(21) BR 112020007765-8 A2 HIIHIHII\|\IH\IIH\I\IHIHII“I“IHII\HII\HIIHHII\ll\l|H|\|H|\H|\|“|H||\

(22) Data do Depésito: 17/10/2018

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 20/10/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: COMPOSICOES DE VIRUS ADENO-ASSOCIADOS PARA RESTAURAR A FUNGCAO DO GENE HBB E METODOS
DE USO DAS MESMAS

(51) Int. Cl.: A61K 48/00; C12N 7/04; C12N 15/864; A61K 35/76; C12N 15/90.
(30) Prioridade Unionista: 18/10/2017 US 62/574,163; 24/01/2018 US 62/621,102.

(71) Depositante(es): CITY OF HOPE; HOMOLOGY MEDICINES, INC..

(72) Inventor(es): SASWATI CHATTERJEE; KAMEHAMEHA K. WONG; MARWA BENHAJSALAH; LAURA JANE SMITH;
ALBERT BARNES SEYMOUR; JASON BOKE WRIGHT; JAMES ANTHONY MCSWIGGEN; SERENA NICOLE DOLLIVE; THIA
BABOVAL ST. MARTIN; JAIME PROUT.

(86) Pedido PCT: PCT US2018056271 de 17/10/2018
(87) Publicagdo PCT: WO 2019/079437 de 25/04/2019

(85) Data da Fase Nacional: 17/04/2020

(57) Resumo: Séo providas aqui composicdes de virus adeno-associados (AAV) para corrigir uma mutagdo em um gene de beta
globina (HBB) e métodos de usar os mesmos para corrigir uma mutacdo do gene HBB em uma célula. Também séo providos
sistemas de empacotamento para produzir composi¢des de virus adenoassociados.

010 0 o 0

[ 12
0 20 40K 60K 1
FSLin :FS . FL6Log:DAPI

AAVFT AAVS1
Vetor GFP

020K ik 60K 0 2K a0k 60K
FSLin::FS SSLinzSS

511 orpvenss
175 J

8
AAVFIT AAVST & 40 |
Vetor GFP 3

FL1 Log: Venus.

Fig. 1A 5w

0" 10100 10t
FSLin S FLG Log : DAPI



1/117

COMPOSICOES DE VIRUS ADENO-ASSOCIADOS PARA RESTAURAR A

FUNCAO DO GENE HBB E METODOS DE USO DAS MESMAS

REFERENCIA CRUZADA DA PEDIDOS RELACIONADOS

[0001]Este pedido reivindica o beneficio dos Pedidos
Provisérios US Nos.: 62/574,163, depositado em 18 de
outubro de 2017; e 62/621.102, depositado em 24 de Jjaneiro
de 2018, cada sendo aqui incorporado por referéncia em sua
totalidade.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0002]0 presente pedido contém uma Listagem de
Sequéncias que foil apresentada eletronicamente em formato
ASCII, c¢riada em 12 de outubro de 2018, denominado
606107 HMT-023PC_Sequence Listing ST25.txt, e tem tamanho
de 200.630. A Listagem de Sequéncias é aqui incorporada por
referéncia em sua totalidade.

DECLARACAO DE INTERESSE DO GOVERNO

[0003]Esta invencdo foi financiada pelo Governo Federal
sob a bolsa n°® P30CA033572, <concedida pelo National
Institutes of Health. O governo tem determinados direitos
sobre a invencéao.

FUNDAMENTO

[0004]Hemoglobinopatias compreendem uma familia de
disturbios genéticos em que a producdo, estrutura e/ou
funcdo de uma proteina de hemoglobina é anormal. Proteina
de hemoglobina representa aproximadamente 97% do peso seco
de eritrécitos e aumenta a capacidade de transporte de
oxigénio do sangue em cerca de setenta vezes. A proteina de
hemoglobina adulta predominante é composta por duas
subunidades de alfa globina (HBA), duas subunidades de beta

globina (HBB) e um grupo heme associado a cada subunidade.
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Defeitos genéticos em HBB no cromossomo 11 podem causar
certas hemoglobinopatias, como doenca de células
falciformes (SCD) e beta-talassemia.

[0005]Doenca de células falciformes, também chamada
anemia falciforme, ¢é uma doenca autossdmica recessiva
afetando aproximadamente 100.000 americanos. Ela é
prevalente entre afro-americanos, mas também estd presente
em outros grupos étnicos. Na Africa Ocidental e Central, 1-
2% de todos os bebés nascem com SCD. SCD é causada por
mutacdo homozigdética em nucleotideo 20 na sequéncia de
codificacdo de HBB. Essa mutacdo substitui o aminocacido
glutamato carregado negativamente (codificado por GAG) por
um residuo hidrofdébico neutro, valina (codificada por GUG)
no sexto aminocdcido da beta globina madura. Hemoglobina
contendo uma cadeia beta globina tendo a mutacgcdo SCD tende
a se agregar em polimeros de varios filamentos, que
distorcem o formato de eritrdcitos, tornando essas células
fradgeis e conformadas como crescentes ou foices. Esses
eritrédcitos anormais estdo mais dispostos para hemdlise e
entregam menos oxigénio aos tecidos e 6rgdos. Além disso, a
agregacdo de hemoglobina torna os eritrécitos rigidos e
facilmente retidos em pequenos vasos sanguineos,
diminuindo, assim, o fluxo sanguineo e causando oclusédo
vascular. Como um resultado, pacientes com SCD sofrem de
anemia e episddios de dor chamados “crise”, e dano aos
6rgdos durante a crise é a causa principal da mortalidade e
morbidade associada com SCD. Em particular, infarto (isto
é, necrose de tecido devido ao suprimento insuficiente de
sangue) de osso, Dbaco, rim e pulmbdes ¢é particularmente

comum. Em contraste, pessoas que sdo heterozigotas para a
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mutacao de células falciformes sao amplamente
assintomaticas.

[0006]Beta-talassemia afeta cerca de 1 em cada 100.000
individuos em todo o mundo e cerca de 1 em 10.000 pessoas
na Unido Europeia. Beta-talassemia é um grupo de disturbios
causados por varias mutacdes em HBB que reduzem expressdo
de beta globina. Até o momento, 884 mutacdes diferentes,
incluindo substituicéao, insercdes e delecdes, foram
identificadas em beta-talassemia (banco de dados HbVar).
Essas mutacdes estdo localizadas em todo o locus gendmico
de HBB. Entre as substituig¢des, 1inserg¢des e pequenas
delecodes, variantes patogénicas foram encontradas a
montante de 5’ UTR e 3’ UTR. Além destas 884 mutacdes
conhecidas, variantes adicionais podem ser patogénicas
apenas em conjunto com variacdo especifica na sequéncia de
HBB. As mutacdes de beta-talassemia podem afetar
transcricdo de genes, processamento de RNA, modificacéo
pdés-transcripcional, traducdo de mRNA, etc. Beta-talassemia
é altamente varidvel em gravidade, com algumas mutacdes HBB
levando a perda completa da producdo de beta globina e
outras mutacgdes HBB levando a apenas uma redug¢do na
quantidade de beta globina. Pacientes com beta talassemia
severa (isto é, talassemia major), que com frequéncia tém
mutacdo(s) de HBB em ambos os alelos, sofrem de anemia,
retardo de crescimento e desenvolvimento anormal de érgdos.
Pacientes com beta-talassemia leve a moderada (isto §&,
talassemia menor ou talassemia intermedidria) manifestam
sintomas menos graves.

[0007]Hemoglobinopatia pode ser controlada por

transfusdo de sangue e cuidados de suporte, com SCD e beta-
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talassemia major requerendo transfusdes crdénicas. No
entanto, transfusdes repetidas resultam em sobrecarga de
ferro e requerem terapia de quelacdo de ferro para reduzir
a incidéncia de complicagdes. Morbidez e mortalidade da SCD
e beta-talassemia também podem ser atenuadas por

hidroxiureia, o© Unico farmaco aprovado pela FDA até o

(O

momento para SCD. No entanto, este tratamento néao
amplamente usado devido a sua baixa taxa de prescrigdo e
baixa adesdo.

[0008] A fim de <curar SCD ou a beta-talassemia,
pacientes precisam receber células-tronco hematopoiéticas
carregando, pelo menos, uma cdépia da beta-hemoglobina
funcional que pode ser adequadamente expressa. Uma
abordagem consiste em obter células-tronco hematopoiéticas
de tipo selvagem a partir de um doador alogenéico através
de transplante de medula bssea. No entanto, a
disponibilidade de doadores compativeis é um fator
limitante importante, e o transplante de medula &ssea é
frequentemente associado com sérias complicacdes que levam
a uma taxa de mortalidade de 5-10%. Mais recentemente,
abordagens de terapia com genes foram empregadas para
introduzir uma beta globina expressando polinucleotideo ex
vivo em células-tronco hematopoiéticas mutantes isoladas do
paciente.

[0009]Até agora, todos as experiéncias clinicas de
terapia com genes HBB envolveram o uso de vetores
retrovirais, como vetores lentivirais. ©No entanto, a
terapia com genes baseada em retrovirus levanta varias
preocupac¢des de seguranca e eficacia. Por exemplo, como a

insercdo de vetores retrovirais no genoma humano ndo é
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alvo-marcada, existe o risco de o vetor romper um gene
supressor de tumor ou ativar um oncogene, causando, assim,
uma malignidade. De fato, em um ensaio clinico para tratar
imunodeficiéncia combinada severa ligada a X (SCID) pela
transducdo de precursores de medula &ssea CD34*" com um
vetor gama-retroviral, quatro em cada dez pacientes
desenvolveram leucemia (Hacein-Bey-Abina et al., J Clin
Invest. (2008) 118(9):3132-42). Além disso, devido a essas
preocupac¢des de seguranca, a terapia genética lentiviral soé
pode ser realizada ex vivo. Esse uso ex vivo reduz a
eficdcia da terapia porque o numero de células-tronco
hematopoiéticas que podem ser extraidas de um individuo
para terapia ex vivo é apenas uma fracdo pequena daquelas
presentes no individuo, e atualmente ndo hé& método
confidvel em wuso <clinico para expandir células-tronco
hematopoiéticas ex vivo.

[0010] Também foi especulado que tecnologias de edicgéo
de genes Dbaseadas em nuclease, como meganucleases,
nucleases de dedo de =zinco (ZFNs), nucleases efetoras do
tipo ativador de transcrig¢do (TALENs) e tecnologia de
repeticdes palindrdmicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas (CRISPR) podem ser wusadas para corrigir
defeito no gene HBB em pacientes com SCD e beta-talassemia.
No entanto, cada uma dessas tecnologias levanta questdes de
segurang¢a devido ao potencial para mutacdo de sitios fora
do alvo no genoma humano, similar em sequéncia ao sitio
alvo pretendido.

[0011] Consequentemente, existe uma necessidade na
técnica de composicgdes e métodos de terapia génica

aperfeicoados que possam restaurar de modo eficaz e seguro



6/117

a funcdo de gene HBB em pacientes com SCD e Dbeta-
talassemia.

SUMARIO

[0012]S&0 providas aqui composigdes de virus adeno-
associados (AAV) para corrigir uma mutacdo em um gene HBB e
métodos de usar as mesmas para corrigir uma mutacdo do gene
HBB em wuma célula. Também s&o providos sistemas de
empacotamento para produzir composigcdes de virus adeno-
associado.

[0013]As composicgdbes de AAV e métodos divulgados agqui
sdo particularmente vantajosos em que eles permitem uma
correcdo altamente eficaz de mutagdes em um gene HBB 1in
vivo, sem a necessidade para clivagem de DNA gendmico
usando uma nuclease exdgena (por exemplo, uma meganuclease,
uma nuclease ‘dedo-de-zinco’, uma nuclease tipo ativador
transcripcional (TALEN), ou uma nuclease RNA-guiada tal
como uma Cas?9).

[0014]Consequentemente, em um aspecto, a presente
divulgacdo prové um virus adeno-associado defeituoso na
replicacdo (AAV) compreendendo (a) um capsideo de AAV
compreendendo uma proteina de capsideo de AAV Clade F, e
(b) um genoma de correcdo compreendendo (i) um elemento de
edicdo para editar um locus alvo em um gene alvo, (ii) uma
sequéncia de nucleotideo 5’ do braco de homologia 5’ do
elemento de edic¢cdo tendo homologia para uma primeira regido
genbmica 5' para o locus alvo, e (iii) uma sequéncia de
nucleotideo 3’ do braco de homologia 3’ do elemento de
edicdo tendo homologia para uma segunda regido gendmica 3'
para o locus alvo.

[0O015]Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové um
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método para corrigir uma mutacdo em um gene de beta globina
(HBB) em uma célula, o método compreendendo transduzir a
célula com um virus adeno-associado defeituoso na
replicacdo (AAV) compreendendo (a) um capsideo de AAV
compreendendo uma proteina de capsideo de AAV Clade F, e
(b) um genoma de correcdo compreendendo: (i) um elemento de
edicdo para editar um locus alvo em um gene alvo; (ii) uma
sequéncia de nucleotideo 5’ do braco de homologia 5’ do
elemento de edicdo tendo homologia para uma primeira regido
genbmica 5' para o locus alvo; e (iii) uma sequéncia de
nucleotideo 3’ do bragco de homologia 3’ do elemento de
edicdo tendo homologia para uma segunda regido gendmica 3'
para o locus alvo, em que a célula é transduzida sem co-
transducdo ou co-administracdo de uma nuclease exdgena ou
uma sequéncia de nucleotideo que codifica wuma nuclease
exdgena.

[0016]Em certas modalidades, a célula ¢é uma célula-
tronco pluripotente. Em certas modalidades, a célula é uma
célula-tronco hematopoiética. Em certas modalidades, a
célula é uma célula-tronco hematopoiética CD34". Em certas
modalidades, a célula é de um individuo mamifero e o AAV é
administrado ao individuo em uma quantidade eficaz para
transduzir a célula no individuo.

[0017]Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové um
método para tratamento de um individuo tendo uma doenga ou
distirbio associado com uma mutacdo do gene HBB, o método
compreendendo (a) transduzir uma célula progenitora de
eritrbécitos do individuo ex vivo com um AAV defeituoso na
replicagdo compreendendo um capsideo de AAV compreendendo

uma proteina de capsideo de AAV Clade F; e um genoma de
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correc¢cdo compreendendo: (1) um elemento de edicdo para
editar um locus alvo em um gene alvo; (ii) uma sequéncia de
nucleotideo 5’ do braco de homologia 5’ do elemento de
edicdo tendo homologia para uma primeira regido gendmica 5'
para o locus alvo; e (iii) uma sequéncia de nucleotideo 3’
do braco de homologia 3’ do elemento de edicdo tendo
homologia para uma segunda regido gendmica 3' para o locus
alvo; e (b) administrar a célula transduzida para o
individuo, em que a célula é transduzida sem co-transducgdo
ou co-administracdo de uma nuclease exdgena ou uma
sequéncia de nucleotideo que codifica uma nuclease exdgena.

[0018]Em certas modalidades, a célula progenitora de
eritrébcitos é uma célula-tronco pluripotente. Em certas
modalidades, a célula progenitora de eritrdécitos é uma
célula-tronco hematopoiética. Em certas modalidades, a
célula progenitora de eritrbécitos é célula-tronco
hematopoiética CD34-+.

[0019]Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové um
método para tratamento de um individuo tendo uma doenca ou
distirbio associado com uma mutacdo do gene HBB, o método
compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
eficaz de um AAV defeituoso na replicacdo compreendendo:
(a) um capsideo de AAV compreendendo uma proteina de
capsideo de AAV C(Clade F, e (b) um genoma de correcgdo
compreendendo (i) um elemento de edicdo para editar um
locus alvo em um gene alvo; (1) uma sequéncia de
nucleotideo 5’ do braco de homologia 5’ do elemento de
edicdo tendo homologia para uma primeira regido gendmica 5'
para o locus alvo; e (iii) uma sequéncia de nucleotideo 3’

do braco de homologia 3’ do elemento de edicdo tendo
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homologia para uma segunda regido gendmica 3' para o locus
alvo, em que a célula é transduzida sem co-transducdo ou
co-administracdo de uma nuclease exdgena ou uma sequéncia
de nucleotideo que codifica uma nuclease exdbdgena.

[0020]Em certas modalidades, a doenca ou distuUrbio ¢é
talassemia ou doenca de célula falciforme. Em certas
modalidades, o individuo é um individuo humano.

[0021]As seguintes modalidades se aplicam a cada um dos
aspectos acima.

[0022]Em certas modalidades, o gene alvo é o gene HBB.
Em certas modalidades, o locus alvo estd em uma mutacdo de
ponto de nucleotideo ou delegcdo no gene HBB. Em certas
modalidades, a mutacdo de ponto de nucleotideo ou delecéo
no gene HBB é selecionada dentre o grupo consistindo em G
em posigdo -87, G em posicdo -31, A em posicdo -30, G em
posicdo -29, G em posicdo -28, T em posicdo -10, C em
posicdo 1, A em posicdo 1, G em posicdo 2, delecdo de C e T
em posigcbes 17 e 18, A em posicdo 19, delecdo de A em
posicdo 20, T em posicdo 20, delecdo de A e A em posicdes
25 e 26, adicdo de G apds posicdo 26, A em posicdo 47, A em
posicdo 48, delecdo de C em posicdo 51, A em posicdo 52, G
em posicdo 58, G em posicdo 59, A em posicdo 79, T em
posicdo 82, adicdo de C apds posicdo 84, T em posicdo 93, A
em posicdo 93, C em posicdo 97, C em posicdo 98, G em
posicdo 202, G em posicdo 208, C em posicdo 222, delecdo de
T em posicdo 241 ou 242, delegcdo de T e T e C e T em
posicdes 254 a 257, T em posicdo 260, delecdo de C em
posicdo 264 ou 265, adicdo de A apds posicdo 343, delecéo
de G e T em posigdes 399 e 400, T em posicdo 401, adicdo de

A apds posigdo 417, A em posicdo 446, T em posicdo 1099, A
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em posicdo 1293, T em posicdo 1344. Em certas modalidades,
o elemento de edicdo compreende uma porc¢cdo do gene HBB de
tipo selvagem que corresponde a mutacdo.

[0023]Em certas modalidades, o elemento de edicédo
compreende as regides de codificagdo de um ou mais éxons de
um gene HBB. Em certas modalidades, o elemento de edicéao
consiste nas regides de codificacdo de um ou mais éxons de
um gene HBB.

[0024]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende uma porc¢do de um gene HBB compreendendo a regido
de codificagcdo de éxon 1, o intron completo 1, o éxon
completo 2, o intron completo 2, e a regido de codificacgédo
de éxon 3. Em certas modalidades, as regides de codificacéao
foram alteradas silenciosamente para serem menos que 100%,
95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%
idénticas aos éxons correspondentes do gene HBB de tipo
selvagem. Em certas modalidades, o elemento de edicgéo
compreende pelo menos uma das sequéncias de nucleotideos
selecionadas dentre o grupo consistindo em SEQ ID NOs: 43-
46 e 105-107.

[0025]Em certas modalidades, o locus alvo & AAVS1.

[0026]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende uma sequéncia de codificacdo do gene HBB ou uma
porgcdo da mesma. Em certas modalidades, o elemento de
edicdo compreende uma sequéncia de nucleotideo codificando
SEQ ID NO: 48. Em certas modalidades, a sequéncia de
nucleotideo codificando SEQ ID NO: 48 consiste em
nucleotideos 4 a 444 de SEQ ID NO: 27. Em certas
modalidades, a sequéncia de nucleotideo codificando SEQ ID

NO: 48 é alterada silenciosamente para ser menos que 70%,
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75%, 80%, 85%, ou 90% idéntica a nucleotideos 4 a 444 de
SEQ ID NO: 27. Em certas modalidades, a sequéncia de
nucleotideo codificando SEQ ID NO: 48 consiste na sequéncia
de SEQ ID NO: 47 ou 100. Em certas modalidades, o elemento
de edicdo compreende uma sequéncia de codificagdo inserida
em um fragmento stuffer do gene HBB.

[0027]Em certas modalidades, o locus alvo é a ligacéo
internucleotideos entre nucleotideo 3 e nucleotideo 4 do
gene alvo, pelo que a integracdo do elemento de edig¢do no
locus alvo resulta no locus alvo compreendendo uma
sequéncia de codificacgdo de HBB ou sequéncia de codificacéo
inserida em fragmento stuffer partindo com o cddon de
partida do gene alvo. Em certas modalidades, o elemento de
edicdo compreende uma sequéncia de codificacdo de HBB ou
sequéncia de codificagdo inserida em fragmento stuffer
consistindo em 5' a 3' um cdédon de partida e a sequéncia de
nucleotideo codificando SEQ ID NO: 48, ou uma porgdo da
sequéncia de codificagcdo de HBB ou sequéncia de codificacéo
inserida em fragmento stuffer. Em certas modalidades, o
locus alvo estd em um intron do gene alvo, e em gque O
elemento de edigdo compreende 5’ a 3’ um sitio aceitador de
emenda (splicing), um elemento de salto ribossdémico, e uma
sequéncia de codificacdo de HBB ou sequéncia de codificacéao
inserida em fragmento stuffer. Em certas modalidades, o
locus alvo estd em intron 1 do gene HBB. Em certas
modalidades, o locus alvo estda adjacentemente 3' para um
nucleotideo codificante do gene alvo, e em que o elemento
de edigcdo compreende 5' a 3' um elemento de salto
ribossémico e uma sequéncia de codificagcdo de HBB ou

sequéncia de codificagdo inserida em fragmento stuffer. Em
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certas modalidades, o locus alvo é o cbdbdon de parada de um
gene alvo de tipo selvagem (por exemplo, gene HBB) ou os
nucleotideos correspondentes de um gene alvo mutante (por
exemplo, gene HBB). Em certas modalidades, o locus alvo é a
ligacdo internucleotideos adjacentemente 5' para o cdéddon de
parada de um gene alvo de tipo selvagem (por exemplo, gene
HBB) ou a ligag¢do internucleotideos correspondente de um
gene alvo mutante (por exemplo, gene HBB).

[0028]Em certas modalidades, a sequéncia de nucleotideo
de braco de homologia 5’ é pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, ou 99% idéntica a primeira regido gendmica. Em certas
modalidades, a sequéncia de nucleotideo de Dbraco de
homologia 3’ é pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99%
idéntica a segunda regido gendmica. Em certas modalidades,
a primeira regido gendmica estd localizada em uma primeira
janela de edicdo, e a segunda regido genbmica esta
localizada em uma segunda Jjanela de edigcdo. Em certas
modalidades, a primeira e segunda Jjanelas de edigdo séao
diferentes. Em certas modalidades, a primeira e segunda
janelas de edigdo sdo iguais. Em certas modalidades, a
primeira Jjanela de edig¢cdo consiste na sequéncia de
nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 101, 102, ou 103. Em
certas modalidades, a segunda janela de edic¢cdo consiste na
sequéncia de nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 101,
102, ou 103. Em certas modalidades, a primeira regido
gendmica consiste na sequéncia de nucleotideo especificada
em SEQ ID NO: 101. Em certas modalidades, a segunda regido
gendmica consiste na sequéncia de nucleotideo especificada

em SEQ ID NO: 102. Em certas modalidades, o braco de

homologia 57 consiste na sequéncia de nucleotideo
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especificada em SEQ ID NO: 101. Em certas modalidades, o
braco de homologia 3’ consiste na sequéncia de nucleotideo
especificada em SEQ ID NO: 102.

[0029]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende adicionalmente uma sequéncia 37 de
poliadenilacdo exdgena para a sequéncia de nucleotideo
codificando SEQ ID NO: 48. Em certas modalidades, o
elemento de edigcdo compreende adicionalmente um sitio de
endonuclease de restrigdo ndo presente no gene alvo. Em
certas modalidades, o elemento de edicdo compreende a
sequéncia de nucleotideo especificada em qualquer uma de
SEQ ID NOs: 23-28.

[0030]Em certas modalidades, cada uma das sequéncias de
nucleotideos de bracos de homologia 5 e 37 tem,
independentemente, um comprimento de cerca de 100 a cerca
de 2000 nucleotideos.

[0031]Em certas modalidades, o0 genoma de correcao
compreende adicionalmente uma sequéncia de nucleotideo 5’
de repeticdo terminal invertida 5’ (5’ ITR) da sequéncia de
nucleotideo de braco de homologia 5’, e uma sequéncia de
nucleotideo 3’ de repeticgdo terminal invertida 3’ (3’ ITR)
da sequéncia de nucleotideo de brago de homologia 3’. Em
certas modalidades, a sequéncia de nucleotideo 5’ ITR tem
pelo menos 95% de identidade de sequéncia para SEQ ID
NO:18, e a sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tem pelo menos
95% de identidade de sequéncia para SEQ ID NO:19. Em certas
modalidades, a sequéncia de nucleotideo 5’ ITR tem pelo
menos 95% de identidade de sequéncia para SEQ ID NO:20, e a
sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tem pelo menos 95% de

identidade de sequéncia para SEQ ID NO:21. Em certas
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modalidades, o genoma de correcdo compreende a sequéncia de
nucleotideo especificada em qualgquer uma de SEQ ID NOs: 29-
42 e 104.

[0032]Em certas modalidades, a proteina de capsideo de
AAV Clade F compreende uma sequéncia de aminoacido tendo
pelo menos 95% de identidade de sequéncia com a sequéncia
de aminoacido de aminocacidos 203-736 de SEQ ID NO:2,
opcionalmente em que: o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 206 de SEQ ID NO: 2 é C; o
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 296 de SEQ ID NO: 2 é H; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 312 de
SEQ ID NO: 2 é Q; o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoadcido 346 de SEQ ID NO: 2 é A; o©
aminodcido na proteina de <capsideo correspondendo ao
aminodcido 464 de SEQ ID NO: 2 é N; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 468 de
SEQ ID NO: 2 é S; o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 501 de SEQ ID NO: 2 é I; o
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 590 de
SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 626 de SEQ ID NO: 2 é& G ou Y;
o0 aminocadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 681 de SEQ ID NO: 2 é M; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 687 de
SEQ ID NO: 2 é R; o aminocdcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 690 de SEQ ID NO: 2 é K; o

aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
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aminodcido 706 de SEQ ID NO: 2 é C; ou, o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 718 de
SEQ ID NO: 2 é G.

[0033]Em certas modalidades, (a) o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 626 de
SEQ ID NO: 2 é G, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 718 de SEQ ID NO: 2 é G; (b) o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 296 de SEQ ID NO: 2 é H, o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 464 de
SEQ ID NO: 2 é N, o aminocdcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 505 de SEQ ID NO: 2 é R, e o
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 681 de SEQ ID NO: 2 é& M; (c) o aminocacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 505 de
SEQ ID NO: 2 é R, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 687 de SEQ ID NO: 2 é R; (d) o
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 346 de SEQ ID NO: 2 é& A, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 505 de
SEQ ID NO: 2 é& R; ou (e) o aminodcido na proteina de
capsideo correspondendo ao aminocacido 501 de SEQ ID NO: 2 é
I, o aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é& R, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 706 de
SEQ ID NO: 2 & C.

[0034]Em certas modalidades, a proteina de capsideo
compreende a sequéncia de aminodcido de aminoacidos 203-736
de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 15, 16, ou 17.

[0035]Em certas modalidades, a proteina de capsideo de
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AAV Clade F compreende uma sequéncia de aminoacido tendo
pelo menos 95% de identidade de sequéncia com a sequéncia
de aminodcido de aminodcidos 138-736 de SEQ ID NO:2,
opcionalmente em que: o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 151 de SEQ ID NO: 2 é R; o©
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 160 de SEQ ID NO: 2 é D; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 206 de
SEQ ID NO: 2 é C; o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoadcido 296 de SEQ ID NO: 2 é H; o
aminodcido na proteina de <capsideo correspondendo ao
aminoacido 312 de SEQ ID NO: 2 é& Q; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 346 de
SEQ ID NO: 2 é A; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 464 de SEQ ID NO: 2 é N; o
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 468 de SEQ ID NO: 2 é S; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 501 de
SEQ ID NO: 2 é I; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é R; o
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 590 de SEQ ID NO: 2 é& R; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 626 de
SEQ ID NO: 2 é G ou Y; o aminodcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 681 de SEQ ID NO: 2 é M; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 687 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 690 de
SEQ ID NO: 2 é K; o aminodcido na proteina de capsideo

correspondendo ao aminoacido 706 de SEQ ID NO: 2 é C; ou, ©
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aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 718 de SEQ ID NO: 2 é G.

[0036]Em certas modalidades, (a) o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 626 de
SEQ ID NO: 2 é G, e o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 718 de SEQ ID NO: 2 é G; (b) o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoadcido 296 de SEQ ID NO: 2 é H, o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 464 de
SEQ ID NO: 2 é N, o aminocadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 505 de SEQ ID NO: 2 é R, e o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 681 de SEQ ID NO: 2 é M; (c) o aminocacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 505 de
SEQ ID NO: 2 é R, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 687 de SEQ ID NO: 2 é R; (d) o
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 346 de SEQ ID NO: 2 é A, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 505 de
SEQ ID NO: 2 é& R; ou (e) o aminodcido na proteina de
capsideo correspondendo ao aminocadcido 501 de SEQ ID NO: 2 é
I, o aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é& R, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 706 de
SEQ ID NO: 2 & C.

[0037]Em certas modalidades, a proteina de capsideo
compreende a sequéncia de aminocdcido de aminoacidos 138-736
de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16,
ou 17.

[0038]Em certas modalidades, a proteina de capsideo de
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AAV Clade F compreende uma sequéncia de aminoacido tendo
pelo menos 95% de identidade de sequéncia com a sequéncia
de aminodcido de aminoadcidos 1-736 de SEQ ID NO:2,
opcionalmente em que: o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 2 de SEQ ID NO: 2 é T; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 65 de SEQ ID NO: 2 é I; o aminoacido na proteina
de capsideo correspondendo ao aminocacido 68 de SEQ ID NO: 2
é V; o aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoadcido 77 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminodcido na proteina
de capsideo correspondendo ao aminodacido 119 de SEQ ID NO:
2 é& L; o aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo
ao aminodcido 151 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoédcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 160 de
SEQ ID NO: 2 é D; o aminocdcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 206 de SEQ ID NO: 2 é C; o
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 296 de SEQ ID NO: 2 é H; o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 312 de
SEQ ID NO: 2 é Q; o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 346 de SEQ ID NO: 2 é A; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 464 de SEQ ID NO: 2 é N; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 468 de
SEQ ID NO: 2 é S; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 501 de SEQ ID NO: 2 é I; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 505 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 590 de

SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
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correspondendo ao aminoacido 626 de SEQ ID NO: 2 & G ou Y;
o aminocadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoadcido 681 de SEQ ID NO: 2 é M; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 687 de
SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 690 de SEQ ID NO: 2 é K; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoadcido 706 de SEQ ID NO: 2 é C; ou, o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 718 de
SEQ ID NO: 2 é G.

[0039]Em certas modalidades, (a) o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 2 de SEQ
ID NO: 2 & T, e o aminocdcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 312 de SEQ ID NO: 2 é Q; (b) o
aminodcido na proteina de <capsideo correspondendo ao
aminodcido 65 de SEQ ID NO: 2 é I, e o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 626 de
SEQ ID NO: 2 é Y; (c¢) o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 77 de SEQ ID NO: 2 & R, e ©
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 690 de SEQ ID NO: 2 é K; (d) o aminocacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 119 de
SEQ ID NO: 2 é L, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 468 de SEQ ID NO: 2 é S; (e) o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 626 de SEQ ID NO: 2 é& G, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 718 de
SEQ ID NO: 2 é G; (f) o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 296 de SEQ ID NO: 2 é& H, o

aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
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aminodcido 464 de SEQ ID NO: 2 é& N, o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 505 de
SEQ ID NO: 2 é R, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 681 de SEQ ID NO: 2 é M; (g) o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é& R, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 687 de
SEQ ID NO: 2 é& R; (h) o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocdcido 346 de SEQ ID NO: 2 & A, e ©
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é R; ou (i) o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 501 de
SEQ ID NO: 2 é I, o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoadcido 505 de SEQ ID NO: 2 & R, e o©
aminodcido na proteina de <capsideo correspondendo ao
aminoacido 706 de SEQ ID NO: 2 é C.

[0040]Em certas modalidades, a proteina de capsideo
compreende a sequéncia de aminodcido de aminoadcidos 1-736
de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15,
16, ou 17.

[0041]Em certas modalidades, a eficiéncia de integracdo
do elemento de edicd&o no locus alvo é pelo menos 1% quando
o AAV é contatado in vitro na auséncia de uma nuclease
exdgena com uma populacdo de células-tronco humanas CD34*
sob condig¢des de transducdo de AAV padrdo. Em certas
modalidades, a frequéncia alélica de integracdo do elemento
de edicdo no locus alvo é pelo menos 0,5%, quando o AAV é
contatado in vitro na auséncia de uma nuclease exdgena com
uma populacdo de células-tronco humanas CD34% sob condigdes

de transducdao de AAV padrdo.
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[0042]Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové uma
composicdo farmacéutica compreendendo um AAV como divulgado
aqui.

[0043]Em outro aspecto, a presente divulgagdo prové um
sistema de empacotamento para preparacdo recombinante de um
AAV, em que o0 sistema de empacotamento compreende (a) uma
sequéncia de nucleotideo Rep codificando uma ou mais
proteinas Rep de AAV, (b) uma sequéncia de nucleotideo Cap
codificando uma ou mais proteinas de capsideo de AAV Clade
F como descrito aqui, e (c¢) um genoma de correcdo Ccomo
divulgado aqui, em que o sistema de empacotamento é
operativo em uma célula para encerrar o0 genoma de corregdo
no capsideo para formar o AAV.

[0044]Em certas modalidades, o sistema de empacotamento
compreende um primeiro vetor compreendendo a sequéncia de
nucleotideo Rep e a sequéncia de nucleotideo Cap, e um
segundo vetor compreendendo o genoma de correcdo. Em certas
modalidades, a sequéncia de nucleotideo Rep codifica uma
proteina Rep de AAV2. Em certas modalidades, a proteina Rep
de AAV2 é 78/68 ou Rep 68/52. Em certas modalidades, a
proteina Rep de AAV2 compreende uma sequéncia de aminoacido
tendo uma identidade percentual minima de sequéncia para a
sequéncia de aminodcido Rep de AAV2 de SEQ ID NO:22, em que
a identidade percentual minima de sequéncia é pelo menos
70% através do comprimento da sequéncia de aminoacido
codificando a proteina Rep de AAV2.

[0045]Em certas modalidades, o sistema de empacotamento
compreende adicionalmente um terceiro vetor, em dgque o
terceiro vetor é um vetor de virus auxiliar. Em certas

modalidades, o vetor de virus auxiliar é& um terceiro vetor
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independente. Em certas modalidades, o vetor de virus
auxiliar ¢é integrante com o primeiro vetor. Em certas
modalidades, o vetor de virus auxiliar é integrante com o
segundo vetor. Em certas modalidades, o terceiro vetor
compreende genes codificando proteinas de virus auxiliar.

[0046]Em certas modalidades, o virus auxiliar ¢é
selecionado dentre o grupo consistindo em adenovirus, virus
de herpes, virus de vaccinia, e citomegalovirus (CMV). Em
certas modalidades, o virus auxiliar ¢ adenovirus. Em
certas modalidades, o genoma do adenovirus compreende um ou
mais genes de RNA de adenovirus selecionados dentre o grupo
consistindo em El1, E2, E4 e VA. Em certas modalidades, o
virus auxiliar ¢é virus herpes simplex (HSV). Em certas
modalidades, o genoma de HSV compreende um ou mais de genes
de HSV selecionados dentre o grupo consistindo em UL5/8/52,
ICPO, ICP4, ICP22 e UL30/UL42.

[0047]Em certas modalidades, o primeiro vetor e o
terceiro vetor estdo contidos dentro de um primeiro
plasmideo transfectante. Em certas modalidades, oS
nucleotideos do segundo vetor e do terceiro vetor estdo
contidos dentro de um segundo plasmideo transfectante. Em
certas modalidades, os nucleotideos do primeiro vetor e do
terceiro vetor sao clonados em um virus auxiliar
recombinante. Em certas modalidades, os nucleotideos do
segundo vetor e do terceiro vetor sdo clonados em um virus
auxiliar recombinante.

[0048]Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové um
método para preparacdo recombinante de um AAV, o método
compreendendo introduzir um sistema de empacotamento como

descrito aqui em uma célula sob condig¢des operativas para
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encerrar o genoma de corre¢do no capsideo para formar o
AAV.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0049]As Figuras 1A e 1B sdo graficos mostrando
resultados de citometria de fluxo de integracdao de AAVS1-FP
no genoma das células GM16265, em que o vetor AAVS1-FP foi
empacotado em AAVHSC7, AAVHSC1l5, e AAVHSC17.

[0050]A Figura 1C é um grafico mostrando a porcentagem
de alelos tendo integracdo da sequéncia de codificac&o FP
em células-tronco hematopoiéticas primarias humanas CD34~
(HSCs) transduzida com o vetor AAVS1-FP empacotado em
capsideo AAVHSC17.

[0051]A Figura 2 mostra o mapa de plasmideo do vetor de
correcdo HBB hHBB-hL-014 contendo um ligante de 12 bp.
Nesta figura, as regides pretas de HBB denotam sequéncias
de nucleotideos nos éxons codificando uma proteina HBB
humana, e as 1linhas tracejadas entre as regides pretas
denotam introns entre os éxons.

[0052]A Figura 3A é uma imagem de eletroforese de DNA
mostrando tamanho especifico de edicdo de DNA amplificado a
partir do DNA gendmico de células GM16265 transduzidas com
o vetor hHBB-hL-014 empacotado em capsideos AAVHSC15 e
AAVHSC17.

[0053]A Figura 3B ¢é uma imagem de eletroforese de DNA
mostrando tamanho especifico de edicdo de DNA amplificado a
partir do DNA gendmico de LCLs GM16265, GM16266, e GM16267
transduzidas com o vetor hHBB-hL-014 empacotado em capsideo
AAVHSC17.

[0054]As Figuras 4A, 4B, 4C, e 4D sidao mapas de vetores

mostrando os elementos genéticos entre os dois ITRs de AAV
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de vetores de correcdo de HBB hHBB-hL-001, hHBB-hLW-013,
hHBB-hL-011, e hHBB-hLW-012, respectivamente. Nestas
figuras, as regides pretas de HBB denotam sequéncias de
nucleotideos nos éxons codificando uma proteina HBB humana,
e as linhas tracejadas entre as regides pretas denotam
introns entre os éxons.

[0055]As Figuras 54, 5B, e 5C s&o imagens de
eletroforese de DNA mostrando tamanho especifico de edicgdo
de DNA amplificado a partir do DNA gendmico de HSCs CD34*
humanas primérias transduzidas com os vetores indicados nas
figuras empacotadas em capsideo AAVHSC17.

[0056]A Figura 6 ¢é um grafico mostrando a fracdo de
células CD34" editadas através de amostras, como indicado.

[0057]As Figuras 7A, 7B, 7C, 7D, e 7TE sdo mapas de
vetores mostrando os elementos genéticos entre os dois ITRs
de AAV de vetores de correcdo de HBB hHBB-hA-009, hHBB-hAW-
002, hHBB-h1-010, hHBB-h1W-008, e hHBB-hE3C-001,
respectivamente. Em Figuras 7A-D, as regides pretas
marcadas como “regido de codificacdo de HBB” ou “regido de
codificacéo de HBB (66%)"” denotam sequéncias de
nucleotideos codificando uma proteina HBB humana, ou a
partir do cdédon de partida para o cbéddon de parada (Figuras
7C e 7D), ou a partir do segundo cdbédon para o cbddon de
parada (Figuras 7 e 7B).

[0058]A Figura 8 ¢é uma imagem de eletroforese de DNA
mostrando tamanho especifico de edicdo (1,874 bp) e tamanho
ndo especifico (1,180 bp) de DNA amplificado a partir de
DNA gendmico de células LCL RKO e GM16265 transduzidas com
os vetores indicados nas figuras empacotadas em capsideo

AAVHSCT7.
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[0059]A Figura 9 é um grafico mostrando a porcentagem
de alelos tendo integracdo da sequéncia de codificacdo FP
em células de sangue, medula &éssea ("BM"), e de baco de
camundongos NSG xenoenxertados com HSCs humanas apds
administracdo do vetor AAVS1I-FP empacotado em capsideos
AAVHSC7 e AAVHSC17.

DESCRIGCAO DETALHADA

[0060]A presente divulgacdo prové composicdes de virus
adeno-associados (AAV) para corrigir uma mutacdo em um gene
HBB e métodos de usar as mesmas para corrigir uma mutacéo
do gene HBB em uma célula. Também sdo providos sistemas de
empacotamento para produzir composigdes de virus adeno-
associado.

I. Definicgodes

[0061]Como usado aqui, o termo “virus adeno-associado
defeituoso na replicacdo” refere-se a um AAV compreendendo
um genoma faltando genes Rep e Cap.

[0062]Como usado aqui, o termo “gene HBB” refere-se a
um gene de beta globina humano mutante ou de tipo selvagem,
incluindo, mas ndo limitado a, as regides de codificacéo,
éxons, introns, 5' UTR, 3' UTR, e regides regulatdrias
transcripcionais do gene HBB.

[0063]Como usado aqui, o termo “corrigir uma mutacdo em
um gene HBB” refere-se a insercdo, delecdo, ou substituicéao
de um ou mais nucleotideos em um Iocus alvo em um gene alvo
(por exemplo, um gene HBB mutante) para criar um locus que
é capaz de expressar uma proteina HBB de tipo selvagem ou
um equivalente funcional da mesma. Em certas modalidades,
“corrigir uma mutagdo em um gene HBB” envolve reverter uma

mutacdo em um gene HBB de volta a sequéncia de tipo
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selvagem. Em certas modalidades, “corrigir uma mutacdo em
um gene HBB” envolve inserir uma sequéncia de nucleotideo
codificando pelo menos uma porcdo de uma proteina Dbeta
globina de tipo selvagem ou um equivalente funcional da
mesma no gene alvo (por exemplo, o gene HBB mutante), de
modo que uma proteina beta globina de tipo selvagem ou um
equivalente funcional da mesma ¢é expressado do locus do
gene alvo (por exemplo, o Ilocus do gene HBB mutante),
opcionalmente sob o controle de um promotor do gene alvo
enddégeno (por exemplo, promotor de gene HBB). Como usado
aqui, um “equivalente funcional” refere-se a um produto de
um gene ou fragmento do mesmo que pode funcionar como uma
beta globina de tipo selvagem. Em certas modalidades, um
equivalente funcional de HBB pode incluir outros genes ou
psedogenes de globina, tal como epsilon globina (HBE),
delta globina (HBD), gama globina 1 (HBGl), gama globina 2
(HBG2), e pseudogene HBB HBBP. Em certas modalidades, um
equivalente funcional de HBB pode ser uma proteina beta
globina modificada, em que a modificacdo confere pelo menos
uma caracteristica n&o encontrada em beta globina tipo
selvagem, por exemplo, a capacidade para inibir a agregacdo
de beta globina carregando uma mutacdo SCD.

[0064]Como usado agqui, o termo “genoma de correcdo”
refere-se a um genoma de AAV recombinante que é capaz de
integrar um elemento de edicdo (por exemplo, um ou mais
nucleotideos ou uma ligacdo internucleotideos) através de
recombinacdo homéloga em um Ilocus alvo para corrigir um
defeito genético em um gene HBB. Em certas modalidades, o
locus alvo é no gene HBB humano. O técnico no assunto ira

reconhecer que a por¢gdo de um genoma de correcgao
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compreendendo o braco de homologia 5’, elemento de edicao,
e braco de homologia 3’ pode estar na orientacdo senso ou
antissenso relativa para o locus alvo (por exemplo, O gene
HBB humano) .

[0065]Como usado agqui, o termo “elemento de edicdo”
refere-se a porgcdo de um genoma de correcdo que quando
integrado em um Iocus alvo modifica o locus alvo. Um
elemento de edigcdo pode mediar 1insercdao, delecdo ou
substituicdo de um ou mais nucleotideos no locus alvo.

[0066]Como usado aqui, o termo “locus alvo” refere-se a
uma regido de um Cromossomo ou uma ligacgéo
internucleotideos gque ¢é modificada por um elemento de
edicdo. Em certas modalidades, o locus alvo é& uma regido ou
uma ligacdo internucleotideos no gene HBB, opcionalmente em
que o locus alvo compreende pelo menos uma mutagdo genética
que compromete a expressdo ou funcdo de proteina beta
globina. Em certas modalidades, o locus alvo é AAV3S1l. O
locus AAVS1 esté no Cromossomo 19 qter13.3-13.4,
nucleotideos 55.090.913 a 55.117.600 de NCBI Sequéncia de
Referéncia No. NC 000019.10, como descrito em Giraud et
al., Proc Natl Acad Sci U S A. (1994) 91(21):10039-43;
Linden et al., Proc Natl Acad Sci U S A. (1996) 93 (21):
11288-94; e Linden et al., Proc Natl Acad Sci U S A. (1990)
93(15) :7966-72, cada um sendo aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade. Em certas modalidades, o
locus alvo é um locus de abrigo seguro. Os loci de abrigo
seguro s&do sitios no genoma capazes de acomodar a
integragcdo de novo material genético em um modo gue
assegura que o material genético recentemente inserido: (1)

funcione de modo previsivel; e (2) ndo cause alteracgdes do
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genoma do hospedeiro que possam colocar um risco para a
célula ou organismo hospedeiro. Consequentemente, em certas
modalidades, o locus alvo pode ser qualquer locus de abrigo
seguro conhecido na técnica possa suportar expressdo de
transgene previsivel, enquanto minimizando o risco de
interacdes indesejadas com o genoma do hospedeiro.

[0067]Como usado aqui, o termo "gene alvo" refere-se a
um gene em que um locus alvo ou uma porgcdo do mesmo esta
localizado. Em certas modalidades, o locus alvo esté
totalmente no gene alvo. Em certas modalidades, o gene alvo
é¢ HBB. Em certas modalidades, o gene alvo ¢é PPP1R12C
humano. Em certas modalidades, o gene alvo é expressado em
um progenitor de eritrdcitos.

[0068]Como usado agqui, o termo “braco de homologia”
refere-se a uma porgdo de um genoma de correc¢cdo posicionado
5/ ou 3’ de um elemento de edigcdo que ¢é substancialmente
idéntico ao genoma flanqueando um Iocus alvo. Em certas
modalidades, o locus alvo estd em um gene HBB humano, e o
braco de homologia compreende uma sequéncia
substancialmente idéntica ao genoma flanqueando locus alvo.

[0069]Como usado aqui, o termo “proteina de capsideo
Clade F” refere-se a uma proteina de capsideo de AAV VP1,
VP2, ou VP3 que compreende uma sequéncia de aminoacido
tendo pelo menos 90% de identidade com a sequéncia de
aminoacidos VP1l, VP2, ou VP3 especificada, respectivamente,
em aminodcidos 1-736, 138-736, e 203-736 de SEQ ID NO:1
aqui. Como usado aqui, a identidade entre duas sequéncias
de nucleotideos ou entre duas sequéncias de aminocédcidos é
determinada pelo numero de nucleotideos ou aminoacidos

idénticos em alinhamento dividido pelo comprimento completo
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da sequéncia de nucleotideo ou de aminodcido mais longa.

[0070]Como usado aqui, o termo “uma doenca ou disturbio
associado com uma mutacdo do gene HBB” refere-se a qualquer
doenca ou disturbio causada por, exacerbada por, ou
geneticamente ligada com variacdo de um gene HBB. Em certas
modalidades, a doenca ou disturbio associado com uma
mutacdo do gene HBB ¢é uma hemoglobinopatia, tal como doenca
de célula falciforme ou beta talassemia.

[0071]Como usado aqui, o termo “alterada
silenciosamente” refere-se a alteracdo de uma sequéncia de
codificacdo ou uma sequéncia de codificagdo inserida em um
fragmento stuffer de um gene (por exemplo, por substituicdo
de nucleotideo) sem mudar a sequéncia de amincacido do
polipeptideo codificado pela sequéncia de codificacdo ou
sequéncia de codificacdo inserida em fragmento stuffer.
Esta alteracdo silenciosa é vantajosa em que ela reduz a
possibilidade de integracdo do genoma de correg¢do em loci
de outros genes ou pseudogenes pardlogos ao gene alvo (por
exemplo, outro locus de gene globina ou um Ilocus de
pseudogene de beta globina). Tal alteracdo silente também
reduz a homologia entre o elemento de edicdo e o gene alvo,
assim reduzindo integracdo indesejada mediada pelo elemento
de edicdo em vez de por um braco de homologia.

[0072]Como usado aqui, o) termo “sequéncia de
codificacdo” refere-se a uma porg¢do de um DNA complementar
(cDNA), ou uma sequéncia alterada silenciosamente do mesmo,
que codifica um polipeptideo, partindo em um cdbédon de
partida e terminando em um cdéddon de parada. Um gene pode
ter uma ou mais sequéncias de codificacdo de tipo selvagem

devido a emenda alternativa e/ou 1iniciacdo de traducédo
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alternativa. Uma sequéncia de codificacdo de tipo selvagem
de HBB exemplar ¢é especificada em nucleotideos 51-494 da
Sequéncia de Referéncia NCBI: NM 000518.4.

[0073]Como usado aqui, o termo “‘nucleotideo
codificante” refere-se a um nucleotideo de um gene que
corresponde S um nucleotideo em uma sequéncia de
codificagcdo do gene, exceto nucleotideo 3' do cdbdbdon de
parada. Consequentemente, em certas modalidades, um
nucleotideo codificante do gene HBB ¢é qualquer um dos
nucleotideos 1-443 do gene HBB.

[0074]Como usado aqui, o termo “sequéncia de
codificagcdo inserida em fragmento stuffer” de um gene
refere-se a uma sequéncia de nucleotideo compreendendo um
ou mais introns inseridos em uma sequéncia de codificacéao
do gene. Em certas modalidades, pelo menos um dos introns é
um intron ndo nativo, isto é, tendo uma sequéncia diferente
de um intron nativo do gene. Em certas modalidades, todos
os introns na sequéncia de codificacdo inserida em
fragmento stuffer s&o introns ndo nativos. Um intron néo
nativo pode ter a sequéncia de um intron de uma diferente
espécie ou a sequéncia de um intron em um gene diferente de
espécies iguais. Alternativamente ou adicionalmente, pelo
menos uma porc¢do de uma sequéncia de intron ndo nativo pode
ser sintética. Um técnico no assunto ird reconhecer que as
sequéncias de introns ndo nativos podem ser planejadas para
mediar a emenda de RNA por introducdo de quaisquer motivos
de emenda de consenso conhecidos na técnica. Os motivos de
emenda de consenso exemplares sdo providos em Sibley et
al., (2016) Nature Reviews Genetics, 17, 407-21, que &

incorporado por referéncia aqui em sua totalidade. Insercéo
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de um intron ndo nativo pode promover a eficiéncia e
robustez de empacotamento do vetor, como sequéncias de
fragmento stuffer permitem ajustes do vetor para alcancar
um tamanho &étimo (por exemplo, 4,5-4,8 kb). Em certas
modalidades, pelo menos um dos introns é um intron nativo
do gene. Em certas modalidades, todos os introns na
sequéncia de codificagdo inserida em fragmento stuffer séo
introns nativos do gene. Os introns ndo nativos ou nativos
podem ser inseridos em qualquer ligacdo internucleotideos
na sequéncia de codificacdo. Em certas modalidades, um ou
mais introns ndo nativos ou nativos s&o 1inseridos na
ligag¢des internucleotideos previstas para promover emenda
eficaz (ver, por exemplo, Zhang (1998) Human Molecular
Gentics, 7(5):919-32, que é incorporado por referéncia aqui
em sua totalidade). Em certas modalidades, wum ou mais
introns ndo nativos ou nativos sdo inseridos nas ligacgdes
internucleotideos que ligam dois éxons enddgenos.
[0075]Como wusado aqui, o termo “elemento de salto
ribossémico” refere-se a uma sequéncia de nucleotideos
codificando uma sequéncia de peptideo curta capaz de causar
geracdo de duas cadeias de peptideo a partir da traducdo de
uma molécula de mRNA. Como usado aqui, o termo “peptideo de
salto ribossdémico” refere-se a um peptideo codificado por
um elemento de salto ribossdmico. Em certas modalidades, o
peptideo de salto ribossdmico compreende um motivo de
consenso de Xi1XpEX3NPGP, em que X1 é D ou G, X2 é V ou I, e
X3 é qualquer aminoadcido (SEQ ID NO: 49). Em certas
modalidades, o peptideo de salto ribossémico é selecionado
dentre o grupo consistindo em peptideo, virus thosea-asigna

2A (T2A), peptideo, teschovirus-1 porcino 2A (P2A),
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peptideo, virus doenca de febre aftosa 2A (F2A), peptideo,
virus da rinite equina 247 (E2A7), peptideo, virus
polihedrose citoplasmica 2A (BmCPV 2A), e peptideo, wvirus
flacherie de B. mori 2A (BmIFV 2A). Exemplares sequéncias
de aminoadcidos de ©peptideo T2A e peptideo P2A sé&o
especificadas em SEQ ID NOs: 71 e 73, respectivamente.
Sequéncias de nucleotideos exemplares de elemento T2A e
elemento P2A sdo especificadas em SEQ ID NOs: 72 e 74,
respectivamente. Em certas modalidades, o elemento de salto
ribossdémico codifica um peptideo que compreende
adicionalmente uma sequéncia de Gly-Ser-Gly no término N,
opcionalmente em que a sequéncia de Gly-Ser-Gly &
codificada pela sequéncia de nucleotideo de GGCAGCGGA (SEQ
ID NO: 75). Embora ndo desejando ser limitado por teoria, é
formulada a Thipdétese de que os elementos de salto
ribossdmico funcionam por: terminar a traducdo da primeira
cadeia de peptideo e re-iniciar a traducdo da segunda
cadeia de peptideo; ou por clivagem de uma ligacdo de
peptideo no peptideo de salto ribossdmico por uma atividade
de protease intrinseca do peptideo codificado ou por outra
protease no ambiente (por exemplo, citossol).

[0076]Como usado aqui, o termo “sequéncia de
poliadenilacdo” refere-se a uma sequéncia de DNA gque qgquando
transcrita em RNA constitui wuma sequéncia de sinal de
poliadenilacédo.

[0077]Na presente divulgacédo, posicdes de nucleotideo
em um gene sdo especificadas relativas ao primeiro
nucleotideo do cédon de partida. O primeiro nucleotideo de
um cdbédon de partida é posigcdo 1, nucleotideos 5’ para o

primeiro nucleotideo de um cdédon de partida tem numeros
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negativos, e os nucleotideos 3’ para o primeiro nucleotideo
de um cdéddon de partida tem numeros positivos. Por exemplo,
nucleotideo 1 do gene HBB como usado aqui é nucleotideo
70.595 da Sequéncia de Referéncia NCBI: NG 000007.3. O
nucleotideo adjacentemente 5’ para o cdédon de partida é
nucleotideo -1.

[0078]Na presente divulgagdo, éxons e introns em um
gene sdo especificados relativos ao éxon englobando o
primeiro nucleotideo do cbdédon de partida. O éxon englobando

0 primeiro nucleotideo do cdédon de partida é éxon 1. Exons

3'" para éxon 1 s&o de 5' a 3': éxon 2, éxon 3, etc. Introns
3'" para éxon 1 s&do de 5' a 3': intron 1, intron 2, etc.
Consequentemente, um gene compreende de 5' a 3': éxon 1,

intron 1, éxon 2, intron 2, éxon 3, etc. Um éxon 1 exemplar
do gene HBB humano é de nucleotideos 70.545 a 70.686 da
Sequéncia de Referéncia NCBI: NG 000007.3. Um intron 1
exemplar do gene HBB humano é de nucleotideos 70.687 a
70.816 da Sequéncia de Referéncia NCBI: NG 000007.3. Um
técnico no assunto ird reconhecer que um gene pode ser
transcrito em miltiplos mRNAs diferentes. Como tal, um gene
(por exemplo, HBB) pode ter multiplos conjuntos diferentes
de éxons e introns.

[0079]Como usado aqui, o termo “integracdo” refere-se a
introducdo de um elemento de edigcdo em um locus alvo por
recombinacdo hombéloga entre um genoma de correcdo € O gene
alvo. Integracdo de um elemento de edigdo pode resultar em
substituicéao, insercéo e/ou delecéao de um ou mais
nucleotideos no gene alvo.

[0080]Como usado aqui, o termo “eficiéncia de

integragdo do elemento de edigd&o no locus alvo” refere-se a
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porcentagem de células em uma populacdo transduzida em que
integracdo do elemento de edicdo no locus alvo tinha
ocorrido.

[0081]Como usado aqui, o termo “frequéncia alélica de
integracdo do elemento de edigdo no locus alvo” refere-se a
porcentagem de alelos em uma populagdo de células
transduzidas em que integracdo do elemento de edigdo no
locus alvo tinha ocorrido.

[0082]Como usado aqui, o termo “condig¢des de transducgao
de AAV padrédo” refere-se a transducgdo de 2 x 10° células-
tronco humanas CD34+ com um AAV em um multiplicidade de
infecgdo (MOI) de 1,5 x 105 em que as células séo
cultivadas em meio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM)
suplementado com soro de bezerro fetal a 20% (FCS), 100
pg/mlL  estreptomicina, 100 U/mL penicilina, 2mmol/L L-
glutamina, 10 ng/mL IL-3 humana, 10 ng/mL IL-6 humana, e 1
ng/mL SCF humano, a 37°C em um meio de incubador de didxido
de carbono a 5% (CO2), em que o AAV é formulado em solucgédo
salina tamponada com fosfato (PBS), e em que o AAV &
adicionado ao meio de cultura de células contendo as
células CD34* em um volume que €& menor do que ou igual a
1/9 do volume do meio de cultura.

[0083]Como usado aqui, o termo “quantidade eficaz” no
contexto da administracdo de um AAV para um individuo
refere-se aquantidade do AAV  que obtém um efeito
profilatico ou terapéutico desejado.

[0084]Como usado aqui, o termo “um progenitor de
eritrécitos” refere-se a uma célula capaz de se diferenciar
em um eritrdécito. Em certas modalidades, a progenitor de

eritrécitos é uma célula-tronco pluripotente. Em certas
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modalidades, o progenitor de eritrbécitos ¢é uma célula
tronco pluripotente induzida. Em certas modalidades, o
progenitor de eritrécitos é uma célula-tronco
hematopoiética. Em certas modalidades, o progenitor de
eritrédcitos é uma célula-tronco hematopoiética CD34%. Em
certas modalidades, o progenitor de eritrdécitos ¢é uma
célula de progenitor de mieloides. Em certas modalidades, o
progenitor de eritrdcitos é uma célula de progenitor de
megacaribécitos-eritroides. Em certas modalidades, o
progenitor de eritrdécitos é uma célula de precursor de
eritroides.

II. Composigdes de virus adeno-associados

[0085]Em um aspecto, a divulgacéo prové novas
composicdes de AAVs defeituosos na replicacdo utilizaveis
para corrigir mutagdes em um gene HBB. Os AAVs divulgados
aqui geralmente compreendem: um capsideo de AAV
compreendendo uma proteina de capsideo de AAV Clade F; e um
genoma de correcdo para edicdo de um locus alvo em um gene
HBB.

[0086]Qualquer proteina de capsideo de AAV Clade F ou
derivado da mesma pode ser usada nas composicdes de AAV
divulgadas aqui. Por exemplo, em certas modalidades, a
proteina de <capsideo de AAV Clade F compreende uma
sequéncia de aminoadcido tendo pelo menos 80%, 85%, 90%,
95%, ou 99% de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido de aminocdcidos 203-736 de SEQ ID NO:2. Em certas
modalidades, a proteina de capsideo de AAV Clade F
compreende uma sequéncia de aminocadcido tendo pelo menos
80%, 85%, 90%, 95%, ou 99% de identidade de sequéncia com a

sequéncia de aminoacido de aminoacidos 203-736 de SEQ ID
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NO:2, em que: o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 206 de SEQ ID NO: 2 é& C; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 296 de SEQ ID NO: 2 é H; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 312 de
SEQ ID NO: 2 é Q; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 346 de SEQ ID NO: 2 é A; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 464 de SEQ ID NO: 2 é N; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 468 de
SEQ ID NO: 2 é S; o aminocdcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 501 de SEQ ID NO: 2 é I; o
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 590 de
SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoadcido 626 de SEQ ID NO: 2 & G ou Y;
o aminocdcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 681 de SEQ ID NO: 2 é M; o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 687 de
SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 690 de SEQ ID NO: 2 é K; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 706 de SEQ ID NO: 2 é C; ou, o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 718 de
SEQ ID NO: 2 é G. Em certas modalidades, o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 626 de
SEQ ID NO: 2 é G, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocacido 718 de SEQ ID NO: 2 é& G. Em

certas modalidades, o aminoacido na proteina de capsideo
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correspondendo ao aminoacido 296 de SEQ ID NO: 2 é& H, o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 464 de SEQ ID NO: 2 é N, o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 505 de
SEQ ID NO: 2 é R, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocacido 681 de SEQ ID NO: 2 é M. Em
certas modalidades, o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 505 de SEQ ID NO: 2 é R, e o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 687 de SEQ ID NO: 2 é R. Em certas modalidades,
o aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 346 de SEQ ID NO: 2 é& A, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 505 de
SEQ ID NO: 2 é R. Em certas modalidades, o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 501 de
SEQ ID NO: 2 é I, o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocadcido 505 de SEQ ID NO: 2 & R, e o
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 706 de SEQ ID NO: 2 & C. Em certas modalidades,
a proteina de capsideo de AAV Clade F compreende a
sequéncia de aminodcido de aminoacidos 203-736 de SEQ 1ID
NO: 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 15, 16, ou 17.

[0087]Por exemplo, em certas modalidades, a proteina de
capsideo de AAV Clade F compreende uma sequéncia de
aminoacido tendo pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, ou 99% de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoadcido de
aminodcidos 138-736 de SEQ ID NO:2. Em certas modalidades,
a proteina de capsideo de AAV Clade F compreende uma
sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 80%, 85%, 90%,

95%, ou 99% de identidade de sequéncia com a sequéncia de



38/117

aminoacido de aminoadcidos 138-736 de SEQ ID NO:2, em que: ©O
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 151 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 160 de
SEQ ID NO: 2 é D; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoadcido 206 de SEQ ID NO: 2 é C; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 296 de SEQ ID NO: 2 é H; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 312 de
SEQ ID NO: 2 é Q; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 346 de SEQ ID NO: 2 é A; o©
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 464 de SEQ ID NO: 2 é N; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 468 de
SEQ ID NO: 2 é S; o aminodcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 501 de SEQ ID NO: 2 é I; o
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 590 de
SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 626 de SEQ ID NO: 2 & G ou Y;
o aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 681 de SEQ ID NO: 2 é M; o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 687 de
SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 690 de SEQ ID NO: 2 é K; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 706 de SEQ ID NO: 2 é C; ou, o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 718 de

SEQ ID NO: 2 é G. Em certas modalidades, o aminoacido na
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proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 626 de
SEQ ID NO: 2 é G, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocacido 718 de SEQ ID NO: 2 é& G. Em
certas modalidades, o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 296 de SEQ ID NO: 2 é& H, o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 464 de SEQ ID NO: 2 & N, o aminoadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 505 de
SEQ ID NO: 2 é R, e o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocdcido 681 de SEQ ID NO: 2 & M. Em
certas modalidades, o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 505 de SEQ ID NO: 2 é R, e o
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 687 de SEQ ID NO: 2 é R. Em certas modalidades,
o aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 346 de SEQ ID NO: 2 é A, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 505 de
SEQ ID NO: 2 é R. Em certas modalidades, o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 501 de
SEQ ID NO: 2 é I, o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocdcido 505 de SEQ ID NO: 2 & R, e o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 706 de SEQ ID NO: 2 é C. Em certas modalidades,
a proteina de capsideo de AAV Clade F compreende a
sequéncia de aminoacido de aminoacidos 138-736 de SEQ ID
NO: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, ou 17.
[0088]Por exemplo, em certas modalidades, a proteina de
capsideo de AAV Clade F compreende uma sequéncia de
aminoacido tendo pelo menos 90%, 95%, ou 99% de identidade

de sequéncia com a sequéncia de aminodcido de aminoacidos
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1-736 de SEQ ID NO:2. Em certas modalidades, a proteina de
capsideo de AAV Clade F compreende uma sequéncia de
aminoadcido tendo pelo menos 90%, 95%, ou 99% de identidade
de sequéncia com a sequéncia de aminocdcido de aminoacidos
1-736 de SEQ ID NO:2, em que: o aminoadcido na proteina de
capsideo correspondendo ao aminodcido 2 de SEQ ID NO: 2 é
T; o aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 65 de SEQ ID NO: 2 é I; o aminoacido na proteina
de capsideo correspondendo ao aminocacido 68 de SEQ ID NO: 2
é V; o aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 77 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoacido na proteina
de capsideo correspondendo ao aminoacido 119 de SEQ ID NO:
2 é L; o aminodcido na proteina de capsideo correspondendo
ao aminodcido 151 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoéadcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 160 de
SEQ ID NO: 2 é D; o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 206 de SEQ ID NO: 2 é C; o
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 296 de SEQ ID NO: 2 é H; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 312 de
SEQ ID NO: 2 é Q; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 346 de SEQ ID NO: 2 é A; ©
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 464 de SEQ ID NO: 2 é N; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 468 de
SEQ ID NO: 2 é S; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 501 de SEQ ID NO: 2 é I; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 505 de SEQ ID NO: 2 é R; o aminoacido na

proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 590 de
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SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminodcido 626 de SEQ ID NO: 2 é& G ou Y;
o aminocadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminoacido 681 de SEQ ID NO: 2 é& M; o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 687 de
SEQ ID NO: 2 é R; o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 690 de SEQ ID NO: 2 é K; o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 706 de SEQ ID NO: 2 é C; ou, o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 718 de
SEQ ID NO: 2 é G. Em certas modalidades, o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminoacido 2 de SEQ
ID NO: 2 & T, e o aminocdcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocdcido 312 de SEQ ID NO: 2 & Q. Em
certas modalidades, o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 65 de SEQ ID NO: 2 & I, e o
aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 626 de SEQ ID NO: 2 é Y. Em certas modalidades,
o aminocadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 77 de SEQ ID NO: 2 é R, e o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 690 de
SEQ ID NO: 2 é K. Em certas modalidades, o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 119 de
SEQ ID NO: 2 é L, e o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocdcido 468 de SEQ ID NO: 2 é S. Em
certas modalidades, o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocacido 626 de SEQ ID NO: 2 & G, e o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 718 de SEQ ID NO: 2 & G. Em certas modalidades,

o aminocadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
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aminodcido 296 de SEQ ID NO: 2 é H, o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 464 de
SEQ ID NO: 2 é N, o aminoadcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoacido 505 de SEQ ID NO: 2 é R, e o
aminoacido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 681 de SEQ ID NO: 2 €& M. Em certas modalidades,
o aminodcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é& R, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 687 de
SEQ ID NO: 2 é R. Em certas modalidades, o aminodcido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 346 de
SEQ ID NO: 2 é A, e o aminoacido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminocadcido 505 de SEQ ID NO: 2 & R. Em
certas modalidades, o aminodcido na proteina de capsideo
correspondendo ao aminoadcido 501 de SEQ ID NO: 2 é I, o
aminoadcido na proteina de capsideo correspondendo ao
aminodcido 505 de SEQ ID NO: 2 é R, e o aminoacido na
proteina de capsideo correspondendo ao aminodcido 706 de
SEQ ID NO: 2 é C. Em certas modalidades, a proteina de
capsideo de AAV Clade F compreende a sequéncia de
aminodcido de aminodcidos 1-736 de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, ou 17.

[008B9]Em certas modalidades, o capsideo de AAV
compreende duas ou mais de: (a) uma proteina de capsideo
Clade F compreendendo a sequéncia de aminoacido de
aminocadcidos 203-736 de SEQ ID NO: 2, 3, 4, o6, 7, 10, 11,
12, 13, 15, 16, ou 17; (b) uma proteina de capsideo Clade F
compreendendo a sequéncia de aminodcido de aminoacidos 138-
736 de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 15,

16, ou 17; e (c) uma proteina de capsideo Clade F
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compreendendo a sequéncia de aminocdcido de aminocacidos 1-
736 de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
15, 16, ou 17. Em certas modalidades, o capsideo de AAV
compreende: (a) uma proteina de capsideo Clade F tendo uma
sequéncia de aminodcido consistindo em aminodcidos 203-736
de SEQ ID NO: 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 15, 16, ou 17;
(b) uma proteina de capsideo Clade F tendo uma sequéncia de
aminoacido consistindo em aminocacidos 138-736 de SEQ ID NO:
2, 3, 4, 5, ¢, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, ou 17; e (c)
uma proteina de capsideo Clade F tendo uma sequéncia de
aminoacido consistindo em aminoadcidos 1-736 de SEQ ID NO:
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, ou 17.
[0090]Em certas modalidades, o capsideo de AAV
compreende um ou mais de: (a) uma proteina de capsideo
Clade F compreendendo a sequéncia de aminoadcido de
aminoadcidos 203-736 de SEQ ID NO: 8; (b) uma proteina de
capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de aminodcido de
aminoadcidos 138-736 de SEQ ID NO: 8; e (c) uma proteina de
capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de aminocacido de
aminoacidos 1-736 de SEQ ID NO: 8. Em certas modalidades, o
capsideo de AAV compreende duas ou mais de: (a) uma
proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de
aminoadcido de aminoacidos 203-736 de SEQ ID NO: 8; (b) uma
proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de
aminoacido de aminocacidos 138-736 de SEQ ID NO: 8; e (c)
uma proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia
de aminocacido de aminoacidos 1-736 de SEQ ID NO: 8. Em
certas modalidades, o capsideo de AAV compreende: (a) uma
proteina de capsideo Clade F tendo wuma sequéncia de

aminodcido consistindo em aminodcidos 203-736 de SEQ ID NO:
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8; (b) uma proteina de capsideo Clade F tendo uma sequéncia
de aminodcido consistindo em aminodcidos 138-736 de SEQ ID
NO: 8; e (c) uma proteina de capsideo Clade F tendo uma
sequéncia de aminoacido consistindo em aminoacidos 1-736 de
SEQ ID NO: 8.

[0091]Em certas modalidades, o capsideo de AAV
compreende um ou mais de: (a) uma proteina de capsideo
Clade F compreendendo a sequéncia de aminoacido de
aminoacidos 203-736 de SEQ ID NO: 13; (b) uma proteina de
capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de aminodcido de
aminoacidos 138-736 de SEQ ID NO: 13; e (c) uma proteina de
capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de aminoacido de
aminodcidos 1-736 de SEQ ID NO: 13. Em certas modalidades,
o capsideo de AAV compreende duas ou mais de: (a) uma
proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de
aminoadcido de aminoacidos 203-736 de SEQ ID NO: 13; (b) uma
proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de
aminodcido de aminoédcidos 138-736 de SEQ ID NO: 13; e (c)
uma proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia
de aminoacido de aminoacidos 1-736 de SEQ ID NO: 13. Em
certas modalidades, o capsideo de AAV compreende: (a) uma
proteina de capsideo Clade F tendo wuma sequéncia de
aminoadcido consistindo em aminocacidos 203-736 de SEQ ID NO:
13; (b) uma proteina de capsideo Clade F tendo uma
sequéncia de aminoadcido consistindo em aminoacidos 138-736
de SEQ ID NO: 13; e (c¢) uma proteina de capsideo Clade F
tendo uma sequéncia de aminoacido consistindo em
aminoacidos 1-736 de SEQ ID NO: 13.

[0092]Em certas modalidades, o capsideo de AAV

compreende um ou mais de: (a) uma proteina de capsideo
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Clade F compreendendo a sequéncia de aminoacido de
aminoacidos 203-736 de SEQ ID NO: 16; (b) uma proteina de
capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de aminoadcido de
aminoacidos 138-736 de SEQ ID NO: 16; e (c) uma proteina de
capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de aminoacido de
aminodcidos 1-736 de SEQ ID NO: 1l6. Em certas modalidades,
o0 capsideo de AAV compreende duas ou mais de: (a) uma
proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de
aminoacido de aminoacidos 203-736 de SEQ ID NO: 16; (b) uma
proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia de
aminodcido de aminoacidos 138-736 de SEQ ID NO: 16; e (c)
uma proteina de capsideo Clade F compreendendo a sequéncia
de aminodcido de aminocdcidos 1-736 de SEQ ID NO: 16. Em
certas modalidades, o capsideo de AAV compreende: (a) uma
proteina de capsideo Clade F tendo uma sequéncia de
aminodcido consistindo em aminodcidos 203-736 de SEQ ID NO:
16; (b) uma proteina de capsideo Clade F tendo uma
sequéncia de aminodcido consistindo em aminocacidos 138-736
de SEQ ID NO: 16; e (c¢) uma proteina de capsideo Clade F
tendo uma sequéncia de aminoacido consistindo em
aminodcidos 1-736 de SEQ ID NO: 16.

[0093]Genomas de correcdo utilizdveis nas composicgdes
de AAV divulgadas aqui geralmente compreendem: (i) um
elemento de edicdo para editar um locus alvo em um gene
alvo, (ii) wuma sequéncia de nucleotideo 5’ do braco de
homologia 5’ do elemento de edicdo tendo homologia para uma
primeira regido gendmica 5' para o Iocus alvo, e (iii) uma
sequéncia de nucleotideo 3’ do bragco de homologia 3’ do
elemento de edigdo tendo homologia para uma segunda regido

gendmica 3' para o locus alvo. Em certas modalidades, o
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genoma de correcdo compreende uma sequéncia de nucleotideo
5’ de repeticdo terminal invertida 5’ (5’ ITR) da sequéncia
de nucleotideo de braco de homologia 5’, e uma sequéncia de
nucleotideo 3’ de repetigdo terminal invertida 3’ (3’ ITR)
da sequéncia de nucleotideo de braco de homologia 3'.

[0094]Elementos de edicdo usados nos genomas de
correcdo divulgados aqui podem mediar inserc¢do, delecdo, ou
substituicdo de um ou mais nucleotideos no locus alvo. O
locus alvo pode se localizar completamente ou parcialmente
em um gene alvo, que pode ser o gene HBB ou outro gene
expressado em um progenitor de eritrdcitos.

[O095]Em certas modalidades, quando corretamente
integrado por recombina¢do homéloga no locus alvo, ©
elemento de edigdo corrige uma mutacdo em um gene HBB de
volta para a sequéncia HBB de tipo selvagem ou para uma
sequéncia silenciosamente alterada que codifica a proteina
HBB de tipo selvagem ou um equivalente funcional da mesma.
A maior parte das mutacdes no gene HBB pode ser corrigida
por um elemento de edicdo como divulgado aqui. Em certas
modalidades, o elemento de edicdo € um ou mais nucleotideos
que corrigem uma mutacdo de substituicdo ou delecdo no gene
HBB. Em certas modalidades, o elemento de edicdo & uma
ligagd&o internucleotideos que deleta uma mutagdo de
insercdo no gene HBB. Em certas modalidades, o elemento de
edicdo compreende um ou mais éxons codificantes de um gene
HBB. Por exemplo, o elemento de edicdo pode compreender uma
porcdo de um gene HBB que engloba a regido de codificacdo
de éxon 1, o intron completo 1, o éxon completo 2, o intron
completo 2, e a regido de codificacgdo de éxon 3. Os éxons

podem ser de tipo selvagem ou alterados silenciosamente



47/117

como divulgado aqui.

[0096]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende pelo menos uma porgcdo de uma sequéncia de
codificacdo ou sequéncia de codificacéao inserida em
fragmento stuffer de um gene HBB. Em certas modalidades, o
elemento de edicdo compreende toda ou substancialmente toda
de uma sequéncia de codificagdo ou sequéncia de codificacgdo
inserida em fragmento stuffer de um gene HBB. Por exemplo,
em certas modalidades, o elemento de edic¢cdo compreende
nucleotideos 4 a 444 de uma sequéncia de codificacdo de
HBB, ou uma porc¢do de uma sequéncia de codificacdo de HBB
inserida em fragmento stuffer de nucleotideo 4 para o cdbéddon
de parada, opcionalmente compreendendo adicionalmente uma
sequéncia 3’ de poliadenilacdo exbdgena para a porcdo de
sequéncia de codificacdo de HBB ou sequéncia de codificacéo
inserida em fragmento stuffer. Em certas modalidades, o
elemento de edicdo compreende uma sequéncia de nucleotideo
codificando SEQ ID NO: 48, e pode opcionalmente compreender
adicionalmente uma sequéncia 3’ de poliadenilacdo exdgena
para a sequéncia de nucleotideo codificando SEQ ID NO: 48.
Em certas modalidades, tais elementos de edigcdo podem ser
integrados no éxon 1 imediatamente apbdés o cbddon de partida
endébgeno do gene HBB (por exemplo, entre nucleotideo 3 e
nucleotideo 4 do gene HBB) por recombinac¢do hombdéloga, pelo
qual a integracdo do elemento de edicdo resulta na geracdo
de uma sequéncia de codificacdo de HBB completa em gquadro
com o cbdbdon de partida do gene HBB endbdgeno. Em certas
modalidades, tais elementos de edigdo podem ser integrados
no éxon 1 imediatamente apds o cbddon de partida enddbgeno de

um gene alvo ndo HBB (por exemplo, entre nucleotideo 3 e
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nucleotideo 4 do gene alvo) por recombinagdo homdéloga, pelo
que a integracdo do elemento de edicdo resulta na geracao
de uma sequéncia completa de codificacdo de HBB em quadro
com o cbédon de partida do gene alvo endbdbgeno. A porg¢do da
sequéncia de codificacdo de HBB no elemento de edicdo pode
ser tipo selvagem ou silenciosamente mudada como divulgado
aqui. A porgdo de sequéncia de aminoacido de HBB codificada
pelo elemento de edigcdo pode ser tipo selvagem ou um
equivalente funcional do mesmo.

[0097]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende pelo menos uma porgdo de uma sequéncia de
codificacdo de HBB ou sequéncia de codificacd&o inserida em
fragmento stuffer (por exemplo, uma sequéncia de
codificacdo de HBB completa ou sequéncia de codificacéo
inserida em fragmento stuffer), e um elemento de salto
ribossémico ou uma sequéncia de poliadenilacdo exdgena. Em
certas modalidades, o elemento de edigdo compreende 5’ a 37
um elemento de salto ribossdémico, e pelo menos uma PoOrgao
de uma sequéncia de codificacdo de HBB ou sequéncia de
codificacdo inserida em fragmento stuffer (por exemplo, uma
sequéncia de codificacdo de HBB completa ou sequéncia de
codificacdo inserida em fragmento stuffer). Em certas
modalidades, o elemento de edicdo compreende 5’ a 3’: um
elemento de salto ribossdmico; uma sequéncia de codificacéo
de HBB completa ou sequéncia de codificagdo inserida em
fragmento stuffer; e uma sequéncia de poliadenilacéo
exbgena. Em certas modalidades, o elemento de edicdo acima
mencionado pode ser integrado adjacentemente 3' para um
nucleotideo <codificante de um gene alvo (por exemplo,

adjacentemente 5' para o cbébdon de parada do gene HBB
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nativo) por recombinagcdo hombdéloga para produzir um gene
alvo recombinante compreendendo 5' a 3': uma porc¢cdo 5' do
gene alvo terminando no nucleotideo codificante, um
elemento de salto ribossdémico, uma sequéncia de codificacgédo
completa de HBB ou sequéncia de codificagdo inserida em
fragmento stuffer, e uma sequéncia de ©poliadenilacdo
exbgena, em que o elemento de salto ribossdémico é
posicionado de modo que ele estda em quadro com a regido de
codificagcdo do gene alvo e a sequéncia de codificacédo
completa de HBB ou sequéncia de codificacdo inserida em
fragmento stuffer. Expressdo deste gene alvo recombinante
produz um primeiro polipeptideo compreendendo a sequéncia
de aminodcido codificada por uma porc¢do N-terminal do gene
alvo fusionada a uma primeira porcdo do peptideo de salto
ribossdémico codificado, e um segundo polipeptideo
compreendendo uma segunda porcdo do peptideo de salto
ribossémico codificado (por exemplo, um residuo uUnico de
prolina) fusionado a sequéncia de aminodcido de HBB
completa. A sequéncia de codificacdo de HBB ou as regides
de codificacdo da sequéncia de codificacdo de HBB inserida
em fragmento stuffer no elemento de edicdo pode ser tipo
selvagem ou silenciosamente mudada, como divulgado aqui. A
sequéncia de aminocdcido de HBB codificada pelo elemento de
edicdo pode ser tipo selvagem ou um equivalente funcional
da mesma (por exemplo, faltando a primeira metionina). O
locus alvo pode ser uma ligagdo internucleotideos ou uma
sequéncia de nucleotideo adjacentemente 3! para um
nucleotideo codificante do gene alvo. Em certas
modalidades, o locus alvo consiste no c¢bdon de parada

nativo do gene HBB.
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[0098]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende pelo menos uma porc¢do de uma sequéncia de
codificacdo de HBB ou sequéncia de codificacdo inserida em
fragmento stuffer (por exemplo, uma sequéncia de
codificacdo completa de HBB ou sequéncia de codificacéao
inserida em fragmento stuffer), e um ou mais de: um sitio
aceitador de emenda; um sitio doador de emenda; um elemento
de salto ribossdmico; e uma sequéncia de poliadenilacgédo
exbgena. Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende 5’ a 3’: um sitio aceitador de emenda; um
elemento de salto ribossdémico; e pelo menos uma porgdo de
uma sequéncia de codificacdo de HBB ou sequéncia de
codificacdo inserida em fragmento stuffer (por exemplo, uma
sequéncia de codificacdo completa de HBB ou sequéncia de
codificagcdo inserida em fragmento stuffer). Em certas
modalidades, o elemento de edigcdo compreende 5’ a 3’: um
sitio aceitador de emenda; um elemento de salto
ribossbémico; uma sequéncia de codificacdo completa de HBB
ou sequéncia de codificacdo inserida em fragmento stuffer;
e uma sequéncia de poliadenilacdo exbdgena. Em certas
modalidades, o elemento de edicdo acima mencionado pode ser
integrado em um intron de um gene alvo (por exemplo, intron
1 do gene HBB enddbgeno) por recombinacdo hombéloga para
produzir um gene HBB recombinante compreendendo 5' a 3': o
um ou mais éxons 5' para o intron do gene alvo; um a porgao
5' do intron incluindo o sitio doador de emenda enddgeno;
um sitio aceitador de emenda; um elemento de salto
ribossdémico, uma sequéncia de codificagcdo completa de HBB
ou sequéncia de codificacdo inserida em fragmento stuffer;

e uma sequéncia de poliadenilacdo exdgena, em que O
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elemento de salto ribossdmico é posicionado de modo que ele
estd em quadro com a sequéncia de codificacdo completa de
HBB ou sequéncia de codificacdo inserida em fragmento
stuffer e de modo que a emenda do sitio aceitador de emenda
para o sitio doador de emenda enddbgeno do gene alvo ocorra
em quadro com a regido de codificacdo do gene alvo.
Expressdo deste gene alvo recombinante produz um primeiro
polipeptideo compreendendo o sequéncia de aminocacido de
gene alvo codificada pelo(s) éxon(s) 5' enddbgeno(s) para o
sitio de insercdo fusionado a uma primeira porgdo do
peptideo de salto ribossdmico codificado, e um segundo
polipeptideo compreendendo uma segunda porc¢do do peptideo
de salto ribossdmico codificado (por exemplo, um residuo
unico de prolina) fusionado a uma sequéncia de aminoacido
HBB completa. A sequéncia de codificagdo de HBB ou
sequéncia de codificacdo inserida em fragmento stuffer no
elemento de edicéao pode ser tipo selvagem ou
silenciosamente mudada como divulgado aqui. A sequéncia de
aminoacido HBB codificada pelo elemento de edicdo pode ser
tipo selvagem ou um equivalente funcional da mesma (por
exemplo, faltando a primeira metionina). O locus alvo pode
ser uma ligacgdo internucleotideos ou uma sequéncia de
nucleotideo adjacentemente 3' para um nucleotideo em um
intron do gene alvo.

[O099]Em certas modalidades, uma ou mais porcdes de uma
sequéncia de codificacdo de HBB ou sequéncia de codificacéo
inserida em fragmento stuffer dentro de um elemento de
edigcdo pode ser alterada silenciosamente para ser néo
idéntica com os éxons correspondentes do gene HBB de tipo

selvagem. Tal alteracdo silenciosa é vantajosa em que ela
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reduz a possibilidade de integracdo do genoma de corregdo
em Jloci de outros genes ou pseudogenes de globina, por
exemplo, um Iocus de pseudogene de Dbeta globina. Tal
alteracdo silenciosa também reduz a homologia entre o
elemento de edicdo e o gene alvo, assim reduzindo
integracdo indesejada mediada pelo elemento de edicdo em
vez de por um braco de homologia.

[00100]Consequentemente, em certas modalidades, o
elemento de edicdo compreende regides de codificacdo de um
ou mails éxons de um gene HBB que foram alteradas
silenciosamente para serem menos que 100% (por exemplo,
menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou
50%) idénticas as correspondentes regides de codificacédo de
éxons do gene HBB de tipo selvagem. Em certas modalidades,
o elemento de edigdo compreende regides de codificacgdo de
um ou mais éxons de um gene HBB que foram alteradas
silenciosamente para serem menos que 70% idénticas as
correspondentes regides de codificacdo de éxons do gene HBB
de tipo selvagem. Em certas modalidades, o elemento de
edicdo compreende regides de codificacdo de um ou mais
éxons de um gene HBB que foram alteradas silenciosamente
para serem menos que 85% idénticas as correspondentes
regides de codificacdo de éxons do gene HBB de tipo
selvagem.

[00101]Em certas modalidades, o elemento de edicédo
compreende uma porc¢do de um gene HBB englobando a regido de
codificacdo de éxon 1, o intron completo 1, o éxon completo
2, o intron completo 2, e a regido de codificacdo de éxon
3, em que uma ou mais das regides de codificacdo de éxon 1,

o éxon completo 2, e a regido de codificacdo de éxon 3
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foram alteradas silenciosamente para serem menos que 100%
(por exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%,
60%, 55%, ou 50%) idénticas as correspondentes regides de
éxons do gene HBB de tipo selvagem. Em certas modalidades,
o0 elemento de edicdo compreende uma porc¢do de um gene HBB
englobando a regid&o de codificacdo de éxon 1, o intron
completo 1, o éxon completo 2, o intron completo 2, e a
regido de codificacdo de éxon 3, em gque um ou mais dentre
regides de codificacd&o de éxon 1, o éxon completo 2, e a
regido de codificacéo de éxon 3 foram alterados
silenciosamente para serem menos que 70% idénticos as
correspondentes regides de éxons do gene HBB de tipo
selvagem.

[00102]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende uma porcdo de um gene HBB englobando a regido de
codificacdo de éxon 1, o intron completo 1, o éxon completo
2, o intron completo 2, e a regido de codificacdo de éxon
3, em que cada um de regido de codificacdo de éxon 1, o
éxon completo 2, e a regido de codificacdo de éxon 3 foi
alterado silenciosamente para ser menos que 100% (por
exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%,
55%, ou 50%) idéntico as regides correspondentes de éxons
do gene HBB de tipo selvagem. Em certas modalidades, o
elemento de edicdo compreende uma porcdo de um gene HBB
englobando a regido de codificacdo de éxon 1, o intron
completo 1, o éxon completo 2, o intron completo 2, e a
regido de codificacdo de éxon 3, em que cada um dentre a
regido de codificacdo de éxon 1, o éxon completo 2, e a
regido de codificacéo de éxon 3 foi alterado

silenciosamente para ser menos que 70% idéntico as regides
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correspondentes de éxons do gene HBB de tipo selvagem.

[00103]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende uma ou mais dentre as sequéncias de nucleotideos
selecionadas dentre o grupo consistindo em SEQ ID NOs: 43-
46 e 105-107. Em certas modalidades, o elemento de edicédo
compreende duas ou mais das sequéncias de nucleotideos
selecionadas dentre o grupo consistindo em SEQ ID NOs: 43-
46 e 105-107. Em certas modalidades, o elemento de edicéao
compreende a sequéncia de nucleotideo especificada em SEQ
ID NO: 46. Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende as sequéncias de nucleotideos especificadas em
SEQ ID NOs: 43, 44, e 45. Em certas modalidades, o elemento
de edicgéao compreende as sequéncias de nucleotideos
especificadas em SEQ ID NOs: 105, 106, e 107.

[00104]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende pelo menos uma porgcdo de uma sequéncia de
codificacdo de HBB que foi alterada silenciosamente para
ser menos que 100% (por exemplo, menos que 95%, 90%, 85%,
80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%) idéntica a porcéo
correspondente da sequéncia de codificacdo de HBB de tipo
selvagem. Em certas modalidades, o elemento de edicgéo
compreende pelo menos uma porgdo de uma sequéncia de
codificacdo de HBB que foi alterada silenciosamente para
ser menos que 70% idéntica a porcdo correspondente da
sequéncia de codificagdo de HBB de tipo selvagem. Em certas
modalidades, o elemento de edicdo compreende pelo menos uma
porcdo de uma sequéncia de codificagcdo de HBB que foi
alterada silenciosamente para ser menos que 85% idéntica a
porgédo correspondente da sequéncia de codificacdo de HBB de

tipo selvagem.
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[00105]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende pelo menos uma porc¢do de uma sequéncia de
codificacdo de HBB inserida em fragmento stuffer que foi
alterada silenciosamente, de modo que a pelo menos uma
porcdo de sequéncia de codificacdo de HBB inserida em
fragmento stuffer pode ser transcrita e emendada em uma
sequéncia de codificagcdo de menos que 100% (por exemplo,
menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou
50%) i1déntica a porgcdo correspondente da sequéncia de
codificacdo de HBB de tipo selvagem. Em certas modalidades,
0 elemento de edicgdo compreende pelo menos uma porgdo de
uma sequéncia de codificacdo de HBB inserida em fragmento
stuffer que foi alterada silenciosamente, de modo que a
pelo menos uma porg¢do de sequéncia de codificacdo de HBB
inserida em fragmento stuffer pode ser transcrita e
emendada em uma sequéncia de codificagdo menos qgque 70%
idéntica a porcéao correspondente da sequéncia de
codificacdo de HBB de tipo selvagem. Em certas modalidades,
o elemento de edicdo compreende pelo menos uma porgcdo de
uma sequéncia de codificagdo de HBB inserida em fragmento
stuffer que foi alterada silenciosamente, de modo que a
pelo menos uma porcdo de sequéncia de codificacdo de HBB
inserida em fragmento stuffer ©pode ser transcrita e
emendada em uma sequéncia de codificagdo menos gque 85%
idéntica a porgéo correspondente da sequéncia de
codificacdo de HBB de tipo selvagem.

[00106]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende nucleotideos 4 a 444 de uma sequéncia de
codificacdo de HBB que foi alterada silenciosamente para

[

ser menos que 100% (por exemplo, menos que 95%, 90%, 85%,
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80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%) idéntica a porcéo
correspondente da sequéncia de codificacdo de HBB de tipo
selvagem. Em certas modalidades, o elemento de edicédo
compreende nucleotideos 4 a 444 de wuma sequéncia de
codificacdao de HBB que foi alterada silenciosamente para
ser menos que 70% idéntica a porcdo correspondente da
sequéncia de codificagcdo de HBB de tipo selvagem. Em certas
modalidades, o elemento de edicdo compreende a sequéncia de
nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 47. Em certas
modalidades, o elemento de edicdo compreende nucleotideos 4
a 444 de uma sequéncia de codificacdo de HBB que foi
alterada silenciosamente para ser menos que 85% idéntica a
porcdo correspondente da sequéncia de codificacdo de HBB de
tipo selvagem. Em certas modalidades, o elemento de edigdao
compreende a sequéncia de nucleotideo especificada em SEQ
ID NO: 100. Tais elementos de edigdo podem compreender
adicionalmente uma sequéncia 3’ de poliadenilacdo exdgena
para a sequéncia de codificacdo de gene HBB. Em certas
modalidades, o elemento de edicdo compreende 5’ a 3’:
nucleotideos 4 a 444 de uma sequéncia de codificacdo de
HBB; e uma sequéncia de poliadenilacdo exdbdgena, em que Os
nucleotideos 4 a 444 de uma sequéncia de codificacdo de HBB
foram alterados silenciosamente para serem menos que 100%
(por exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%,
60%, 55%, ou 50%) idénticos a regido da sequéncia de
codificacdo de HBB de tipo selvagem correspondente.
[00107]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende uma porgdo de sequéncia de codificagcdo de HBB
inserida em fragmento stuffer que foi alterada

silenciosamente, de modo que a porcdo de sequéncia de
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codificacdo de HBB inserida em fragmento stuffer pode ser
transcrita e emendada em nucleotideos 4 a 444 de uma
sequéncia de codificacdo de HBB que é menos que 100% (por
exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%,
55%, ou 50%) idéntica a porcgdo correspondente da sequéncia
de codificacdo de HBB de tipo selvagem. Em certas
modalidades, o elemento de edigdo compreende uma porgdo de
sequéncia de codificagcdo de HBB inserida em fragmento
stuffer que foil alterada silenciosamente, de modo que a
porcdo de sequéncia de codificacdo de HBB inserida em
fragmento stuffer pode ser transcrita e emendada em
nucleotideos 4 a 444 de uma sequéncia de codificacdo de HBB
que ¢é menos que 70% idéntica a porgdo correspondente da
sequéncia de codificacdo de HBB de tipo selvagem. Em certas
modalidades, a porgcdo de sequéncia de codificacdo de HBB
inserida em fragmento stuffer pode ser transcrita e
emendada na sequéncia de nucleotideo especificada em SEQ ID
NO: 47. Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende uma porcdo de sequéncia de codificacdo de HBB
inserida em fragmento stuffer que foi alterada
silenciosamente, de modo que a porgcdo de sequéncia de
codificacdo de HBB inserida em fragmento stuffer pode ser
transcrita e emendada em nucleotideos 4 a 444 de uma
sequéncia de codificacdo de HBB que ¢é menos que 85%
idéntica a porgéo correspondente da sequéncia de
codificacdo de HBB de tipo selvagem. Em certas modalidades,
a porcdo de sequéncia de codificacdo de HBB inserida em
fragmento stuffer pode ser transcrita e emendada na
sequéncia de nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 100.

Tais elementos de edicdo podem compreender adicionalmente
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uma sequéncia 3’ de poliadenilacdo exdgena para a sequéncia
de codificacdo de gene HBB. Em certas modalidades, o
elemento de edicdo compreende 5’ a 3’: uma porcdo de
sequéncia de codificagcdo de HBB inserida em fragmento
stuffer que foil alterada silenciosamente; e uma seguéncia
de poliadenilacd&o exdbdgena, em que a porcdo de sequéncia de
codificacdo de HBB inserida em fragmento stuffer pode ser
transcrita e emendada em nucleotideos 4 a 444 de uma
sequéncia de codificagd&o de HBB gque é menos que 100% (por
exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%,
55%, ou 50%) idéntica a regido da sequéncia de codificacéo
de HBB de tipo selvagem correspondente.

[00108]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende uma sequéncia de codificacdo completa de HBB que
foi alterada silenciosamente para ser menos que 100% (por
exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%,
55%, ou 50%) idéntica a sequéncia de codificacdo de HBB de
tipo selvagem. Em certas modalidades, o elemento de edigdo
compreende uma sequéncia de codificacdo completa de HBB que
foi alterada silenciosamente para ser menos que 70%
idéntica a sequéncia de codificagcdo de HBB de tipo
selvagem. Em certas modalidades, o elemento de edicéao
compreende 5' a 3' um cdbédon de partida e a sequéncia de
nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 47. Em certas
modalidades, o elemento de edigdo compreende a sequéncia de
nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 28. Em certas
modalidades, o elemento de edicdo compreende uma sequéncia
de codificagdo completa de HBB de um gene HBB que foi
alterada silenciosamente para ser menos que 85% idéntica a

sequéncia de codificagdo de HBB de tipo selvagem. Em certas
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modalidades, o elemento de edicdo compreende 5' a 3' um
cbdon de partida e a sequéncia de nucleotideo especificada
em SEQ ID NO: 100. Em certas modalidades, o elemento de
edicdo compreende a sequéncia de nucleotideo especificada
em SEQ ID NO: 99. Tais elementos de edicdo podem
compreender adicionalmente um ou mais de: um sitio
aceitador de emenda; um elemento de salto ribossdmico; e
uma sequéncia 3’ de poliadenilacdo exdgena para a sequéncia
de codificacdo de gene HBB. Em certas modalidades, o
elemento de edicdo compreende 5’ a 3’: um elemento de salto
ribossdémico; e uma sequéncia de codificacdo completa de HBB
opcionalmente faltando o cbébdon de partida, em que a
sequéncia de <codificacdo completa de HBB foi alterada
silenciosamente para ser menos que 100% (por exemplo, menos
que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%)
idéntica a regido da sequéncia de codificagcdo de HBB de
tipo selvagem correspondente. Em certas modalidades, o
elemento de edicgcdo compreende 5’ a 3’: um elemento de salto
ribossdmico; uma sequéncia de codificacdo completa de HBB
opcionalmente faltando o cdéddon de partida; e uma sequéncia
de poliadenilacéo exbdgena, em que a sequéncia de
codificacdo completa de HBB foi alterada silenciosamente
para ser menos que 100% (por exemplo, menos que 95%, 90%,
85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%) idéntica a
regido da sequéncia de codificagdo de HBB de tipo selvagem
correspondente. Em certas modalidades, o elemento de edicdo
compreende 5’ a 3’: um sitio aceitador de emenda; um
elemento de salto ribossémico; e uma sequéncia de
codificacdo completa de HBB opcionalmente faltando o cdbédon

de partida, em que a sequéncia de codificacdo completa de
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HBB foi alterada silenciosamente para ser menos que 100%
(por exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%,
60%, 55%, ou 50%) idéntica a regido da sequéncia de
codificacdo de HBB de tipo selvagem correspondente. Em
certas modalidades, o elemento de edic¢cdo compreende 5’ a
3’7: um sitio aceitador de emenda; um elemento de salto
ribossdémico; uma sequéncia de codificagdo completa de HBB
opcionalmente faltando o cdéddon de partida; e uma sequéncia
de poliadenilacédo exbdgena, em que a sequéncia de
codificacdo completa de HBB foi alterada silenciosamente
para ser menos que 100% (por exemplo, menos que 95%, 90%,
85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%) idéntica a
regido da sequéncia de codificacdo de HBB de tipo selvagem
correspondente.

[00109]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende uma sequéncia de codificacdo de HBB inserida em
fragmento stuffer que foi alterada silenciosamente, de modo
que a sequéncia de codificacdo de HBB inserida em fragmento
stuffer pode ser transcrita e emendada em uma sequéncia de
codificacdo completa de HBB que ¢é menos que 100% (por
exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%,
55%, ou 50%) idéntica a sequéncia de codificacdo de HBB de
tipo selvagem. Em certas modalidades, o elemento de edicgao
compreende uma sequéncia de codificacdo de HBB inserida em
fragmento stuffer que foil alterada silenciosamente, de modo
que a sequéncia de codificacdo de HBB inserida em fragmento
stuffer pode ser transcrita e emendada em uma sequéncia de
codificacédo completa de HBB que é menos que 70% idéntica a
sequéncia de codificagcdo de HBB de tipo selvagem. Em certas

modalidades, a sequéncia de codificagdo completa de HBB
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consiste em 5' a 3': um cdéddon de partida e a sequéncia de
nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 47. Em certas
modalidades, a sequéncia de codificagdo completa de HBB
consiste na sequéncia de nucleotideo especificada em SEQ ID
NO: 28. Em certas modalidades, a sequéncia de codificacao
de HBB inserida em fragmento stuffer compreende as
sequéncias de nucleotideos especificadas em SEQ ID NOs: 43-
45. Em certas modalidades, o elemento de edig¢cdo compreende
uma sequéncia de codificacdo de HBB inserida em fragmento
stuffer que foi alterada silenciosamente, de modo que a
sequéncia de codificagcdo de HBB inserida em fragmento
stuffer pode ser transcrita e emendada em uma sequéncia de
codificacdo completa de HBB que é menos que 85% idéntica a
sequéncia de codificacdo de HBB de tipo selvagem. Em certas
modalidades, a sequéncia de codificacdo de HBB inserida em
fragmento stuffer compreende 5' a 3': as sequéncias de
nucleotideos especificada em SEQ ID NOs: 105, 106, e 107.
Tais elementos de edigcdo podem compreender adicionalmente
um ou mais de: um sitio aceitador de emenda; um elemento de
salto ribossémico; e uma sequéncia 3’ de poliadenilacéo
exbgena para a sequéncia de codificacdo de gene HBB. Em
certas modalidades, o elemento de edig¢cdo compreende 5’ a
3’7: um elemento de salto ribossdmico; e uma sequéncia de
codificacdo de HBB inserida em fragmento stuffer que foi
alterada silenciosamente, em que a sequéncia de codificacéao
de HBB inserida em fragmento stuffer pode ser transcrita e
emendada em uma sequéncia de codificacgdo completa de HBB
que é menos que 100% (por exemplo, menos que 95%, 90%, 85%,
80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%) idéntica a regido da

sequéncia de codificacao de HBB de tipo selvagem
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correspondente. Em certas modalidades, o elemento de edicdo
compreende 5’ a 3’: um elemento de salto ribossdmico; uma
sequéncia de codificacdo de HBB inserida em fragmento
stuffer que foi alterada silenciosamente; e uma sequéncia
de poliadenilacédo exbdgena, em que a sequéncia de
codificacdo de HBB inserida em fragmento stuffer pode ser
transcrita e emendada em uma sequéncia de codificacgdo
completa de HBB que é menos que 100% (por exemplo, menos
que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%)
idéntica a regido da sequéncia de codificacdo de HBB de
tipo selvagem correspondente. Em certas modalidades, o
elemento de edicdo compreende 5’ a 3’: um sitio aceitador
de emenda; um elemento de salto ribossbmico; e uma
sequéncia de codificacdo de HBB inserida em fragmento
stuffer que foi alterada silenciosamente, em que a
sequéncia de codificacdo de HBB inserida em fragmento
stuffer pode ser transcrita e emendada em uma sequéncia de
codificacdo completa de HBB que ¢é menos que 100% (por
exemplo, menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%,
55%, ou 50%) idéntica a regido da sequéncia de codificacéo
de HBB de tipo selvagem correspondente. Em certas
modalidades, o elemento de edicdo compreende 5’ a 3’: um
sitio aceitador de emenda; um elemento de salto
ribossdmico; uma sequéncia de codificacdo de HBB inserida
em fragmento stuffer que foili alterada silenciosamente; e
uma sequéncia de poliadenilacdo exdgena, em que a sequéncia
de codificacdo de HBB inserida em fragmento stuffer pode
ser transcrita e emendada em uma sequéncia de codificacéo
completa de HBB que é menos que 100% (por exemplo, menos

que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%)
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idéntica a regido da sequéncia de codificacdo de HBB de
tipo selvagem correspondente.

[00110]Qualquer um e todos dos elementos de edicgédo
divulgados aqui podem incluir adicionalmente uma sequéncia
inica ndo presente no gene alvo (por exemplo, gene HBB
mutante ou tipo selvagem, ou um gene codificando um
equivalente funcional do mesmo), assim permitindo a
identificacdo de células que tém integracdo do elemento de
edicdo no locus alvo. Tal sequéncia uUnica pode ser uma
sequéncia apropriada para andlise de sequenciamento de
acido nucleico (por exemplo, por PCR ou sequenciamento de
préxima geragédo) do locus alvo e suas regibdes de
flanqueando ou um &cido nucleico amplificado a partir dai.
Tal sequéncia Unica também pode ser um sitio de
endonuclease de restrigcdo que permite a identificacdo de
células que tém integracdo do elemento de edicdo no locus
alvo com base na andlise de polimorfismo de comprimento do
fragmento de restrigcdo do locus alvo e suas regides
flanqueando ou um acido nucleico amplificado a partir do
mesmo.

[00111]Qualquer um e todos dos elementos de edigdo
divulgados aqui podem compreender uma ou mais alteracdes de
nucleotideo que causam uma ou mais modificacdes de
aminoacido (por exemplo, substituicéo, insercéao, ou
delec&o) em proteina beta globina quando integrada no locus
alvo. Em certas modalidades, a proteina Dbeta globina
modificada é um equivalente funcional da beta globina de
tipo selvagem, isto é, pode funcionar como uma beta globina
de tipo selvagem. Em certas modalidades, a beta globina

funcionalmente equivalente compreende adicionalmente pelo
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menos uma caracteristica ndo encontrada em beta globina de
tipo selvagem, por exemplo, a capacidade para inibir a
agregacdo de beta globina carregando a mutacdo SCD.

[00112]Em certas modalidades, um elemento de edicédo
como descrito aqui compreende pelo menos 0, 1, 2, 10, 100,
200, 500, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, ou 5000
nucleotideos. Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende ou consiste em 1 a 5000, 1 a 4500, 1 a 4000, 1 a
3000, 1 a 2000, 1 a 1000, 1 a 500, 1 a 200, 1 a 100, 1 a
50, ou 1 a 10 nucleotideos.

[00113]Em certas modalidades, um elemento de edicéo
como descrito aqui compreende ou consiste em um éxon, um
intron, uma regido 5' ndo traduzida (UTR), um 3' UTR, um
promotor, um doador de emenda, um aceitador de emenda, um
elemento de salto ribossdmico, uma sequéncia codificando um
RNA ndo codificante, um isolante, um gene, ou uma
combinacdo dos mesmos.

[00114]Em certas modalidades, o elemento de edicéo
compreende a sequéncia de nucleotideo especificada em
qualgquer uma de SEQ ID NOs: 23-28. Em certas modalidades, o©
elemento de edicdo consiste na sequéncia de nucleotideo
especificada em qualquer uma de SEQ ID NOs: 23-26.

[001l15]Bracos de homologia wusados nos genomas de
correcdo divulgados aqui podem ser dirigidos para qualquer
regido do gene alvo (por exemplo, © gene HBB) ou um gene
préximo do genoma. A identidade e o posicionamento precisos
do braco de homologias sdo determinados pela identidade do
elemento de edicdo e/ou o locus alvo.

[00116]Bracos de homologia empregados nos genomas de

correcdo divulgados aqui sdo substancialmente idénticos ao
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genoma flanqueando um locus alvo (por exemplo, um locus
alvo no gene HBB). Em certas modalidades, o braco de
homologia 5’ tem pelo menos cerca de 90% (por exemplo, pelo
menos cerca de 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 99,5%)
identidade de sequéncia de nucleotideo para uma primeira
regido gendmica 5' para o locus alvo. Em certas
modalidades, o braco de homologia 5’ tem 100% de identidade
de sequéncia de nucleotideo para a primeira regido
gendbmica. Em certas modalidades, o braco de homologia 3’
tem pelo menos cerca de 90% (por exemplo, pelo menos cerca
de 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 99,5%) identidade de
sequéncia de nucleotideo para uma segunda regido gendmica
3' para o locus alvo. Em certas modalidades, o braco de
homologia 3’ tem 100% de identidade de sequéncia de
nucleotideo para a segunda regido gendmica. Em certas
modalidades, os bracos de homologia 5' e 3’ sdo cada um
pelo menos cerca de 90% (por exemplo, pelo menos cerca de
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 99,5%) idénticos a uma primeira
regido genbmica 5' para o locus alvo e uma segunda regido
genbmica 3' para o locus alvo, respectivamente. Em certas
modalidades, os bracos de homologia 5' e 3’ sdo cada 100%
idénticos as primeira e segunda regides gendmicas,
respectivamente. Em certas modalidades, as diferencas em
sequéncias de nucleotideos do braco de homologia 5’ e a
primeira regido gendmica, e/ou a diferenca em sequéncias de
nucleotideos do bragco de homologia 3’ e a segunda regido
gendmica, compreendem, consistem essencialmente em ou
consistem em diferencgas ndo codificantes em sequéncias de
nucleotideo.

[00117]0 técnico no assunto reconhecerd que os bracgos
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de homologia nédo precisam ser 100% idénticos a sequéncia
gendmica flanqueando o locus alvo para ser capaz de mediar
a integracdo de um elemento de edicdo neste locus alvo por
recombinacdo hombéloga. O técnico no assunto reconhecera
ainda que em situac¢des onde um braco de homologia nédo é
100% idéntico a sequéncia gendmica flanqueando o locus
alvo, recombinacdo homéloga entre o braco de homologia e o
genoma pode alterar a sequéncia gendmica flangqueando o
locus alvo de modo que ela se torna idéntica a sequéncia do
braco de homologia usado.

[00118]Em certas modalidades, a primeira regido
gendmica 5' para o locus alvo estd localizada em uma
primeira janela de edicgéo, em que a sequéncia de
nucleotideo da primeira janela de edicdo consiste em uma
sequéncia selecionada dentre o grupo consistindo em SEQ ID
NOs: 101-103. Em certas modalidades, a segunda regido
genbmica 3' para o locus alvo estada localizada em uma
segunda janela de edicdo, em que a sequéncia de nucleotideo
da segunda Jjanela de edicdo consiste em uma sequéncia
selecionada dentre o grupo consistindo em SEQ ID NOs: 101-
103. Em certas modalidades, a primeira regido gendmica 5'
para o locus alvo estd localizada em uma primeira janela de
edicdo, em gque a sequéncia de nucleotideo da primeira
janela de edigdo consiste em uma sequéncia selecionada
dentre o grupo consistindo em SEQ ID NOs: 101-103; e a
segunda regido genbmica 3' para o locus alvo esté
localizada em uma segunda Jjanela de edicdo, em dqgque a
sequéncia de nucleotideo da segunda Janela de edicéo
consiste em uma sequéncia de nucleotideo especificada em

SEQ ID NO: 101, 102, ou 103.
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[00119]Em certas modalidades, a primeira e segunda
janelas de edicdo sdo diferentes. Em certas modalidades, a
primeira janela de edicgdo estd localizada 5' para a segunda
Jjanela de edicdo. Em certas modalidades, a primeira Jjanela
de edicdo consiste na sequéncia de nucleotideo especificada
em SEQ ID NO: 101. Em certas modalidades, a segunda janela
de edicdo consiste na sequéncia de nucleotideo especificada
em SEQ ID NO: 102. Em certas modalidades, a primeira janela
de edicdo consiste na sequéncia de nucleotideo especificada
em SEQ ID NO: 101, e na segunda janela de edicdo consiste
na sequéncia de nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 102.
Em certas modalidades, a primeira regido gendmica consiste
em uma sequéncia que é mais curta do que a sequéncia da
primeira Jjanela de edigdo. Em certas modalidades, a
primeira regido gendmica consiste na sequéncia da primeira
janela de edicdo. Em certas modalidades, a segunda regido
gendbmica consiste em uma sequéncia que é mais curta do que
a sequéncia da segunda Jjanela de edicdo. Em certas
modalidades, a segunda regido gendmica consiste na
sequéncia da segunda janela de edicéo.

[00120]Em certas modalidades, a primeira e segunda
janelas de edicdo sdo iguais. Em certas modalidades, o
locus alvo é uma ligacdo internucleotideos ou uma sequéncia
de nucleotideo na janela de edicdo, em que o primeiro locus
gendbmico consiste em uma primeira porgdo da Janela de
edicdo 5' para o locus alvo, e o segundo locus gendmico
consiste em uma segunda porcdo da Jjanela de edicdo 3' para
o locus alvo. Em certas modalidades, a primeira porgdo da
janela de edicdo <consiste na sequéncia a partir da

extremidade 5' da Jjanela de edicdo para o nucleotideo
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adjacentemente 5' para o locus alvo. Em certas modalidades,
a segunda porcdo da janela de edicdo consiste na sequéncia
a partir do nucleotideo adjacentemente 3' para o locus alvo
para a extremidade 3’ da Janela de edigdo. Em certas
modalidades, a primeira porcdo da janela de edicdo consiste
na sequéncia a partir da extremidade 5’ da janela de edicéo
para o nucleotideo adjacentemente 5' para o locus alvo, e a
segunda porcdo da Jjanela de edic¢cdo consiste na sequéncia a
partir do nucleotideo adjacentemente 3' para o locus alvo
para a extremidade 3’ da Jjanela de edigcdo. Em certas
modalidades, a janela de edicdo consiste na sequéncia de
nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 103. Em certas
modalidades, a primeira e segunda porg¢des das Jjanelas de
edicdo tém comprimentos substancialmente iguais (por
exemplo, a razdo do comprimento para a porcdo mais curta
para o comprimento da porcdo mais longa é maior do que 0,5,
0,55, 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 0,96,
0,97, 0,98, ou 0,99).

[00121]Em certas modalidades, o braco de homologia 5’
tem um comprimento de cerca de 50 a <cerca de 4000
nucleotideos (por exemplo, cerca de 100 a cerca de 3000,
cerca de 200 a cerca de 2000, cerca de 500 a cerca de 1000
nucleotideos). Em certas modalidades, o braco de homologia
5/ tem um comprimento de cerca de 800 nucleotideos. Em
certas modalidades, o braco de homologia 57 tem um
comprimento de cerca de 100 nucleotideos. Em certas
modalidades, o braco de homologia 3’ tem um comprimento de
cerca de 50 a cerca de 4000 nucleotideos (por exemplo,
cerca de 100 a cerca de 3000, cerca de 200 a cerca de 2000,

cerca de 500 a cerca de 1000 nucleotideos). Em certas
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modalidades, o braco de homologia 3’ tem um comprimento de
cerca de 800 nucleotideos. Em certas modalidades, o braco
de homologia 3’ tem um comprimento de cerca de 100
nucleotideos. Em certas modalidades, cada um dos bracos de
homologia 5’ e 3’ independentemente tem um comprimento de
cerca de 50 a cerca de 4000 nucleotideos (por exemplo,
cerca de 100 a cerca de 3000, cerca de 200 a cerca de 2000,
cerca de 500 a cerca de 1000 nucleotideos). Em certas
modalidades, os bragos de homologia 5’ e 37 tém um
comprimento de cerca de 800 nucleotideos.

[00122]Em certas modalidades, os bracos de homologia 5’
e 3’ tém comprimentos de nucleotideo substancialmente
iguais. Em certas modalidades, os bracos de homologia 5' e
3' tém comprimentos de nucleotideo assimétricos. Em certas
modalidades, a assimetria em comprimento de nucleotideo é
definida por uma diferenca entre os bracos de homologia 5
e 3’ de até 90% no comprimento, tal como até uma diferenca
de 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, ou 10% no
comprimento.

[00123]Em certas modalidades, o genoma de correcdo
compreende a sequéncia de nucleotideo especificada em
qualgquer uma de SEQ ID NOs: 29-42.

[00124]Em certas modalidades, o genoma de correcdo
compreende 5' a 3': a sequéncia especificada em SEQ ID NO:
101; um elemento de salto ribossdmico; uma sequéncia de
codificacdo de HBB que foi alterada silenciosamente para
ser menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%,
ou 50% idéntica a sequéncia de codificacdo de HBB de tipo
selvagem; uma sequéncia de poliadenilacdo exdgena (por

exemplo, como especificada em SEQ ID NO: 76, 77, 78, ou
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79); e a sequéncia especificada em SEQ ID NO: 102. Em
certas modalidades, o genoma de correcdo compreende 5' a
3': a sequéncia especificada em SEQ ID NO: 101; um elemento
de salto ribossdmico; a sequéncia especificada em SEQ 1ID
NO: 99; uma sequéncia de poliadenilacdo exdgena (por
exemplo, como especificada em SEQ ID NO: 76, 77, 78, ou
79); e a sequéncia especificada em SEQ ID NO: 102. Em
certas modalidades, o genoma de correc¢cdo compreende 5' a
3': a sequéncia especificada em SEQ ID NO: 101; um elemento
de salto ribossémico; a regido de codificacdo do primeiro
éxon de HBB que foil alterada silenciosamente para ser menos
que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, ou 50%
idéntica a regido de <codificacdo de tipo selvagem do
primeiro éxon de HBB; um primeiro intron n&o nativo
opcional; o segundo éxon de HBB que foi alterado
silenciosamente para ser menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%,
70%, 65%, 60%, 55%, ou 50% idéntico ao segundo éxon de HBB
de tipo selvagem; um segundo intron opcional; a regido de
codificacdo do terceiro éxon de HBB que foi alterada
silenciosamente para ser menos que 95%, 90%, 85%, 80%, 75%,
70%, 65%, 60%, 55%, ou 50% idéntica a regido de codificacéao
de tipo selvagem do terceiro éxon de HBB; uma sequéncia de
poliadenilacd&o exdgena (por exemplo, como especificada em
SEQ ID NO: 76, 77, 78, ou 79); e a sequéncia especificada
em SEQ ID NO: 102. Em certas modalidades, o genoma de
correcdo compreende 5' a 3': a sequéncia especificada em
SEQ ID NO: 101; um elemento de salto ribossbmico; a
sequéncia especificada em SEQ ID NO: 105; um primeiro
intron ndo nativo opcional; a sequéncia especificada em SEQ

ID NO: 106; wum segundo intron opcional; a sequéncia
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especificada em SEQ ID NO: 107; uma sequéncia de
poliadenilacdo exdgena (por exemplo, como especificada em
SEQ ID NO: 76, 77, 78, ou 79); e a sequéncia especificada
em SEQ ID NO: 102. Em certas modalidades, o genoma de
correcdo compreende a sequéncia de nucleotideo especificada
em SEQ ID NO: 104.

[00125]Em certas modalidades, os genomas de corregdo
divulgados aqui compreendem adicionalmente uma sequéncia de
nucleotideo 5’ de repetigdo terminal invertida 5’ (5’ ITR)
da sequéncia de nucleotideo de braco de homologia 5’, e uma
sequéncia de nucleotideo 3’ de repeticdo terminal invertida
37 (3”7 ITR) da sequéncia de nucleotideo de Dbraco de
homologia 3’. As sequéncias de ITR de qualquer sorotipo de
AAV ou variante do mesmo podem ser usadas nos genomas de
correcdo divulgados aqui. Os 5' e 3' ITRs podem ser de um
AAV de sorotipo igual ou de AAVs de diferentes sorotipos.
Exemplares ITRs para uso nos genomas de correcdo divulgados

aqui sé&o especificados em SEQ ID NO: 18-21 aqui. Em certas

modalidades, a sequéncia de nucleotideo 5' ITR e a
sequéncia de nucleotideo 3! ITR sdo substancialmente
complementares a cada outra (por exemplo, sao

complementares a cada outra, exceto pela falta de
correspondéncia em posicgdes 1, 2, 3, 4 ou 5 de nucleotideos
em 5' ou 3' ITR).

[00126]Em certas modalidades, 5' ITR ou 3' ITR é de
AAV2. Em certas modalidades, ambos os 5' ITR e 3' ITR sé&o
de AAV2. Em certas modalidades, a sequéncia de nucleotideo
5'" ITR tem pelo menos 95% (por exemplo, pelo menos 96%,
pelo menos 97%, pelo menos 98%, pelo menos 99%, ou 100%)

identidade de sequéncia para SEQ ID NO:18, ou a sequéncia
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de nucleotideo 3' ITR tem pelo menos 95% (por exemplo, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, pelo menos 99%,
ou 100%) identidade de sequéncia para SEQ ID NO:19. Em
certas modalidades, a sequéncia de nucleotideo 5’ ITR tem
pelo menos 95% (por exemplo, pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98%, pelo menos 99%, ou 100%) identidade de
sequéncia para SEQ ID NO:18, e a sequéncia de nucleotideo
3’ ITR tem pelo menos 95% (por exemplo, pelo menos 96%,
pelo menos 97%, pelo menos 98%, pelo menos 99%, ou 100%)
identidade de sequéncia para SEQ ID NO:19. Em certas
modalidades, o genoma de correcdo compreende um elemento de
edicdo tendo a sequéncia de nucleotideo especificada em
qualquer uma de SEQ ID NOs: 23-28, wuma sequéncia de
nucleotideo 5’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID NO:18, e uma
sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID
NO:19. Em certas modalidades, o genoma de correcdo
compreende a sequéncia de nucleotideo especificada em
qualquer uma de SEQ ID NOs: 29-42, wuma sequéncia de
nucleotideo 5’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID NO:18, e uma
sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID
NO:19. Em certas modalidades, o genoma de correcdo consiste
em 5' a 3' uma sequéncia de nucleotideo 5’ ITR tendo a
sequéncia de SEQ ID NO:18, a sequéncia de nucleotideo
especificada em qualquer uma de SEQ ID NOs: 29-42, e uma
sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID
NO:19.

[00127]Em certas modalidades, os 5' ITR ou 3' ITR séo
de AAV5. Em certas modalidades, ambos os 5' ITR e 3' ITR
sdo de AAV5. Em certas modalidades, a sequéncia de

nucleotideo 5’ ITR tem pelo menos 95% (por exemplo, pelo
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menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, pelo menos 99%,
ou 100%) identidade de sequéncia para SEQ ID NO:20, ou a
sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tem pelo menos 95% de
identidade de sequéncia para SEQ ID NO:21. Em certas
modalidades, a sequéncia de nucleotideo 5’ ITR tem pelo
menos 95% (por exemplo, pelo menos 96%, pelo menos 97%,
pelo menos 98%, pelo menos 99%, ou 100%) identidade de
sequéncia para SEQ ID NO0O:20, e a sequéncia de nucleotideo
3’ ITR tem pelo menos 95% (por exemplo, pelo menos 96%,
pelo menos 97%, pelo menos 98%, pelo menos 99%, ou 100%)
identidade de sequéncia para SEQ ID NO:21. Em certas
modalidades, o genoma de correcdo compreende um elemento de
edicdo tendo a sequéncia de nucleotideo especificada em
qualquer uma de SEQ ID NOs: 23-28, uma sequéncia de
nucleotideo 5’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID NO:20, e uma
sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID
NO:21. Em certas modalidades, o genoma de correcdo
compreende a sequéncia de nucleotideo especificada em
qualquer uma de SEQ ID NOs: 29-42, wuma sequéncia de
nucleotideo 5’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID NO:20, e uma
sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID
NO:21. Em certas modalidades, o genoma de correcdo consiste
em 5' a 3' uma sequéncia de nucleotideo 5’ ITR tendo a
sequéncia de SEQ ID NO:20, a sequéncia de nucleotideo
especificada em qualquer uma de SEQ ID NOs: 29-42, e uma
sequéncia de nucleotideo 3’ ITR tendo a sequéncia de SEQ ID
NO:21.

[00128]Em certas modalidades, o genoma de corregdo
divulgado agqui tem um comprimento de cerca de 0,5 a cerca

de 8 kb, e qualquer faixa encerrada entre os mesmos (por
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exemplo, cerca de 1 a cerca de 5, cerca de 2 a cerca de 5,
cerca de 3 a cerca de 5, cerca de 4 a cerca de 5, cerca de
4,5 a cerca de 4,8, ou cerca de 4,7 kb).

[00129]0s genomas de correcdo divulgados aqui podem ser
configurados para integrar um elemento de edigdo em
qualquer Ilocus alvo desejado do gene HBB. Em certas
modalidades, o lIocus alvo é uma mutagdo (por exemplo,
insercéao, delecéao ou substituicéao de um ou mais
nucleotideos) em uma sequéncia de gene HBB relativa a
correspondente sequéncia de gene HBB de tipo selvagem. Em
certas modalidades, o locus alvo estd em uma mutacdo de
ponto de nucleotideo ou delecdo no gene HBB. As mutacgdes de
ponto de HBB exemplares ou delecdo incluem, sem limitacéo,
G em posicdo -87, G em posicdo -31, A em posicdo -30, G em
posigcdo -29, G em posicdo -28, T em posigcdo -10, C em
posicdo 1, A em posicdo 1, G em posicdo 2, delecdo de C e T
em posigcdes 17 e 18, A em posicdo 19, delecdo de A em
posicdo 20, T em posicdo 20, delecdo de A e A em posicdes
25 e 26, adicdo de G apds posicdo 26, A em posicdo 47, A em
posicdo 48, delecdo de C em posicdo 51, A em posicdo 52, G
em posicdo 58, G em posigcdo 59, A em posigcdo 79, T em
posicdo 82, adicdo de C apds posicdo 84, T em posicdo 93, A
em posicdo 93, C em posicdo 97, C em posicdo 98, G em
posicdo 202, G em posicdo 208, C em posicdo 222, delecdo de
T em posicdo 241 ou 242, delegcdo de T e T e C e T em
posicdes 254 a 257, T em posicdo 260, delecdo de C em
posicdo 264 ou 265, adicdo de A apds posicdo 343, delecéo
de G e T em posigdes 399 e 400, T em posicdo 401, adicd&o de
A apds posigdo 417, A em posicdo 446, T em posicgdo 1099, A

em posigcdo 1293, T em posicdo 1344. Em certas modalidades,
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o locus alvo é a mutacdo da doenca de célula falciforme
(isto ¢&, T em posicdo 20 do gene HBB). Em certas
modalidades, o locus alvo é uma regido de cromossomo Ou uma
ligacdo internucleotideos em éxon 1 do gene HBB, por
exemplo, imediatamente seguindo o cdédon de partida enddbgeno
(por exemplo, a ligagdo internucleotideos entre nucleotideo
3 e nucleotideo 4 do gene HBB). Em certas modalidades, o
locus alvo ¢é uma regido de cromossomo ou uma ligacgéo
internucleotideos em intron 1 do gene HBB. Em certas
modalidades, o locus alvo consiste no c¢bdédon de parada
nativo de um gene HBB de tipo selvagem ou nos nucleotideos
correspondentes de um  gene HBB mutante. Em certas
modalidades, o) locus alvo consiste na ligacéao
internucleotideos adjacentemente 5' para o cdédon de parada
de um  gene HBB de tipo selvagem ou a ligacdao
internucleotideos correspondente de um gene HBB mutante.
[00130]As composigdes de AAV divulgadas aqui séo
particularmente vantajosas em que elas sdo capazes de
corrigir uma mutagcdo em um gene HBB em uma célula com
elevada eficiéncia tanto in vivo como in vitro. Em certas
modalidades, a eficiéncia de integracdo do elemento de
edigcdo no locus alvo é pelo menos 0,1% (por exemplo pelo

menos 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%,
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1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, ou 95%) quando o AAV é contatado in vitro na
auséncia de uma nuclease exdgena com uma populacdo de
células-tronco hematopoiéticas humanas CD34T sob condigdes
de transducdo de AAV padrdo. Em certas modalidades, a

frequéncia alélica de integracdo do elemento de edicdo no
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locus alvo é pelo menos 0,05% (por exemplo pelo menos 0,1%,
0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9%, 1%, 1,5%,

2%, 2,5%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%,

90%, ou 95%) qguando o AAV é contatado in vitro na auséncia
de uma nuclease exdgena com uma populacdo de células-tronco
hematopoiéticas humanas CD34% sob condigdes de transducédo
de AAV padréao.

[00131]Quaisquer métodos de determinar a eficiéncia de
edicéao de genes podem ser empregados. Em certas
modalidades, células individuais s&o separadas da populagdo
de células transduzida e submetidas a PCR de célula unica
usando iniciadores de PCR que podem identificar a presenca
de um elemento de edicgdo corretamente integrado no locus
alvo. Tal método pode compreender adicionalmente PCR de
célula Unica das mesmas células usando iniciadores de PCR
que amplificam seletivamente um locus alvo ndo modificado.
Deste modo, o gendtipo das células pode ser determinado.
Por exemplo, se o PCR de célula uUnica mostrou que uma
célula tem tanto um locus alvo editado como um Iocus alvo
nao modificado, entdo a célula seria considerada
heterozigdtica para o gene HBB editado.

[00132]Adicionalmente ou alternativamente, em certas
modalidades, PCR mediado por amplificacdo linear (LAM-PCR),
PCR quantitativo (gPCR) ou Droplet Digital PCR (ddPCR) pode
ser realizado em DNA extraido de uma populacdo de células
transduzidas (por exemplo, um tecido ou 6rgdo) para avaliar
a frequéncia alélica de integragdo. Em certas modalidades,
o DNA extraido é analisado por Droplet Digital PCR (ddPCR)

usando pelo menos doils pares de iniciadores que detectam
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diferentes sequéncias. Por exemplo, o ddPCR pode empregar
um primeiro para de iniciadores que detectam o loci alvo
ndo editado e loci alvo editado, um segundo par de
iniciadores que detecta uma sequéncia presente nos vetores
ndo 1integrados e integrados, e opcionalmente um terceiro
par de iniciadores que detecta uma sequéncia no braco de
homologia, gque estd presente no loci alvo ndo editado e
editado, assim como vetores ndo integrado e integrado. Apds
a correcdo da possibilidade da co-divisdo de um DNA
genbmico ndo editado e um vetor ndo integrado, a
porcentagem de goticulas positivas com tanto o primeiro
como o0 segundo par de iniciadores corresponde a frequéncia
alélica de integracdo. Um exemplo deste método é descrito
aqgqui no Exemplo 1.

[00133]Adicionalmente ou alternativamente, em certas
modalidades, o locus de HBB pode ser amplificado a partir
do DNA extraido de uma populacdo de células transduzidas
(por exemplo, um tecido ou ©6érgd&o) ou por PCR usando
iniciadores que se ligam a regides do gene HBB flanqueando
a regido gendmica englobada pelo genoma de correcdo, Ou por
PCR mediado por amplificagdo linear (LAM-PCR) wusando um
iniciador que se liga a uma regido dentro do genoma de
correcdo (por exemplo, uma regido compreendendo uma
sequéncia ndo nativa exdbdgena para o locus. 0Os amplicons de
PCR resultantes podem ser individualmente sequenciados
usando técnicas de sequenciamento de prdéxima geracdo de
molécula uUnica (NGS) para determinar o numero relativo de
alelos HBB editados e ndo editados presentes na populacgdo
de células transduzidas. Estes nuUmeros podem ser usados

para determinar a frequéncia alélica de integracdo do
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elemento de edicdo no locus alvo.

[00134]Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové
composicdes farmacéuticas compreendendo um  AAV como
divulgado agui Jjunto com um excipiente farmaceuticamente
aceitavel, adjuvante, diluente, veiculo ou carreador, ou
uma combinacdo dos mesmos. Um "carreador farmaceuticamente
aceitavel" inclui qualquer material que, gquando combinado
com um ingrediente ativo de uma composicdo, permite ao
ingrediente reter atividade bioldgica e sem causar reagdes
fisioldgicas disruptivas, tal como uma reacdo imune néo
desejada. Os carreadores farmaceuticamente aceitéaveis
incluem agua, solugdo salina tamponada com fosfato,
emulsdes tais com uma emulsdo 6leo/adgua e agentes
umectantes. Composicdes compreendendo tais carreadores séo
formuladas por métodos convencionais bem conhecidos, tais
como os especificados em Remington's Pharmaceutical
Sciences, Ed. atual, Mack Publishing Co., Easton Pa. 18042,
USA; A. Gennaro (2000) "Remington: The Science and Practice
of Pharmacy", 20%. ed., Lippincott, Williams, & Wilkins;
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems
(1999) H. C. Ansel et al, 7%. ed., Lippincott, Williams, &
Wilkins; e Handbook of Pharmaceutical Excipients (2000) A.
H. Kibbe et al, 3%. ed. Amer. Pharmaceutical Assoc.

IITI. Método de uso

[00135]Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové
métodos para corrigir uma mutagcdo em um gene HBB em uma
célula. Os métodos geralmente compreendem transduzir a
célula com um AAV defeituoso na replicacdo como divulgado
aqui. Tais métodos sdo altamente eficazes na correcdo de

mutacdes em um gene HBB e ndo requerem clivagem do genoma



79/117

no locus alvo pela agdo de uma nuclease exdgena (por
exemplo, uma meganuclease, uma nuclease ‘dedo-de-zinco’,
uma nuclease tipo ativador transcripcional (TALEN), ou uma
nuclease RNA-guiada tal como uma Cas9) para facilitar tal
correcdo. Consequentemente, em certas modalidades, os
métodos divulgados aqui envolvem transduzir a célula com um
AAV defeituoso na replicagdo como divulgado aqui sem co-
transdugdo ou co-administracdo de uma nuclease exdgena ou
uma sequéncia de nucleotideo que codifica wuma nuclease
exdgena.

[00136]0s métodos divulgados aqui podem ser aplicados a
qualquer célula abrigando uma mutagdo em um gene HBB. O
técnico no assunto ird reconhecer que as células que séao

capazes de diferenciacdo em eritrédcitos s&o de particular

interesse. Consequentemente, em certas modalidades, o
método é aplicado a células-tronco, incluindo sem
limitacéao, células-tronco pluripotentes, células-tronco
pluripotentes induzidas (1PSCs), e células-tronco
hematopoiéticas (HSC). HSCs exemplares para o0s quais o

métodos podem ser aplicados incluem, sem limitacdo, HSCs
CD34+.

[00137]0s métodos divulgados aqui podem ser realizados
in vitro para fins de pesguisa ou podem ser realizados ex
vivo ou in vivo para fins terapéuticos.

[00138]Em certas modalidades, a célula a ser
transduzida é retirada de um individuo e transduzida para
corrigir uma mutacdo no gene HBB ex vivo de acordo com OS
métodos divulgados aqui, e a célula transduzida ¢é
subsequentemente administrada de volta ao individuo.

Consequentemente, em certas modalidades, a presente
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divulgacdo prové um método para tratamento de um individuo
tendo uma doenca ou distuUrbio associado com uma mutacdo do
gene HBB, o método compreendendo: transduzir uma célula-
tronco (por exemplo, uma célula-tronco hematopoiética
CD34%) ex vivo com um AAV defeituoso na replicacdo como
divulgado aqui para obter wuma célula transduzida; e
administrar a célula transduzida para o individuo. As
células transduzidas podem ser selecionada para integracgdo
genética correta e/ou cultivadas para expansdo clonal antes
da administracdo para o individuo. Em certas modalidades, a
célula-tronco a ser transduzida é obtida da medula &ssea,
sangue do corddo umbilical ou sangue periférico, a célula-
tronco é opcionalmente selecionada por um método com base
em um ou mais marcadores celulares (por exemplo, tamanho da
célula, densidade da célula e marcadores de superficie, tal
como CD34). Em certas modalidades, a célula-tronco &
autdéloga, isto é, do individuo ao qual as células, apds a
transducédo do AAV, serédo administradas. Em certas
modalidades, a célula-tronco ¢é alogénica para o individuo
em necessidade da mesma, isto é, a célula-tronco é obtida a
partir de um doador que ¢é geneticamente nd&o idéntico ao
individuo recipiente. Consequentemente, em certas
modalidades, a presente divulgacdo prové um método para
tratamento de um individuo tendo uma doencga ou disturbio
associado com uma mutacao do gene HBB, o método
compreendendo: transduzir uma célula-tronco alogénica (por
exemplo, uma célula-tronco hematopoiética CD34%) ex vivo
com um AAV defeituoso na replicacgdo, como divulgado aqui,
para obter uma célula transduzida; e administrar a célula

transduzida para o individuo. Em certas modalidades, a
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célula-tronco alogénica é derivada de um doador compativel.
O técnico no assunto reconhecerd que, para aplicacdes
alogénicas, a célula transduzida pode requerer modificacdes
adicionais antes da administracéao, por exemplo,
modificacdes genéticas para evitar e/ou reduzir a
ocorréncia de doenca enxerto-versus-hospedeiro (GVHD). O
individuo pode ser um individuo humano ou um individuo
roedor (por exemplo, um camundongo) contendo células de
precursor de eritrdécitos humanas. Os individuos camundongos
apropriados incluem, com limitacdo, camundongos em que
células-tronco humanas (por exemplo, HSCs CD34" humanas)
foram enxertadas. Qualquer doenca ou distuirbio associado
com uma mutacdo do gene HBB pode ser tratada usando os
métodos divulgados aqui. As doencas ou distirbios
apropriadas incluem, sem limitacdo, beta talassemia ou
doenca de célula falciforme. Em certas modalidades, a
célula ¢é transduzida sem co-transducdo de uma nuclease
exbdgena ou uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma
nuclease exdgena.

[00139]Em certas modalidades, a célula a ser
transduzida ¢é de um individuo mamifero e o AAV é
administrado ao individuo em uma quantidade eficaz para
transduzir a célula no individuo. Consequentemente, em
certas modalidades, a presente divulgacdo prové um método
para tratamento de um individuo tendo uma doenga ou
distirbio associado com uma mutacdo do gene HBB, o método
geralmente compreendendo administrar ao individuo uma
quantidade eficaz de um defeito de replicagdo, como
divulgado aqui. O individuo pode ser um individuo humano,

um individuo primata ndo humano (por exemplo, Macaca
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fascicularis), ou um individuo roedor (por exemplo, um
camundongo) contendo células de precursor de eritrdcitos
humano. Os individuos camundongos apropriados incluem, sem
limitacdo, camundongos em que células-tronco humanas (por
exemplo, HSCs CD34* humanas) foram enxertadas. Qualquer
doenca ou disturbio associado com uma mutacdo do gene HBB
pode ser tratado usando os métodos divulgados aqui. As
doencas ou disturbios apropriados incluem, sem limitacgéo,
beta talassemia ou doenca de célula falciforme. Em certas
modalidades, a célula ¢é transduzida sem co-transducdo ou
co-administracdo de uma nuclease exdgena ou uma sequéncia
de nucleotideo que codifica uma nuclease exdbgena.

[00140]0s métodos divulgados aqui s&o particularmente
vantajosos em que eles sdo capazes de corrigir um gene HBB
em uma célula com elevada eficiéncia tanto in vivo como 1in
vitro. Em certas modalidades, a eficiéncia de integracdo do
elemento de edigdo no locus alvo é pelo menos 0,1% (por

exemplo pelo menos 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%,

06}

0,8%, 0,9%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, ou 95%) gquando o AAV é contatado
in vitro na auséncia de uma nuclease exdgena com uma
populacdo de células-tronco humanas CD34% sob condig¢des de
transducdo de AAV padrao. Em certas modalidades, a
frequéncia alélica de integracdo do elemento de edicdo no
locus alvo é pelo menos 0,05% (por exemplo pelo menos 0,1%,
0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9%, 1%, 1,5%,
2%, 2,5%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,

90%, ou 95%) guando o AAV é contatado in vitro na auséncia
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de uma nuclease exdgena com uma populacdo de células-tronco
humanas CD34+ sob condigdes de transducdo de AAV padrdo.
Quaisquer métodos de determinacdo da eficiéncia de edicéo
de genes podem ser empregados, incluindo, sem limitacdo, os
aqui descritos.

[00141]Em certas modalidades, transducdo de uma célula
com uma composicdo de AAV, como divulgado aqui, pode ser
realizada como provido aqui, ou por qualquer método de
transducdo conhecido do técnico no assunto. Em certas
modalidades, a célula pode ser contatada com o AAV em uma
multiplicidade de infecgcdo (MOI) de 50.000; 100.000;
150.000; 200.000; 250.000; 300.000; 350.000; 400.000;
450.000; ou 500.000, ou em gualquer MOI que possibilite uma
transducdo o6tima da célula. Em certas modalidades, o
individuo pode ser administrado com o AAV em uma dose de
cerca de 1011, 1012, 1013, 10!4, ou 101> genomas de vetor por
kg de peso corporal.

[00142]Uma composigcdo de AAV divulgada aqui pode ser
administrada a um individuo por qualquer via apropriada,
incluindo, sem limitacéao, vias intravenosa,
intraperitoneal, subcuténea, intramuscular, intranasal,
tépica ou intradérmica. Em certas modalidades, a composicgdo
é formulada para administracdo via injec&o intravenosa ou
injecdo subcutéanea.

IV. Sistemas de empacotamento de AAV

[00143]Em outro aspecto, a presente divulgacdo prové
sistemas de empacotamento para preparacdo recombinante de
um AAV defeituoso em replicagdo divulgados aqui. Tais
sistemas de empacotamento geralmente compreendem: uma

sequéncia de nucleotideo Rep codificando uma ou mais
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proteinas Rep de AAV; uma sequéncia de nucleotideo Cap
codificando uma ou mais proteinas de capsideo de AAV Clade
F como divulgado aqui; e um genoma de correcdo para
correcdo de uma mutacdo no gene HBB como divulgado aqui, em
que o sistema de empacotamento é operativo em uma célula
para encerrar o genoma de correcdo no capsideo para formar
o AAV.

[00144]Em certas modalidades, e} sistema de
empacotamento compreende um primeiro vetor compreendendo a
sequéncia de nucleotideo Rep e a sequéncia de nucleotideo
Cap, e um segundo vetor compreendendo o genoma de correc¢do.
Como usado no contexto de um sistema de empacotamento como
descrito aqui, um "vetor" refere-se a uma molécula de &cido
nucleico que é um veiculo para introduzir &acidos nucleicos
em uma célula (por exemplo, um plasmideo, um virus, um
cosmideo, um cromossomo artificial, etc.).

[00145]Qualgquer proteina Rep de AAV pode ser empregada
nos sistemas de empacotamento divulgados aqui. Em certas
modalidades do sistema de empacotamento, a sequéncia de
nucleotideo Rep codifica uma proteina Rep de AAV2. As
proteinas Rep de AAV2 incluem, sem limitacdo, Rep 78/68 ou
Rep 68/52. Em certas modalidades do Sistema de
empacotamento, a sequéncia de nucleotideo codificando a
proteina Rep de AAV2 compreende  uma sequéncia de
nucleotideo que codifica uma proteina tendo uma identidade
percentual minima de sequéncia para a sequéncia de
aminoadcido Rep de AAV2 de SEQ ID NO:22, em que a identidade
percentual minima de sequéncia é de pelo menos 70% (por
exemplo, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,

pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%, pelo menos
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99%, ou 100%) através do comprimento da sequéncia de
aminodcido da proteina Rep de AAV2. Em certas modalidades
do sistema de empacotamento, a proteina Rep de AAV2 tem a
sequéncia de aminodcido especificada em SEQ ID NO:22.

[00146]Em certas modalidades do sistema de
empacotamento, o} sistema de empacotamento compreende
adicionalmente um terceiro vetor, por exemplo, um vetor de
virus auxiliar. O terceiro vetor pode ser um terceiro vetor
independente, integrante com o primeiro vetor, ou
integrante com o segundo vetor. Em certas modalidades, o
terceiro vetor compreende genes codificando proteinas de
virus auxiliar.

[00147]Em certas modalidades do sistema de
empacotamento, o virus auxiliar ¢é selecionado dentre o
grupo consistindo em adenovirus, virus de herpes (incluindo
virus herpes simplex (HSV)), poxvirus (tal como virus de
vaccinia), citomegalovirus (CMV), e baculovirus. Em certas
modalidades do sistema de empacotamento, onde o virus
auxiliar é adenovirus, o genoma do adenovirus compreende um
ou mais genes de RNA de adenovirus selecionados dentre o
grupo consistindo em E1, E2, E4 e VA. Em certas modalidades
do sistema de empacotamento, onde o virus auxiliar é HSV, o
genoma de HSV compreende um ou mais de genes de HSV
selecionados dentre o grupo consistindo em UL5/8/52, ICPO,
ICP4, ICP22 e UL30/UL42.

[00148]Em certas modalidades do sistema de
empacotamento, o primeiro, segundo, e/ou terceiro vetores
estdo contidos dentro de um ou mais plasmideos
transfectantes. Em certas modalidades, o primeiro vetor e o

terceiro vetor estdo contidos dentro de um primeiro
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plasmideo transfectante. Em certas modalidades, o segundo
vetor e o terceiro vetor estdo contidos dentro de um
segundo plasmideo transfectante.

[00149]Em certas modalidades do sistema de
empacotamento, o primeiro, segundo, e/ou terceiro vetores
estdo contidos dentro de um ou mais virus auxiliares
recombinantes. Em certas modalidades, o primeiro vetor e o
terceiro vetor estdo contidos dentro de um virus auxiliar
recombinante. Em certas modalidades, o segundo vetor e o
terceiro vetor estdo contidos dentro de um virus auxiliar
recombinante.

[00150]Em um aspecto adicional, a divulgag¢do prové um
método para preparacdo recombinante de um AAV como descrito
aqui, em que o método compreende transfectar ou transduzir
uma célula com um sistema de empacotamento, como descrito
sob condicdes operativas para encerrar o genoma de correcdo
no capsideo para formar o AAV, como descrito aqui. Métodos
exemplares para a preparacdo recombinante de um AAV incluem
transfeccdo transiente (por exemplo, com um ou mais
plasmideos de transfec¢do contendo um primeiro, e um
segundo, e opcionalmente um terceiro vetor, como descrito
aqui), infeccd&o viral (por exemplo com um ou mais virus
auxiliares recombinantes, tal como um adenovirus, poxvirus
(tal como virus de vaccinia), virus de herpes (incluindo
HSV, citomegalovirus, ou baculovirus, contendo um primeiro,
e um segundo e, opcionalmente, um terceiro vetor, como
descrito aqui), e infeccdo ou transfeccdo de linhagens de
células produtoras estaveis (por exemplo, com uma célula
produtora estavel, tal como uma célula de mamifero ou

inseto, contendo uma sequéncia de nucleotideo Rep
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codificando uma ou mais proteinas Rep de AAV e/ou uma
sequéncia de nucleotideo Cap codificando uma ou mais
proteinas de capsideo de AAV Clade F como descrito aqui, e
com um genoma de correcdo como descrito agqui sendo entregue
na forma de um plasmideo transfectante ou um virus auxiliar
recombinante) .

V. Exemplos

[00151]0s vetores de AAV recombinantes divulgados aqui
medeiam a edicdo de genes altamente eficiente in vitro e in
vivo via um mecanismo com base em reparo dependente de
homologia 1livre de nuclease. Os seguintes exemplos
demonstram a correcdo eficiente de um gene HBB que é mudado
em algumas doencas humanas, tal como doenca de célula
falciforme (SCD) e beta talassemia, usando um vetor a base
de AAV como divulgado aqui. Estes exemplos sdo oferecidos a
titulo de ilustracdo e ndo de limitacéo.
Exemplo 1: Selegdo de capsideo de AAV para edigdo de genes
de células mutantes HBB

[00152]Este exemplo caracteriza a eficiéncia de
integracdo de um vetor de AAV para edicdo de genes, AAVSI1-
FP, empacotado em capsideos de AAV clade F, tal como
AAVHSC7, AAVHSC15, e AAVHSCl7, em células mutantes-HBB.
AAVHSC7, AAVHSCl5, e AAVHSC1l7, também conhecidos como
AAVF7, AAVF15, e AAVF17, respectivamente, sdo completamente
descritos em W02016049230A1, que é incorporado agqui por
referéncia em sua totalidade.

[00153]AAVS1-FP, o vetor de edicdo de genes empregado
aqui, foi completamente descrito em WO02016049230A1. Ele
compreende de 5' a 3': uma repetigdo terminal invertida 5'

de AAVZ2 (ITR), um braco de homologia 5' consistindo em 800
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nucleotideos tendo a sequéncia do DNA a montante de um
locus alvo, um aceitador de emenda, um elemento 2A, uma
sequéncia de codificacdo de uma proteina fluorescente (FP),
um braco de homologia 3' consistindo em 800 nucleotideos
tendo a sequéncia do DNA a jusante de um locus alvo, e um
AAV2 3' ITR, em que o locus alvo estd em intron 1 de
PPP1R12C humano no locus no cromossomo 19 de AAVS1l, e em
que, apds a recombinacdo homdéloga entre o vetor AAVSI-FP e
o0 genoma humano, éxon 1 de PPP1R12C, o elemento 2A, e a
sequéncia de codificagcdo FP estdo em quadro. Porque a
sequéncia de codificagcdo FP no vetor é sem promotor,
células transduzidas com este vetor irdo expressar o FP
somente quando o vetor ¢ integrado no genoma. AAVHSC-
scEGFP, um vetor de AAV auto-complementar compreendendo
ITRs de AAV2 e um promotor operativamente ligado a uma
proteina fluorescente verde intensificada (EGFP), serviram
como um controle para eficiéncia de transducdo (ver, por
exemplo, Patente US No. 8.628.966, que é incorporada por
referéncia aqui em sua totalidade).

[00154]Células GM16265, uma linhagem celular
linfoblastoide (LCL) tendo a mutacdo A para T em posicdo 20
em intron 1 de HBB que é caracteristica de doenca de célula
falciforme (SCD), foram obtidos do Coriell Institute for
Medical Research (Camden, NJ). LCLs foram cultivadas em
RPMI suplementado com 15% FCS e 2mM L-glutamina. Células
foram semeadas a aproximadamente 200.000 células por ml e
divididas quando alcancando 500.000 a 1.000.000 células por
ml. Antes de colocar as células, a quantidade de virus
necessaria foi calculada para cada transducdo. O volume de

transducdo do virus ndo excedeu 10% do volume total da
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cavidade. No dia de transdugdo, células em fase log foram
contadas e colocadas em placas. Células foram transduzidas
com virus em uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 1,5 x
105. As particulas de AAV empacotadas foram descongeladas
em gelo sonicadas em gelo caso necessario antes da
transducéo, e foram adicionadas a cada cavidade
individualmente. As células foram coletadas 48 horas apds a
transducdao.

[00155]Células GMlo6265 foram transduzidas com o vetor
AAVS1-FP empacotado em capsideos AAVHSC7, AAVHSCL1S5, ou
AAVHSC17. A eficiéncia de integracdo foi avaliada por
citometria de fluxo usando o seguinte método: células foram
coletadas usando tampdo FACS (1X PBS, 2% FCS, 0,1% azida de
s6édio) e centrifugadas a 1200 RPM durante 10 minutos.
Sobrenadante em excesso foi decantado de modo que
aproximadamente 200 pl permaneceram. 4',6-Diamidino-2-
Fenilindol (DAPI) foi adicionado de um estoque de trabalho
de 100uM imediatamente antes da anédlise de citometria de
fluxo para uma concentracdo final de 3uM.

[00156]Como mostrado em Figura 1A, as porcentagens de
células positivas para FP dentre todas as células vivas
transduzidas por AAVHSC7-AAVS1-FP e AAVHSC17-AAVS1-FP foram
24,3% (34,0% menos nivel de fundo 9,7%) e 7,8% (17,5% menos
nivel de fundo 9,7%), respectivamente. Como mostrado em
Figura 1B, em outra experiéncia, a porcentagens de células
positivas para FP dentre todas as células vivas
transduzidas por AAVHSC15-AAVS1-FP e AAVHSC17-AAVS1-FP
foram 25,1% (29,8% menos nivel de fundo 4,7%) e 37,6%
(42,3% menos nivel de fundo 4,7%), respectivamente. Estes

dados mostram que as células GM16265 podem ser transduzidas
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de modo eficiente por AAVS1-FP empacotado em capsideos
AAVHSC7, AAVHSC15, e AAVHSC17.

[00157]A eficiéncia de integracdo deste vetor AAVSI-FP
empacotado em um capsideo AAVHSC17 foi também examinada em
células-tronco hematopoiéticas primadrias humanas CD34*
(HSCs) . HSCs CD34" primdrias humanas foram purificadas a
partir de células de sangue periférico humano de doadores
com SCD por enriquecimento com as microcontas Miltenyi CD34
duas vezes, ou foram obtidos de ReachBio Inc. gue seguiu um
procedimento de enriquecimento duplo similar. As células
foram cultivadas em meio de Dulbecco modificado por Iscove
(IMDM) suplementado com 20% soro de bezerro fetal (FCS),
100 pg/mL estreptomicina, 100 U/mL penicilina, 2mmol/L L-
glutamina, 10 ng/mL IL-3 humana, 10 ng/mL IL-6 humana, e 1
ng/mL SCF humana. Cerca de 200.000 células foram colocadas
em placas em um meio de 500 pl. As particulas de AAV foram
adicionadas diretamente ao meio. As células foram coletadas
48 horas apds a transducgédo.

[00158]A eficiéncia de edicdo foi medida por Droplet
Digital PCR (ddPCR) usando o sistema de PCR BioRad QX200™
Droplet Digital™. Dois conjuntos de iniciadores e sondas,
como mostrado em Tabela 1, foram planejados para
quantificar a integracdao por ddPCR. 0 conjunto
AAVS1 Genomic detectou uma sequéncia no locus de AAVS1 dque
estava presente fora do braco de homologia no genoma nao
editado e o genoma editado apds a integracdo alvo-marcada
da sequéncia de codificag¢do FP no locus de AAVS1 do genoma.
O conjunto AAVS1 FP detectou uma sequéncia na regiao de
codificacdo de FP, que estava presente somente no genoma

editado apdés a 1integracdo alvo marcada da sequéncia de
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codificacdo FP no Alocus AVSldo genoma. As duas sondas
foram conjugadas para por¢des fluorescentes de diferentes
comprimentos de onda.

Tabela 1: Iniciadores para andlise de ddPCR

SE ID
Nome do iniciador NO? Sequéncia de Nucleotideo
AAVS1 Genomic, iniciador
. -, 90 GCGTTAGAGGGCAGAGTTC
dianteiro
AAVS1 Genomic, iniciador
- 91 AGCTCCCATAGCTCAGTCT
reverso
AAVS1 Genomic, sonda 92 CATTGTCACTTTGCGCTGCCCTC
AAVS1 FP iniciador
. -, 93 GCAATAGCATCACAAATTTCAC
dianteiro
AAVS1 FP, iniciador
- 94 GATCCAGACATGATAAGATACATTG
reverso
AAVSl_FP, sonda 95 TCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCA

[00159]Amostras tendo 100 pg/pl de DNA foram divididas
em goticulas de 6leo. A maior parte das goticulas de 6leo
ndo continham molécula de DNA ou uma Unica molécula de DNA
— genoma ndo editado, positivo para somente o© conjunto
AAVS1 Genomic; um vetor nao integrado, positivo para apenas
o conjunto AAVS1 FP; ou um genoma editado, positivos para
ambos os conjuntos de iniciador/sonda. A possibilidade de
co-divisdo foi determinada por varias amostras padrdo (ver
Regan et al., A rapid molecular approach for chromosomal
phasing, PLoS One. (2015) 10(3):e0118270, incorporado aqgqui
por referéncia em sua totalidade). As amostras padrdo
continham 100 genomas n&o editados por mul, 1000 wvetor
epissomal por pl, e uma faixa de alelos positivos clonados
a 1, 5, 10, 15, 20, e 25 alelos editados por unl,
respectivamente. Uma curva padrdo de co-divisdo contra a
razdo de alelo ndo editado para alelo editado foi tracada
em grafico (R2 = 0,972, correlacdo de Pearson p<0.001).

[001l60]Cada amostra foi analisada por ddPCR em pelo
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menos trés experiéncias, e as quantidades de goticulas
AAVS1 Genomic positivas, AAVS1 FP positivas, e duplo
positivas em cada amostra foram medidas e tracadas em
grafico contra a razdo conhecida de alelo ndo editado para
alelo editado em cada amostra. Como mostrado em Figura 1C,
integracdo da sequéncia de codificacdo FP no genoma foi
detectada em cerca de 30% de todos os alelos dos HSCs CD34*
primédrias humanas. Consequentemente, AAVS1-FP empacotado no
capsideo AAVHSC1l7 eficientemente transduziu HSCs CD34*
primadrias humanas.
Exemplo 2: Corregdo in vitro de uma mutagdo de HBB
[00161]Um vetor de correcdo de HBB a Dbase de AAV
chamado hHBB-hIL-014, como mostrado em Figura 2, foi gerado.
Este vetor de correcdo foi planejado para corrigir uma
mutacdo de HBB, por exemplo, a mutacdo de A para T em
nucleotideo 20 na regid&o de codificacdo de éxon 1 (partindo
do c¢cbédon de partida) do gene HBB em doenca de célula
falciforme. O vetor hHBB-hL-014 incluia 5' e 3' ITRs de
AAV2, flanqueando uma porcdo de HBB e sua sequéncia
genbmica wvizinha, em que a mutacdo de A para T em
nucleotideo 20 em éxon 1 foi invertida. A porgdo de
sequéncia genbmica de HBB foi obtida de HBB de tipo
selvagem e seu loci vizinho wusando os iniciadores de
amplificacdo como mostrado em Tabela 2, que  foram
planejados usando Iniciador NCBI Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). O produto de
PCR cobriu todos os éxons e introns de HBB, e incluiu
adicionalmente 1678 nucleotideos a montante a partir do
sitio de iniciacdo de transcricdo de HBB e 234 nucleotideos

a jusante da sequéncia de poliadenilacdo de HBB. Relativo a
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mutacdo de HBB em doenca de célula falciforme, este vetor
continha bracos de homologia (as sequéncias gendmicas 5’ e
3’ para o sitio de reversdo de mutacdo) de cerca de 1,7 kb
de comprimento cada. Integridade dos ITRs foi confirmada
por triagem do digesto de restricdo usando BglII, MscI, e
Smal e sequenciamento usando um protocolo de sequenciamento
especifico de ITR (Mroske et al., Hum Gene Ther Methods
(2012) 23(2):128-36). O inserto foi wverificado por digesto
de restrigcdo e sequenciamento Sanger usando os iniciadores
mostrados em Tabela 3 aqui. Este wvetor foi capaz de
corrigir n&o somente mutacgcdes nos éxons e introns de HBB,
mas também mutac¢des nas regides 5’ e 3’ ndo traduzidas que
afetam a expressdo de HBB como observado em beta
talassemia.

Tabela 2: Iniciadores de amplificagdo de regido gendmica de

beta globina humana

Nome do | SEQ ID . .

C .. Sequéncia de Nucleotideo

iniciador NO:

HBB2M Gib 5' 50 AGGGGTGGAGTCGTGACGTGCCAAATCAAGCCTCTACTT
fwd GAATCC

HBB2M Gib 3! 51 AATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACGTAAACCTA
rev GGCTCCAGATAGCCA

Tabela 3: Iniciadores de sequenciamento de beta globina

humana
Nome SEQ ID | Sequéncia de Nucleotideo
Iniciador NO:
Fwd3 seq HBB2 52 GGAAGCAGAACTCTGCAC
Fwd4 seqg HBB2 53 GCATTAAGAGGTCTCTAGTTTTTTATC
Fwd5 seqg HBB2 54 GATGGTATGGGGCCAAGAGATATATC
Fwd6 seqg HBB2 55 GTCTACCCTTGGACCCAGAG
Fwd7 seqg HBB2 56 CAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTG
Fwd8 seqg HBB2 57 CATGTTCATACCTCTTATCTTCC
Fwd9 seqg HBB2 58 GCAAACAGCTAATGCACATTGG
Rev3 seq HBB2 59 CAGAATCCAGATGCTCAAGGCC
Rev4 seq HBB2 60 CCCTGATTTGGTCAATATGT
Rev5 seqg HBB2 61 CATCAAGCGTCCCATAGACTCAC
Rev6 seqg HBB2 62 GCAGACTTCTCCTCAGGAGTC
Rev7 seq HBB2 63 CTTACAGGACAGAATGGATGAAAAC




94/117

Nome SEQ ID | Sequéncia de Nucleotideo
Iniciador NO:

Rev8 seq HBB2 64 GAAAAGGTCTTCTACTTGGCTC
Rev9 seq HBB2 65 GGTTAACCAAAAGAAACTGG

[001l62]Para facilitar a deteccdo do gene corrigido, um
ligante de 12-bp tendo a sequéncia de ACTAGTATCGAT (SEQ ID
NO: 80), contendo um sitio de restricdo Clal e um sitio de
restricdo Spel, foi inserido no gene HBB. Esta sequéncia de
ligante estava localizada m intron 1, 117 bp do cdbdon de
partida e 97 Dbp do sitio de reversdo de mutacéo,
estabeleceu uma forte ligacdo genética entre o ligante e a
correcdo de gene desejada. Disrupcdo de sitios chave de
doador e receptor em intron 1 foi evitada para manter
emenda de mRNA de HBB corrigida.

[00163]0 vetor hHBB-hL-014 foi empacotado em proteinas
de capsideos AAVHSC15 ou AAVHSCl7 wusando o método de
empacotamento descrito em Chatterjee et al., (1993) Methods
5:51-59, que ¢é incorporado por referéncia aqui em sua
totalidade. O titulo do virus empacotado foi determinado
por gPCR usando os iniciadores e sondas vistos em Tabela 4.

Tabela 4: Iniciadores gPCR de vetor de corregcdo de HBB e

sonda

Nome Iniciador SEQ ID | Sequéncia de Nucleotideo
NO:

gHBB2M Iniciador | 66 TGCAGATTAGTCCAGGCAGAAA
Dianteiro
gHBB2M Iniciador | 67 GGGTAATCAGTGGTGTCAAATAGGA
Reverso
gHBB2M Sonda 68 AGTTAGATGTCCCCAGTTAA

[00164]0s virus AAVHSC15-hHBB-hL-014 e AAVHSCl7-hHBB-
hL.-014 foram testados por sua capacidade de editar o gene
HBB em células GM16265 usando um teste de integracdo (TI)
alvo-marcado. Neste teste, células foram centrifugadas a
4000 RPM durante 10 minutos, lavadas com 1X PBS, e o0s

gradnulos foram congelados a 80°C para uso subsequente.
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Granulos de células congelados foram re-colocados em
suspensdo em 200 pl para 100.000 células. 1 pl de RNase
livre de DNase foi adicionado e incubado a 37°C durante uma
hora. 10 pl de 10% SDS e 1,2 unl de proteinase K foram
adicionados e incubados a 56°C durante a noite. DNA de alto
peso molecular foi extraido por extracdo padrdo com fenol e
clorofdérmio. Para um alto rendimento de DNA, a extracédo
reversa fol realizada com um volume de 0,5X de tampdo Tris-
EDTA (TE) (pH 8,0) e adicionado ao tubo final. DNA foi
precipitado com acetato de ambnio 10M a uma concentracdo
final de 2,5M. Foi adicionado um volume de aproximadamente
4X de etanol 100% gelado. DNA foi deixado precipitar a -
80°C por pelo menos uma hora. DNA foi lavado com etanol a
70%, secado, recolocado em suspensdo em aproximadamente 30
a 50 umnu de TE e quantificado por Nanodrop. Apds a
quantificacdo, o DNA foi submetido a um ensaio de
"integragdo alvo-marcada" (TI) Dbaseada em PCR, wusando
iniciadores apropriados para confirmar a recombinacgdo
correta entre o vetor hHBB-hL-014 e o gene HBB.

[00165]0s iniciadores tendo as sequéncias especificadas
na Tabela 5 foram usados para o ensaio de TI neste exemplo.
O iniciador HBBZMTI100 alvo-marcou o ligante e sua regido
vizinha e o iniciador HBB350 alvo-marcou uma sequéncia
gendmica fora do braco de homologia. A reacdo de PCR
geraria um amplicon de 2.219 pb a partir de DNA isolado de
genomas editados, mas ndo amplificaria substancialmente a
partir de DNA isolado de células n&o transduzidas ou do
vetor hHBB-hL-014 sozinho.

[00166]A reacdo PCR foi definida como a seguir: até 50

pl de &gua para PCR; 10 pl de tampdo 5X Q5; 5 pul de
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betaina; 1 pl de 10mM dNTPs; 1 pl de Iniciador Dianteiro
HBB2MTI100 (concentracdo de 25uM); 1 pl de Iniciador
Reverso HBB 350 (concentracdo de 25 uM); 100 ng a 1 upg de
DNA genbmico; 1 pl de polimerase NEB Q5 High Fidelity
Polymerase. A maquina de PCR foi ajustada como a seguir:
desnaturacdo inicial a 95°C durante 5 minutos; 15 ciclos de
desnaturacdo a 95°C durante 10 segundos, anelamento a 70°C
durante 30 segundos, diminuir 0,5 graus a cada ciclo, e
extensdo a 72°C durante 2 minutos; 20 ciclos de desnaturar
a 95°C durante 10 segundos; anelamento a 65°C durante 30
segundos, e extensdo a 72°C durante 2 minutos; e uma
extensdo final a 72°C durante 5 minutos. Os produtos de PCR
foram analisados por eletroforese de gel.

[00167]Amplicons com tamanho aparente de 2,2 kb foram
isolados e ligados de modo obtuso em uma estrutura dorsal
pUC118. Os resultantes plasmideos foram analisados por
digestdo de restrigcdo usando endonucleases Clal ou Spel
para identificar clones com insercdo correta do ligante. Os
clones positivos identificados por digestdo de restricéo
foram analisados ainda por sequenciamento de DNA usando
iniciadores de oligonucleotideo M13F e MI13R.

Tabela 5: Iniciadores para ensaio de integrag¢do alvo-

marcado de HBB

Nome Iniciador SEQ ID | Sequéncia de Nucleotideo

NO:
HBB2MTI100 Iniciador | 69 CTATTGGTCTCCTTAAAATCGATACTAGT
Dianteiro (TM 54,1°C)
HBB350 Iniciador | 70 ATATTCAAACTTCCGCAGAACACT
Reverso (TM 54,8°C)

[00168]Como mostrado em Figura 3A, uma banda de PCR de
2,2 kb (indicativa de edigdo correta por o vetor hHBB-hL-

014) foi detectada no ensaio TI em células GM16265
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transduzidas com virus AAVHSC15-hHBB-hL-014 e AAVHSC1l7-
hHBB-hL-014, enquanto este produto de PCR ndo foi detectado
em células GM16265 ndo transduzidas.

[00169]A correcdo da mutacdo A para T na posicgdo 20 do
gene HBB nas células GM16265 foi verificada por
sequenciamento de clones positivos identificados no ensaio
TI. A andlise de sequéncia mostrou que apds a transdugdo
com virus AAVHSC15-hHBB-hL-014 ou AAVHSCl17-hHBB-hL-014, a
mutacdo T foi corrigida para A e as mutacdes assintomaticas
préximas também foram corrigidas para o tipo selvagem.
Sequenciamento da fita oposta de PCR confirmou a correcgédo
das mutacdes. A insercgdo do ligante no locus de HBB foi
detectada em todos os clones. Além disso, nenhum dos clones
examinados mostrou quaisquer mutag¢des indesejadas (por
exemplo, inserc¢do, delecdo ou inversdo adicional) nas
regides gendmicas correspondentes aos terminais dos bracgos
de homologia.

[00170]Para confirmar adicionalmente a capacidade do
vetor hHBB-hL-014 para editar o© gene HBB, duas LCLs,
GM1l6266 e GM16267 adicionais, foram usadas. Estas LCLs
foram também obtidas do Coriell Institute for Medical
Research (Camden, NJ), e foram coletadas de diferentes
doadores dos de GM16265. Ambas as LCL tinham a mutacdo A
para T em posicdo 20 em intron 1 de HBB. Seguindo os mesmos
métodos para cultura e transdugdo de GM16265, as células
foram transduzidas com hHBB-hL-014 empacotado em um
capsideo AAVHSC17.

[00171]Como mostrado em Figura 3B, um amplicon de PCR
de <cerca de 2,2kb foi detectado a partir de células

transduzidas com AAVHSC1l7- hHBB-hL-014, mas ndo a partir de
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células ndo transduzidas. Os resultados do sequenciamento
mostraram que a mutacdo SCD foi corrigida nas células
transduzidas de todas as trés LCLs (incluindo as células
GM16265), e ndo foram detectadas mutac¢des indesejadas (por
exemplo, insercdo, delecdo, ou inversdo adicional) nas
regides gendmicas correspondendo aos térmicos dos bracgos de
homologia. Os resultados do sequenciamento também
confirmaram a insercdo de ligante apropriada e a transicdo
sem juncdo do braco de homologia ao genoma.

[00172]0s resultados acima mostram gque o vetor hHBB-hL-
014 é capaz de reverter um gene HBB mutante para a
sequéncia de tipo selvagem em linhagens celulares de SCD
miltiplas. Consequentemente, mutacgdes nos éxons, introns,
ou sequéncias regulatdrias do gene HBB em outras doencas
genéticas, tal como beta talassemia, também deveriam ser
corrigiveis usando o vetor hHBB-hL-014.
Exemplo 3: Vetores de corregdo de HBB compreendendo uma
sequéncia gendémica de HBB

[00173]Este exemplo m mostra vetores de correcdo a base
de AAV de HBB compreendendo uma sequéncia gendmica de HBB
capaz de corrigir mutacdes no gene HBB.

a) Vetor de correcdo de HBB hHBB-hL-001

[00174]0 wvetor de correcdo de HBB hHBB-hL-001, como
mostrado em Figura 4A, contém sequéncia gendmica de HBB
incluindo todos os éxons, todos os introns, e a sequéncia
de poliadenilacdo. Este vetor adicionalmente contém uma
regido 5’ englobando 800 bp a montante do sitio de
iniciacdo de transcricdo de HBB (referido como “HBB HAL” na
Figura 4A), e uma regido 3’ englobando 800 bp a jusante da

sequéncia de poliadenilacdo de HBB (“HBB HAR” em Figura
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47A) . O wvetor hHBB-hL-001 compreende a sequéncia de
nucleotideo especificada em SEQ ID NO: 31 (com um ligante
TI RE) ou SEQ ID NO:32 (sem um ligan