una
nucleasa de dedo de cinc que comprende 4, 5 0 6 dominios de dedo de cinc en la que cada uno de los dominios de
dedo de cinc comprende una regién de hélice de reconocimiento en el orden mostrado en una sola fila de la Tabla 3
o la Tabla 6; b) someter la célula a condiciones conducentes a la expresion de la proteina de dedo de zinc desde el
polinucleétido; y ¢) modificando la secuencia del potenciador BCL11A enddgeno con la proteina del dedo de zinc
expresada suficiente para producir la célula modificada genéticamente. Las células pueden ser estimuladas con al
menos una citoquina (p. €j., antes del paso (a)). El polinucleétido puede ponerse en contacto con la célula usando
cualquier método adecuado, incluyendo pero no limitado, a través de la transfeccion, usando un vector no viral,
utilizando un vector viral, por medios quimicos o por la exposicién a un campo eléctrico (p. €j., electroporacion).

[0033] También se describe un método de tratamiento de un paciente en necesidad de un aumento en la expresion
de genes de globina, comprendiendo el método administrar al paciente la preparacion farmacéutica como se
describe en el presente documento en una cantidad suficiente para aumentar la expresion de genes de globina en el
paciente. Se sabe que el paciente tiene, se sospecha que tiene, o puede tener riesgo de desarrollar una talasemia o
enfermedad de células falciformes.

[0034] Un kit, que comprende los acidos nucleicos, proteinas y/o células de la invencion, es también revelado. El kit
puede comprender acidos nucleicos que codifican las nucleasas (p. €j., moléculas de ARN o ZFN, TALEN o
CRISPR/Cas que codifican genes contenidos en un vector de expresion adecuado), o partes alicuotas de las
proteinas de nucleasa, moléculas donantes, modificadores de potencia adecuados, células, tampones e/o
instrucciones (p. ej., para realizar los métodos de la invencion) y similares.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0035]

La Figura 1 muestra un diagrama de la region de codificacion BCL11A, que indica la posicion de los intrones y
de las regiones potenciadoras. Las derivaciones de los diferentes productos de empalme también estan
indicadas (ver Liu et al. (2006) Molecular Cancer 5:18).

La Figura 2 representa la region gendomica que codifica las diversas isoformas Bcl11a (buscador de genoma de
la Universidad de California Santa Cruz, coordenadas enumeradas en el ensamblaje hg19 del genoma humano),
la region potenciadora en el intron 2 BCL11A (coordenadas enumeradas en el ensamblaje hg19 del genoma
humano), y define las tres subregiones de la regién potenciadora representadas por sitios hipersensibles por
ADNasa | (enumerados en kb por distancia aproximada del sitio de inicio de la transcripcion): +55, +58 y +62.
Las ubicaciones diana de nucleasa dentro de las tres subregiones se indican a continuacion: las nucleasas se
disefaron para dividirse en el extremo izquierdo de cada subregion (los sitios 'L'), en el centro de cada uno (los
sitios 'M') y en el extremo derecho (los sitios 'R'). La escision del locus in vivo con un par de nucleasas da como
resultado una delecion de la region intermedia en una fraccion significativa de las células.

La Figura 3 muestra los resultados de la escision en la célula por los conjuntos de pares TALEN (indicados en la
tabla en el panel superior de la figura) en la region del potenciador BCL11A segun se mide por un ensayo basado
en PCR para la eliminacion de varias regiones del potenciador. Los pares de TALEN utilizados fueron disefiados
para crear eliminaciones en HSPC humanas ya sea dentro de la region +55 ("55L-R"), dentro de la region +62
("62L-R), o dentro de la region +58 (“58L-R”, "58M-R"). El gel muestra los productos de PCR producidos
mediante el aislamiento del ADN gendmico de las HSPC humanas transfectadas con construcciones de
expresion que codifican los TALEN indicados y amplifican la region que rodea la region diana. Estos datos
demuestran la generacion de deleciones (banda indicada por el simbolo A) en la regién seleccionada luego de la
division por los conjuntos de pares TALEN indicados.

La Figura 4 es una grafica que muestra los resultados de un analisis en tiempo real de RT-gPCR ("Tagman®")
disefiado para detectar un cambio en la expresion de gamma fetal - ARNm de globina después de la edicion
dirigida del potenciador BCL11A. Después de la electroporacion de células CD34 de voluntarios humanos sanos
con ARNm que codifican las nucleasas designadas (ver FIG. 3), se erigieron eritrocitos in vitro, después de lo
cual se recogio el ARN total de alfa globina y se determiné el ARNm de globina gamma para cada muestra en un
analisis RT-PCR Tagman®, y se representd la relacion relativa de ARNm de globina gamma/ARNm de alfa
globina. Por lo tanto, el aumento de la expresion de globina gamma en las muestras tratadas con nucleasa
conduce a un aumento en la relacion gamma/alfa normalizada en comparaciéon con los controles. La Figura
muestra los resultados del tratamiento de células CD34 con pares TALEN unicos y para los conjuntos de pares
TALEN descritos en las Figuras 2 y 3, El nivel de gamma/alfa se incrementa para los conjuntos de pares 58L-R y
58M-R. Tenga en cuenta que la relacion en el control de transfeccion de GFP fue 3,4 en este experimento.

La Figura 5 es un grafico que muestra los resultados de un analisis en tiempo real de RT-gPCR ("Tagman®")
disefiado para detectar un cambio en la expresion del ARNm de globina gamma fetal después de la edicion
dirigida del potenciador BCL11A. Después de la electroporacion de células CD34 de voluntarios humanos sanos
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con ARNm que codifican las nucleasas designadas (ver FIG. 3), los eritrocitos se generaron in vitro, después de
lo cual se recolectd el ARN total. Los niveles relativos de ARNm de globina beta y globina gamma para cada
muestra se determinaron en un analisis de RT-PCR Tagman®, y se representd la relacion relativa de ARNm de
globina gamma/mRNA de globina beta. Los resultados demuestran que si bien los pares tnicos TALEN utilizados
en estos experimentos no pudieron inducir un cambio en la expresién de globina gamma, la creacién de
eliminaciones mediante el uso de conjuntos de pares causd un aumento en la expresidbn gamma relativa,
corregida por la expresion de globina beta adulta en esta instancia En particular, la eliminacion del ADN
secuenciado englobado por la globina gamma elevada hipersensible ADNasa | +55 o +58, mientras que tal
elevacion después de una eliminacion de la secuencia englobada por el sitio hipersensible del ADNasa | en +62
no se detectd en este experimento. Tenga en cuenta que la proporcién en el control de transfeccion de GFP fue
de 0,5 en este experimento.

La Figura 6 muestra los resultados de un analisis Tagman® para los niveles de globina fetal como se describe
en la Figura 4. En este conjunto de experimentos, se midieron los niveles de ARNm de globina beta y globina
gamma, y por lo tanto, los datos descritos son la relacion de gamma a beta y en comparacion con la misma
proporcién gamma/beta en las células tratadas de control. Se utiliz6 una serie de pares TALEN individuales para
"caminar" a través de la region +58 del potenciador BCL11A. En contraste con los experimentos anteriores en los
que se requirié una eliminacion de 400-900 pares de bases para ver un aumento en la expresidn gamma, los
resultados representados en este experimento demostraron un sitio Unico (indicado por una flecha) que cuando
se escindio caus6 ese aumento relativo. Los resultados de los pares de borrados se incluyen en este grafico para
comparacion. Consulte la Figura 7 para conocer la ubicacién de los sitios de escision de los pares TALEN en la
region de interés.

La Figura 7 muestra los resultados de un analisis Tagman® como se describe en la Figura 4 utilizando pares de
ZFN dirigidos a la region potenciadora de +58. Los niveles de beta globina y globina gamma se caracterizaron y
utilizaron para expresar la proporcion de globina gamma a beta en comparacion con la misma proporcion en las
células tratadas de control. Los datos demuestran que la interrupcion impulsada por ZFN de la misma region
identificada en la pantalla TALEN (ver Figura 6 y Figura 8 a continuacion) resultd en un aumento de la expresion
de globina gamma. Tenga en cuenta que la relacion en el control de transfeccion de GFP fue 2,6 en este
experimento.

La Figura 8 muestra una representacion de los sitios de union (SEQ ID NO: 264 y SEQ ID NO: 265) de los
TALEN especificos de la region potenciadora de +58 (102852 y 102853) y ZFN (45843 y 45844), cuyo uso en las
HSPC humanas aumenta. La expresion relativa de globina gamma después de la eritropoyesis in vitro. La
secuencia mostrada es la forma de doble cadena de la secuencia de ADN que abarca la regién +58 del
potenciador BCL11A (SEQ ID NO: 363), y el sistema de numeracion se relaciona con el propio +58. También se
indica en la figura la ubicacion de una coincidencia con el sitio de unién del factor de transcripcion GATA-1
(secuencia de locus, gtGATAAag, sitio GATA-1 de consenso - swGATAAvv). Ademas, los sitios de escision de
los pares TALEN utilizados en la "caminata" +58 se indican donde los nimeros corresponden a las muestras
utilizadas en los conjuntos de datos presentados en la Figura 6,

La Figura 9 muestra los resultados de un analisis Tagman® como se describe en la Figura 4, donde se realizé
una serie de TALEN para apuntar a la region +55 del potenciador BCL11A. En este conjunto de experimentos, se
caracterizaron los niveles de globina beta y globina gamma y, por lo tanto, los datos representados son la
proporcion de gamma a beta y se compararon con la misma proporcion en las células tratadas de control (que,
en este experimento, fue de 0,8). Los datos confirman que las mutaciones generadas en posiciones especificas
dentro de la regidn +55 pueden aumentar la expresion relativa de la globina gamma (ver flechas).

La Figura 10 es una representacion de los sitios de escision de los TALEN especificos de la region del
potenciador +55 como se muestra en la Figura 9, La secuencia que se muestra es la forma bicatenaria de la
secuencia de ADN que abarca la region +55 del potenciador BCL11A (SEQ ID NO: 254). Los niumeros que
resaltan regiones cortas de nucleétidos indican los probables sitios de escision inducidos por las muestras de
TALEN enumeradas en la Figura 10, También se indican en la Figura 10 dos coincidencias con el sitio de unién
de consenso para el factor de transcripcion GATA-1.

Las Figuras 11A a 11C muestran la secuencia de ADN de los tres sitios hipersensibles a ADNsa | dentro de la
secuencia potenciadora de BCL11A. Debido a que su identificacion se realizé mediante sondeo de regiones de
cromatina accesible en células (ver Bauer et al, (2013) ibid), los limites exactos de las regiones no se conocen y
se muestran los limites aproximados. La Figura 11A muestra la secuencia de la regiéon +55 (SEQ ID NO: 1), la
Figura 11B muestra la secuencia de la region +58 (SEQ ID NO: 2) y la Figura 11C muestra la secuencia de la
region +62 (SEQ ID NO: 3).

Las Figuras 12A a 12C demuestran que la divisién impulsada por ZFN en células mas cercanas al nucleo del
consenso GATA-1 eleva los niveles de globina fetal en un grado incluso mayor que la division mas cercana al
extremo 3’ del motivo. La Figura 12A muestra un diagrama que muestra los sitios de union de los pares de ZFN
especificos de Bel11A en relacién con la secuencia de consenso GATA-1 (Figura 12A) y representa una
secuencia de ADN dentro de la region +58 que comprende la secuencia de consenso GATA-1 (SEQ ID NO:
255). Las barras por encima y por debajo de la secuencia de ADN indican los sitios de unién de los ZFN. La
Figura 12B muestra la expresion relativa de globina gamma y globina beta medida por la expresién de ARNm
después de HSPC humanas con ARNm que codifica los ZFN indicados (ver Figura 12A), seguida de
eritropoyesis in vitro y medicion de los niveles de globina fetal (ver Figura 4). La relacion observada cuando se
transfectd un ARNm que expresaba GFP en las células CD34+ fue de 0,97. La Figura 12C representa en forma
de "grafico circular" las formas alélicas del potenciador BCL11A (especificamente, la region dividida por los ZFN
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mostrados en la Figura 12A) que se encuentra en las HSPC humanas después de la electroporacion con los ZFN
indicados. Si bien se observan niveles comparables de cromatidas no modificadas (tipo salvaje) en las dos
muestras, la muestra tratada con ZFN que se cortan mas cerca del motivo GATA-1 contiene un nimero mayor de
cromatidas que eliminan el consenso de GATA-1 (p. €j., el alelo "-15", que representa una eliminacion de 15
pares de bases). Los datos demuestran que la division por los dos pares de ZFN que estan mas cerca del centro
de la secuencia de consenso GATA-1 (pares 46801/46880 y 46923/46999) se asocia con un aumento de la
expresion de globina gamma.

La Figura 13 demuestra que la alteracion del enlazador entre el dedo de zinc y el resto Fokl en las ZFN
utilizadas para la edicion del genoma del potenciador BCL11A afecta los niveles de globina fetal después de la
eritropoyesis in vitro a pesar de niveles comparables en las cromatidas. Las HSPC humanas se sometieron a
electroporacion con los ZFN indicados (el conector utilizado en cada monémero ZFN se indica entre paréntesis),
e inmediatamente antes y después de la diferenciacion eritroide in vitro, se midié el porcentaje de alelos
alterados (se muestra a continuacion cada muestra en forma "X/Y", con el primer numero correspondiente al %
de indeles de tipo no salvaje después de la electroporacion, y el segundo numero muestra los resultados
después de 14 dias de diferenciacion eritroide in vitro). Se recogid el ARNm completo y se midieron los niveles
de globina fetal (normalizada a globina alfa).

La Figura 14 representa las secuencias de aminoacidos y ADN para cuatro enlazadores (LO (SEQ ID NO: 256 y
257), L7a (SEQ ID NO: 258 y 259), L7Cs (SEQ ID NO: 260 y 261) y L8C5 (SEQ ID NO: 262 y 263) utilizados en
los disefios de ZFP. Las secuencias con un subrayado sélido indican la regién carboxi terminal del dominio de
union al ADN de ZFP, mientras que las secuencias indicadas con el subrayado discontinuo indican la region
amino terminal del dominio de nucleasa Fokl. Las secuencias en negrita indican las secuencias novedosas
agregadas al enlazador LO estandar.

Las Figuras 15A y 15B representan el porcentaje de células de origen humano y la modificacion genética
dirigida en el sitio diana de la nucleasa en estas células humanas, respectivamente, encontradas en la sangre
periférica de ratones después del trasplante de células CD34+ humanas editadas. La Figura 15A es un grafico
que representa el porcentaje de células humanas en la periferia del ratén después del trasplante de células
CD34+ humanas que se habian editado con dos conjuntos diferentes de ZFN 4 semanas después del trasplante.
La Figura 15B muestra el nivel de los indeles detectados en esas células humanas. Cada simbolo representa
datos obtenidos de un ratén individual.

Las Figuras 16A a 16D, representan el porcentaje de indeles inducidos por las nucleasas en células humanas
que se diferenciaron de las células CD34+ trasplantadas originales 16 semanas después del trasplante. La
Figura 16A muestra el nivel de actividad indel en células panmieloides, identificada por la presencia del marcador
CD33. La Figura 16B muestra la actividad en células B CD19 +. La Figura 16C muestra la actividad en glyA + o
células eritroides, mientras que la Figura 16D muestra la actividad en células madre. Cada simbolo representa
datos obtenidos de un ratén individual.

La Figura 17 muestra una serie de secuencias enlazadoras (SEQ ID NOs: 265-275). Estos enlazadores pueden
servir para enlazar el dominio de unién al ADN del dedo de zinc con el dominio de nucleasa Fok1,

DESCRIPCION DETALLADA

[0036] En este documento se describen composiciones y métodos para la ingenieria del genoma para la modulacion
de la expresion de BCL11A y/o globina gamma y para el tratamiento y/o prevencion de hemoglobinopatias. En
particular, la eliminacion dirigida por nucleasa (es decir, ZFN, TALEN o CRISPR/Cas o TtAgo) de sitios especificos
en una region potenciadora de BCL11A se logra de manera eficiente en HSC/PC y da como resultado un cambio en
la expresion de globina gamma relativa durante eritropoyesis. Esta modulacion de BCL11A y expresiéon globina
gamma es particularmente util para el tratamiento de hemo-globinopathies (p. €j., talasemias beta, enfermedad de
células falciformes) en las que no hay suficiente expresion de globina beta o la expresion de una forma mutada de
beta-globina. Usando los métodos y composiciones de la invencion, las complicaciones y las secuelas relacionadas
con la enfermedad causadas por la globulina beta aberrante se pueden superar mediante la alteracion de la
expresion de globina gamma en células precursoras de eritrocitos.

General

[0037] La practica de los métodos, asi como la preparaciéon y el uso de las composiciones descritas en este
documento emplean, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales en biologia molecular,
bioquimica, estructura y analisis de cromatina, quimica computacional, cultivo celular, ADN recombinante y campos
relacionados estan dentro de la habilidad de la técnica. Estas técnicas estan completamente explicadas en la
literatura. Ver, p. ej., Sambrook et al. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Segunda edicion, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989 y Tercera edicion, 2001; Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, Nueva York, 1987 y actualizaciones periddicas; la serie METHODS IN
ENZYMOLOGY, Academic Press, San Diego; Wolffe, CHROMATIN STRUCTURE AND FUNCTION, Tercera
edicién, Academic Press, San Diego, 1998; METHODS IN ENZYMOLOGY, vol. 304, "Chromatin" (PM Wassarman y
AP Wolffe, eds.), Academic Press, San Diego, 1999; y METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, vol. 119, "Chromatin
Protocols" (PB Becker, ed.) Humana Press, Totowa, 1999.

Definiciones
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[0038] Los términos "acido nucleico", "polinucledétido” y "oligonuclestido” se usan indistintamente y se refieren a un
polimero deoxiribonucledtido o ribonucleétido, en conformacion lineal o circular, y en forma ya sea monocatenaria o
bicatenaria. Para los propositos de la presente divulgacion, estos términos no deben interpretarse como limitantes
con respecto a la longitud de un polimero. Los términos pueden abarcar analogos conocidos de nucledtidos
naturales, asi como nucledtidos que se modifican en la base, azlcar y/o restos fosfato (p. ej., esqueletos de
fosforotioato). En general, un analogo de un nucleétido particular tiene la misma especificidad de apareamiento de
bases; es decir, un analogo de A se emparejara con T.

[0039] Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se utilizan indistintamente para referirse a un polimero de
residuos de aminoacidos. El término también se aplica a los polimeros de aminoacidos en los que uno o mas
aminoacidos son analogos quimicos o derivados modificados de los aminoacidos naturales correspondientes.

[0040] "Unidn" se refiere a una interaccion especifica de secuencia, no covalente entre macromoléculas (p. €j., entre
una proteina y un acido nucleico). No todos los componentes de una interaccion de union tienen que ser especifica
de la secuencia (p. €j., los contactos con los residuos de fosfato en una cadena principal de ADN), siempre que la
interaccion como un todo es especifica de la secuencia. Tales interacciones se caracterizan generalmente por una
constante de disociacion (Kq) de 106 M- o inferior. "Afinidad" se refiere a la fuerza de union: una mayor afinidad de
union se correlaciona con una Ky menor.

[0041] Una "proteina de union" es una proteina que es capaz de unirse a otra molécula. Una proteina de union
puede unirse a, p. €j., una molécula de ADN (una proteina de unién a ADN), una molécula de ARN (una proteina de
union a ARN) y/o una molécula de proteina (una proteina de unién a proteina). En el caso de una proteina de union
a proteinas, puede unirse a si misma (para formar homodimeros, homotrimeros, etc.) y/o puede unirse a una o mas
moléculas de una proteina o proteinas diferentes. Una proteina de unién puede tener mas de un tipo de actividad de
union. P. gj., las proteinas de dedos de zinc tienen actividad de uniéon a ADN, unién a ARN y unién a proteinas.

[0042] Una "proteina de union de ADN de dedo de zinc" (o dominio de union) es una proteina, o un dominio dentro
de una proteina mas grande, que se une al ADN de una manera especifica de la secuencia a través de uno o mas
dedos de zinc, que son regiones de secuencia de aminodacidos dentro del dominio de unién cuya estructura se
estabiliza a través de la coordinaciéon de un i6n de zinc. El término proteina de unién al ADN del dedo de zinc a
menudo se abrevia como proteina de dedo de zinc o ZFP.

[0043] Un "dominio de union de ADN TALE" o "TALE" es un polipéptido que comprende uno o mas
dominios/unidades de repeticion TALE. Los dominios de repeticién estan involucrados en la unién del TALE a su
secuencia de ADN diana relacionada. Una sola "unidad de repeticion" (también denominada "repeticion") tiene
tipicamente una longitud de 33-35 aminoacidos y exhibe al menos alguna homologia de secuencia con otras
secuencias de repeticion TALE dentro de una proteina TALE de origen natural.

[0044] Los dominios de unién de dedo de zinc y TALE pueden ser "disefiados" para unirse a una secuencia de
nucledtidos predeterminada, por ejemplo a través de ingenieria (alterando uno o mas aminoacidos) de la region de
hélice de reconocimiento de un dedo de zinc natural o proteina TALE. Por lo tanto, las proteinas de unién al ADN
disefiadas por ingenieria (dedos de zinc o TALE) son proteinas que no ocurren de forma natural. Ejemplos no
limitativos de métodos para disefiar proteinas de unién a ADN son el disefio y la seleccion. Una proteina de unién a
ADN disefiada es una proteina que no aparece en la naturaleza cuyo disefio/composicion resulta principalmente de
criterios racionales. Los criterios racionales para el disefio incluyen la aplicacion de reglas de sustitucion y algoritmos
computarizados para procesar informacion en una base de datos que almacena informacién de disefios existentes
de ZFP y/o TALE y datos de enlace. Ver, p. €j., Patentes de Estados Unidos 6.140.081; 6.453.242; 6.534.261 y
8.585.526; véase también el documento WO 98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060; WO 02/016536 y WO
03/016496.

[0045] Una proteina con dedos de zinc "seleccionada" o TALE es una proteina que no se encuentra en la naturaleza
cuyos resultados principalmente de un proceso empirico tal como presentacion de fagos, la trampa de interaccion o
seleccion de hibridos de produccion. Ver p. ej., patentes de EE.UU. n® 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453;
6.200.759; 8.586.526; WO 95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO 00/27878; WO 01/60970 WO
01/88197, WO 02/099084.

[0046] "TtAgo" es una proteina argonauta procariotica que se cree que esta involucrada en el silenciamiento de
genes. TtAgo se deriva de la bacteria Thermus thermophilus. Ver, p. €j., Swarts et al, ibid, G. Sheng et al., (2013)
ProC. Natl Acad Scl. EE.UU. 111, 652). Un "sistema TtAgo" es todos los componentes necesarios que incluyen, p.
€j., guias de ADN para la divisidon por una enzima de TtAgo

[0047] "Recombinacion” se refiere a un proceso de intercambio de informacion genética entre dos polinucleétidos,
incluyendo pero no limitado a, capturas de donante por extremos no homologos (NHEJ) y recombinacion homéloga.
Para los fines de esta descripcion, "recombinacion homdloga (HR)" se refiere a la forma especializada de dicho
intercambio que tiene lugar, p. ej., durante la reparacion de roturas de doble cadena en células mediante
mecanismos de reparacion dirigidos por homologia. Este proceso requiere homologia de secuencia de nucleétidos,
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utiliza una molécula "donante" para reparar la plantilla de una molécula "diana" (es decir, la que experimenté la
rotura de doble cadena), y se conoce de varias maneras como "conversion de genes no cruzados" o "conversion del
gen del tracto corto", porque conduce a la transferencia de informacion genética del donante diana. Sin desear estar
limitado por ninguna teoria particular, dicha transferencia puede implicar la correccion de desajustes del ADN
heteroduplex que se forma entre el objetivo roto y el donante, y/o el "recocido de la cadena dependiente de la
sintesis", en el que el donante se utiliza para resintetizar la informacién genética. que se convertira en parte del
objetivo, y/o procesos relacionados. Este HR especializado a menudo resulta en una alteracién de la secuencia de la
molécula diana, de manera que parte o toda la secuencia del polinucleétido donante se incorpora al polinucleétido
diana.

[0048] En los métodos de la descripcion, una o mas nucleasas apuntadas como se describe en la presente memoria
crean una rotura de doble cadena (DSB) en la secuencia diana (p. e€j., la cromatina celular) en un sitio
predeterminado. EI DSB puede dar lugar a eliminaciones y/o inserciones por reparacion dirigida por homologia o por
mecanismos de reparacion no homologados. Las eliminaciones pueden incluir cualquier nimero de pares de bases.
De manera similar, las inserciones pueden incluir cualquier nimero de pares de bases que incluyen, p. €j., la
integracion de un polinucledtido "donante”, que tiene opcionalmente una homologia con la secuencia de nucleétidos
en la regién de la ruptura. La secuencia del donante se puede integrar fisicamente o, alternativamente, el
polinucleétido del donante se usa como plantilla para la reparacion de la rotura a través de la recombinacion
homaloga, lo que resulta en la introduccion de toda o parte de la secuencia de nucleétidos como en el donante en la
cromatina celular. Por lo tanto, una primera secuencia en la cromatina celular puede alterarse y, en ciertas
realizaciones, puede convertirse en una secuencia presente en un polinucleétido donante. Por lo tanto, se puede
entender que el uso de los términos "reemplazar" o "reemplazo" representa la sustitucion de una secuencia de
nucledtidos por otra, (es decir, la sustitucion de una secuencia en el sentido informativo), y no necesariamente
requiere un reemplazo fisico o quimico de un polinucleétido por otro.

[0049] En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, los pares adicionales de proteinas de
dedos de cinc o TALEN se puede utilizar para la escisiéon de doble cadena adicional de sitios diana adicionales
dentro de la célula.

[0050] Cualquiera de los métodos descritos en este documento puede ser utilizado para la insercion de un donante
de cualquier tamafio y/o la inactivacion parcial o completa de una o mas secuencias diana en una célula mediante
integracion dirigida de la secuencia donante que interrumpe la expresion del gen de interés. También se
proporcionan lineas celulares con genes parcialmente o completamente inactivados.

[0051] En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la secuencia de nucleétidos exdgena (la
"secuencia donadora" o "transgen") pueden contener secuencias que son homologas, pero no idénticas, a las
secuencias gendmicas en la region de interés, estimulando asi la recombinacion homdloga para insertar una
secuencia no idéntica en la regidn de interés. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, las porciones de la secuencia del
donante que son homologas a las secuencias en la region de interés exhiben entre aproximadamente el 80 y el 99%
(o cualquier numero entero entre ellas) la identidad de la secuencia con la secuencia gendmica que se reemplaza.
En otras realizaciones, la homologia entre el donante y la secuencia genémica es superior al 99%, p. €j., si solo 1
nucledtido difiere entre el donante y las secuencias gendmicas de mas de 100 pares de bases contiguas. En ciertos
casos, una parte no homaéloga de la secuencia del donante puede contener secuencias que no estan presentes en la
region de interés, de manera que se introducen nuevas secuencias en la region de interés. En estos casos, la
secuencia no homologa generalmente esta flanqueada por secuencias de 50-1.000 pares de bases (o cualquier
valor integral entre ellas) o cualquier nimero de pares de bases mayores que 1.000, que sean homologas o
idénticas a las secuencias en la region de interés. En otras realizaciones, la secuencia del donante no es homologa
a la primera secuencia, y se inserta en el genoma por mecanismos de recombinaciéon no homéloga.

[0052] "Escision" se refiere a la rotura del esqueleto covalente de una molécula de ADN. La escision puede iniciarse
mediante una variedad de métodos que incluyen, pero no se limitan a, hidrdlisis enzimatica o quimica de un enlace
fosfodiéster. Tanto la escision monocatenaria como la escisiéon bicatenaria son posibles, y la escision bicatenaria
puede ocurrir como resultado de dos eventos distintos de escision monocatenaria. La escision del ADN puede
resultar en la produccién de extremos romos o extremos escalonados. En ciertas realizaciones, los polipéptidos de
fusién se usan para la escision de ADN de doble hebra dirigida.

[0053] Un "semi-dominio de escision" es una secuencia de polipéptido que, en conjuncidon con un segundo
polipéptido (idénticos o diferentes) forma una actividad de escisién que tiene complejo (actividad de escision de
preferencia de doble cadena). Los términos "primer y segundo medio dominio de division"; Los "semi-dominios de
escision + y" y los "semi-dominios de escision derecha e izquierda" se usan indistintamente para referirse a los pares
de semi-dominios de escisién que dimerizan.

[0054] Un "medio-dominio de escision" es un medio-dominio de escision que ha sido modificado a fin de formar
heterodimeros obligados con otro medio-dominio de escision (p. €j., otra escision por medio-dominio modificado).
Ver, también, la Publicacién de Patente de Estados Unidos N° 2005/0064474, 20070218528, 20080131962 y
20110201055.
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[0055] El término "secuencia" se refiere a una secuencia de nucledtidos de cualquier longitud, que puede ser ADN o
ARN; puede ser lineal, circular o ramificado y puede ser monocatenario o bicatenario. El término "secuencia
donante" se refiere a una secuencia de nucleétidos que se inserta en un genoma. Una secuencia donante puede ser
de cualquier longitud, p. €j., entre 2 y 100,000.000 nucledtidos en longitud (o cualquier valor entero entre ellos o
mas), preferiblemente entre aproximadamente 100 y 100.000 nucleétidos en longitud (o cualquier nimero entero
entre ellos), mas preferiblemente entre aproximadamente 2.000 y 20.000 nucleétidos en longitud (o cualquier valor
entre ellos) e incluso mas preferible, entre aproximadamente 5y 15 kb (o cualquier valor entre ellos).

[0056] La "cromatina" es la estructura de la nucleoproteina que comprende el genoma celular. La cromatina celular
comprende acido nucleico, principalmente ADN y proteinas, incluidas histonas y proteinas cromosémicas no
histonicas. La mayoria de la cromatina celular eucariota existe en forma de nucleosomas, en donde un nuicleo de
nucleosoma comprende aproximadamente 150 pares de bases de ADN asociado con un octamero que comprende
dos histonas H2A, H2B, H3 y H4; y el ADN enlazador (de longitud variable dependiendo del organismo) se extiende
entre los nucleos de los nucleosomas. Una molécula de histona HI se asocia generalmente con el ADN enlazador.
Para los fines de la presente descripcion, el término "cromatina" pretende abarcar todos los tipos de nucleoproteinas
celulares, tanto procariotas como eucariotas. La cromatina celular incluye cromatina cromosémica y episomal.

[0057] Un "cromosoma", es un complejo de la cromatina que comprende toda o una porcidon del genoma de una
célula. El genoma de una célula a menudo se caracteriza por su cariotipo, que es la coleccion de todos los
cromosomas que forman el genoma de la célula. El genoma de una célula puede comprender uno o mas
cromosomas.

[0058] Un "episoma" es un acido nucleico replicante, complejo de nucleoproteina u otra estructura comprende un
acido nucleico que no es parte del cariotipo cromosémico de una célula. Ejemplos de episomas incluyen plasmidos y
ciertos genomas virales.

[0059] Una "regién accesible" es un sitio de la cromatina celular en el que un sitio diana presente en el acido
nucleico puede estar unido por una molécula exégena que reconoce el sitio de destino. Sin desear estar limitado por
ninguna teoria particular, se cree que una region accesible es aquella que no estd empaquetada en una estructura
nucleosémica. La estructura distinta de una region accesible a menudo se puede detectar por su sensibilidad a las
sondas quimicas y enzimaticas, p. €j., las nucleasas.

[0060] Un "sitio diana" o "secuencia diana" es una secuencia de acido nucleico que define una parte de un acido
nucleico a la cual se unira una molécula de unién, siempre que existan condiciones suficientes para union.

[0061] Una molécula "exdgena" es una molécula que normalmente no esta presente en una célula, pero puede ser
introducida en una célula por uno o mas métodos genéticos, bioquimicos u otros métodos. La "presencia normal en
la célula" se determina con respecto a la etapa de desarrollo particular y las condiciones ambientales de la célula.
Asi, p. €j., una molécula que esta presente solo durante el desarrollo embrionario del musculo es una molécula
exogena con respecto a una célula muscular adulta. De manera similar, una molécula inducida por choque térmico
es una molécula exdgena con respecto a una célula sin choque térmico. Una molécula exdgena puede comprender,
p. €j., una version funcional de una molécula endégena que funciona mal o una version defectuosa de una molécula
enddgena que funciona normalmente.

[0062] Una molécula exégena puede ser, entre otras cosas, una molécula pequefia, como se genera por un proceso
de quimica combinatoria, o una macromolécula tal como una proteina, acido nucleico, carbohidrato, lipido,
glicoproteina, lipoproteina, polisacarido, cualquier derivado modificado de las moléculas anteriores, o cualquier
complejo que comprenda una o mas de las moléculas anteriores. Los acidos nucleicos incluyen ADN y ARN, pueden
ser de cadena sencilla o doble; Puede ser lineal, ramificado o circular; y puede ser de cualquier longitud. Los acidos
nucleicos incluyen aquellos capaces de formar duplex, asi como acidos nucleicos formadores de triplex. Véanse, p.
€j., las patentes de EE.UU. n° 5.176.996 y 5.422.251. Las proteinas incluyen, pero no se limitan a, proteinas de
uniéon a ADN, factores de transcripcion, factores de remodelacion de la cromatina, proteinas de unién a ADN
metiladas, polimerasas, metilasas, demetilasas, acetilasas, desacetilasas, quinasas, fosfatasas, integrasas,
recombinasas, topoisomasas, girasas y helicasas.

[0063] Una molécula exdgena puede ser el mismo tipo de molécula como una molécula enddégena, p. €j., una
proteina exdgena o acido nucleico. P. €j., un acido nucleico exdgeno puede comprender un genoma viral infectante,
un plasmido o episoma introducido en una célula, o un cromosoma que normalmente no esta presente en la célula.
Los métodos para la introduccién de moléculas exdgenas en las células son conocidos por los expertos en la técnica
e incluyen, entre otros, la transferencia mediada por lipidos (es decir, liposomas, incluidos los lipidos neutros y
catidnicos), electroporacion, inyeccion directa, células fusion, carga de particulas, co-precipitacion con fosfato de
calcio, transferencia mediada por DEAE-dextrano y transferencia mediada por vector viral. Una molécula exdgena
también puede ser el mismo tipo de molécula que una molécula endégena pero derivada de una especie diferente
de la que se deriva la célula. P. ej., una secuencia de acido nucleico humano puede introducirse en una linea celular
originaria originalmente de un ratén o hamster. Los métodos para la introducciéon de moléculas exdgenas en células
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vegetales son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, entre otros, transformacion de protoplastos,
carburo de silicio (p. ej., WHISKERS™), transformacién mediada por Agrobacterium, transferencia mediada por
lipidos (es decir, liposomas, incluidos los lipidos neutros y catiénicos, electroporacion, inyeccion directa, fusion
celular, bombardeo de particulas (p. €j., usando una "pistola de genes"), co-precipitacion con fosfato de calcio,
transferencia mediada por DEAE-dextrano y transferencia mediada vector viral.

[0064] Por el contrario, una molécula "endégena" es una que esta normalmente presente en una célula particular en
una etapa de desarrollo particular bajo condiciones ambientales particulares. P. ej., un acido nucleico endégeno
puede comprender un cromosoma, el genoma de una mitocondria, un cloroplasto u otro organulo, o un acido
nucleico episomal de origen natural. Moléculas enddégenas adicionales pueden incluir proteinas, p. €j., factores de
transcripcion y enzimas.

[0065] Como se usa en el presente documento, el término "producto de un acido nucleico exdégeno" incluye
productos tanto de polinucledtidos como de polipéptidos, p. €j., productos de transcripcion (polinucledtidos tales
como ARN) y productos de traduccion (polipéptidos).

[0066] Una molécula de "fusion" es una molécula en la que dos o mas moléculas de subunidades estan vinculadas,
preferentemente de forma covalente. Las moléculas de la subunidad pueden ser del mismo tipo de molécula
quimica, o pueden ser diferentes tipos de moléculas quimicas. Los ejemplos del primer tipo de molécula de fusion
incluyen, pero no se limitan a, proteinas de fusién (p. €j., una fusién entre un dominio de union al ADN de ZFP o
TALE y uno o mas dominios de activacion) y acidos nucleicos de fusion (p. €j., un acido codificante de la proteina de
fusion descrito anteriormente. Los ejemplos del segundo tipo de molécula de fusién incluyen, pero no se limitan a,
una fusién entre un acido nucleico formador de triplex y un polipéptido, y una fusién entre un ligante de surco menor
y un &cido nucleico.

[0067] La expresion de una proteina de fusion en una célula puede resultar de la entrega de la proteina de fusion a
la célula o mediante la entrega de un polinucleétido que codifica la proteina de fusion a una célula, en donde el
polinucledtido se transcribe, y la transcripcion se traduce, para generar kla proteina de fusion. El empalme trans, la
escision de polipéptidos y la ligadura de polipéptidos también pueden estar implicados en la expresion de una
proteina en una célula. Los métodos para el suministro de polinucleétidos y polipéptidos a las células se presentan
en otra parte de esta descripcion.

[0068] Un "gen", para los fines de la presente descripcion, incluye una regiéon de ADN que codifica un producto
génico (véase infra), asi como todas las regiones de ADN que regulan la produccion del producto del gen, si tales
secuencias reguladoras o no son adyacentes a las secuencias de codificacion y/o transcritas. Por consiguiente, un
gen incluye, pero no esta necesariamente limitado a, secuencias promotoras, terminadores, secuencias reguladoras
de la traduccion tales como sitios de unidon a ribosomas vy sitios de entrada de ribosomas internos, potenciadores,
silenciadores, aisladores, elementos de frontera, origenes de replicacion, sitios de uniéon a matriz y control de locus
regiones.

[0069] "Expresidon génica" se refiere a la conversion de la informacion, contenida en un gen, en un producto génico.
Un producto génico puede ser el producto transcripcional directo de un gen (p. ej., ARNm, ARNt, ARNr, ARN
antisentido, ribozima, ARN estructural o cualquier otro tipo de ARN) o una proteina producida por traduccién de un
ARNm. Los productos genéticos también incluyen ARN que se modifican, mediante procesos tales como capping,
poliadenilacién, metilacion y edicion, y proteinas modificadas, p. €j., por metilacion, acetilacion, fosforilacion,
ubiquitinacion, ADP-ribosilacion, miristilacion y glicosilacion. La "modulacion” de la expresion génica se refiere a un
cambio en la actividad de un gen. La modulacién de la expresion puede incluir, pero no se limita a, la activacion de
genes y la represion de genes. La edicion del genoma (p. €j., division, alteracion, inactivacion, mutacion aleatoria) se
puede usar para modular la expresion. La inactivacion de genes se refiere a cualquier reduccion en la expresion de
genes en comparacion con una célula que no incluye un sistema ZFP, TALE o CRISPR/Cas como se describe en
este documento. Por lo tanto, la inactivacion de genes puede ser parcial o completa.

[0071] Un "protegido" ARNm es uno en el que el ARNm se ha alterado de alguna manera para aumentar la
estabilidad o traduccién del ARNm. Los ejemplos de protecciones incluyen el uso de la sustitucion de hasta el 25%
de los residuos de citodina y uridina con 2-tiouridina (S2U) y 5-metilcitidina (m5C). EI ARNm resultante exhibe
menos inmunogenicidad y mas estabilidad en comparacién con su contraparte no modificada. (ver Kariko et al.
((2012), Molecular Therapy, Vol. 16, No. 11, paginas 1833 - 1844). Otros cambios incluyen la adicién de la llamada
tapa ARCA, que aumenta la capacidad de traduccion de la ARNm producida in vitro (véase la patente
estadounidense US7074596).

[0072] Una "region de interés" es cualquier region de la cromatina celular, tal como, p. €j., un gen o una secuencia
no codificante dentro o adyacentes a un gen, en donde es deseable que se una una molécula exégena. La union
puede ser para los fines de la segmentacion de ADN dirigida y/o la recombinacién dirigida. Una region de interés
puede estar presente en un cromosoma, un episoma, un genoma de organoides (p. ej., mitocondrial, de
cloroplastos), o un genoma viral que infecta, por ejemplo. Una regiéon de interés puede estar dentro de la region
codificante de un gen, dentro de regiones no codificadas transcritas, tales como, p. €j., secuencias lider, secuencias
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o intrones finales, o dentro de regiones no transcritas, corriente arriba o corriente abajo de la regién codificante. Una
region de interés puede ser tan pequefia como un solo par de nucleétidos o hasta 2.000 pares de nucledtidos de
longitud, o cualquier valor integral de pares de nucleétidos.

[0073] Las células "eucariotas" incluyen, pero no se limitan a, células de hongos (tales como levadura), células
vegetales, células animales, células de mamiferos y células humanas (p. €;j., células T).

[0074] Los términos "unién operativa" y "unido operativamente" (o "unido operativamente") se usan indistintamente
con referencia a una yuxtaposicion de dos o0 mas componentes (tales como elementos de secuencia), en donde los
componentes estan dispuestos de tal manera que ambos componentes funcionan normalmente y permiten la
posibilidad de que al menos uno de los componentes pueda mediar una funcién que se ejerce sobre al menos uno
de los otros componentes. A modo de ilustracion, una secuencia reguladora de la transcripcién, como un promotor,
esta unida operativamente a una secuencia de codificacion si la secuencia reguladora de la transcripcion controla el
nivel de transcripcion de la secuencia de codificacion en respuesta a la presencia o ausencia de uno o mas factores
reguladores de la transcripcion. Una secuencia reguladora de la transcripcion generalmente esta unida
operativamente en cis con una secuencia de codificacion, pero no necesita ser directamente adyacente a ella. P. €.,
un potenciador es una secuencia reguladora de la transcripciéon que esta unida operativamente a una secuencia de
codificacién, aunque no sean contiguas.

[0075] Con respecto a los polipéptidos de fusion, el término "operativamente enlazado" puede referirse al hecho de
que cada uno de los componentes realiza la misma funcién en vinculaciéon con el otro componente como lo haria si
no fuera asi vinculado. P. €j., con respecto a un polipéptido de fusion en el que un dominio de unién a ADN ZFP,
TALE o Cas se fusiona a un dominio de activacion, el dominio de union a ADN ZFP, TALE o Cas y el dominio de
activacion estan en enlace operativo si, en el polipéptido de fusion, la ZFP, TALE de la porcion del dominio de unién
a ADN de Cas es capaz de unirse a su sitio diana y/o su sitio de unién, mientras que el dominio de activacion es
capaz de regular la expresion de genes. Cuando un polipéptido de fusion en el cual un dominio de unién a ZFP,
TALE o Cas se une a un dominio de escision, el dominio de unién a ZFP, TALE o Cas de ADN y el dominio de
escision estan en enlace operativo si, en el polipéptido de fusién, la porcién del dominio de unién al ADN de ZFP,
TALE o Cas es capaz de unirse a su sitio diana y/o su sitio de unién, mientras que el dominio de escision es capaz
de escindir el ADN en la vecindad del sitio diana.

[0076] Un "fragmento funcional" de una proteina, polipéptido o acido nucleico es una proteina, polipéptido o acido
nucleico cuya secuencia no es idéntica a la proteina de longitud completa, polipéptido o acido nucleico, sin embargo,
conserva la misma funcién que la completa proteina de longitud, polipéptido o acido nucleico. Un fragmento
funcional puede poseer mas, menos o el mismo niumero de residuos que la molécula nativa correspondiente, y/o
puede contener una o mas sustituciones de aminoacidos o nucleétidos. Los métodos para determinar la funcién de
un acido nucleico (p. €j., la funciéon de codificacion, la capacidad de hibridar con otro acido nucleico) son bien
conocidos en la técnica. De manera similar, los métodos para determinar la funciéon de la proteina son bien
conocidos. P. gj., la funcidon de unién al ADN de un polipéptido se puede determinar, p. ej., mediante ensayos de
union al filtro, desplazamiento de la movilidad electroforética o inmunoprecipitacion. La escision del ADN se puede
analizar mediante electroforesis en gel. Ver Ausubel et al., Supra. La capacidad de una proteina para interactuar con
otra proteina se puede determinar, p. e€j., mediante co-inmunoprecipitacion, ensayos de dos hibridos o
complementacion, tanto genética como bioquimica. Ver, p. €j., Fields et al. (1989) Nature 340: 245-246; Patente de
EE.UU. N° 5.585.245 y PCT WO 98/44350,

[0077] Un "vector" es capaz de transferir secuencias génicas a células diana. Tipicamente, "construccion de vector”,
"vector de expresion" y "vector de transferencia de genes" significa cualquier construccion de acido nucleico capaz
de dirigir la expresion de un gen de interés y que puede transferir secuencias de genes a células diana. Por lo tanto,
el término incluye la clonacién y los vehiculos de expresién, asi como la integracién de vectores.

[0078] Los términos "sujeto” y "paciente” se usan indistintamente y se refieren a mamiferos tales como pacientes
humanos y primates no humanos, asi como animales experimentales tales como conejos, perros, gatos, ratas,
ratones y otros animales. En consecuencia, el término "sujeto" o "paciente", tal como se usa en el presente
documento, significa cualquier paciente o sujeto de mamifero al que se pueden administrar las células madre o las
células madre de la invencion. Los sujetos de la presente invencion incluyen aquellos que han sido expuestos a una
0 mas toxinas quimicas, incluyendo, p. €j., una toxina nerviosa.

[0079] "Tallo" se refiere a la capacidad relativa de cualquier célula para actuar de manera similar a una célula madre,
es decir, el grado de toti-, pluri- u oligopotencia y auto-renovacion expandida o indefinida que puede tener cualquier
célula madre particular.

Nucleasas

[0080] En el presente documento se describen composiciones, particularmente nucleasas, que son Utiles para la
escision in vivo de una molécula donadora que porta un transgén y nucleasas para la escision del genoma de una
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célula de manera que el transgén se integra en el genoma de una manera especifica. En ciertas realizaciones, una o
mas de las nucleasas son naturales. En otras realizaciones, una o mas de las nucleasas son de origen no natural, es
decir, disefiadas en el dominio de unién al ADN y/o en el dominio de escision. P. €j., el dominio de unién a ADN de
una nucleasa de origen natural puede ser alterada para unirse a un sitio diana seleccionado (p. ej., una
meganucleasa que ha sido disefiada para unirse al sitio diferente que el sitio de unién reconocido). En otras formas
de realizacion, la nucleasa comprende dominios de unién a ADN y la escision heterdlogas (p. €j., nucleasas de
dedos de zinc; proteinas de unién de dominio de ADN de efector TAL; dominios de union ADN de meganucleasa con
los dominios de escision heterdlogos).

A. Dominios de unién al ADN

[0081] En ciertas realizaciones, la composicion y los métodos descritos en el presente documento emplean una
meganucleasa (endonucleasas de anidacion) de dominio de unién a ADN para la unién a la molécula donante y/o la
union a la region de interés en el genoma de la célula. Las meganucleasas naturales reconocen los sitios de escision
de 15-40 pares de bases y generalmente se agrupan en cuatro familias: la familia LAGLIDADG, la familia GIY-YIG,
la familia de cajas His-Cyst y la familia HNH. Las endonucleasas homing ejemplares incluyen I-Scel, I- Ceul, PI-Pspl,
PI-Sce, i-ScelV, 1-Csm |, 1-Pan |, I-Scell, |-Ppol, I-Scelll, I-Crel, I-Tevl, I-Tevll y I-Tevill. Sus secuencias de
reconocimiento son conocidas. Véase también la Patente de Estados Unidos N° 5.420.032; Patente de Estados
Unidos N° 6.833.252; Belfort y otros (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3379-3388; Dujon et al. (1989) Gene 82: 115-118;
Perler y otros (1994) Nucleic Acids Res. 22, 1125-1127; Jasin (1996) Trends Genet. 12: 224-228; Gimble et al.
(1996) J. Mol. Biol. 263: 163-180; Argast et al. (1998) J. Mol. Biol,280: 345-353 y el catalogo de New England
Biolabs.

[0082] En ciertas realizaciones, los métodos y composiciones descritos en este documento hacen uso de una
nucleasa que comprende una endonucleasa (meganucleasa) modificada (de origen no natural). Las secuencias de
reconocimiento de endonucleasas de la vivienda y meganucleasas tales como I-Scel, |-Ceul, PI-Pspl, Pl-Sce, 1-Sce
IV, I-Csml, 1-Panl, 1-Scell, 1-Ppol, I-Sce lll, I-Crel, 1-Tevl, I-Tevll y I-Tevill son conocidos. Véase también la Patente
de Estados Unidos N° 5.420.032; Patente de Estados Unidos N° 6.833.252; Belfort y otros (1997) Nucleic Acids Res.
25: 3379-3388; Dujon et al. (1989) Gene 82: 115-118; Perler y otros (1994) Nucleic Acids Res. 22, 1125-1127; Jasin
(1996) Trends Genet,12: 224-228; Gimble et al. (1996) J. Mol. Biol. 263: 163-180; Argast et al. (1998) J. Mol.
Biol,280: 345-353 y el catalogo de New England Biolabs. Ademas, la especificidad de union al ADN de las
endonucleasas y meganucleasas homing puede disefiarse para unirse a sitios de destino no naturales. Ver, p. €j.,
Chevalier et al. (2002) MoleC. Cell 10: 895-905; Epinat y otros (2003) Nucleic Acids Res,31: 2952-2962; Ashworth et
al. (2006) Nature441: 656-659; Paques et al. (2007) Current Gene Therapy7: 49-66; Publicacion de Patente de
Estados Unidos N° 20070117128. Los dominios de unién al ADN de las endonucleasas y meganucleasas de
referencia pueden alterarse en el contexto de la nucleasa como un todo (es decir, de tal manera que la nucleasa
incluya el dominio de escision cognado) o pueden fusionarse a un dominio de escision heterélogo.

[0083] En ofras realizaciones, el dominio de union a ADN de una o mas de las nucleasas usadas en los métodos y
composiciones descritos en el presente documento comprende un dominio de uniéon de ADN efector TAL de origen
natural o disefiados (de origen no natural). Véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos N° 8.586.526. Se sabe que
las bacterias patdgenas para las plantas del género Xanthomonas causan muchas enfermedades en importantes
plantas de cultivo. La patogenicidad de Xanthomonas depende de un sistema conservado de secrecion tipo Il (T3S)
que inyecta mas de 25 proteinas efectoras diferentes en la célula vegetal. Entre estas proteinas inyectadas se
encuentran los efectores similares a activadores de transcripcion (TAL) que imitan a los activadores
transcripcionales de las plantas y manipulan el transcriptoma de la planta (ver Kay et al (2007) Science 318: 648-
651). Estas proteinas contienen un dominio de uniéon a ADN y un dominio de activacion transcripcional. Uno de los
efectores TAL mejor caracterizados es AvrBs3 de Xanthomonas campestgris pv. Vesicatoria (ver Bonas et al (1989)
Mol Gen Genet 218: 127-136 y W0O2010079430). Los efectores de TAL contienen un dominio centralizado de
repeticiones en tandem, cada una de las cuales contiene aproximadamente 34 aminoacidos, que son clave para la
especificidad de unién a ADN de estas proteinas. Ademas, contienen una secuencia de localizacion nuclear y un
dominio de activacion transcripcional acido (para una revision, véase Schornack S, et al. (2006) J Plant Physiol 163
(3): 256-272). Ademas, en la bacteria fitopatdgena Ralstonia solanacearum se han encontrado dos genes,
denominados brg11 y hpx17, que son homologos a la familia AvrBs3 de Xanthomonas en la cepa R. solanacearum
biovar 1 GMI1.000 y en la cepa biovar 4 RS1.000 (véase Heuer et al (2007) Appl y Envir Micro 73 (13): 4379-4384).
Estos genes son 98,9% idénticos en secuencia de nucledtidos entre si pero difieren por una eliminacion de 1,575
pares de bases en el dominio de repeticion de hpx17. Sin embargo, ambos productos génicos tienen menos de 40%
de identidad de secuencia con las proteinas de la familia AvrBs3 de Xanthomonas. Ver, p. gj., Patente de Estados
Unidos N° 8.586.526.

[0084] La especificidad de estos efectores TAL depende de las secuencias encontradas en las repeticiones en
tandem. La secuencia repetida comprende aproximadamente 102 pares de bases (pb) y las repeticiones son
tipicamente 91-100% homologas entre si (Bonas et al, ibid). El polimorfismo de las repeticiones suele ubicarse en
las posiciones 12 y 13 y parece haber una correspondencia uno a uno entre la identidad de los diresiduos
hipervariable (RVD) en las posiciones 12 y 13 con la identidad de los nucleétidos contiguos en secuencia TAL diana
del efector (véase Moscou y Bogdanove, (2009) Science 326: 1501 y Boch et al (2009) Science 326: 1509-1512).
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Experimentalmente, el cdédigo natural para el reconocimiento de ADN de estos efectores TAL se ha determinado de
tal manera que una secuencia HD en las posiciones 12 y 13 conduce a una union a la citosina (C), NG se une a T,
Nla A C,GoT, NNseuneaAo G, elING se une a T. Estas repeticiones de unidén a ADN se han ensamblado en
proteinas con nuevas combinaciones y nimeros de repeticiones, para hacer factores de transcripcion artificial que
puedan interactuar con nuevas secuencias y activar la expresion de un gen reportero no enddgeno en células
vegetales (Boch et al, ibid). Las proteinas TAL disefiadas se han vinculado a un medio dominio de escisién Fokl para
producir una fusion de nucleasa de dominio efector TAL (TALEN) que muestra actividad en un ensayo de indicador
de levadura (diana basada en plasmidos). Ver, p. ej., Patente de Estados Unidos N° 8.586.526; Christian et al
((2010) < Genetics epub 10,1534/genetics,110,120717). En ciertas realizaciones, el dominio TALE comprende una
N-cap y/o C-cap como se describe en la Patente de Estados Unidos numero 8.586.526.

[0085] En ciertas realizaciones, el dominio de unidon de ADN de uno o mas de las nucleasas utilizadas para la union
in vivo de escisién y/o escision dirigida del genoma de una célula comprende una proteina de dedo de zinc.
Preferiblemente, la proteina de dedo de zinc no se produce de forma natural ya que esta disefiada para unirse a un
sitio diana de eleccion. Ver, p. €j., Ver, p. €j., Beerli et al. (2002) Nature Biotechnol, 20:135-141; Pabo et al. (2001)
Ann. Rev. Biochem, 70: 313-340; Isalan et al. (2001) Nature Biotechnol,19: 656-660; Segal et al. (2001) Curr. Opin.
Biotechnol,12: 632-637; Choo et al. (2000) Curr. Opin. Struct Biol,10: 411-416; Las patentes de EE.UU. n°® 6.453.242;
6.534.261; 6.599.692; 6.503.717; 6.689.558; 7.030.215; 6.794.136; 7.067.317; 7.262.054; 7.070.934; 7.361.635;
7.253.273; y las Publicaciones de Patentes de Estados Unidos N° 2005/0064474; 2007/0218528; 2005/0267061,

[0086] Un dominio de unién de dedos de cinc puede tener una especificidad de unién novela, en comparacion con
una proteina de dedos de cinc de origen natural. Los métodos de ingenieria incluyen, pero no se limitan a, disefio
racional y varios tipos de seleccion. El disefio racional incluye, p. €j., el uso de bases de datos que comprenden
secuencias de nucledtidos triplete (o cuadrupleto) y secuencias de aminoacidos de dedo de zinc individuales, en las
que cada secuencia de nucleétido triplete o cuadrupleto esta asociada con una o mas secuencias de aminoacidos
de dedos de zinc que se unen al triplete particular o secuencia cuadrupleto. Ver, p. €j., co-propiedad de las patentes
de EE.UU. 6.453.242 y 6.534.261,

[0087] Los métodos de seleccion ejemplares, que incluyen la visualizacion de fagos y los sistemas de dos hibridos,
se describen en las patentes de EE.UU. 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.410.248; 6.140.466;
6.200.759; y 6.242.568; asi como el documento WO 98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 y GB
2.338.237. Ademas, la mejora de la especificidad de union para los dominios de union al dedo de zinc se ha
descrito, p. €j., en el documento de propiedad conjunta WO 02/077227.

[0088] Ademas, como se describe en estas y otras referencias, dominios de dedos de zinc y/o proteinas de dedos
de zinc de multiples dedos pueden unirse entre si utilizando cualquier secuencia de enlazador adecuado, incluyendo
p. €j., enlazadores de 5 o0 mas aminoacidos de longitud. Véanse, también, las patentes de EE.UU. n° 6.479.626;
6.903.185; y 7.153.949 para las secuencias de engarce ejemplares 6 o mas aminoacidos en longitud. Las proteinas
descritas en el presente documento pueden incluir cualquier combinaciéon de enlazadores adecuados entre los
dedos de zinc individuales de la proteina.

[0089] La seleccion de sitios de destino; Los ZFP y los métodos para el disefio y construccion de proteinas de fusion
(y polinucledtidos que los codifican) son conocidos por los expertos en la técnica y se describen en detalle en las
patentes de EE.UU. N°¢ 6.140.081; 5.789.538; 6.453.242; 6.534.261; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.200.759;
WO 95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO 00/27878; WO 01/60970 WO 01/88197; WO
02/099084; WO 98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060; WO 02/016536 y WO 03/016496.

[0090] Casi cualquier enlazador (espaciador) puede utilizarse entre uno o mas de los componentes del dominio de
union a ADN (p. ej., dedos de zinc), entre uno o mas dominios de unién al ADN y/o entre el ADN dominio de unién y
el dominio funcional (p. €j., nucleasa). Los ejemplos no limitantes de secuencias de engarce adecuadas incluyen las
patentes de EE.UU. N° 8.772.453; 7.888.121; 6.479.626; 6.903.185; y 7.153.949; Publicacion de los Estados Unidos
N° 20090305419) y Solicitud de los Estados Unidos N° 14/471.782. Por lo tanto, las proteinas descritas en este
documento pueden incluir cualquier combinacion de enlazadores adecuados entre los componentes de unién a ADN
individuales y/o entre el dominio de unién a ADN y el dominio funcional de las composiciones descritas en este
documento.

[0091] Por lo tanto, la nucleasa puede comprender un dominio de unién a ADN que se une especificamente a un
sitio diana en cualquier gen en el que se desea insertar un donante (transgén).

B. Dominios de escision

[0092] Cualquier dominio de escision adecuado puede ser ligado operativamente a un dominio de unién al ADN para
formar una nucleasa. P. gj., los dominios de unién al ADN de ZFP se han fusionado con los dominios de nucleasa
para crear ZFN, una entidad funcional que es capaz de reconocer su objetivo de acido nucleico deseado a través de
su dominio de unién al ADN disefiado (ZFP) y hacer que el ADN se corte cerca del sitio de union ZFP a través de la
actividad nucleasa. Ver, p. gj., Kim et al. (1996) Proc Nat'l Acad Sci EE.UU. 93 (3): 1156-1160, Mas recientemente,
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los ZFN se han utilizado para la modificacion del genoma en una variedad de organismos. Ver, p. €j., las
Publicaciones de Patentes de Estados Unidos 20030232410; 20050208489; 20050026157; 20050064474;
20060188987; 20060063231; y la publicacion internacional WO 07/014275. Del mismo modo, los dominios de unién
al ADN TALE se han fusionado con los dominios de nucleasa para crear TALENSs. Ver, p. gj., Publicacion de Estados
Unidos N° 20110301073.

[0093] Como se sefiald anteriormente, el dominio de escision puede ser heterdlogo al dominio de unién a ADN, por
ejemplo un dominio de unién a ADN de dedos de cinc y un dominio de escision de una nucleasa o un dominio
TALEN de union a ADN y un dominio de escisién, o dominio de union al ADN de meganucleasa y dominio de
escision de una nucleasa diferente. Los dominios de escision heteréloga se pueden obtener a partir de cualquier
endonucleasa o exonucleasa. Las endonucleasas ejemplares a partir de las cuales se puede derivar un dominio de
escision incluyen, entre otras, endonucleasas de restriccion y endonucleasas homing. Ver, p. ej., 2002-2003 Catalog,
New England Biolabs, Beverly, MA; y Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res, 25: 3379-3388. Se conocen enzimas
adicionales que escinden el ADN (p. €j., nucleasa S1; nucleasa de frijol mungo; ADNasa | pancreatica; nucleasa
micrococica; endonucleasa HO de levadura; véase también Linn y otros (eds.) Nucleases, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1993). Una o mas de estas enzimas (o fragmentos funcionales de las mismas) se pueden usar
como una fuente de dominios de escisidon y semidominios de escision.

[0094] De manera similar, un semi-dominio de escision se puede derivar de cualquier nucleasa o porcion del mismo,
como se expuso anteriormente, que requiere dimerizacion para la actividad de escision. En general, se requieren
dos proteinas de fusion para la escision si las proteinas de fusion comprenden semi-dominios de escision.
Alternativamente, se puede usar una proteina Unica que comprende dos semi-dominios de escision. Los dos semi-
dominios de escision pueden derivarse de la misma endonucleasa (o fragmentos funcionales de la misma), o cada
semidominio de escisidon se puede derivar de una endonucleasa diferente (o fragmentos funcionales de la misma).
Ademas, los sitios diana para las dos proteinas de fusion se disponen preferiblemente, uno con respecto al otro, de
manera que la unién de las dos proteinas de fusion a sus sitios diana respectivos coloca los semi-dominios de
escisién en una orientacion espacial entre si que permite la dividir los semi-dominios para formar un dominio de
escision funcional, p. ej., por dimerizacion. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, los bordes cercanos de los sitios
objetivo estan separados por 5-8 nucleétidos o por 15-18 nucleétidos. Sin embargo, cualquier nimero entero de
nucledtidos o pares de nucleétidos puede intervenir entre dos sitios diana (p. €j., de 2 a 50 pares de nucleétidos o
mas). En general, el sitio de escisidon se encuentra entre los sitios de destino.

[0095] Las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion) estan presentes en muchas especies y son
capaces de una union especifica de secuencia al ADN (en un sitio de reconocimiento), y de escindir el ADN en el
sitio de unioén o cerca de él. Ciertas enzimas de restriccion (p. €j., tipo 11IS) ADN escinden en sitios retirados del sitio
de reconocimiento y que tienen dominios de unién separable y de escision. P. ej., la enzima tipo IS Fokl cataliza la
escision bicatenaria del ADN, a 9 nucleétidos desde su sitio de reconocimiento en una cadena y 13 nucledtidos
desde su sitio de reconocimiento en la otra. Ver, p. €j., las patentes de EE.UU. 5.356.802; 5.436.150 y 5.487.994; asi
como Li et al. (1992) ProC. Natl Acad Scl. EE.UU. 89: 4275-4279; Li et al. (1993) ProC. Natl Acad Scl. EE.UU. 90:
2764-2768; Kim et al. (1994a) ProC. Natl Acad Scl. EE.UU. 91: 883-887; Kim et al. (1994b) J. Biol. Chem. 269:
31,978-31,982. Por lo tanto, en una realizacion, las proteinas de fusion comprenden el dominio de escision (o
semidominio de escisién) de al menos una enzima de restriccion de Tipo 1IS y uno o mas dominios de unién a los
dedos de zinc, que pueden o no estar disefiados.

[0096] Una enzima de restriccion de tipo 1IS ejemplar, cuyo dominio de escision es separable del dominio de union,
es Fokl. Esta enzima particular es activa como un dimero. Bitinaite et al. (1998) ProC. Natl Acad Scl. EE.UU.
95:10,570-10,575. Por consiguiente, para los fines de la presente divulgacion, la porcion de la enzima Fokl usada en
las proteinas de fusion descritas se considera un semi-dominio de escision. Por lo tanto, para la segmentacion de
doble cadena dirigida y/o la sustitucion selectiva de secuencias celulares que utilizan fusiones Fokl con dedos de
zinc, se pueden usar dos proteinas de fusiéon, cada una de las cuales comprende un semi-dominio de escisién Fokl,
para reconstituir un dominio de escision cataliticamente activo. Alternativamente, también se puede usar una Unica
molécula polipeptidica que contiene un dominio de union a los dedos de zinc y dos semi-dominios de escision de
Fokl. Los parametros para la escision dirigida y la alteracion de la secuencia dirigida utilizando fusiones de zinc
dedo-Fokl se proporcionan en otra parte de esta descripcion.

[0097] Un dominio de escisidn o escision semi-dominio puede ser cualquier porcion de una proteina que conserva la
actividad de escisidon, o que conserva la capacidad de multimerizar (p. €j., dimerizan) para formar un dominio de
escision funcional.

[0098] Enzimas de restriccion de tipo IS ejemplar se describen en la publicacion internacional WO 07/014275. Las
enzimas de restriccion adicionales también contienen dominios de unidn y escision separables, y estos estan
contemplados por la presente descripcion. Ver, p. €j., Roberts et al. (2003) Nucleic Acids Res. 31: 418-420,

[0099] En ciertas realizaciones, el dominio de escision comprende uno o mas semi-dominios de escision (también

denominados mutantes de dominio de dimerizacién) que minimizan o evitan la homodimerizacién, como se describe,
p. €j., en Ver, p. gj., patentes de EE.UU. n° 7.914.796; 8.034.598 y 8.623.618. Los residuos de aminoacidos en las
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posiciones 446, 447, 479, 483, 484, 486, 487, 490, 491, 496, 498, 499, 500, 531, 534, 537 y 538 de Fokl son todos
objetivos para influir en la dimerizacién de la Fokl se divide en medio dominios.

[0100] Los semi-dominios de escision por ingenieria ejemplares de Fokl que forman heterodimeros obligados
incluyen un par en el que un primer semi-dominio de escision incluye mutaciones en los residuos de aminoacidos en
las posiciones 490 y 538 de Fokl y un segundo semi-dominio de escision incluye mutaciones en los residuos de
aminoacidos 486 y 499.

[0101] Por lo tanto, en una realizacién, una mutacién en 490 sustituye Glu (E) con Lys (K); la mutacién en 538
reemplaza Iso (1) con Lys (K); la mutacion en 486 reemplazé a Gin (Q) con Glu (E); y la mutacion en la posicion 499
reemplaza Iso (I) con Lys (K). Especificamente, los semi-dominios de escisién de ingenieria descritos aqui se
prepararon mutando las posiciones 490 (E — K) y 538 (I — K) en un semi-dominio de escision para producir un
semi-dominio de escision de ingenieria denominado "E490K: I538K" y por las posiciones de mutacién 486 (Q — E) y
499 (I — L) en otro semi-dominio de escisidon para producir un semi-dominio de escisiéon disefiado como "Q486E:
[499L". Los semi-dominios de escision de ingenieria descritos aqui son mutantes heterodimeros obligados en los
que se minimiza o anula la escision aberrante. Ver, p. gj., Publicacion de Patente de Estados Unidos N°
2008/0131962. En ciertas realizaciones, el semi-dominio de escisioén por ingenieria comprende mutaciones en las
posiciones 486, 499 y 496 (numeradas con relacion a Fokl de tipo salvaje), por ejemplo mutaciones que reemplazan
el residuo GIn (Q) de tipo salvaje en la posicion 486 con un Glu (E), el residuo Iso (I) de tipo salvaje en la posicion
499 con un residuo Leu (L) y el residuo Asn (N) de tipo salvaje en la posicion 496 con un residuo Asp (D) o Glu (E)
(también denominado como un dominio "ELD" y "ELE", respectivamente). En otras realizaciones, el semi-dominio de
escision por ingenieria comprende mutaciones en las posiciones 490, 538 y 537 (numeradas con relacion a Fokl de
tipo salvaje), por ejemplo mutaciones que reemplazan el residuo de Glu (E) de tipo salvaje en la posicion 490 con un
Lys (K) residuo, el residuo Iso (l) de tipo salvaje en la posicion 538 con un residuo Lys (K), y el residuo His (H) de
tipo salvaje en la posicion 537 con un residuo Lys (K) o un residuo Arg (R) (también conocidos como dominios "KKK"
y "KKR", respectivamente). En ofras realizaciones, el semi-dominio de escisién por ingenieria comprende
mutaciones en las posiciones 490 y 537 (numeradas con relacion a Fokl de tipo salvaje), por ejemplo mutaciones
que reemplazan el residuo de Glu (E) de tipo salvaje en la posicion 490 con un residuo de Lys (K) y el residuo His
(H) de tipo salvaje en la posicion 537 con un residuo Lys (K) o un residuo Arg (R) (también dominios "KIK" y "KIR"
denominados, respectivamente. Ver, p. €j., la patente de EE.UU. N° 7.914.796; 8.034.598 y 8.623.618. En otras
realizaciones, el medio dominio de escision por ingenieria comprende las mutaciones "Sharkey" y/o "Sharkey"
(véase Guo et al, (2010) J. Mol. Biol. 400 (1): 96-107).

[0102] Los semi-dominios de escisidon de ingenieria descritos en el presente documento pueden prepararse usando
cualquier método adecuado, p. ej.,, mediante mutagénesis dirigida de semi-dominios de escision de tipo salvaje
(Fokl) como se describe en las publicaciones de patente de EE.UU. Numeros 20050064474; 20080131962; y
20110201055.

[0103] Alternativamente, las nucleasas pueden ensamblarse in vivo en el sitio nucleico diana de acido usando la
llamada tecnologia de "enzima escindida" (ver, p. €j., la Publicacion de Patente de Estados Unidos N°
20090068164). Los componentes de tales enzimas divididas se pueden expresar en construcciones de expresion
separadas, o se pueden vincular en un marco de lectura abierto donde los componentes individuales se separan, p.
€j., por un péptido 2A auto-escindible o una secuencia IRES. Los componentes pueden ser dominios de union a
dedos de zinc individuales o dominios de un dominio de union a acido nucleico de meganucleasa.

[0104] Las nucleasas pueden seleccionarse para determinar su actividad antes de su uso, p. €j., en un sistema
cromosomico basado en levadura como se describe en los documentos W02009/042163 y 20090068164. Los
constructos de expresion de nucleasas se pueden disefiar facilmente usando métodos conocidos en la técnica. Ver,
p. €j., Publicaciones de Patentes de Estados Unidos 20030232410; 20050208489; 20050026157; 20050064474;
20060188987; 20060063231; y la publicacién internacional WO 07/014275. La expresion de la nucleasa puede estar
bajo el control de un promotor constitutivo o un promotor inducible, p. ej., el promotor galactoquinasa que se activa
(desrepresion) en presencia de rafinosa y/o galactosa y se reprime en presencia de glucosa.

Sitios de destino

[0105] Como se describe en detalle anteriormente, los dominios de ADN se pueden disefar para unirse a cualquier
secuencia de eleccion. Un dominio de unién a ADN disefiado puede tener una nueva especificidad de unién, en
comparacion con un dominio de unién a ADN natural. En ciertas realizaciones de la divulgacion, los dominios de
union a ADN se unen a una secuencia dentro de una secuencia potenciadora BCL11A, por ejemplo un sitio diana
(tipicamente 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18), 19, 20, 21 o incluso mas pares de bases) se encuentra entre el
exon 2 y el exén 3 de BCL11A, incluidos los dominios de union al ADN que se unen a una secuencia dentro de un
sitio hipersensible a ADNasal en la secuencia del potenciador de BCL11A (p. €j., +55, +58, +62; ver Figura 11). Los
métodos de ingenieria incluyen, pero no se limitan a, disefio racional y varios tipos de seleccion. El disefio racional
incluye, p. ej., el uso de bases de datos que comprenden secuencias de nucleétidos triplete (o cuadrupleto) y
secuencias de aminoacidos de dedo de zinc individuales, en las que cada secuencia de nucleétido triplete o
cuadrupleto esta asociada con una o mas secuencias de aminoacidos de dedos de zinc que se unen al triplete
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particular o secuencia cuadruple. Ver, p. ej., co-propiedad de las patentes de EE.UU. 6.453.242 y 6.534.261,
También se puede realizar un disefio racional de los dominios de efector TAL. Ver, p. gj., Publicacién de Estados
Unidos N° 20110301073.

[0106] Los métodos de seleccion a modo de ejemplo aplicables a los dominios de unién al ADN, que incluyen la
presentacion de fagos y los sistemas de dos hibridos, se describen en las patentes de EE.UU. 5.789.538; 5.925.523;
6.007.988; 6.013.453; 6.410.248; 6.140.466; 6.200.759; y 6.242.568; asi como el documento WO 98/37186; WO
98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 y GB 2,338,237. Ademas, la mejora de la especificidad de union para los
dominios de unién al dedo de zinc se ha descrito, p. €j., en el documento de propiedad conjunta WO 02/077227.

[0107] La seleccion de sitios de destino; nucleasas y métodos para el disefio y construccion de proteinas de fusion
(y polinucledtidos que codifican las mismas) son conocidas por los expertos en la técnica y se describen en detalle
en la solicitud de patente US N° 20050064474 y 20060188987 .

[0108] Ademas, como se describe en estas y otras referencias, los dominios de unién a ADN (p. €j., proteinas de
dedos de zinc de multiples dedos) y/o fusiones de dominio(s) de unién a ADN y dominio(s) funcional(es) se pueden
vincular entre si utilizando cualquier secuencia de enlace adecuada, incluyendo P. €j., enlazadores de 5 o mas
aminoacidos. Las patentes de EE.UU. n°® 8.772.453; 7.888.121 (p. €j., enlazador "ZC".); 6.479.626; 6.903.185; y
7.153.949; Publicacion de los Estados Unidos N° 20090305419) y la Solicitud de los Estados Unidos N° 14/471.782.
Las proteinas descritas en el presente documento pueden incluir cualquier combinacién de enlazadores adecuados
entre los dominios de unién a ADN individuales de la proteina. Véase, asimismo, la patente de EE.UU. n° 8.586.526.

Donantes

[0109] En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a la integracion dirigida mediada por la nucleasa
de una secuencia exdgena en el genoma de una célula usando las moléculas de unién de region potenciadora de
BCL11A descrita en este documento. Como se sefiald anteriormente, la insercion de una secuencia exdgena
(también llamada "secuencia donante" o "donante" o "transgén"), p. €j., para la eliminacion de una region especifica
y/o la correccion de un gen mutante o para la expresion incrementada de un gen de tipo silvestre. Sera faciimente
evidente que la secuencia del donante generalmente no es idéntica a la secuencia genémica donde se coloca. Una
secuencia donante puede contener una secuencia no homéloga flanqueada por dos regiones de homologia para
permitir una HDR eficiente en la ubicacién de interés o puede integrarse a través de mecanismos de reparacion no
homologados. Ademas, las secuencias del donante pueden comprender una molécula de vector que contiene
secuencias que no son homologas a la region de interés en la cromatina celular. Una molécula donante puede
contener varias regiones discontinuas de homologia con la cromatina celular y, p. ej., conducir a la eliminacion de
una region potenciadora de Bel11a (o un fragmento de la misma) cuando se usa como un sustrato para la
reparacion de una DBS inducida por una de las nucleasas se describen aqui. Ademas, para la insercion dirigida de
secuencias que normalmente no estan presentes en una regiéon de interés, dichas secuencias pueden estar
presentes en una molécula de acido nucleico donante y flanqueadas por regiones de homologia a secuencia en la
region de interés.

[0110] Los polinucledtidos para la insercion también se pueden denominar polinucleédtidos "exdégenos",
polinucleétidos o moléculas "donantes" o "transgenes". El polinucledtido donante puede ser ADN o ARN,
monocatenario y/o bicatenario y puede introducirse en una célula en forma lineal o circular. Ver, p. gj., Publicaciones
de Patente de EE.UU. N° 20100047805 y 20110207221, Las secuencias donantes estan contenidas
preferiblemente dentro de un ADN MC, que puede introducirse en la célula en forma circular o lineal. Si se
introducen en forma lineal, los extremos de la secuencia del donante pueden protegerse (p. €j., de la degradacion
exonucleolitica) mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. P. ej.,, uno o mas residuos de
didesoxinucledtidos se agregan al extremo 3’ de una molécula lineal y/o los oligonucleétidos autocomplementarios
se ligan a uno o ambos extremos. Ver, p. gj., Chang et al. (1987) ProC. Natl Acad Scl. EE.UU., 84: 4959-4963; Nehls
et al. (1996) Science 272: 886-889. Los métodos adicionales para proteger los polinucledtidos exdgenos de la
degradacion incluyen, entre otros, la adicion de uno o mas grupos amino terminales y el uso de enlaces
internucledtidos modificados como, p. ej., fosforotioatos, fosforamidatos y residuos de O-metilo ribosa o
desoxirribosa. Si se introduce en forma de doble cadena, el donante puede incluir uno o mas sitios diana de
nucleasa, p. €j., sitios diana de nucleasa que flanquean el transgén para integrarse en el genoma de la célula. Ver,
p. €j., Publicacién de Patente de EE.UU. N° 20130326645.

[0111] Un polinucledtido se puede introducir en una célula como parte de una molécula de vector que tiene
secuencias adicionales, tales como, p. €j., origenes de replicacion, promotores y genes que codifican resistencia a
los antibiéticos. Por otra parte, los polinucleétidos donantes pueden introducirse como acido nucleico desnudo, como
el acido nucleico complejado con un agente tal como un liposoma o poloxamero, o puede ser entregado por los virus
(p. €j., adenovirus, AAV, herpesvirus, retrovirus, lentivirus y lentivirus defectuoso por integrasa (IDLV)).

[0112] En ciertas realizaciones, el donante de doble cadena incluye secuencias (p. €j., secuencias de codificacion,

también llamadas transgenes) de mas de 1 kb de longitud, por ejemplo entre 2 y 200 kb, entre 2 y 10kb (o cualquier
valor entre ellos)). El donante de doble cadena también incluye al menos un sitio diana de nucleasa, por ejemplo. En
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ciertas realizaciones, el donante incluye al menos 2 sitios diana, p. €j., para un par de ZFN o TALEN. Tipicamente,
los sitios diana de nucleasas estan fuera de las secuencias transgénicas, p. €j., 5' y/o 3' respecto a las secuencias
transgénicas, para la escision del transgén. El (los) sitio(s) de escisiéon de las nucleasas puede ser para cualquier
nucleasa. En ciertas realizaciones, el (los) sitio(s) diana de la nucleasa contenido(s) en el donante bicatenario son
para la misma(s) nucleasa(s) utilizada(s) para escindir la diana enddgena en el cual el donante cortado se integra a
través de métodos independientes de la homologia.

[0113] EI donante se inserta generalmente de modo que su expresion esta dirigida por el promotor endégeno en el
sitio de integracion, es decir, el promotor que conduce la expresion del gen endégeno en el que se inserta el donante
(p. €j., globina, AAVS1, etc.). Sin embargo, sera evidente que el donante puede comprender un promotor y/o
potenciador, por ejemplo un promotor constitutivo o un promotor inducible o especifico de tejido.

[0114] La molécula donante se puede insertar en un gen enddgeno de tal manera que todos, algunos o ninguno del
gen enddgeno se expresa. En otras realizaciones, el transgén (p. €j., con o sin secuencias de codificacion de
globina) esta integrado en cualquier locus enddgeno, por ejemplo un locus puerto seguro. Ver, p. €j., publicaciones
de patentes estadounidenses 20080299580; 20080159996 y 201000218264

[0115] Ademas, aunque no se requiere para la expresion, las secuencias exdgenas también pueden incluir
secuencias de transcripcion o traduccion de regulacion, p. ej., promotores, potenciadores, aisladores, sitios de
entrada de ribosoma interno, secuencias que codifican péptidos 2A y/o sefales de poliadenilacion.

[0116] Los transgenes realizados en las secuencias donantes descritas en este documento pueden aislarse a partir
de plasmidos, células u otras fuentes utilizando técnicas estandar conocidas en la técnica, tales como PCR. Los
donantes para su uso pueden incluir diversos tipos de topologia, incluyendo circular superenrollado, circular relajado,
lineal y similares. Alternativamente, pueden sintetizarse quimicamente usando técnicas de sintesis de
oligonucledtidos estandar. Ademas, los donantes pueden estar metilados o carecer de metilacion. Los donantes
pueden estar en forma de cromosomas bacterianos o de levadura artificial (BAC o YAC).

[0117] Los polinucledtidos de doble cadena donantes descritos en este documento pueden incluir una o mas bases
y/o cadenas principales no naturales. En particular, la insercién de una molécula donante con citosinas metiladas se
puede llevar a cabo utilizando los métodos descritos aqui para lograr un estado de inactividad transcripcional en una
region de interés.

[0118] El polinucledtido (donante) exdgeno puede comprender cualquier secuencia de interés (secuencia exogena).
Las secuencias exogenas ejemplares incluyen, pero no se limitan a cualquier secuencia de codificacion de
polipéptido (p. e€j., ADNc), secuencias promotoras, secuencias potenciadoras, etiquetas de epitopo, genes
marcadores, los sitios de reconocimiento de enzimas de escision y diversos tipos de construcciones de expresion.
Los genes marcadores incluyen, pero no se limitan a, secuencias que codifican proteinas que median la resistencia
a antibidticos (p. €j., resistencia a la ampicilina, resistencia a la neomicina, resistencia a G418, resistencia a
puromicina), secuencias que codifican coloreado o proteinas fluorescentes o luminiscentes (p. ej., proteina
fluorescente verde, proteina fluorescente verde, proteina fluorescente roja, luciferasa), y las proteinas que median la
mejora del crecimiento celular y/o amplificacion de genes (p. €j., reductasa de dihidrofolato). Las etiquetas de
epitopo incluyen, p. €j., una o mas copias de FLAG, HiS, myc, Tap, HA o cualquier secuencia de aminoacidos
detectable.

[0119] En una realizacion preferida, la secuencia exdgena (transgén) comprende un polinucledtido que codifica
cualquier polipéptido de la cual se desea la expresion en la célula, incluyendo, pero no limitado a anticuerpos,
antigenos, enzimas, receptores (de la superficie celular o nucleares), hormonas, linfocinas, citoquinas, polipéptidos
informadores, factores de crecimiento y fragmentos funcionales de cualquiera de los anteriores. Las secuencias
codificantes pueden ser, p. ej., ADNc.

[0120] P. €j., la secuencia exdgena puede comprender una secuencia que codifica un polipéptido que carece o no
es funcional en el sujeto que tiene una enfermedad genética, que incluye pero no se limita a cualquiera de las
siguientes enfermedades genéticas: acondroplasia, acromatopsia, deficiencia de maltasa acida, deficiencia de
adenosina desaminasa (OMIM n° 102700), adrenoleucodistrofia, sindrome de aicardi, deficiencia de antitripsina alfa-
1, talasemia alfa, sindrome de insensibilidad a los andrégenos, sindrome de Apert, ventriculo derecho arritmogénico,
displasia, telangictasia ataudica, sindrome de BartH, beta-talasisina, sindrome de Bean, enfermedad de Canavan,
enfermedades de granulomatosas cronicas (CGD), sindrome Cri du Chat, fibrosis quistica, enfermedad de Dercum,
displasia ectodérmica, anemia de Fanconi, sindrome progresivo fibrodysplasiaossificans, sindrome fragil X,
galactosemis, enfermedad de Gaucher, gangliosidosis generalizadas (p. €j., GM1), la hemocromatosis, la mutacion
de la hemoglobina C en el 6° codén de beta-globina (HBC), hemofilia, enfermedad de Huntington, sindrome de
Hurler, hipofosfatasia, sindrome de Klinefleter, enfermedad de Krabbes, sindrome de Langer-Giedion, deficiencia de
adhesiéon de leucocitos (LAD, OMIM No. 116920), leucodistrofia, sindrome de QT largo, sindrome de Marfan,
sindrome de Moebius, mucopolisacaridosis (MPS), sindrome de rétula ungueal, diabetes insipida nefrogénica,
neurofibromatosis, enfermedad de Neimann-Pick, osteogénesis imperfecta, porfiria, sindrome de Prader-Willi,
progeria, sindrome de Proteus, retinoblastoma, sindrome de Rett, sindrome de Rubinstein-Taybi, sindrome de
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Sanfilippo, inmunodeficiencia combinada grave (SCID), sindrome de Shwachman, enfermedad de células falciformes
(anemia de células falciformes), sindrome de Smith-Magenis, sindrome de Stickler, enfermedad de Tay-Sachs,
sindrome de Rausus de ausencia de trombocitopenia (TAR), sindrome de Treacher Collins, trisomia, esclerosis
tuberosa, sindrome de Turner, trastorno del ciclo de urea, enfermedad de von Hippel-Landau, sindrome de
Waardenburg, sindrome de Williams, enfermedad de Wilson, sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome linfoproliferativo
ligado a X (XLP, OMIM N°. 308240).

[0121] Enfermedades ejemplares adicionales que pueden ser tratadas mediante integracion dirigida incluyen
inmunodeficiencias adquiridas, enfermedades de almacenamiento lisosomal (p. €j., enfermedad de Gaucher, GM1,
la enfermedad de Fabry y enfermedad de Tay-Sachs), mucopolisacahidosis (p. ej., enfermedad de Hunter,
enfermedad de Hurler), hemoglobinopatias (p. €j., enfermedades de células falciformes, HbC, a-talasemia, B-
talasemia) y hemofilias.

[0122] En ciertas realizaciones, las secuencias exdgenas pueden comprender un gen marcador (descrito
anteriormente), lo que permite la seleccion de células que han experimentado la integraciéon dirigida, y una
secuencia de ligado que codifican una funcionalidad adicional. Los ejemplos no limitantes de genes marcadores
incluyen GFP, marcadores de seleccion de farmacos y similares.

[0123] Secuencias de genes adicionales que pueden ser insertadas pueden incluir, p. €j., genes de tipo salvaje para
reemplazar las secuencias mutadas. P. ej., una secuencia del gen del Factor IX de tipo salvaje puede insertarse en
el genoma de una célula madre en la que se muta la copia enddgena del gen. La copia de tipo salvaje puede
insertarse en el locus enddgeno, o alternativamente puede dirigirse a un locus de puerto seguro.

[0124] La construccion de tales casetes de expresion, siguiendo las ensefianzas de la presente memoria, utiliza
metodologias bien conocidas en la técnica de biologia molecular (véase, p. €j., Ausubel o Maniatis). Antes del uso
del casete de expresion para generar un animal transgénico, la capacidad de respuesta del casete de expresion al
inductor de tension asociado con los elementos de control seleccionados se puede ensayar mediante la introduccion
del casete de expresion en una linea celular apropiada (p. €j., células primarias, células transformadas, o lineas
celulares inmortalizadas).

[0125] Ademas, aunque no se requiere para la expresion, las secuencias exdgenas pueden también ser secuencias
reguladoras transcripcionales o traduccionales, p. ej., promotores, potenciadores, aisladores, sitios de entrada de
ribosoma interno, secuencias que codifican péptidos 2A y/o sefales de poliadenilacién. Ademas, los elementos de
control de los genes de interés pueden ser unidos operativamente a genes informadores para crear genes
quiméricos (p. €j., casetes de expresion de reportero).

[0126] También se puede lograr la insercion dirigida de secuencia de acido nucleico no codificante. Las secuencias
que codifican ARN antisentido, ARNi, ARNs y micro ARN (miARN) también pueden usarse para inserciones
dirigidas.

[0127] En realizaciones adicionales, el acido nucleico donante puede comprender secuencias no codificantes que
son sitios diana especificos para disefios de nucleasa adicionales. Posteriormente, las nucleasas adicionales
pueden expresarse en células de modo que la molécula donante original se escinda y se modifica mediante la
insercion de otra molécula donadora de interés. De esta manera, se pueden generar integraciones reiterativas de
moléculas donadoras que permitan el apilamiento de rasgos en un lugar de interés particular o en un lugar de puerto
seguro.

Entrega

[0128] Las nucleasas, los polinucledtidos que codifican estas nucleasas, polinucleétidos donantes y composiciones
que comprenden las proteinas y/o polinucleétidos descritos en el presente documento se pueden administrar in vivo
o ex vitro mediante cualquier medio adecuado en cualquier tipo de célula.

[0129] Las células adecuadas incluyen eucariota (p. €j., animal) y células procariotas y/o lineas celulares. Ejemplos
no limitativos de tales células o lineas celulares generadas a partir de tales células incluyen COS, CHO (p. gj., CHO-
S, CHO-K1, CHO-DG44, CHO-DUXB11, CHO-DUKX, CHOK1SV), VERO, MDCK, WI38, V79, B14AF28-G3, BHK,
HaK, NSO, SP2/0-Ag14, HelLa, HEK293 (p. ej., HEK293-F, HEK293-H, HEK293-T), y células perC6, asi como
células de insectos como Spodopterafugiperda (Sf), o células fungicas como Saccharomyces, Pichia y
Schizosaccharomyces. En ciertas realizaciones, la linea celular es una linea celular CHO, MDCK o HEK293. Las
células adecuadas también incluyen células madre tales como, a modo de ejemplo, células madre embrionarias,
células madre pluripotentes inducidas, células madre hematopoyéticas, células madre neuronales y células madre
mesenquimaticas.

[0130] Los métodos de administracion de nucleasas como se describen en el presente documento se describen, p.

ej., en las patentes de EE.UU. N°° 6,453,242; 6,503,717; 6,534,261; 6,599,692; 6,607,882; 6,689,558; 6,824,978;
6,933,113; 6,979,539; 7,013,219; y 7,163,824.
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[0131] Las nucleasas y/o construcciones de donantes como se describen en el presente documento también pueden
administrarse utilizando vectores que contienen secuencias que codifican uno o mas de los sistemas ZFN(s),
TALEN(s) o CRIPSR/Cas. Se puede usar cualquier sistema de vector, incluidos, entre otros, vectores plasmidicos,
vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores de adenovirus, vectores de poxvirus; vectores de virus del
herpes y vectores de virus adeno-asociados, etc. Ver, también, la Patente de Estados Unidos N° 6.534.261;
6.607.882; 6.824.978; 6.933.113; 6.979.539; 7.013.219; y 7.163.824. Ademas, sera evidente que cualquiera de estos
vectores puede comprender una o mas de las secuencias necesarias para el tratamiento. Por lo tanto, cuando una o
mas nucleasas y un constructo donante se introducen en la célula, las nucleasas y/o el polinucledtido donante
pueden transportarse en el mismo vector o en diferentes vectores (ADN(s) MC(s)). Cuando se usan multiples
vectores, cada vector puede comprender una secuencia que codifica una o varias nucleasas y/o construcciones de
donantes. Métodos convencionales de transferencia de genes basados en virus y no virales pueden utilizarse para
introducir acidos nucleicos que codifican nucleasas y/o construcciones de donantes en las células (p. €j., células de
mamifero) y tejidos diana. Los sistemas de administracion de vectores no virales incluyen plasmidos de ADN o ARN,
ADN de MC, acido nucleico desnudo y acido nucleico complejado con un vehiculo de administracion tal como un
liposoma o poloxamero. Los vectores no virales adecuados incluyen vectores de nanotaxis, incluyendo vectores
disponibles comercialmente en InCellArt (Francia). Los sistemas de administracion de vectores virales incluyen virus
de ADN y ARN, que tienen genomas episomales o integrados después de la entrega a la célula. Para una revision
del suministro in vivo de proteinas de unién a ADN disefiadas y proteinas de fusién que comprenden estas proteinas
de unién, consulte, p. ej., Rebar (2004) Expert Opinion Invest. Drogas 13 (7): 829-839; Rossi et al. (2007) Nature
Biotech. 25 (12): 1444-1454, asi como referencias generales de administracion de genes, tales como Anderson,
Science 256: 808-813 (1992); Nabel y Felgner, TIBTECH 11: 211-217 (1993); Mitani y Caskey, TIBTECH 11:162-166
(1993); Dillon, TIBTECH 11:167-175 (1993); Miller, Nature 357: 455-460 (1992); Van Brunt, Biotechnology 6 (10):
1149-1154 (1988); Vigne, Restorative Neurology and Neuroscience 8: 35-36 (1995); Kremer & Perricaudet, British
Medical Bulletin 51 (1): 31-44 (1995); Haddada et al., En Current Topics in Microbiolology and Immunology Doerfler
and Bohm (eds.) (1995); y Yu et al., Gene Therapy 1:13-26 (1994).

[0134] Los métodos de administracion no viral de &acidos nucleicos incluyen electroporacion, lipofeccion,
microinyeccion, biolistica, virosomas, liposomas, inmunoliposomas, polication o lipidos: conjugados de &acido
nucleico, ADN desnudo, viriones artificiales y captacion de ADN mejorada por el agente. La sonoporacion que utiliza,
p. €j., el sistema Sonitron 2.000 (Rich-Mar) también se puede usar para la administraciéon de acidos nucleicos.

[0133] Los sistemas de administracion de acido nucleico ejemplares adicionales incluyen los proporcionados por
Amaxa Biosystems (Colonia, Alemania), Maxcyte, InC. (Rockville, Maryland), BTX Molecular Delivery Systems
(HollistoN, MA) y Copernicus Therpeututics Inc., (ver, por ejemplo, US6008336). La lipofeccion se describe en p. €j.,
patentes de EE.UU. n°® 5,049,386; 4,946,787; y 4,897,355) y lipofeccion reactivos se venden comercialmente (p. €j.,
Transfectam™ y Lipofectin™). Los lipidos cationicos y neutros que son adecuados para la lipofeccién de
polinucleétidos de reconocimiento de receptor eficiente incluyen los de Felgner, WO 91/17424, WO 91/16024.

[0134] La preparacion de complejos de lipido: acido nucleico, incluidos liposomas dirigidos tales como complejos de
inmunolipido, es bien conocido para un experto en la técnica (ver, p. €j., Crystal, Science 270:. 404-410 (1995);
Blaese et al., Cancer Gene Ther. 2: 291-297 (1995); Behr et al., Bioconjugate Chem. 5: 382-389 (1994); Remy et al.,
Bioconjugate Chem. 5: 647-654 (1994); Gao et al., Gene Therapy 2: 710-722 (1995); Ahmad et al., Cancer Res. 52:
4817-4820 (1992); Patentes de Estados Unidos nuimeros 4.186.183. 4.217.344. 4.235.871. 4.261.975. 4.485.054.
4.501.728. 4.774.085. 4.837.028 y 4.946.787).

[0135] Los métodos adicionales de administracion incluyen el uso de envasado de los acidos nucleicos a ser
entregados en vehiculos de reparto EnGenelC (VED). Estos EDV se suministran especificamente a los tejidos diana
utilizando anticuerpos biespecificos donde un brazo del anticuerpo tiene especificidad para el tejido diana y el otro
tiene especificidad para el EDV. El anticuerpo lleva los EDV a la superficie de la célula diana y luego el EDV se
introduce en la célula por endocitosis. Una vez en la célula, los contenidos se publican (ver MacDiarmid et al (2009)
Nature Biotechnology 27 (7): 643).

[0136] El uso de sistemas basados en virus de ARN o ADN para la entrega de acidos nucleicos que codifican por
ingenieria ZFPS, TALEs y/o CRISPR/sistemas Cas aprovechan los procesos altamente evolucionados para dirigir un
virus a células especificas en el cuerpo y el trafico de la carga viral util al nucleo. Los vectores virales pueden
administrarse directamente a los pacientes (in vivo) o pueden usarse para tratar células in vitro y las células
modificadas se administran a los pacientes (ex vitro). Los sistemas basados en virus convencionales para la
administracion de ZFP incluyen, entre otros, vectores de virus retroviral, lentivirus, adenoviral, adenoasociado, virus
de la vacuna y herpes simple para la transferencia de genes. La integracién en el genoma del huésped es posible
con los métodos de transferencia de genes de retrovirus, lentivirus y virus adenoasociados, que a menudo dan como
resultado la expresion a largo plazo del transgen insertado. Ademas, se han observado altas eficiencias de
transduccion en diferentes tipos de células y tejidos diana.

[0137] El tropismo de un retrovirus puede alterarse por incorporacion de proteinas de la envoltura exterior, la
ampliacion de la potencial poblacion diana de células diana. Los vectores lentiviricos son vectores retrovirales que
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son capaces de transducir o infectar células que no se dividen y, por lo general, producen titulos virales elevados. La
seleccion de un sistema de transferencia de genes retrovirales depende del tejido diana. Los vectores retrovirales
estan formados por repeticiones terminales largas que actian en cis con capacidad de empaquetamiento de hasta
6-10 kb de secuencia extrafia. Los LTR minimos que actian en cis son suficientes para la replicacion y el
empaquetamiento de los vectores, que luego se utilizan para integrar el gen terapéutico en la célula diana para
proporcionar una expresion transgenular permanente. Los vectores retrovirales ampliamente utilizados incluyen
aquellos que se basan en el virus de la leucemia murina (MuLV), el virus de la leucemia del mono gibén (GaLV), el
virus de la inmunodeficiencia de Simio (SIV), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y sus combinaciones
(ver, p. €j. Buchscher y otros, J. Virol. 66: 2731-2739 (1992); Johann y oftros, J. Virol. 66: 1635-1640 (1992);
Sommerfelt y otros, Virol. 176: 58-59 (1990).); Wilson et al., J. Virol. 63: 2374-2378 (1989); Miller et al., J. Virol. 65:
2220-2224 (1991); PCT/US94/05700).

[0138] En aplicaciones en las que se prefiere la expresion transitoria, los sistemas basados adenovirales pueden ser
utilizados. Los vectores basados en adenovirus son capaces de una eficiencia de transduccién muy alta en muchos
tipos de células y no requieren division celular. Con tales vectores, se han obtenido altos titulos y altos niveles de
expresion. Este vector se puede producir en grandes cantidades en un sistema relativamente simple. Los vectores
de virus adenoasociados ("AAV") también se usan para transducir células con acidos nucleicos diana, p. €j., en la
produccion in vitro de acidos nucleicos y péptidos, y para procedimientos de terapia génica in vivo y ex vitro (ver, p.
ej., West et al., Virology 160: 38-47 (1987); Patente de EE.UU. N° 4,797,368; WO 93/24641; Kotin, Human Gene
Therapy 5: 793-801 (1994); Muzyczka, J. Clin. Invest. 94: 1351 (1994). La construccion de vectores de AAV
recombinantes se describe en varias publicaciones, incluida la Patente N°. 5,173,414; Tratschin et al., Mol. Cell. Biol.
5: 3251-3260 (1985); Tratschin, et al., Mol. Célula. Biol. 4: 2072-2081 (1984); Hermonat y Muzyczka, PNAS 81:
6466-6470 (1984); y Samulski et al., J. Virol. 63: 03822-3828 (1989).

[0139] Actualmente, al menos seis enfoques de vectores virales estan disponibles para la transferencia de genes en
ensayos clinicos, que utilizan enfoques que implican la complementacion de vectores defectuosos por genes
insertados en lineas celulares auxiliares para generar el agente transductor.

[0140] pLASN y MFG-S son ejemplos de vectores retrovirales que se han utilizado en ensayos clinicos (Dunbar et
al., Blood 85: 3048-305 (1995); Kohn et al., Nat. Med. 1:1017-102 (1995); Malech et al., PNAS 94:22 12133-12138
(1997)). PA317/pLASN fue el primer vector terapéutico utilizado en un ensayo de terapia génica. (Blaese et al.,
Science 270: 475-480 (1995)). Se han observado eficiencias de transduccion de 50% o mas para los vectores
empaquetados de MFG-S. (Ellem y otros, Immunol Immunother. 44 (1): 10-20 (1997); Dranoff y otros, Hum. Gene
Ther. 1:111-2 (1997).

[0141] Los vectores de virus adeno-asociados recombinantes (rAAV) son prometedores sistemas de suministro de
genes alternativos basados en el virus tipo 2 adenoasociado defectuoso y no patégeno de parvovirus. Todos los
vectores se derivan de un plasmido que retiene solo las repeticiones terminales invertidas de AAV de 145 pb que
flanquean el casete de expresion del transgén. La transferencia eficiente de genes y el suministro estable de
transgenes debido a la integracidon en los genomas de las células transducidas son caracteristicas clave de este
sistema de vectores. (Wagner y otros, Lancet 351: 9117 1702-3 (1998), Kearns y otros, Gene Ther. 9: 748-55
(1996)). De acuerdo con la presente invencion, también se pueden usar otros serotipos de AAV, incluyendo AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVE, AAV7, AAVS, AAVI y AAVrh,10 y cualquier nuevo serotipo de AAV.

[0142] Los vectores adenovirales recombinantes deficientes en la replicacion (Ad) se pueden producir en titulos altos
e infectan facilmente varios tipos de células diferentes. La mayoria de los vectores de adenovirus estan disefiados
de manera tal que un transgén reemplaza los genes Ad E1a, E1b y/o E3; posteriormente, el vector defectuoso de
replicacion se propaga en células 293 humanas que suministran la funcion del gen eliminado en trans. Los vectores
de anuncios pueden transducir multiples tipos de tejidos in vivo, incluidas las células diferenciadas no divisorias,
como las que se encuentran en el higado, los rifiones y los musculos. Los vectores de anuncios convencionales
tienen una gran capacidad de carga. Un ejemplo del uso de un vector Ad en un ensayo clinico involucré la terapia
con polinucledtidos para la inmunizacion antitumoral con inyeccién intramuscular (Sterman et al., Hum. Gene Ther.
7:1083-9 (1998)). Ejemplos adicionales del uso de vectores de adenovirus para la transferencia de genes en
ensayos clinicos incluyen Rosenecker et al., Infeccion 24: 1 5-10 (1996); Sterman et al., Hum. Gene Ther. 9: 7 1083-
1089 (1998); Welsh y otros, Hum. Gene Ther. 2: 205-18 (1995); Alvarez et al., Hum. Gene Ther. 5: 597 - 613 (1997);
Topf et al., Gene Ther. 5: 507-513 (1998); Sterman et al., Hum. Gene Ther. 7:1083-1089 (1998).

[0143] Células de empaquetamiento se utilizan para formar particulas de virus que son capaces de infectar una
célula huésped. Estas células incluyen células 293, que empaquetan adenovirus, y células w2 o células PA317, que
empaquetan retrovirus. Los vectores virales utilizados en la terapia génica generalmente son generados por una
linea celular productora que empaqueta un vector de acido nucleico en una particula viral. Los vectores contienen
tipicamente las secuencias virales minimas requeridas para el empaquetamiento y la posterior integracion en un
huésped (si corresponde), y otras secuencias virales se reemplazan por un casete de expresion que codifica la
proteina a expresar. Las funciones virales faltantes se suministran en trans por la linea celular de empaquetamiento.
P. €j., los vectores de AAV utilizados en la terapia génica tipicamente solo poseen secuencias de repeticion terminal
invertida (ITR) del genoma de AAV que se requieren para el empaquetamiento y la integracion en el genoma del
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huésped. EI ADN viral se empaqueta en una linea celular, que contiene un plasmido auxiliar que codifica los otros
genes AAV, a saber, rep y caP, pero que carecen de secuencias ITR. La linea celular también esta infectada con
adenovirus como ayudante. El virus auxiliar promueve la replicacion del vector AAV y la expresion de los genes AAV
del plasmido auxiliar. El plasmido auxiliar no estd empaquetado en cantidades significativas debido a la falta de
secuencias ITR. La contaminacion con adenovirus se puede reducir mediante, p. €j., un tratamiento térmico al que el
adenovirus es mas sensible que el AAV.

[0144] En muchas aplicaciones de terapia génica, es deseable que el vector de terapia génica puede entregar con
un alto grado de especificidad para un tipo de tejido particular. Por consiguiente, un vector viral puede modificarse
para tener especificidad para un tipo de célula dado expresando un ligando como una proteina de fusion con una
proteina de la cubierta viral en la superficie exterior del virus. El ligando se elige para que tenga afinidad por un
receptor que se sabe que esta presente en el tipo de célula de interés. P. ej., Han et al., ProC. Natl Acad Scl.
EE.UU. 92: 9747-9751 (1995), informd que el virus de la leucemia murina Moloney puede modificarse para expresar
la heregulina humana fusionada a gp70, y el virus recombinante infecta ciertas células de cancer de mama humano
que expresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano. Este principio puede extenderse a otros
pares de células virus-diana, en las que la célula diana expresa un receptor y el virus expresa una proteina de fusion
que comprende un ligando para el receptor de la superficie celular. P. gj., el fago filamentoso puede disefiarse para
mostrar fragmentos de anticuerpos (p. €j., Fab o Fv) que tienen afinidad de unién especifica para virtualmente
cualquier receptor celular seleccionado. Aunque la descripcidon anterior se aplica principalmente a los vectores
virales, los mismos principios se pueden aplicar a los vectores no virales. Dichos vectores pueden disefiarse para
contener secuencias de captacion especificas que favorecen la captacion por células diana especificas.

[0145] Los vectores de terapia génica pueden administrarse in vivo mediante la administracion a un paciente
individual, tipicamente por administracién sistémica (p. €j., Intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subdérmica, o
infusion intracraneal) o aplicacion tépica, como se describe a continuacion. Alternativamente, los vectores pueden
administrarse a células ex vitro, tales como células explantadas de un paciente individual (p. e€j., linfocitos, aspirados
de médula ésea, biopsia tisular) o células madre hematopoyéticas donantes universales, seguido por reimplantacion
de las células en un paciente, generalmente después de la seleccion de células que han incorporado el vector.

[0146] Los vectores (p. €j., retrovirus, adenovirus, liposomas, etc.) que contienen nucleasas y/o construcciones de
donantes también se pueden administrar directamente a un organismo para transduccion de células in vivo.
Alternativamente, puede administrarse ADN desnudo. La administraciéon se realiza mediante cualquiera de las rutas
que se utilizan normalmente para introducir una molécula en contacto final con células de la sangre o tejidos,
incluidas, entre otras, inyeccion, infusién, aplicacion tépica y electroporacion. Los métodos adecuados para
administrar tales acidos nucleicos estan disponibles y son bien conocidos por los expertos en la técnica, y, aunque
se puede usar mas de una via para administrar una composicion particular, una via particular a menudo puede
proporcionar un método mas inmediato y reaccion mas efectiva que otra via.

[0147] Los vectores adecuados para la introduccion de polinucleétidos (p. ej. donantes de codificacion de nucleasa
y/o doble cadena) se describe la presente invencion incluyen vectores de lentivirus no integradores (IDLV). Ver, p.
€j., Ory et al. (1996) ProC. Natl Acad Scl. EE.UU. 93: 11382-11388; Dull et al. (1998) J. Virol,72: 8463-8471; Zuffery
et al. (1998) J. Virol. 72: 9873-9880; Follenzi et al. (2000) Nature Genetics 25: 217-222; Publicacion de Patente de
Estados Unidos N° 2009/0117617.

[0148] Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composiciéon particular que se
administra, asi como por el método particular usado para administrar la composicion. En consecuencia, existe una
amplia variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas disponibles, como se describe a
continuacion (ver, p. ej., Remington Pharmaceutical Sciences, 172 ed., 1989).

[0149] Sera evidente que las secuencias que codifican la nucleasa y las construcciones del donante se pueden
administrar utilizando el mismo o diferentes sistemas. P. €j., las nucleasas y los donantes pueden ser transportados
por el mismo ADN MC. Alternativamente, un polinucleétido donador puede ser transportado por un MC, mientras que
una o mas nucleasas pueden ser transportadas por un plasmido estandar o un vector AAV. Ademas, los diferentes
vectores pueden administrarse por la misma via o por diferentes vias (inyeccion intramuscular, inyeccion en la vena
de la cola, otra inyeccion intravenosa, administracion intraperitoneal y/o inyeccion intramuscular. Los vectores
pueden administrarse simultaneamente o en cualquier orden secuencial.

[0150] Por lo tanto, la presente divulgacion incluye el tratamiento in vivo o ex vitro de enfermedades y afecciones
susceptibles de insercion de los transgenes que codifican una proteina terapéutica. Las composiciones se
administran a un paciente humano en una cantidad eficaz para obtener la concentracion deseada del polipéptido
terapéutico en el suero o el 6rgano o células diana. La administracién puede realizarse por cualquier medio en el que
los polinucleétidos se administren a las células diana deseadas. P. gj., se contemplan métodos tanto in vivo como ex
vitro. La inyeccion intravenosa en la vena porta es un método de administracion preferido. Otros modos de
administracion in vivo incluyen, p. €j., la inyeccion directa en los l6bulos del higado o el conducto biliar y la inyeccién
intravenosa distal al higado, incluida la arteria hepatica, la inyeccion directa en el parénquima hepatico, la inyeccion
a través de la arteria hepatica. y/o inyeccion retrograda a través del arbol biliar. Los modos de administracion ex vitro
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incluyen la transduccion in vitro de hepatocitos resecados u otras células del higado, seguido de la infusién de los
hepatocitos resucitados y transducidos de nuevo en la vasculatura portal, parénquima hepatico o arbol biliar del
paciente humano, ver, p. €j., Grossman et al. al., (1994) Nature Genetics, 6: 335-341,

[0151] La cantidad eficaz de nucleasa(s) y de donantes a ser administrada variara de paciente a paciente y de
acuerdo con el polipéptido terapéutico de interés. Por consiguiente, las cantidades efectivas se determinan mejor por
el médico que administra las composiciones y las dosis apropiadas pueden determinarse facilmente por un experto
en la técnica. Después de dejar suficiente tiempo para la integracion y la expresion (tipicamente 4-15 dias, por
ejemplo), el analisis del suero u otros niveles tisulares del polipéptido terapéutico y la comparacion con el nivel inicial
antes de la administracion determinaran si la cantidad administrada es demasiado baja, dentro del rango correcto o
demasiado alto. Los regimenes adecuados para las administraciones iniciales y posteriores también son variables,
pero estan tipificados por una administracion inicial seguida de administraciones subsiguientes si es necesario. Las
administraciones subsiguientes pueden administrarse a intervalos variables, desde diario hasta anualmente hasta
cada varios afos. Un experto en la materia apreciara que pueden recomendarse técnicas inmunosupresoras
apropiadas para evitar la inhibicion o el bloqueo de la transducciéon por inmunosupresion de los vectores de
administracion, véase p. €j., Vilquin et al., (1995) Human Gene Ther., 6: 1391-1401,

[0152] Las formulaciones para administraciones tanto ex vifro como in vivo incluyen suspensiones en liquidos o
liqguidos emulsionados. Los ingredientes activos a menudo se mezclan con excipientes que son farmacéuticamente
aceptables y compatibles con el ingrediente activo. Los excipientes adecuados incluyen, p. ej., agua, solucion salina,
dextrosa, glicerol, etanol o similares, y combinaciones de los mismos. Ademas, la composicién puede contener
cantidades menores de sustancias auxiliares, como agentes humectantes o emulsionantes, agentes de
tamponamiento del pH, agentes estabilizantes u otros reactivos que mejoran la efectividad de la composicion
farmacéutica.

Células

[0153] También descritas en el presente documento estan las células y/o lineas celulares en las que se modifica una
secuencia de BCL11A potenciador endégeno. La modificaciéon puede ser, p. €j., en comparacion con la secuencia de
tipo salvaje de la célula. La célula o las lineas celulares pueden ser heterocigotas u homocigotas para la
modificacién. Las modificaciones a la secuencia BCL11A pueden comprender inserciones, deleciones y/o
combinaciones de las mismas.

[0154] De acuerdo con la divulgacion del presente documento, la secuencia de promotor de BCL11A puede ser
modificada por una nucleasa (p. €j., ZFN, TALEN, CRISPR/sistema Cas, sistema Ttago, etc.), por ejemplo una
nucleasa como se describe en el presente documento. En ciertas realizaciones de la divulgacion, el potenciador
BCL11A se modifica en cualquier lugar entre el exén 2 y el exén 3, En otras realizaciones de la divulgacion, el
potenciador BCL11A se modifica en las regiones mostradas en la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2 o SEQ. ID NO: 3
(Figura 11). La modificacion es preferiblemente en o cerca de los sitios de unién y/o escision de las nucleasas, p. €j.,
dentro de 1-300 (o cualquier valor entre ellos) pares de bases corriente arriba o corriente abajo del sitio o sitios de
escision, mas preferiblemente dentro de 1-100 pares de bases (o cualquier valor entre ellos) de cualquiera de los
lados de los sitios de unién y/o escision, ain mas preferiblemente dentro de 1 a 50 pares de bases (o cualquier valor
entre ellos) en cualquier lado de la union y/o sitio(s) de escision. En ciertas realizaciones de la divulgacion, la
modificacion es en o cerca de la region "+58" del potenciador BCL11A, p. €j., en o cerca de un sitio de unién a
nucleasa mostrado en cualquiera de las SEQ ID NO: 4 a 80 y 362. En otras realizaciones de la divulgacion, la
modificacion es en o cerca de la region "+55" del potenciador BCL11A, p. €j., en o cerca de un sitio de nucleasa
mostrado en cualquiera de las SEQ ID NO: 143 a 184 y 232-251,

[0155] Cualquier célula o linea celular puede modificarse, p. €j., una célula madre, por ejemplo una célula madre
embrionaria, una célula madre pluripotente inducida, una célula madre hematopoyética, una célula madre neuronal y
una célula madre mesenquimatica. Otros ejemplos no limitativos de células como se describe en el presente
documento incluyen células T (p. ej., CD4+, CD3+, CD8+, etc.); células dendriticas; Células B. Un descendiente de
una célula madre, incluyendo una célula diferenciada parcial o totalmente, también se proporciona (p. ej., Un RBC o
célula precursora RBC). Ejemplos no limitantes de otras lineas celulares, incluyendo una secuencia BCL11A
modificada, incluyen COS, CHO (p. gj., CHO-S, CHO-K1, CHO-DG44, CHO-DUXB11, CHO-DUKX, CHOK1SV),
VERO, MDCK, WI38, V79, B14AF28-G3, BHK, HaK, NSO, SP2/0- Ag14, HelLa, HEK293 (p. €j., HEK293-F, HEK293-
H, HEK293-T), y células perC6, asi como células de insecto tales como Spodopterafugiperda (Sf), o células fungicas
como Saccharomyces, Pichia'y Schizosaccharomyces.

[0156] Las células como se describe en el presente documento son utiles para tratar y/o prevenir un trastorno, p. €j.,
por terapias ex vitro. Las células modificadas con nucleasa se pueden expandir y luego reintroducir en el paciente
utilizando técnicas estandar. Ver, p. gj., Tebas et al (2014) New Eng J Med 370 (10): 901, En el caso de las células
madre, después de la infusidon en el sujeto, también se produce la diferenciacion in vivo de estos precursores en
células que expresan el transgén funcional. También se proporcionan composiciones farmacéuticas que
comprenden las células como se describe en el presente documento. Ademas, las células pueden ser
crioconservadas antes de la administracion a un paciente.
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[0157] Cualquiera de las células modificadas o lineas celulares descritas en el presente documento puede mostrar
una expresion incrementada de globina gamma. También se proporcionan composiciones tales como composiciones
farmacéuticas que comprenden las células modificadas genéticamente como se describe en el presente documento.

Aplicaciones

[0158] Los métodos y composiciones descritos en este documento son para modificar la expresion de proteinas, o la
correccion de una secuencia de gen aberrante que codifica una proteina expresada en una enfermedad genética, tal
como una enfermedad de células falciformes o una talasemia. Por lo tanto, los métodos y composiciones
proporcionan el tratamiento y/o prevencion de tales enfermedades genéticas. La edicion del genoma, por ejemplo de
células madre, se puede usar para corregir un gen aberrante, insertar un gen de tipo salvaje o cambiar la expresion
de un gen endogeno. A modo de ejemplo no limitativo, un gen de tipo salvaje, e. g. que codifica al menos una
globina (p. €j., globina a y/o B), puede insertarse en una célula (p. ., en una secuencia endégena potenciadora de
BCL11a usando una o mas nucleasas como se describe aqui) para proporcionar las proteinas globinas deficientes
y/o carentes de la célula y por lo tanto tratar una enfermedad genética, p. ej., una hemoglobinopatia, causada por
expresion de globina defectuosa. Alternativamente o ademas, la edicion gendémica con o sin la administracion del
donante apropiado, puede corregir el gen enddégeno defectuoso, p. ej., corrigiendo la mutacion puntual en la
hemoglobina a o 3, para restablecer la expresion del gen y/o tratar una enfermedad genética, e. g. enfermedad de
células falciformes y/o knock out o alteracion (sobreexpresion o represion) de cualquier gen regulador globina directa
o indirecta (p. ej. inactivacion del gen regulador de globina y BCL11A o KLF1 regulador de BCL11A).
Especificamente, los métodos y composiciones de la invencion tienen uso en el tratamiento o prevencion de
hemoglobinopatias.

[0159] Las nucleasas de la invencion estan dirigidas a la region potenciadora BCL11A, conocida por ser necesaria
para la expresion de BCL11A, y por lo tanto la regulacién a la baja de la expresién de globina gamma. La
modificacion de esta region potenciadora puede dar lugar a eritrocitos con un aumento de la expresion de globina
gamma, y por lo tanto puede ser util para el tratamiento o la prevencién de la enfermedad de células falciformes o la
talasemia beta.

[0160] Los siguientes ejemplos se refieren a formas de realizacion ejemplares de la presente descripcion en donde
la nucleasa comprende una nucleasa de dedo de zinc (ZFN) o TALEN.

EJEMPLOS
Ejemplo 1:Ensamblaje de nucleasas de dedos de zinc y nucleasas TALEN

[0161] Los ZFN se ensamblaron contra el gen BCL11A humano y se ensayaron mediante ensayos CEL1 como se
describe en Miller et al. (2007) Nat. Biotecnol. 25: 778-785. Los TALEN se ensamblaron como se describe en Miller
et al (2011) Nature Biotechnology 29 (2): 143-151, Ademas, consulte las solicitudes de patente de EE.UU.
14/013.236 y la patente de EE.UU. N° 8.586.526. Los TALENs se ensamblaron con la arquitectura +63.

Ejemplo 2: Introduccion de eliminaciones en las regiones potenciadoras BCL11A +55, +58 y +62

[0162] Para ensayar qué regiones de la region potenciadora BCL11A intron 2 (Figura 1) se requerian para la
represion de globina gamma durante la eritropoyesis, se hicieron una serie de TALENs para apuntar secciones de
estas regiones (Figura 2). Los pares de TALEN se muestran a continuacion en la Tabla 1, Los nucleétidos en el sitio
diana que son contactados por la nucleasa se indican en letras mayusculas; nucleétidos no contactados indicados
en minusculas.
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Tabla 1: TALENSs orientadas a la region potenciadora de BCL11A

Muestra | SBSn® | Diana 5'->3' N°de | SEQ | Secuencia N->C RVD
RVD | ID
NO:
55R 102740 | ctACATAGAGGCCCTTCCTge | 17 362 NI-HD-NI-NG-NI-NN-NI-NN-NN-HD-
HD-HD-NG-NG-HD-HD-NG
102741 | gtGGAGGGGATAACTGGGTca | 17 4 NN-NN-NI-NN-NN-NN-NN-NI-NG-
Ni-NI-HD-NG-NN-NN-NN-NG
55M 102736 | tGTGTGCTTGGTCGGCACtg 17 5 NN-NG-NN-NG-NN-HD-NG-NG-NN-
NN-NG-HD-NN-NN-HD-NI-HD
102737 | gtGCCGACAACTCCCTACCgc | 17 6 NN-HD-HD-NN-NI-HD-NI-NI-HD-
NG-HD-HD-HD-NG-NI-HD-HD
58R 102756 | gtGCCGACAACTCCCTACCgc | 17 6 HD-NG-NG-NN-NN-NG-NN-N-NG-
NN-NN-NI-NN-NI-NI-NG-NG
102757 | atTATTTCATTCCCATTGAga 17 7 NG-NI-NG-NG-NG-HD-NI-NG-NG-
HD-HD-HD-NI-NG-NG-NN-NI
58M 102752 | atAGGCCAGAAAAGAGATAtg | 17 8 NI-NN-NN-HD-HD-NI-NN-N1-NI-NI-
NI-NN-NI-NN-NI-NG-NI
102753 | ctGGTGTGTTATGTCTAAGag | 17 9 NN-NN-NG-NN-NG-NN-NG-NG-NI-
NG-NN-NG-HD-NG-NI-NI-NK

Muestra | SBSn° | Diana 5'->3' Ne° SEQ | Secuencia N->C RVD
de ID
RVD | NO:
58L 102750 | ctAGTTTATAGGGGGTTCTac | 17 10 NI-NN-NG-NG-NG-NI-NG-NI-NN-

NN-NN-NN-NN-NG-NG-HD-NG
102751 | atAGCACCCAAGGTCCATCag | 17 11 NI-NN-HD-NI-HD-HD-HD-NI-NI-NN-
NN-NG-HD-HD-NI-NG-HD
62R 102775 | atTCAACAAATAGCATATAaa | 17 12 NG-HD-NI-NI-HD-NI-NJ-NI-NG-NI-
NN-HD-NI-NG-NI-NG-NI
102774 | ctTCCCTTTTAGGAAGGTAaa | 17 13 NG-HD-HD-HD-NG-NG-NG-NG-NI-
NN-NN-NI-N-NN-NN-NG-NI
62L 102795 | atGCCAGAGGGCAGCAAACat | 17 14 NN-HD-HD-NI-NN-NI-NN-NN-NN-
HD-NI-NN-HD-NINI-NIHD
102794 | ctTAATAGCTGAAGGGGGCca | 17 15 NG-NI-NI-NG-NI-NN-HD-NG-NN-NI-
NI-NN-NN-NN-NN-NN-HD

[0163] Las células K562 humanas se cultivaron en DMEM suplementado con 10% de FBS y 200.000 células fueron
transfectadas con 800 ng de ADN de plasmido que codifica la TALENs por Amaxa Nucleofector® siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ensayo Cel-l (Surveyor™, Transgenomics) como se describe en Perez et al. (2008)
Nat. Biotecnol. 26: 808-816 y Guschin et al. (2010) Methods Mol Biol. 649: 247-56), se usO para detectar
modificaciones inducidas por TALEN del gen diana. En este ensayo, la amplificacion por PCR del sitio diana fue
seguida por la cuantificacion de las inserciones y/o deleciones (indels) utilizando la enzima de deteccién de
desajuste Cel-l (Yang et al. (2000) Biochemistry 39: 3533-3541) que proporciond una estimacion de limite inferior de
la frecuencia DSB. La secuenciacion profunda en la plataforma lllumina ("miSEQ") se us6 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante para medir la eficiencia de edicion, asi como la naturaleza de los alelos generados por la
edicion. Para detectar las deleciones después del tratamiento celular con mas de un par de nucleasas, se us6 un
ensayo basado en PCR en el que el ADN gendmico en masa se amplifica con cebadores que flanquean la region
que se eliminara, y se usa un gel para separar el producto de PCR derivado de alelo de tipo salvaje y el derivado del
alelo que contiene delecién. Todos los disefios mostrados en la Tabla 1 estaban activos.

[0164] Tres dias después de la transfeccion del vector de expresion TALEN en condiciones estandar (37°C), se aislo

ADN gendémico de células K562 usando el kit DNeasy (Qiagen) o QuickExtract (Epicentro) y se sometid a
amplificaciéon por PCR.
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[0165] Los resultados del ensayo Cel-l demostraron que las TALENs fueron capaces de inducir la escisiéon en sus
respectivos sitios diana.

[0166] Para ensayar el efecto sobre la expresion relativa de globina gamma, los ARNm que codifican los pares
TALEN se introdujeron en células CD34+ (obtenidas a partir de voluntarios donante sano) por BTX nucleofection de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se diferenciaron entonces en eritrocitos. Brevemente, las
células CD34+ se purificaron utilizando microperlas Ficoll-Paque (GE Healthcare) y CD34+ (MiltenyiBiotec) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células CD34+ se cultivaron en MDM de Iscove con BIT 95000
(StemCell Technologies) en presencia de factores de crecimiento. Las células se diferenciaron hacia el linaje
eritroide utilizando un modelo de cultivo liquido de 3 pasos. Durante los primeros 6 dias (primera fase), las células
CD34+ se expandieron con SCF (100 ng/ml), FIt3-L (100 ng/ml) e IL-3 (20 ng/ml). Las células expandidas se
comprometieron y diferenciaron hacia el linaje eritroide (segunda fase) con Epo (2 U/ml) y SCF (50 ng/ml). Ver,
Giarratana et al. (2011) Blood118 (19): 5071-9.

[0167] Para analizar la expresion relativa de globina gamma, las relaciones de los ARNm que codifican globina
gamma vy globina beta después del tratamiento con TALEN se determinaron 14 dias después de la introduccion de
TALEN mediante el analisis Tagman®. El analisis se realiz6 mediante un analisis estandar de Tagman®, siguiendo
el protocolo y utilizando ensayos especificos de genes suministrados por el fabricante (Applied Biosystems) y los
conjuntos de cebadores suministrados. Los niveles relativos de globina gamma se normalizaron por el nivel de
expresion de globina alfa o beta donde la proporcidon se compard con la relacion alfa/beta o gamma/beta en células
no tratadas. Los resultados (Figuras 3, 4 y 5) demostraron que las deleciones de regiones dentro del sitio
hipersensible ADNasal BCL11A +58 y +55 dieron como resultado un aumento en los niveles relativos de expresion
de globina gamma en estos experimentos.

Ejemplo 3: TALEN "atraviesa" el sitio hipersensible +58 ADNasa | en BCL11A
[0168] Para definir ain mas el area requerida para la actividad potenciador en la region 58, se hicieron una serie de

TALENSs para crear una serie de DSBs y supresiones a través de este tramo de ADN. Los TALEN utilizados en este
experimento se muestran a continuacioén en la Tabla 2.
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Tabla 2: TALENs usados en la caminata del reforzador +58

Muestra|SBSn° [Diana 5'->3' N° de RVD|SEQ ID NO:[Secuencia N->C RVD
NN-NG-NN-HD-N{-NG-NI-NI-
102830|gtGTGCATAAGTAAGAGCAga|17 16 NN-NG-NI-NI-NN-NI-NN-HD-
NI
L NN-NG-NI-NG-NN-NN-NI-HD-
102831|ctGTATGGACTTTGCACTGga |17 17 NG-NG-NG-NN-HD-NI-HD-NG-
NK
NI-NI-NN-NI-NN-HD-NI-NN-
102832|gtAAGAGCAGATAGCTGATtc |17 18 NI-NG-NI-NN-HD-NG-NN-N[-
NG
2
NN-NG-NG-NI-NG-NG-NI-HD-
102833[atGTTATTACCTGTATGGAct |17 19 HD-NG-NN-NG-NI-NG-NN-NN-
Ni
NG-NG-HD-NG-NN-NN-HD-
102834|atAGCTGATTCCAGTGCAAag|17 20 HD-NG-NI-NG-NN-NG-NG-NI-
3 NG-NG
NN-HD«NI-Ni-NINN-NG~HD-
102835[ttTTCTGGCCTATGTTATTac (17 21 HD-NI-NG-NI-HD-NI-NN-NN-
NG
NN-HD-NI-NI-NI-NN-NG-HD-
102836|gtGCAAAGTCCATACAGGTaal17 22 HD-NI-NG-NI-HD-N-NN-NN-
4 NG
NN-HD-HD-NI-NG-NI|-NG-HD-
102837|atGCCATATCTCTTTTCTGgc |17 23 NG-HD-NG-NG-NG-NG-HD-
NG-NK
NI-HD-NI-NN-NN-NG-NI-NI-
102838{atACAGGTAATAACATAGGGC 17 24 NN NLH D-NLNGNIN NN
5 NENI-NN-NE-NN-NG-NI-NN-
102839[ctAAGAGTAGATGCCATATct |17 25 NI-NG-NN-HD-HD-NI-NG-NI-
NG
102840 NEN-HD-NI-NG-NI-NN-NN-
atAACATAGGCCAGAAAAGag|17 26 HD-HD-NI-NN-NI-NI-NI-NI-NK
8 102841 NN-NG-NG-NI-NG-NN-NG-HD-
gtGTTATGTCTAAGAGTAGat |17 27 NG-NI-NI-NN-NI-NN-NG-N}-
NK
HD-NG-NG-NI-NN-NI-HD-NI-
102842|ctCTTAGACATAACACACCag |17 28 NG NLNLHD-NI-HDNIHD-HD
7 NI-NN-Ni-HD-NG-NI-NN-HD-
10284 3|ctAGACTAGCTTCAAAGTTgt |17 29 NG-NG-HD-NI-NI-NI-NN-NG-
NG
NE-NI-HD-NI-HD-NI-HD-HD-NI-
102844|atAACACACCAGGGTCAATac(17 30 NN NN NNNG-HD-NI-NI-NG
8 NG-NI-NN-HD-NG-NG-NN-HD-
102845|gtTAGCTTGCACTAGACTAgC |17 31 NI-HD-NG-NI-NN-NI-HD-NG-
NI
102846|gtCAATACAACTTTGAAGCta 17 32 HD-NI-NE-NG-NI-HD-NI-NI-HD-
9 NG-NG-NG-NN-NI-NI-NN-HD
102847[atAAAAGCAACTGTTAGCHtt 17 33 NE-NE-N{-NI-NN-HD-N[-NI-HD-
NG-NN-NG-NG-NI-NN-HMD
NN-N-NE-NN-HD-NG-NJ-NN-
102848|ttGAAGCTAGTCTAGTGCAag 17 34 NG-HD-NG-NI-NN-NG-NN-HD-
10 Ni
102849(ctGGAGCCTGTGATAAAAGca 17 35 NN-NN-NI-NN-HD-HD-NG-NN-

NG-NN-NI-NG-NI-NI-NJ-NI-NK

30




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2721936 T3

Muestra[SBSn® |Diana 5'->3' N° de RVD|SEQ ID NO:[Secuencia N->C RVD
102850[ctAGTCTAGTGCAAGCTAac 17 36 NI-NN-NG-HD-NG-NI-NN-NG-
NN-HD-N{-NI-NN-HD-NG-NI
11 NG-HD-HD-NG-NN-NN-NI-NN-
102851[ctTCCTGGAGCCTGTGATAaa 17 37 HD-HD-NG-NN-NG-NN-NI-NG-
NI
NN-HD-NI-NI-NN-HD-NG-NI-
102852|gtGCAAGCTAACAGTTGCTtt |17 38 NI-HD-NI-NN-NG-NG-NN-HD-
102853|atCAGAGGCCAAACCCTTCct |17 39 HD-NI-NN-Ni-NN-NN-HD-HD-
NENI-N-HD-HD-HD-NG-NG-
HD
NI-NI-HD-NI-NN-NG-NG-NN-
102854{ctAACAGTTGCTTTTATCAca |17 40 HD-NG-NG-NG-NG-NI-NG-HD-
13 NI
NI-NI-NG-HD-NI-NN-NI-NN-
102855(ctAATCAGAGGCCAAACCCt |17 41 NN-HD-HD-NI-NI-NI-HD-HD-
HD
HD-NI-HD-NI-NN-NN-HD-NG-
102856|atCACAGGCTCCAGGAAGGgt |17 42 HD-HD-NI-NN-NN-NI-NI-NN-
14 NK
NI-HD~HD-HD~HD-NI-HD-HD-
102857|ctACCCCACCCACGCCCCCac |17 43 HD-NJ-HD-NN-HD-HD-HD-HD-
HD
HD-HD-NI-NN-NN-NI-NI-NN-
102858|ctCCAGGAAGGGTTTGGCCtc |17 44 NN-NN-NG-NG-NG-NN-NN-
.5 HD-HD
NI-HD-HD-HD-HD-NI-HD-HD-
102859|ctACCCCACCCACGCCCCCac |17 45 HD-NI-HD-NN-HD-HD-HD-HD-
HD
NN-NN-HD-HD-NG-HD-NG-
102860[ttGGCCTCTGATTAGGGTGgg |17 46 NN-NI-NG-NG-NI-NN-NN-NN-
16 NG-NK
NN-HD-HD-NI-NN-NG-HD-HD-
102861|ctGCCAGTCCTCTTCTACCcc |17 47 NG-HD-NG-NG-HD-NG-NI-HD-
HD
NG-NI-NN-NN-NN-NG-NN-
102862|atTAGGGTGGGGGCGTGGGtg|17 48 NN-NN-NN-NN-HD-NN-NG-
17 NN-NN-NK
NN-NN-NI-NN-NI-NN-NN-NG-
102863|atGGAGAGGTCTGCCAGTCct |17 49 HD-NG-NN-HD-HD-NI-NN-NG-
HD
NN-NN-NN-NN-NG-NI-NN-NI-
102864|gtGGGGTAGAAGAGGACTGgc|17 50 NI-NN-NI-NN-NN-NI-HD-NG-
NK
18
NN-NN-NN-HD-NI-NI-Ni-HD-
102865|ctGGGCAAACGGCCACCGAtg |17 51 NN-NN-HD-HD-N{-HD-HD-NN-
NI
NN-NN-HD-NI-NN-Ni-HD-HD-
102866|ctGGCAGACCTCTCCATCGgt |17 52 NG-HD-NG-HD-HD-NI-NG-HD-
19 NK
NG-HD-HD-NN-NI-NI-NI-NN-
102867|ctTCCGAAAGAGGCCCCCCtg |17 53 NI-NN-NN-HD-HD-HD-HD-HD-

HD
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MuestralSBSn° |Diana 5'->3' N° de RVD|SEQ ID NO:[Secuencia N->C RVD
HD-NN-NN-NG-NN-NN-HD-
102868/atCGGTGGCCGTTTGCCCag |17 54 O NNGNG.NGHD
20 HD-NI-HD-HD-NI-NI-NN-NI-
102869|atCACCAAGAGAGCCTTCCga[17 55 NN-NI-NN-HD-HD-NG-NG-HD-
HD
NG-NG-NN-HD-HD-HD-NI-NN-
102870|gtTTGCCCAGGGGGGCCTCHt (17 56 NN-NN-NN-NN-NN-HD-HD-
21 NG-HD
NG-HD-NG-HD-HD-NI-NG-HD-
102871|atTCTCCATCACCAAGAGAgC 17 57 N HDHD. NN LN NNLNNN]
NN-HD-HD-HD-NI-NN-NN-NN-
102872[ttGCCCAGGGGGGCCTCTTtc (17 58 NN-NN-NN-HD-HD-NG-HD-
22 NG-NG
102873[atAAAATCCAATTCTCCATca |17 59 NE-NI-NI-NI-NG-HD-HD-NI-NI-
NG-NG-HD-NG-HD-HD-NI-NG
NG-NG-HD-NN-NN-NI-NI-NN-
23 102874|ctTTCGGAAGGCTCTCTTGgt (17 60 NN-HD-NG-HD-NG-HD-NG-
NG-NK
NG-NN-NI-NN-NI-NI-NI-NG-
102875atTGAGAAATAAAATCCAALt |17 61 NI NN N GHD Do
HD-NG-NG-NN-NN-NG-NN-NI-
102756|ctCTTGGTGATGGAGAATTgg (17 62 NG-NN-NN-NI-NN-NI-NI-NG-
58R NG
NG-NI-NG-NG-NG-HD-NI-NG-
102757|atTATTTCATTCCCATTGAga (17 7 NG-HD-HD-HD-NI-NG-NG-NN-
NI
Ni-NN-NN-HD-HD-NI-NN-NI-
102752atAGGCCAGAAAAGAGATALg |17 8 ML NN NN N NN NG
58M NMN-NN-NG-NN-NG-NN-NG-
102753|ctGGTGTGTTATGTCTAAGag (17 9 NG-NI-NG-NN-NG-HD-NG-NI-
NI-NK
NI-NN-NG-NG-NG-NI-NG-NI-
102750/ctAGTTTATAGGGGGTTCTac (17 10 NN-NN-NN-NN-NN-NG-NG-
HD-NG
58L
NI-NN-HD-NI-HD-HD-HD-NI-
102751j/atAGCACCCAAGGTCCATCag|17 11 NI-NN-NN-NG-HD-HD-NI-NG-
HD

[0169] En esta tabla, 'muestra’ se refiere a las muestras mostradas en la Figura 6. Los resultados demuestran que el
par TALEN 102853/102852 (indicado por la flecha en la figura) fue capaz de aumentar la expresiéon de gamma
relativa. Ademas, grandes eliminaciones introducidas por algunos conjuntos de pares de TALENs (Muestra 24: par
de Muestra 22 + par de Muestra 6; Muestra 25: par de muestra 16 + par de muestra 6; Muestra 26: par de muestra
22 + par de muestra 16) también fueron capaces de aumentar la expresion gamma relativa. Los TALEN se
disefiaron en este estudio para sondear toda la region +58 (ver la Figura 8 que muestra la secuencia del potenciador
y los sitios de escision de TALEN). Todos los disefios mostrados en la Tabla 2 fueron activos.

Ejemplo 4: ZFN dirigidos a la region potenciadora de +58 de BCL11A

[0170] En paralelo a los pares TALEN descritos en el Ejemplo 3, se hicieron pares ZFN para orientar la region 58.
Los ZFN utilizados se muestran a continuacién en la Tabla 3. Las nucleasas se identifican por su nimero "SBS", un
identificador numérico Unico para cada proteina.
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Tabla 3: Pares de ZFN especificos para la region potenciadora de +58 BCL11A

ES 2721936 T3

SBS n° (sitio Disefio
diana, 5'-3)
F1 F2 F3 F4 F5 F6

45796 RSDNLSE TRSPLRN RSDDLTR QKSNLSS QSAHRKN DSSHRTR
atGGCTGARA (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
AGCCATACAG NO: 81) NO: 82) NO: 83) NO: 84) NO: 85) NO: 86)

ggctggcet
(SEQ ID
NO:63)

45795 DSSDRKK DRSNRTT | TNSNRKR | QSGDLTR LKDTLRR N/A
teACTACAGE (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
TAACTCCeaa NO: 87) NO: 88) NO: 89) NO: 90) NO: 91)

gtccectgte
{SEQ ID
NO:64)

45802 GYCCLRD TSGNLTR | QSGDLTR QRTHLKA QSGALAR QSANRTK
caTAAGTAAG (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
AGCAGATAGC NO: 92) NO: 93) NO: 90) NO: 94) NO: 95) NO: 96)

tgattcca
{SEQ ID
NO:65)

45800 DSSDRKK | QNAHRKT | QSGDLTR RSDHLSR | QQWDRKQ N/A
caltCTERGaaEE (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
AtAGAGCCag NO: 87) NO: 97) NO: 90) NO: 98) NO: 99)

cecetgtat
{S5EQ ID
NQO:66)

45812 RSDYLSK TSSVRTT TNQNLTV TSGHLSR RSADLTR TNQNRIT
+eCATACAGE (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
TAATAACATA NO: 100) NO: 101) NO: 102) NO: 103) NO: 104) NO: 105)

Ggccagaa
(SEQ ID
NO:67)

45813 QSGALAR | RLDWLPM | QSGDLTR | HKWVLRQ N/A N/A
acTTTGCACT (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
GGAAtcaget NO: 95) NO: 106) NO: 90) NO: 107)
atctgctc (s

EQ ID

NO:68)

45816 GYCCLRD TSGNLTR | QSGDLTR QRTHLKA QSGALAR N/A
aaGTAAGAGC (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
AGATAGCtga NO: 92) NO: 93) NO: 90) NO: 94) NO: 95)
ttccagtg (s

EQ ID

NO:69)

45815 DSSDRKK | QNAHRKT LKQNLDA RSAHLSR RSDVLST DTRNLRA
caCACCTCRG (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
GCATAGAGCC NO: 87) NO: 97) NO: 108) NO: 109) NO: 110) NO: 111)

ageccetgt
(SEQ ID
NO:70)
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45844 LRHHLTR RRDNLHS RSDHLSN DSRSRIN DRSHLTR QSGTRKT
L cACAGGCIC (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQ ID NO:
CAGGAAGGET NO:112) NO: 113) NO:114) NO: 115) NO: 116) 117)
ttggecte

(SEQ ID
NO:71)

45843 DQSNLRA RPYTLRL TGYNLTN TSGSLTR QHQVLVR QNATRTK
aaGCAACTGT (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQ ID NO:
TAGCTTGCAC NO:118) NO: 119) NO:120) NO: 121) NO: 122) 123)

tagactag

(SEQ ID

NO:72)

45849 TSGSLSR RSDHLTQ QSGHLAR QKGTLGE QSSDLSR RRDNLHS
caCAGGCTCC (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQ ID NO:
AGGAAGGGTT NO:124) NO: 125) NO:126) NO: 127) NO: 128) 113)
tggectet (S

EQ ID

NO:73)

45848 DQSNLRA RPYTLRL TGYNLTN TSGSLTR DQSNLRA AQCCLFH
2aAGCRACEG (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQ ID NO:
TTAGCTTGCA NO:118) NO: 119) NO:120) NO: 121) NO: 118) 129)
Ctagacta

(SEQ ID

NO:74)

45872 QSGALAR RSDHLSR TSGHLSR RSDALAR DRSHLTR RSDHLSR
gtGGGGGCET (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQ ID NO:

gaagagga

(SEQ ID

NO:75)

45871 QSNDLSN RSHHLKA RSDNLSE TSSNRKT N/A N/A
ctAATCAGAG (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
CCChaacect NO: 131) NO: 132) NO:81) NO: 133)
tcectggag

(SEQ ID

NO:76)

45881 DRSHLTR RSDHLSR RSDNLSE ASKTRKN TSGSLSR QWKSRAR
£gGCCETTEG (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQ ID NO | (SEQ ID NO:
COCRGGRGES NO: 116) NO: 98) NO:81) NO: 134) 1124 ) 135)

Cctctttce

{SEQ ID

NO:77)

45880 DRSALSR QSGDLTR RSDVLSE TSGHLSR RSANLAR RSDALTQ
CATGGAGAG (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQ ID NO:
GTéTGCéAGT NO:136) NO: 90) NO:137) NO: 103) NO: 138) 139)

Cctcttet

(SEQ ID

NO:78}

45889 DRSHLTR RSDHLSR RSDNLSE ASKTRKN N/A N/A

. SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
£t GCCCAGGE ( . . . :
GEGCEE ottt NO:116) NO: 98) NO:81) NO: 134)

cggaaggce
{SEQ ID
MO:79)
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45888 DRSALSR | RSDNLTR | QSGHLSR | TSGNLTR DLTTLRK N/A

N R T (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQ ID NO
cCACCGATGE
AGRGGTCLyC NO:136) NO: 140) NO:141) NO: 93) :142)

cagtcete
(SEQ ID
NO:80)

48117 DQSNLRA | RPYTLRL SGYNLEN | TSGSLTR | DQSNLRA | AQCCLFH
aaAGCAACLG (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
TTAGCTTGCA NO:118) NO: 119) NO:253) NO: 121) NO: 118) NO: 129)

Ctagacta
(SEQ ID
HNO:74)

48037 DQSNLRA | RPYTLRL SGYNLEN | TSGSLTR | DQSNLRA | AQCCLFH
azAGCAACEG (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID (SEQID
TTAGCTTGCA NO:118) NO: 119) NO:253) NO: 121) NO: 118) NO: 129)

Ctagacta
(SEQ ID
NO:74)

[0171] Estos ZFNs se utilizaron para escindir la region potenciadora BCL11A 58 en las células CD34 y se analizaron
las células transfectadas para la expresién gamma relativa después de la diferenciacion de eritrocitos. Se identifico
un par de ZFN, 45844/45843 que caus6 un aumento en la expresion gamma relativa en comparacion con las células
tratadas con un control de transduccién de GFP, o las células tratadas con otros ZFN. La Figura 8 muestra que el
sitio seleccionado por este par de ZFN se superpone parcialmente al apuntado por el par TALEN mas activo que se
describe en el Ejemplo 3, Una inspeccion mas detallada de la secuencia que se escinde revela que contiene un sitio
de consenso "GATA-1" (A/T GATA A/G), conocido por ser una de las secuencias unidas por el GATA1 y factores de
transcripcion relacionados. Ver, p. ej., Martin y Orkin (1990) Genes Dev 4:1886-1898; Fujiwara et al. (2009)
Molecular Cell 36: 667-681; Tijssen et al. (2011) Developmental Cell 20: 597-609; May et al. (2013) Cell Stem Cell
13: 1-15. Todos los disefios mostrados en la Tabla 3 estaban activos.

[0172] Una region que comprende el sitio de escision se amplific6 mediante PCR, y después de la amplificacion, el
producto PCR se secuencio a través de analisis de secuenciacion MiSeq de alto rendimiento de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (llumina) tanto para los pares de ZFN 45843/45844 y TALEN 102852/102853. Los 5
genotipos mas comunes se muestran a continuacion en las Tablas 5a y 5b, muestran la escision en o cerca de los
sitios diana de la nucleasa y revelan una pérdida mediada por nucleasa de la secuencia de consenso GATA-1 (en el
recuadro) en ambos casos (la Tabla 5a muestra la SEQ ID NO: 201-205 de arriba a abajo; la Tabla 5b muestra las
SEQ ID NO: 206-210 de arriba a abajo). El par TALEN se escinde ligeramente hacia abajo de la secuencia de
consenso, lo que potencialmente resulta en una menor incidencia de la eliminacién de esta secuencia.
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Tabla 5a: Analisis MiSeq de la region de eliminacion para el par ZFN 45843/45844

DO IOWIILIDOVIVD
A0 LLOYIYY LOOYY DD
“LOVLILOVLIOVOD
“LLLDWYD
WAIMYILD2OVIINIVIY

LFEE

BUO2 BB

gLl

gLe

LOVYDDO20LI0DVIVILY

"LLLD2LLIOWIYVYLIOYYI0L
DVLILDVLOOYYILLLIYYD
“WIVYILDDOVIIVINIY

ZFEE

BUO2 BB

2k

FiEL

QUNVYOOYID—

= LO9LLOVIYYLOOYY DD
“LOVLILOWLD0YYD
“LLLDWYD

WLV ILDOOYIIVINIY

a0y

b

MO B

okl

CLEL

DOVVDOVYILID

......... — OV INYLIOVYYD
“LOW LDV LD
“LLLIWYD
WAIVYILOO9VIIVIVIY

SL2°9

Si-

BUO2 BB

01

LiBLE

20D

_ TOYI0LI99WIVILVL
"LLLDSLLOYIVYLIOYYI0L
DVLILOVLIIOYYDLLLIYYD
“WLYYILOOOYIIVINIY

S95°ES

WM

£Cl

699 8l

uQrESU|y

|edaualb o

uoD|dury|

g, pnpbuo

‘oag ep pnybuo

oajuog

36



ES 2721936 T3

Tabla 5b: Anadlisis MiSeq de la region de eliminacion para el par TALEN 102852/102853
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Ejemplo 5: Caminata TALEN a través del sitio hipersensible de +55 ADNasal en la region del potenciador de
BCL11A

[0173] Para refinar aun mas el area requerida para actividad de potenciador en la regién 55, se hicieron una serie de
pares TALEN para crear una serie de mutaciones a través de este tramo de ADN. Los pares de TALEN hechos en
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este experimento se muestran a continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4: pares de TALEN que reconocen la region potenciadora +55 BCL11A

Muestra

SBS n°

Diana 5’ ->3'

N° de RVDs|

SEQ ID NO:

N ->C Secuencia RVD

102876

enAATGAATGTCCCAGGCCaa|17

143

NI-NI-NG-NN-NI-Ni-

NG-NN-NG-HD-HD-

HD-NI-NN-NN-HD-
HD

102877

ctGCCCCATACCCACTTCcc |16

144

NN-HD-HD-HD-HD-
NI-NG-NI-HD-HD-HD-
NI-HD-NG-NG-HD

102878

atTCTAGGAAGGGAAGTGGgt |17

145

NG-HD-NG-NI-NN-

NN-NI-NI-NN-NN-

NN-NI-NI-NN-NG-
NN-NK

102879

gtACCAGGAAGGCAATGGGct |17

146

NI-HD-HD-NI-NN-NN-
NI-NI-NN-NN-HD-NI-
NI-NG-NN-NN-NK

102880

JtGGGTATGGGGCAGCCCALt |17

147

NN-NN-NN-NG-NI-
NG-NN-NN-NN-NN-
HD-N{-NN-HD-HD-
HD-NI

102881

atTGCATCATCCTGGTACca |16

148

NG-NN-HD-NI-NG-
HD-NI-NG-HD-HD-
NG-NN-HD

102882

ctTCCTGGTACCAGGATGAtg |17

149

NG-HD-HD-NG-NN-~
NN-NG-NI-HD-HD-NI-
NN-NN-NI-NG-NN-NI

102883

gtGGGGAGCTCACAGCCTCca|17

150

NN-NN-NN-NN-Ni-

NN-HD-NG-HD-NI-

HD-NI-NN-HD-HD-
NG-HD
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Muestra

SBS n°

Diana 5’ ->3'

N° de RVDs

SEQ ID NO:

N ->C Secuencia RVD

102884

atGATGCAATGCTTGGAGGct

151

NN-NENG-NN-HD-

NI-NI-NG-NN-HD-

NG-NG-NN-NN-NI-
NN-NK

102885

gtGTGCCCTGAGAAGGTGGgg

152

NN-NG-NN-HD-HD-
HD-NG-NN-NI-NN-
NI-NI-NN-NN-NG-

NN-NK

102886

atGCTTGGAGGCTGTGAGCtc

153

NN-HD-NG-NG-NN-
NN-NI-NN-NN-HD-
NG-NN-NG-NN-NJ-

NN-HD

102887

atCACAGGGTGTGCCCTGAga

154

HD-NI-HD-NI-NN-NN-
NN-NG-NN-NG-NN-
HD-HD-HD-NG-NN-NI

102888

ctCCCCACCTTCTCAGGGCac

155

HD-HD-HD-HD-N}-

HD-HD-NG-NG-HD-

NG-HD-NI-NN-NN-
NN-HD

102889

ctGGACAGAGGGGTCCCACaa

156

NN-NN-NI-HD-NI-
NN-NI-NN-NN-NN-
NN-NG-HD-HD-HD-

Ni-HD

102890

ctTCTCAGGGCACACCCTGtg

157

NG-HD-NG-HD-NI-

NN-NN-NN-HD-NI-

HD-NI-HD-HD-HD-
NG-NK

102891

ctGGGCTGGACAGAGGGGTc(|

158

NN-NN-NN-HD-NG-
NN-NN-NI-HD-NI-
NN-NI-NN-NN-NN-
NN-NG

102892

ctGTGATCTTGTGGGACCcc

159

NN-NG-NN-NI-NG-

HD-NG-NG-NN-NG-

NN-NN-NN-NI-HD-
HD

102893

atGCACACCCAGGCTGGGct

160

NN-HD-NI-HD-NI-HD-
HD-HD-NI-NN-NN-
HD-NG-NN-NN-NK
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Muestra

SBS n°

objetivo 5’ ->3'

de|SEQ
NO:

ID

N ->C Secuencia RVD

10

102894

ctTGTGGGACCCCTCTGTCca

161

NG-NN-NG-NN-NN-
NN-NI-HD-HD-HD-
HD-NG-HD-NG-NN-
NG-HD

102895

gtGCCGACCAAGCACACAAga

162

NN-HD-HD-NN-Ni-
HD-HD-NI-NI-NN-HD-
Ni-HD-NI-HD-NI-NI

11

102896

ctGTCCAGCCCAGCCTGGGtg

163

NN-NG-HD-HD-NI-
NN-HD-HD-HD-NI-
NN-HD-HD-NG-NN-
NN-NK

102897

enCAGTGCCGACCAAGCACac

164

HD-NI-NN-NG-NN-
HD-HD-NN-NI-HD-
HD-NI-NI-NN-HD-NI-
HD

12

102898

ctGGGTGTGCATCTTGTGTgc

165

NN-NN-NN-NG-NN-

NG-NN-HD-NI-NG-

HD-NG-NG-NN-NG-
NN-NG

102899

ctACCGCGACCCCTATCAGtg

166

NI-HD-HD-NN-HD-
NN-NI-HD-HD-HD-
HD-NG-NI-NG-HD-NI-
NK

13

102902

JtAGGGAGTTGTCGGCACACca

167

NI-NN-NN-NN-NI-

NN-NG-NG-NN-NG-
HD-NN-NN-HD-NI-
HD-NI

102903

ttGGGGACCGCTCACAGGAca

168

NN-NN-NN-NN-NI-
HD-HD-NN-HD-NG-
HD-NI-HD-NI-NN-NN-
NI

102904

ctGCTGCATGTCCTGTGAge

169

NN-HD-NG-NN-HD-

NI-NG-NN-NG-HD-

HD-NG-NN-NG-NN-
NI

14

102905

ctGAAGGCTGGGCACAGCCtt

40

170

NN-NI-NI-NN-NN-
HD-NG-NN-NN-NN-
HD-Ni-HD-NI-NN-HD-
HD
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Muestra

SBS n°

objetivo 5" ->3'

n° de

RVDs

SEQ
ID NO:

N ->C Secuencia RVD

102906

gtCCCCAAGGCTGTGCCCAge

171

HD-HD-HD-HD-NI-NI-
NN-NN-HD-NG-NN-
NG-NN-HD-HD-HD-NI

15

102907

ctGTCAGAAGAGGCCCTGGac

172

NN-NG-HD-NI-NN-
N{-Ni-NN-N{-NN-NN-
HD-HD-HD-NG-NN-
NK

102912

ttCTGACAGGCCCTGCTGGtt

173

HD-NG-NN-NI-HD-NI-
NN-NN-HD-HD-HD-
NG-NN-HD-NG-NN-

NK

dieciséis|

102913

gtGGTGCGTGGAGATAATGce

174

NN-NN-NG-NN-HD-
NN-NG-NN-NN-NI-
NN-NI-NG-NI-NI-NG-
NK

17

102914

ctGCTGGTTATCACTGTTGge

175

NN-HD-NG-NN-NN-
NG-NG-NI-NG-HD-Ni-
HD-NG-NN-NG-NG-
NK

102915

ctGGGCACAGAAGTGGTGCqgt

176

NN-NN-NN-HD-NI-
HD-Ni-NN-NI-NI-NN-
NG-NN-NN-NG-NN-
HD

18

102916

ttGGCATTATCTCCACGCAcc

177

NN-NN-HD-NI-NG-

NG-NI-NG-HD-NG-

HD-HD-NI-HD-NN-
HD-NI

102917

gtGACCCAGCAGCCCTGGGca

178

NN-NI-HD-HD-HD-
NI-NN-HD-NI-NN-HD-
HD-HD-NG-NN-NN-
NK

19

102918

atCTCCACGCACCACTTCTgt

179

HD-NG-HD-HD-NI-

HD-NN-HD-NI-HD-

HD-NI-HD-NG-NG-
HD-NG

102919

ctCCTTAAGGTGACCCAGCag

180

HD-HD-NG-NG-NI-NI-

NN-NN-NG-NN-NI-
HD-HD-HD-NI-NN-HD
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Muestra|SBS n°|objetivo 5" ->3' n° de RVDS|SEQ ID NO:N ->C Secuencia RVD
NN-HD-HD-HD-NI-
NN-NN-NN-HD-NG-
NN-HD-NG-NN-NN-
NN-NG

102920|gtGCCCAGGGCTGCTGGGTca|17 181

20
NI-NG-NN-NG-NI-
NN-NI-HD-NN-NN-
NN-NG-NN-NG-NN-
NG-NK
HD-NI-HD-HD-NG-
102922|gtCACCTTAAGGAGCCACAca (17 183 NG-NI-NI-NN-NN-Ni-
NN-HD-HD-NI-HD-N{
HD-NI-NN-NI-HD-HD-

102923|gtCAGACCCCAAGCAGGAAGg|17 184 HD-HD-NI-NI-NN-HD-
NI-NN-NN-NI-NI

N

102921|ctATGTAGACGGGTGTGTGgc |17 182

21

[0174] Las TALENs se introdujeron en células CD34+ como se describe anteriormente y se indujeron las células
para diferenciarse en células eritroides como se describe anteriormente. El andlisis Tagman® se realiz6 como se
describe y se identificaron varios sitios que causaron un aumento en la expresion gamma relativa (Figura 9). Los
sitios de escision se muestran en la Figura 10. Todos los disefios mostrados en la Tabla 4 fueron activos.
Interesantemente, uno de los pares TALEN que provocé un aumento en los ARNm de globina gamma se escinde en
otra secuencia de consenso GATA-1 (sitio de escision 17 en la Figura 10).

Ejemplo 6: ZFNs dirigidas al sitio hipersensible +55 ADNasa | en BCL11A

[0175] Al igual que en el Ejemplo 4, se hizo un conjunto de ZFNs para sondear la regién hipersensible +55 ADNasa
I. Los ZFNs se muestran a continuacién en la Tabla 6.

Tabla 6: ZFN especificos de region potenciadora +55: disefios y dianas

SBS n® (silic de dasting,

B3 Dizefio

F1 F2 Fa F4 F5 F&

46156

TSSNRKT AACNRNA WECQLPI DRSNLTR RSDHLSQ DSSTREK
(SEQIDNQ: | (SEQID NOQ: | (SEQIDNQ: | (SEQIDNO: | (SEQIDMO: | (SEQ ID NO
133) 185) 186) 187) 188) 184)

46158

QEGALAR REYYLAK RSDNLSY RSAHLSR QEGNLAR | ARWSLGK
(SEQIDNO: | (SEQIDNOQ: | (SEQIDNO: | (SEQIDNO: | (SEQIDNMO: | (SEQ IDMNO
a5) 1640) 191) 109) 192) 183)
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SBS N (sitio de Disafio
destino 5'-3°)
F1 F2 F3 F4 F5 [
46163
(taGAATTGG WKCQLPI DRSMLTR | RSDHLSQ DSSTREK RPYTLRL | QOSGHNLAR
CCTGGGACAT | (sEQIDNO: | (SEQ IDNO: | (SEQID NO: | (SEQID NO: | (SEQIDNO: | (SEQIDNO:
Tcattatty; 186) 187) 188) 189) 119) 192)
SEQ ID
NO:234)
46164
(gaAGGGAAG RSAHLSR | RSDALTQ | TSGHLSR | RSDALAR | QSGNLAR | ROEHRVA
TGGGTATGSG | (sEQIDNO: | (SEQ IDNO: | (SEQID NO: | (SEQID NO: | (SEQIDNO: | (SEQID NO:
Geagcccat; 109) 139) 103) 130) 192) 194)
SEQ ID
HO:235
46180
(LcATCCTGg DRSHLTR | QSGNLAR | RSDSLSA | DNSNRIK | RSDVLSE | SPSSRRT
TACCAGGAAG | (seoiDNO: | (SEQ IDNO: | (SEQID NO: | (SEQID NO: | (SEQIDNO: | (SEQIDNO:
GCaatgggc; 116) 182 185) 196) 137) 197)
SEQ 1D
NO:236)
46181
(gcAATGCTL RSDMNLAR WQssLIV DRSHLTR OSGHLSR QSSDLSR LKWNLRT
GGAGGCTGIG | (sEQIDNO: | (SEQ IDNO: | (SEQID NO: | (SEQID NO: | (SEQIDNO: | (SEQIDNO:
AGcteccca; 198) 199) 116) 141) 128) 200)
SEQ ID
HO:237)
46188
(ccTGAGAAG PCRYRLD | RSANLTR | RSDHLSR | TSGHLSR | QSGNLAR | QKPWRTP
ngﬁf‘:T {SEQIDNO: | (SEQ IDNO: | (SEQID NO: | (SEQID NO: | (SEQIDNO: | (SEQIDNO:
acagqCCctc;
— 201) 202) o8) 103) 182) 203)
NO:238)
46189
(acACCCTGE OSSHLTR | RSDALAR | YRSSLKE | TSGNLTR | RSDTLSA | DKSTRTK
GATCTTGTGG | (sEQIDNO: | (SEQ IDNO: | (SEQID NO: | (SEQID NO: | (SEQIDNO: | (SEQIDNO:
Ghccectets 204) 130) 205) 83) 206) 207)
SEQ ID
HO:239)
46208
(99GCTGGAC | pRSALAR | RSDHLSR | QGAHLGA | QSSHLTR | QSSDLTR
AGAGGGGTCe | (seqiDNO: | (SEQ IDNO: | (SEQID NO: | (SEQID NO: | (SEQIDNO: NIA
cacaagatc; 208) 98) 209) 204) 210)
SEQ ID
NO:240)
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SBS N® (sifio de destino
desting 5-3')
F1 Fz F3 Fid F5 F&
46209
(gt IUOGTS RSDSLLR | SASARWW | TOSMLRM | RMASRTR | DRSHLTR | RLDWLPM
. (SEQIDNO: | (SEQIDND: | (SEQIDNO: | (SEQID NO: | (SEQIDMND: | (SEQ 1D NO:
";1" 211) #E 213 21d) 116) 106)
WO:241)
46216
ACAKE. TU0G REDHLER | OGAHLGA | OSSHLTR | OSSDLTR | RSDHLSG | DESHRTR
SRR sea D NO: | (SEQID MO | (SEQIDNG: | (SEQID NG | (SEQIDND: | (SEQ 1D NG
. -y o) 209) 204) 210) 188) Be)
WO 242)
4B217
(gt GTGCA RSDHLSEQ | RRSDLKR | RSDSLLR | SASARWW | TOSMLRM | RNASRTR
1TEIGE LT (SEQIDNG: | (SEQID MO | (SEQID WO | (SEQID NO: | (SEQ DN | (SEQ 1D NO:
'ﬁ‘jif*'_”'-'“z-' 188) 215) 211) 212) 213) 214)
=0 1D WO:
24 .3)
AB226
IQEGCCGACT | RsDNLST | DNSNRIN | QSGDLTR | OQSGNLHY | DRSDLSR | DSSTRRR
AALALALAS | sEQIDNG: | (SEQID NG | (SEQID NG | (SEQID MO | (SEQIDND: | (SEQ D NO:
218) 217 a0 218) 218) 220)
LKONLDA | RSAHLSR | OSGALAR | RSDODLTR LHONLDA | RSHHLKA
(SEQIDNG: | (SECID MO | (SEQIDNO: | (SEQID NG | (SEQI0MD: | (SEQ 1D NO;
108) 10 g5) 83} 108) 132)
QSGOLTR | CSGHLHY | DRSDLSR | DSSTRAR | RSOMLSE | TSSHEKT
(SEQIDNO: | (SEQID NG | (SEQIDNO: | (SEQID NO: | (SEQIDMD: | (SEQ ID NO:
1] 218) 219) 220) a1l 133)
DRSHLER | DRSALAR | TSOSLSR | DAGHLAK | OSGALAR | RSDOLTR
e (SEQID NG | (SECQID NG | (SEQIDNO: | (SEQID NO: | (SEQIDMND: | (SEQ D NO;
SEQ 1D 221) 204) 124} 222) 95) B3}
WO:247)
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SBS N® (silio de destino
dasting 5°-3')
E1 F2 F3 F4 Fs Fé
4E240
RSOSLSY | QSGOLTR | OSGDLTR | TSHNMRNA | RSOHLSS | DNSHRIN
(SEQIDNG: | (SEQIDND: | (SEQID MO | (SEQID NO: | (SEQ DM | (SEQ 1D NO:
%) a0 anj 224) 1BE) 217)
46241
{ECOLCARGG DRSHLSS RSHSLLR OSsSOLSR | EsDLsY OHRDRIK
fffff 9| (SEQIDNO: | (SEQIDNO: | (SEQIDNO: | {SEQID NO: | (SEQIDNO: MA
: Ji 228) 226) 128) 161} 227y
AB24E
ASKTRTM | RMASRTR | RSDMLSY | YSSTRNS | 03sDLsR | RSDALAR
(SEQIDNG: | (SEQIDNO: | (SEQIDNG: | (SEQID NO: | (SEQIDNG: | (SEQID NO:
38y 214) 181 258y 128) 130)
1
AB247
' REDMLAR | OSTRPRNT | WPDYLPT | DRSALAR
(SEQIDNG: | (SEQIDND: | (SEQIDNG: | (SEQID NO i M
198) +30) #31) 20B)

[0176] Los ZFNs especificos a la region +55 se ensayaron para determinar la actividad de escision usando el
ensayo Cel-l y se encontré que eran activos en las células K562. Todos los disefios mostrados en la Tabla 6 fueron
activos y la modificacién del gen inducida por ZFN, descrita como %NHEJ (unién de extremo no homéloga)
encontrada para cada par, se muestra a continuacién en la Tabla 7,

Tabla 7: Actividad de escision de BCL11A +55 ZFN especifica de la region potenciadora en células K562

ZFN 1 (SBS N°)|ZFN 2 (SBS N°)%NHEJ
46158 46156 30,36
46164 46163 21,90
46181 46180 15,21
46189 46188 12,76
46209 46208 27,96
46217 46216 16,63
46228 46226 37,79
46230 46229 37,23
46241 46240 24,97
46247 46246 17,30
Control de transduccion GFP 0,00

[0177] Las células CD34+ fueron transfectadas con los pares ZFN como se describe para el Ejemplo 4, y luego se
diferenciaron en eritrocitos como anteriormente. Los ZFN mostrados en 6 se unieron y modificaron la region
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potenciadora BCL11A +55.

Ejemplo 7: Incremento de la actividad de pares de ZFN especificos +58

[0178] Los ZFNs dirigidos a la regiéon +58 se refinaron adicionalmente por desplazamiento de las secuencias diana,
alterando la identidad de dedo y el uso de enlazadores alternativos entre el ADN de dedo de zinc de dominio y los
dominios de escision de Fokl de unién.

[0179] Se hicieron pares ZFN para apuntar a una secuencia muy cerca del sitio de escision del par 45843/45844
ZFN. Los pares se muestran a continuacion en la Tabla 8, y la ubicaciéon de sus sitios de union se muestra en la

Figura 12A.

Tabla 8: ZFNs dirigidos a la regiéon potenciadora +58

SBS N (sitio de destino
destino 5'-3')
F1 F2 F3 F4 F5 F6 linker
46880 L7a
CaCAGECTC | RSDHLTQ | QSGHLAR | QKGTLGE | QSSDLSR | RRDNLHS
CAGGAAGGg (SEQID (SEQ ID (SEQ ID (SEQ ID (SEQ ID N/A
tttggectc NO:125) MO:126) NO:127) NO:128) NO:113)
t (SEQ ID
NO:73)
47923 LO
CACAGGCTIC | RSDHLTQ | QSGHLAR | QKGTLGE | QSSDLSR | RRDNLHS
CAGGAAGGY (SEQID (SEQ ID (SEQ ID (SEQ ID (SEQ ID NIA
: t : qf;'-‘; ? NO:125) MO:128) ND:127) NO:128) ND:113)
HO:73)
50679 LOJ-1]

caCAGECTC RSPHLTQ | OSGHLAR | QKGTLGE | QSSDLSR | RRDNLHS

CAGGAAGGY (SEQID {SEQID (SEQ ID (SEQID (SEQ ID NIA
tttggcecte MNO:125) MNO:126) NO:127) MNO:128) MNO:113)
t (SEQ ID

HO:73)

50680 LoE-2]
C. ﬂCﬂ'fE?C TC RSDHLTG | OSGHLAR | QKGTLGE | QSSDLSR | RRONLHS
CAGGAAGGg (SEQID (SEQID (SEQ ID (SEQID (SEQ ID NIA
tttggecte NO:125) NO:126) NO:127) NO:128) MO:113)

t (SEQ ID
HG:73)

46923 L7ed
88GCAACTG | OKGTLGE | QSGSLTR | TGYNLTN | TSGSLTR | QHQVLVR | GNATRTK
TJA?C—t:JC (SEQID (SEQ ID (SEQ ID (SEQID (SEQ ID (SEQID
ACTAgacta NO:127) NC:252) NO:120) NO:121) ND:122) NO:123)

g (SEQ ID
NO:T2)

46999 L7e5
CaCAGGCTC RSDHLTO | OSGHLAR | QKGTLGE | QSSDLSR | RRDNLHS
: 1: KGANGGg (SEQID {SEQ ID (SEQ ID {SEQID {SEQ ID N/A

9gects NO:125) N:126) NO:127) NO:128) NO:113)

t (SEQ 1D
NO:73)
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SBS N° (sitio da -
) desting
desting 5-3')
F1 F2 F3 F4 F5 Fi linker

45844 L7a
PEACAGGET | |RHHLTR | RRDMLHS | RSDHLSN | DSRSRIN | DRSHLTR | QSGTRKT
;;';f;"'f"‘_“_‘:‘ {SEQID [SEQID {SEQ D (SEQ 1D (ZEQ 1D (SEQ D
l“ ":I‘I‘_‘ . MO112) MO 13) MO 114} MC115) M1 16) MO117)

D NO:T1)

a7021 L7cs
PEALAGEET | | RHHLTR | RROMLHS | RSDHLSM | DSRSRIN | DRSHLTR | QSGTRKT

o pnite (SEQID (SEQ D (SEQID (SEQ D (SEQ D (SEQ 1D

¢ ‘t’l‘f;'f: MO:112) WO 13) MNO:114) MO115) MNOC11E) NOA17)
€ (SEQ
D HO:71)
L7a
DOSMLRSA | RPYTLRL | TGYMLTN | TSGSLTR | OHOVLVA | ONATRTK
{SEQ D (SEQI0 {SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D
M 118} RO 18} WO 120} MO121) MO:122) MO123)
L7a
DOSMLRSA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCOLFH
{SEQ D (SEQI0 {SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D
MO:118) N 1) MO253) MO121) MO8 MO12%)
LD
DOSMLRSA | RPYTLRL | SGYMLEM | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCOLFH
{SEQ D (SEQID (SEQ D (SEQ ID (SEQ 1D (SEQ 1D
MO 118} RO 18] WO253) NO121) MO8 MO129)
L7eS
DOSMLRSA | RPYTLRL | SGYMLEM | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCOLFH
I {SEQ D (SEQI0 {SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D
pact MO 118} RO 1) WO253) NO121) MO8 MO129)
24)

FLEIT Lacd
SAAGCRAACE | posNIRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCCLFH
‘_','f‘,”"‘ ki {SEQ ID [SEQID (2EQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D
:" : . -Ei’_"*_'i MO B | MO 1E MO 253) MEE121) MO:118) MO:129)

HO: T4)
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SBS N° [sitio de desting
desting 5-3)
F1 F2 F3 F4 F5 F& linkes
Ly
g
DOSMLRA | REYTLRL SEYMLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AQCCLFH ()
(SEQID (SEQID (SEQ D (SEQID (SEQ 1D (SEQ D
MO 118} M1 1) HO253) MO121) MO8 MO129)
Ly
7
DOSMNLRA | REYTLRL SEYMLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AQCCLFH +7]
(SEQID (SEQID (SEQ D (SEQID (SEQ 1D (SEQ D
MO 118} M1 1) HO:253) MNO:121) HO:118) MNG:129)
Ly
+5
DOSMLRA | REYTLRL SGEYMNLEN TSGSLTR | DOSHNLRA | AQCCLFH 5]
(SEQID (SEQID (SEQ D (SEQ D (SEQ D (SEQ D
MO 118) M1 14) MO253) MO121) MO8 MG29)
L7e5
DOSMLRA | REYTLRL SEYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AGQCCLFH
{SEQID [SEQID {SEQID (SEQ ID (SEQ D {SEQ ID
MO 118} WOt 19) MO253) MO121) MO8 MG129)
H i)
50674 ]
) [#11]
RS DOSMLRA | RPYTLRL | SGYMLEM | TSEBELTR | DOSHLRA | AGCCLFH
(SEQID (SEQID (SEQID (SEQ D (SEQ D (SEQ 1D
MO 118) M1 14) MO253) MO121) MO8 MG29)
50676 L
- 7
RARGCANC DOSNLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DasNLRA | accclem | 1)
gk (SEQID (SEQ IO (SEQ D (SEQ D (SEQ D (SEQ D
“l :__r"‘ MO 118) WO 119} MO253) MO121) MC118) MO129)
B T i)
L7a
DOsSMLRA | REYTLRL SEYMLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | ACQCCLFH
(SEQID [SEQID (SEQID (SEQ ID (SEQ D (SEQ D
MO 118} MO} MO:253) MO121) MO118) HO: 129}
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58S N° (silio de desting
desting §-3)
F1 Fz F3 Fa F5 Fi& linikes

45844 L7a
POACAGEET | LRHHLTR | RROMLHS | RSDHLSM | DSRSRIN | DRSHLTR | QSGTRKT
oy [2EQID [SEQID [2EQID (SEQ D (SEQ ID (SEQ 1D
L :’L‘ MO112) M1 13) MO 14} MO115) M6 MO117)

ID NO:T1)

47021 L7cs
PEALABGET | LRHHLTR | RROMLHS | RSDHLSN | DSRSRIN | DRSHLTR | QSGTRKT
L;r'”"h”r {SEQ 1D [SEQID {SEQ 1D (5EQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D
e t’l‘?::f:- MO 112) WO 113) MO 114} MO115) MO:116) MC:117)

e (SED
D HO:T1)
L7a
DOSMLRA | REYTLREL TEYMLTN | TSGSLTR | OHOVLVR | ONATRTH
e L {SEQ 1D [SEQID {SEQ 1D (5EQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D
“"_““':"_‘;_;_ . MO 118) W1 18] SBS N° (sitio de 1121) W 22 MO 23]
|1; MO "_:; destino -3

aEE01 L7a
AAAGCAACE | posMLRA | RPYTLRL | SGYNLEM | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCCLFH
;:;"”“::f {SEQID [SEQID {SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D
;“‘;E:j‘aj: MO 118) 118} MO 53} M21) MO8 Moz

HO: T4}

46738 Lo
AAAGEAACE | pOSMLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCCLFH
i {SEQ 1D [SEQID {SEQ 1D (5EQ 1D (SEQ 1D (SEQ 1D
'-“::-:j;"':"; M 118) M1 13) M 253} ME121) ME:118) MEn12g)

a o84 1D
MO:74)

46934 L7es
AAAGLAALE | DOSNLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCCLFH
:‘ TG [2EQID [SEQID [2EQID (SEQ D (SEQ ID (SEQ 1D
'-""'- - Ef'" K MO118) M1 1) MO253) MO121) MO8 MO129)

a ot Il

0:74)

46818 Lacd
SMAGCAACE | posmiRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCCLFH
bty (SEQID (SEQ ID (SEQID (SEQ ID (SEQ D (SECH ID
LTI MO 18 | MO 1E M5 3) MC121) M1 18] MO 24

a (SEQ ID
HO: T4)
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SBS N° (st de desting
desting 5-3')
F1 F2 F3 Fa F5 F& linker

50670 Liy

. [#9
o DOSNLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AQCELFH | L)
A {SEQ D (SEQID {SEQ 1D (SEQ D (SEQ 1D (SEQ 1D
bl i M 118} WA 18 MO 253) ME121) MNO118) M2
|1 A |
[+ )

50671 Liy
e AT [+7
A AR DOSNLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AQCELFH | L)
o {SEQ D [SEQID {SEQ 1D 1SEQ D [SEQ 1D [SEQ D

"I ne e MO 118} MO 19 MO 253) MC121) MNO118) MO129)
I A )

50672 Liy

g g [+5]
i DOSMLRA | RPYTLRL | SGYMLEN | TSGSLTR | DOSMLRA | AGCCCLFH

: {SEQ D (SEQID {SEQ D (SEQ D (SEQ D (SEQ D

MO 118) MO 113) MO 253 MO121) MO11E) MO:129)
1 -

48117 L7cs
i DOSHLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AGCCLFH

: {SEQ D (SEQID {SEQ 1D (SEQ D (SEQ 1D (SEQ 1D

) MO 18) MO 18] MO 253) HO121) MO 18) MO129)
50674 Liy
#11]
ISR DOSHLRA | RPYTLREL | SGYMLEW | TSGSLTR | DOSHLRA | ACCCLFH
h gt {SEQ D (SEQID {SEQ D (SEQ D (SEQ D (SEQ D
' MO 118} WO 115 MO 253) MZ121) MO:118) MO129)
(SEQ I
- 03

50676 Liy

5 " " [#7
BN DOSNLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AaceLrH | )
sy - {SEQ D (SEQID {SEQ 1D (SEQ D (SEQ 1D (SEQ 1D

i M 118} W18 MO 253) ME121) MNO118) M2
1t s

48037 L7a
WAGCAACE | pOSMLRA | RPYTLRL | SGYNLEN | TSGSLTR | DOSNLRA | AQCCLFH
e {SEQID [SEQID {SEQID (SEQ ID (BEQ I (5EQ D
i i MO 18) MO 113) MO:253) MO121) MO:118) WO: 129)

! o'y 1§
H il

[0180] Como puede verse en la Figura 12, el sitio de unién de los nuevos pares se encuentra un par de bases mas
cerca del centro de la secuencia de consenso GATA-1, Todos los pares fueron activos para unir y dividir sus dianas
en el genoma segun lo medido por una pantalla inicial en células K562. Los ARNm que codifican las ZFN se
sometieron a electroporacion en células CD34+ y luego las células se diferenciaron en el linaje eritroide como se
describe en el Ejemplo 2. Para analizar la expresion relativa de la globina gamma, se determinaron las proporciones
de los ARNm que codifican globina gamma y globina beta después del tratamiento con ZFN mediante analisis
Tagman® a los 14 dias después de la introduccion de ZFN. Los resultados (Figura 12B) demostraron que los pares
de ZFN dirigidos a los sitios de union desplazados tuvieron una mayor influencia en la expresion de la globina
gamma.

[0181] A continuacidn, las proteinas se hicieron con un tipo de enlazadores alternativos para poner a prueba el

efecto sobre las proteinas Bc111a. Se hicieron conjuntos similares de ZFN que comprendian las mismas hélices en
los mismos dedos pero donde cada uno contenia diferentes enlazadores entre el dominio de unién al ADN de ZFP y
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la nucleasa Fokl. P. ej., ZFNs 46801, 46786, 46816 y 46934 tienen el mismo dominio de unién a ADN de ZFP, pero
estan vinculados al dominio de nucleasa usando los enlazadores L7a, L0, L8c4 y L7C5 respectivamente. De manera
similar, los ZFN 45844 y 47021 tienen el mismo dominio de unién a ADN, pero 45844 tiene el enlazador L7a,
mientras que 47021 usa el enlazador L7C5. Ademas, 46880, 47923, 50679 y 50680 tienen los mismos dominios de
union al ADN, pero 46880 usa el enlazador L7a; 47923 tiene el enlazador L7C5; 50679 usa LO [-1] y 50680 tiene LO
[-3]. Los enlazadores se muestran en la Figura 14 y la Figura 17.

[0182] Como se muestra en la Figura 13, los ZFN se ensayaron en varios pares donde un conjunto de pares apunté
al sitio de unién tipificado por el apuntado por el par 45843/45844, y luego un segundo conjunto tipificado por el
apuntado por 46801/46880, Los pares probados se muestran a continuacion en la Tabla 9 como sigue junto con el
porcentaje de escision (NHEJ) medido por analisis de secuencia en el Dia 0 (DO) o el Dia 14 (D14). Cada punto de
datos es una media de tres repeticiones.

Tabla 9: Efecto del enlazador sobre la actividad de escision de ZFN

Par Enlazadores|Tipo de diana|NHEJ, DO|NHEJ, D14|Relacién HGB/HBA
45843/45844|L7a/L7a 45843/45844 (78% 73% 7,65
45843/47021|L7a/L7c5 |45843/45844 (82% 72% 7,57
46801/46880|L7a/L7a 46801/46880 (87% 64% 8,33
46801/47923|L7a/L0 46801/46880 (82% 65% 12,07
46786/46880|L0/L7a 46801/46880 71% 40% 6,06
46934/47923|L7c5/L0 46801/46880 (80% 58% 8,3

GFP 2,71

[0183] Pruebas adicionales fueron disefiadas para medir el numero de indel que contiene las modificaciones que
destruyeron el sitio GATA en la diana. En la Tabla 10 a continuacién se muestran combinaciones de ZFN con varios
enlazadores y el efecto que tienen los enlazadores en el aumento del porcentaje de los indeles en general y el
aumento de los indeles que resultan en la pérdida del sitio de enlace GATA.

Tabla 10: Actividad del enlazador ejemplar

ZFN izquierdo ZFN derecho é’A.'P:el’ no queda:ﬁtal_indels :é)taclie no GATA/indel
SBS |Tipo de|SBS |Tipo de|
n° vinculador n° vinculador
50670 |LO [+9] 47923 [LO 28,0 30,8 0,91
50671 |LO [+7] 24,5 26,7 0,92
50672 |LO [+5] 30,3 33,0 0,92
46801 [L7a 27,6 30,4 0,91
46816 (L8c4 27,7 29,9 0,93
46934 [L7Cs 43,8 47,8 0,92
50670 |LO [+9] 50679 |LO [-1] 30,1 32,6 0,92
50671 |LO [+7] 23,3 25,3 0,92
50672 |LO [+5] 31,1 34,2 0,91
46801 [L7a 16,1 18,0 0,89
46816 [L8c4 33,8 36,2 0,93
46934 [L7Cs 23,7 25,4 0,94
50670 |LO [+9] 50680 |LO [-2] 16,9 18,1 0,94
50671 |LO [+7] 16,9 17,9 0,94
50672 |LO [+5] 23,2 24,9 0,93
46801 [L7a 242 26,0 0,93
46816 [L8c4 21,3 23,2 0,92
46934 [L7C5 25,1 27,0 0,93
46801 47923 16,5 19,1 0,86
GFP 1,4 0,8 1,64
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[0184] Como se puede ver en la tabla anterior, el refinado del par original, 46801 (L7a)/47923 (LO), cuya actividad
se midi6 en este experimento fue de 19% de formacion de indeles en general, con un 86% de esos indeles medidos
que tienen un sitio de unién GATA destruido, puede llevar a un aumento general en la actividad de escision (indel), y
un aumento general en el porcentaje de indels que conducen a la destruccion de GATA. Ver, p. €j., 46934
(L7Cs)/47923 (LO) donde se observaron 47,8% de indels totales y 92% de esos indels tenian un sitio GATA
destruido. Estos y otros enlazadores descritos (ver Figura 17) pueden incorporarse en los ZFN para aumentar y/o
refinar la actividad.

[0185] Por lo tanto, los enlazadores alternativos se pueden usar con los pares ZFN descritos en este documento
para escindir BCL11A y aumentar en hemoglobina de gamma con respecto a la hemoglobina alfa.

Ejemplo 8: Administracion in vivo

[0186] Las composiciones que incluyen células (p. ej.,, HSC y/o células precursoras de RBC), proteinas (p. €j.,
nucleasas) y/o polinucleétidos (p. €j., codificando nucleasas) como se describe en este documento se administran a
un sujeto, p. €j., un sujeto con una hemoglobinopatia, esencialmente como se describe en las patentes de EE.UU.
Ne°s 7.837.668; 8.092.429; Publicacién de Patente de Estados Unidos N° 20060239966; las patentes de EE.UU. n°
6.180.613; 6.503.888 y/o las patentes de EE.UU. N°¢ 6.998.118 y 7.101.540 para proporcionar terapia a un sujeto
que la necesite.

[0187] Ademas, las células se estudian para su uso en la produccién a gran escala de LT-HSC editadas. Las células
CD34+ a granel se estimulan previamente con citoquinas que comprenden Stemspan™ CC110, ligando de Fit-3,
SCF y TPO y todas sus combinaciones en concentraciones de 10 ng/mL a 1.000 ng/mL. La estimulacion previa
puede requerir tiempos de exposicion de 24, hasta 48 y hasta 72 horas. Para la transfeccion de HSPC a escala
clinica, se puede usar cualquier sistema de alta capacidad (p. €j., el sistema de transfeccion Maxcyte GT Flow).

[0188] Para terapias ex vitro, las células editadas (p. ej., HSCs) se someten a ensayos de formacion de colonias en
medio de metilcelulosa para confirmar la frecuencia de células pluripotentes y para verificar que las colonias poseen
la ediciéon genética deseada en las frecuencias esperadas. Los estudios de metilcelulosa se llevan a cabo utilizando
métodos conocidos en la técnica (ver, p. €j., Keller et al (1993) Mol Cell Bio 13 (1): 473).

[0189] Para garantizar aun mas la capacidad de injerto de las células editadas con BLC11a (p. €j., HSC), las células
se injertan en un modelo de raton relevante y/o un modelo de primate no humano. El injerto en estos animales se
realiza de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. Ver, p. €j., Holt et al. (2010) Nat Biotech 28, 839-847,
Ho et al (2009) Retrovirology 6:65 y Peterson et al (2014) J. Med Primatol 42: 237. El injerto con (1020 cGy
irradiacion) o sin (200 cGy irradiation) preacondicionamiento mieloablativo se utiliza para investigar las condiciones
optimas de injerto y expansion para el trasplante de células madre.

Ejemplo 9: Administracion in vivo y injerto

[0190] Como se describio anteriormente, las células humanas CD34+ fueron tratadas con ARNms que codifican las
ZFNs especificas +55 potenciadoras y luego se implantaron en ratones GSN. Las células CD34+ se obtuvieron de
voluntarios humanos sanos. En algunos casos, se realizaron estrategias de movilizacion de CD34+, utilizando G-
CSF (Neupogen®) o G-CSF + Plerixafor (Mozobil®) antes de la aféresis. EI G-CSF se administré diariamente
durante los cuatro dias anteriores a la aféresis de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y si se us6 Plerixafor,
se administro la Ultima noche antes de la cosecha, nuevamente de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
aféresis se realizd mediante métodos estandar. Las células CD34+ se enriquecieron a partir de los leukopaks de
PBMC movilizados utilizando un sistema Miltenyi CliniMACs mediante métodos estandar y de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

[0191] Se sintetizaron ARNm recubiertos y poli-adenilados que codifican las ZFN usando el kit de Ambion
mMessage mMachine® T7 ultra segun las instrucciones del fabricante y luego se sometieron a electroporacion en
las células CD34+ usando un sistema Maxcyte GT o un electroporador BTX ECM830, ambos de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

[0192] Se usaron ratones NOD.Cg-Prkdcse® lI2rgi™"i/SzJ) para recibir el trasplante CD34+. Un dia (16-24 horas)
antes de la implantacion, los ratones se sometieron a irradiacion subletal (300 RAD). Las células CD34+ tratadas
con ZFN de arriba se trasplantaron en ratones irradiados a través de una inyeccion en la vena de la cola, donde se
administraron 1 millén de células en 0,5 ml de PBS-BSA al 0,1% por ratén.

[0193] Para este experimento, las células CD34+ fueron electroporadas con ARNm que codifican ya sea el par
45843/45844 (electroporacion n® 1) o el par 46801/46880 (electroporacion n® 2). En ambos casos, se utiliz6 GFP
como control. Después del trasplante en los ratones, se tomaron muestras a las 4 o 16 semanas después del
trasplante para observar el nivel de marcaje en las células. En la semana 4, hasta aproximadamente el 4% de las
células en la sangre periférica eran células humanas de ambas electroporaciones (consulte la Figura 15A). La
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edicion del genoma (indels) en estas células fue de alrededor del 30-40% (Figura 15B).

[0194] En la semana 16 después de trasplante, el nivel de edicion se midid6 en pan-mieloide humano, células B,
células madre y eritroides en los ratones. En estos experimentos, las células de ambas electroporaciones se
agruparon. Los datos (Figura 16) indicaron que se detectd un 40-50% de edicion del gen en todas las poblaciones
de células humanas analizadas. Este experimento demuestra que las células CD34+ trasplantadas se mantienen y
diferencian mientras que se mantiene la edicién del gen en el locus BCL11A.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula modificada genéticamente que comprende una modificacion genémica hecha por una nucleasa de
dedo de cinc (ZFN) o una nucleasa de dominio efector TAL (TALEN), en donde la modificacién gendémica esta dentro
de cualquiera de las secuencias diana de nucleasas de las SEQ ID NO: 4-80, 143-184, 232-251 y 276 de una
secuencia potenciadora BCL11a enddgena, y ademas en la que la modificacion genémica es una inserciéon y/o
eliminacion.

2. La célula modificada genéticamente de la reivindicacion 1, en la que la célula es una célula madre, opcionalmente
en donde la célula madre es una célula madre hematopoyética tal como una célula madre hematopoyética CD34+.

3. Una célula diferenciada genéticamente modificada descendiente de la célula madre de la reivindicacion 2,
opcionalmente en la que la célula es un glébulo rojo (RBC).

4. La célula modificada genéticamente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que:

(a) la nucleasa se introduce en la célula como un polinucledtido; y/o
(b) la insercién comprende la integracion de un polinucleétido donante que codifica un transgén, opcionalmente
en donde:

(i) el ZFN comprende una proteina de dedo de zinc, la proteina de dedo de zinc que comprende 4, 5 0 6
dominios de dedo de zinc que comprenden una region de hélice de reconocimiento y, ademas, en donde la
proteina de dedo de zinc comprende las regiones de hélice de reconocimiento en el orden mostrado en una
sola fila de la Tabla 3 o la Tabla 6; o

(i) el TALEN comprende una proteina TALE, comprendiendo la proteina TALE una pluralidad de unidades de
repeticion TALE, comprendiendo cada unidad de repeticion una region diresidica hipervariable (RVD), en
donde los RVD de las unidades de repeticion TALE se muestran en una sola fila de la Tabla 1, Tabla 2 o
Tabla 4.

5. Una composicion farmacéutica que comprende la célula modificada genéticamente de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

6. Una proteina de unién al ADN que comprende una proteina de dedo de zinc o una proteina efectora de TALE
(TALE), en donde

(i) la proteina de dedo de zinc comprende 4, 5 o 6 dominios de dedo de zinc que comprenden una regién de
hélice de reconocimiento, en la que las proteinas de dedo de zinc comprenden las regiones de hélice de
reconocimiento en el orden mostrado en una sola fila de la Tabla 3 o la Tabla 6; y

(i) la proteina TALE comprende una pluralidad de unidades de repeticiéon TALE, comprendiendo cada unidad de
repeticion una region diresiduatica hipervariable (RVD), en la que los RVD de las unidades de repeticion TALE se
muestran en una sola fila de la Tabla 1, Tabla 2 o Tabla 4.

7. Una nucleasa que comprende una proteina de dedo de zinc o una proteina TALE de la reivindicacion 6 y un
dominio de escision de tipo salvaje o de ingenieria o un semi-dominio de escision.

8. Un polinucledtido que codifica una o mas proteinas de la reivindicacion 6 o la nucleasa segun la reivindicacion 7.

9. Una célula aislada que comprende una o mas proteinas de la reivindicaciéon 6 o la reivindicacién 7 o uno o mas
polinucledtidos de la reivindicacion 8, opcionalmente, en donde la célula es una célula madre hematopoyética.

10. Un kit que comprende al menos uno de: i) un polinucleétido que codifica la proteina de acuerdo con las
reivindicaciones 6 0 7, o0 ii) una proteina de las reivindicaciones 6 o 7.

11. Un método in vitro para alterar la expresion del gen de globina en una célula, comprendiendo el método:
introducir, en la célula, uno o mas polinucleétidos de la reivindicacién 8, en condiciones tales que la una o mas
proteinas se expresan y la expresion del gen de globina se altera, opcionalmente, en donde la expresion del gen de
globina aumenta y/o el gen de globina es un gen de globina gamma o globina beta.

12. El método de la reivindicacion 11, que comprende ademas integrar una secuencia donante en el genoma de la
célula, opcionalmente en la que:

(a) la secuencia del donante se introduce en la célula utilizando un vector viral, como un oligonucleétido o en un
plasmido;

(b) la célula se selecciona del grupo que consiste en una célula precursora de glébulos rojos (eritrocitos) y una
célula madre hematopoyética; y/o

(c) la secuencia del donante comprende un transgén bajo el control de un promotor endégeno o exdgeno.
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13. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 5 para uso en un método para tratar o prevenir una
hemoglobinopatia en un paciente que necesita un aumento en la expresion génica de globina, comprendiendo el
método administrar al paciente la composicién farmacéutica en una cantidad suficiente para aumentar la expresion
génica de globina en el paciente, opcionalmente en donde la hemoglobinopatia es una talasemia o enfermedad de
células falciformes, como la B-talasemia.

14. El método de la reivindicacion 11 o la composicién farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 13,
en donde la expresion génica de globina es el nivel de ARNm de globina o proteina de globina producida.

15. Una o mas nucleasas de acuerdo con la reivindicacién 7, o un acido nucleotidico codificando una o mas
nucleasas que se unen a una secuencia diana de cualquiera de SEQ ID NOs: 4-80, 143-184, 232-251 y 276, para
uso en el tratamiento o la prevencion de una hemoglobinopatia, en donde la nucleasa se dirige a una secuencia
potenciadora BCL11A en una célula, en donde una o mas nucleasas es una ZFN o TALEN

55



ES 2721936 T3

OPEAJOSUDDENIN CJUSWO|T o  Euljoid 8p olulwoa d

OJIPI2E DIUIWO  +H odo B8] ommm
ZHZOoUZ3p Oped [ T — T emnbig
ZHZOouzspopea [ po [ .
BEZPL 'PISL
SX-¥ii108
BECPZ 'PIPT
S=YLL108
qH_H_\\/_,_ pinmerm. i N o 5 G =
BECLL '‘BIOY
TvL108
== | I | H_QJ\\\/_HH_\/_H_U
ERCER ONG'S
YL
79+ ‘85+ ‘§5+ uopepJslod eveos
- :..... “ @
] _ T 1 O T3 Thos
(1) ee 52 BE 7.0 B¢ ¢E BT ¥l BE OlL e gl H1 A g eirjou
._.wmu N.”..._mx.nw  NOX3 £ NOX3 SX NOX3 ZMNOX3 L NOX3 ap olund

—P s —

56



ES 2721936 T3

m ( ®einby

N8BS INSS

mmm/ .._\Nm 48s — 185 ¥SS

192°9ZL°09-0TY LIL09:TIY?

SRR ARNEAER NN TRSANRERY j 1LELLY L1 MELEN T — ) LLLI
BRvrseinne  BABONTHON ON NN X HPH SH SHON) NSNS BN BN - e e
| i B 3 O o o o o ] O el D b el el e W e ) tekdehd b bt d A L I A L]
! SR M DOERIE SIS B 3 5 DI SIL SIS SIS B e StPEerdeterteetechetioeite Heepaepderiebestas
! tiebdebdebd bl i Rt Lit Jebldot . bdebd 4 debds
| ol I o] il el o ol e e o e e el i | bl b d 1 Ll W
i ! | LE Lttt k b ¥ ] I L1
i1 | bl sageredan] § SVl k- Madnn bagsnd sauss IS0 AR i
00005909 ._!.i__.!-._n | | | oon'Decod) | covozeos] | | _ : { ||| ceo'erces) 009'0%.L 09 000"09L 08|
T T

‘TE0'€E8L°09-88Z'TL9°09:T4Yd

57



ES 2721936 T3

mn ]

C o

i v
b= - =

m.J_ n
ﬂ
.

r._._.E.n |..T.,
= ) &%% MI-E
T Mﬂ T 1 0T
| ecezor | osszor | esezon | zsizon | et
49 UQIDaNDSUEL 8D |CAU0D €1
BILT ssezon | gspann ssee0l | eseam i
| I | T
489 wes
¢5670T | 9se20r | 1se2en | osizon T
d49 JpDaNpsUBY 3D |DU0D ot
6t scezor | ecszot | vszzen | osizon 6
ugs 195
d 45 UGIIONDSUES B [LJU07) 2
sS0s wLLEDT LT FEii) 8 rELE0T SHLEOT L
VELZOT | SesTOT . - )
- - r6LT0T S6LT0T -1
e 1y
d49 JOIONPSUBRI] ap [QAU0D ¥
£8Y 0T | Owezon 784201 £84201 £
THEZDT | ORL20T - - z
- 78201 £84201 1
—— —_—
455 155
(dq) upoajep| (WSES) l#sas) [#sas) (#sms)
apouee] | FWNEY | gWpdy | ZWKMY | LWHNEY | UBTD

L=

B

€ einbi4

58



ES 2721936 T3

Figura 4
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Muestra | Par 1 TALEN (SBSn®s) | par2 TALEN (SBSn®s) | Muesira | Par1TALEN (SBSn°s) | Par 2 TALEN (SBSn%)
1 102831 102830 . . 15 102859 102858 -
2 102833 102832 16 102861 102860 -
F1 102835 102834 17 102863 102862 .
4 102837 102836 18 102865 102864 -
5 102839 102838 19 102867 102866 -
6 102841 102840 20 102869 102868
7 102843 102842 21 102871 102870
8 102845 102844 22 102873 102872 -
g 102847 102846 23 102875 102874
10 102849 102848 24 102872 102873 102840 102841
11 102851 102850 25 102860 102861 102840 102841
12 102853 102852 26 102872 102873 102860 102861
13 102053 103854 27 Control de transfeccion GFP
14 102857 102856 _ _
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caattctag
tgcaatgctt
tccageccag
ggcacacac
tctgacagge
ggtcacctta

ES 2721936 T3

Figura 11A: Secuencia de potenciador +55 BCL11A (SEQ ID NO:1)

gaagggaagt
ggaggetgtyg
cetgggtgtyg
goetgeatgte
cotgetggtt
aggagocaca

gggtatgggg cageoccattyg
agctococcac cttotoaggy
catcttogtgt gottggtoegg
ctygtgagegy tccccaagge
atcactgtty geattatcte
cacccgt 37

cectteootggt
cacaccctygt
cactgatagqg
tgtgecccage
cacgeaccac

accaggatga
gatcttgtgy
ggtegeggta
cttcagtgtc
ttctotgcoc

Figura 11B: Secuencia de potenciador +58 BCL11A (SEQ ID NO:2)

gacccctetyg
gggagttgtc
cagyggectoet
agggctgetyg

5" gagg
ggacttggga
ccaggtgtge
acataggcca
aactttgaag
tttggcecetct
atcggtggceo
ggattttatt
attgtasagy
tteatctgte

fcgtttttayg
tgcagatgac
catatagaag
gtetggttog
agagggtgga
ttttttttat

tactgatgga
gttatctgta
ataagtaaga
gaaaagagat
ctagtctagt
gattagggtyg
gtttgcccay
tctcaatgog
aggtgaagoet

cottgggtge
gtgagatgoe
gcagatagcet
atggcatcta
gcaagctaac
999gcgtyggyg
gggggceten
aatyaaataa
teooctgtot

gggetgteo 37

Figura 11C: Secuencia de potenciador +62 BCL11A (SEQ ID NO:3)

aacttagett
catggttgaa
atgttgtcat
cacataaact
tattcatgcet
ctgaaagttc

tttgcattga
agtcagctat
tttttggtaa
tcacatttge
aatctttgtg
aagtagatat

tattcctgty
tgaaaagcga
gattccagrg
cteotrtagaca
agttgetttt
tgyggtagaa

teggaagge
tttgtatgeo
gcacteteoe

ggatgcgcag
agagttgcac
ctetgtcaga
tcttetecag
tagcataaca

cagaagggasa

66

ataaggaagy
tacaggactg
caaagtceat
taacacacca
atcacagget
gaggactgge
tctettggtyg
atgcocgtgtyg
ctocteataa

gtggctgaga
aaccacgtag
ctttaccaac
ggtgtggggt
tgttactgeca
atgtttgtgg

cagctagaca
gectetatgee
acaggtaata
gggtcaatac
ccaggaagygd
agacctcteo
atggagaatt
gactcocaaa
ttgtccattt

ctaacttett
ttoggcttca
ctggecgcaca
ggctgtttaa
acttgctttt
gtg 3f
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Nombre de enlazador
LO [+11)
LO [+9]
LO [+7]
LO [+5]
LO [+3)
L7a (+7)
LB8c4d (+7)
L7c5 (+6)
LO

LO [-1)
LO [-2])
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LRGSQFVIPNRGVTKQLVKSELEEKKSEL
LRGS--VIPNRGVTKQLVKSELEEKKSEL
LRGS=---PNRGVTKQLVKSELEEKKSEL
LRGS====== RGVTKQLVKSELEEKKSEL
IRG8====——== VTKQLVKSELEEKKSEL
LRGS----QLVKSKSEAAARELEEKKSEL
LRGS----YAPMPPLALASPELEEKKSEL

LRGS=====~ ISRARPLNPHPELEEKKSEL
LRGS===reeeceeaa QLVKSELEEKKSEL
LRGS============ LVKSELEEKKSEL
LRGS === rreeeae- VKSELEEKKSEL
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