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DESCRIPCION
Regulacién de la expresion génica al usar nucleasas genomanipuladas

CAMPO TECNICO

La presente descripcion se encuentra en el campo de la manipulacién del genoma, particularmente la modificacion
dirigida del genoma de una célula hematopoyética.

ANTECEDENTES

Cuando se considera que los esfuerzos de secuenciacién genémica han revelado que el genoma humano contiene
entre 20.000 y 25.000 genes, pero menos de 2000 reguladores transcripcionales, se torna evidente que varios factores
deben interactuar para controlar la expresion génica en la totalidad de sus diversas manifestaciones temporales, del
desarrollo y especificas del tejido. La expresion de los genes estd controlada por una mezcla muy compleja de
reguladores transcripcionales generales y especificos que interactian con elementos de ADN. Estos elementos de
ADN comprenden elementos de ADN local tales como el promotor central y sus sitios de unién de union a factores de
transcripcion asociados, asi como elementos distales tales como potenciadores, silenciadores, aislantes y regiones
de control del locus (LCR, por sus siglas en inglés) (ver Matson, et al. (2006) Ann Rev Genome Hum Genet 7: 29-50).

Se identificaron elementos potenciadores por primera vez en el genoma virico de SV40 y después se hallaron en el
locus de cadena pesada de la inmunoglobulina humana. Ahora se sabe que los potenciadores desempefien funciones
de regulacion en la expresion de muchos genes y aparentan afectar principalmente los patrones temporales y
especiales de la expresion génica. También se ha hallado que los potenciadores pueden tener la funcion de regular la
expresion a grandes distancias desde el promotor central del gen diana y no dependen de ninguna orientacion de
secuencia especifica con respecto al promotor. Los potenciadores pueden ubicarse varios cientos de kilobases gen
arriba o gen abajo con respecto a una region promotora central, donde pueden ubicarse en una secuencia de intrén,
o0 incluso més alla del extremo 3’ de un gen.

Se han descrito diversos métodos y composiciones para la escision dirigida de ADN genémico. Dichos eventos de
escision dirigida pueden usarse, por ejemplo, para inducir mutagénesis dirigida, inducir eliminaciones dirigidas de
secuencias de ADN celular y facilitar la recombinacion dirigida en un locus cromosémico predeterminado. Ver, p. €j.,
las patentes estadounidenses nums. 9.255.250; 9.200.266; 9.045.763; 9.005.973; 9.150.847; 8.956.828; 8.945.868;
8.703.489; 8.586.526; 6.534.261; 6.599.692; 6.503.717; 6.689.558; 7.067.317; 7.262.054; 7.888.121; 7.972.854;
7.914.796; 7.951.925; 8.110.379; 8.409.861; las publicaciones de patentes estadounidenses nims. 2003/0232410;
2005/0208489; 2005/0026157; 2005/0064474; 2006/0063231; 2008/0159996; 2010/00218264; 2012/0017290;
2011/0265198; 2013/0137104; 2013/0122591; 2013/0177983; 2013/0196373; 2015/0056705 y 2015/0335708.

Estos métodos a menudo implican el uso de sistemas genomanipulados de escision para inducir una rotura de cadena
doble (DSB, por su sigla en inglés) o un corte en la secuencia de ADN diana, de modo que la reparacién de la rotura
mediante un proceso que surja de un error, tal como la unién de extremos no homélogos (NHEJ, por sus siglas en
inglés), captura de extremos dirigida sin homologia de donantes o la reparacién mediante el uso de una plantilla de
reparacion (reparacion dirigida por homologia o HDR, por sus siglas en inglés) pueda producir la inactivacién de un
gen o la insercion de una secuencia de interés (integracion dirigida). Ver, p. €j., las patentes estadounidenses ndms.
9.045.763; 9.200.266; 9.005.973; y 8.703.489. Estas técnicas también pueden usarse para introducir cambios
especificos del sitio en la secuencia del genoma mediante el uso de un oligonucleétido donante, incluso la introduccién
de eliminaciones especificas de regiones gendémicas, o de mutaciones puntuales especificas o alteraciones localizadas
(también conocidas como correccién génica). La escisién puede producirse mediante el uso de nucleasas especificas
tales como nucleasas de dedos de zinc (ZFN, por sus siglas en inglés) genomanipuladas, nucleasas efectoras
similares al activador de la transcripcion (TALEN, por sus siglas en inglés) o mediante el uso del sistema CRISPR/Cas
con un ARNcr/ARNtracr genomanipulado ("ARN guia Unico") para guiar la escision especifica. Ademas, las nucleasas
dirigidas se desarrollan en funcién del sistema Argonaute (p. ej., de T. thermophilus, conocido como “TtAgo”, ver
Swarts et al. (2014) Nature 507(7491): 258-261), que también puede tener el potencial de usarse en la edicion del
genoma y la terapia génica.

Los globulos rojos (RBC, por sus siglas en inglés), o eritrocitos, son el componente celular principal de la sangre y
representan un cuarto de las células en un ser humano. Los RBC maduros carecen de un ndcleo y muchos otros
organelos y estan llenos de hemoglobina, una metaloproteina que funciona para transportar oxigeno de los pulmones
a los tejidos, asi como para transportar didéxido de carbono hacia afuera de los tejidos y de regreso hacia los pulmones
para su eliminacién. Esta proteina constituye aproximadamente el 97 % del peso seco de los RBC y aumenta la
capacidad de transporte de oxigeno de la sangre aproximadamente setenta veces. La hemoglobina es un
heterotetramero que comprende dos cadenas de globina de tipo alfa (a), dos cadenas de globina de tipo beta (B) y 4
grupos hemo. En adultos, el tetramero a232 se denomina Hemoglobina A (HbA) o hemoglobina del adulto. Tipicamente,
las cadenas de globina alfa y beta se sintetizan en una relacion aproximada de 1:1 y esta relacion aparenta ser
fundamental en términos de hemoglobina y estabilizacién de RBC. En un feto en desarrollo, se produce una forma
diferente de hemoglobina, la hemoglobina fetal (HbF), que posee una afinidad de unién mayor por el oxigeno que la
Hemoglobina A, de modo que puede administrarse oxigeno al sistema del bebé a través del torrente sanguineo de la
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madre. Hay dos genes que codifican la globina fetal cuyas secuencias son muy similares y se denominan HBG1
(también denominada Ggamma) y HBG2 (Agamma), segun su orden de disposicion en el locus génico de la globina
beta. Como la hemoglobina del adulto, la proteina hemoglobina fetal contiene dos cadenas de globina a, pero en lugar
de las cadenas de globina 8 del adulto, tiene dos cadenas de globina gamma (y) fetal (es decir, la hemoglobina fetal
es 02y2). A las aproximadamente 30 semanas de gestacion, la sintesis de la globina gamma en el feto comienza a
disminuir, mientras que aumenta la produccién de la globina beta. A los aproximadamente 10 meses de edad, la
hemoglobina del recién nacido es casi toda a232, aunque persiste algo de HbF en la vida adulta (aproximadamente
1-3 % de la hemoglobina total). La regulaciéon del cambio de la produccion de globina gamma a beta es bastante
compleja, e implica principalmente una regulacién por disminucion de la transcripcién de la globina gamma con una
regulacion por aumento simultanea de la transcripcion de la globina beta.

Los defectos genéticos en las secuencias que codifican las cadenas de hemoglobina pueden ser responsables de un
grupo de enfermedades conocidas como hemoglobinopatias, que incluyen anemia falciforme y las talasemias alfa y
beta. En la mayoria de los pacientes con hemoglobinopatias, los genes que codifican la globina gamma permanecen
presentes, pero la expresion es relativamente baja debido a la represion génica normal que se produce alrededor del
parto segun se describid anteriormente.

Se estima que 1 en 5000 personas en Estados Unidos padecen anemia de células falciformes (SCD, por sus siglas
en inglés), mayormente en las personas con descendencia de Africa subsahariana (Roseff (2009) Immunohematology
25(2):67). Parece haber un beneficio para portadores heterocigéticos de la mutacion falciforme para la proteccion
contra la malaria, de modo que este rasgo puede haberse seleccionado de forma positiva con el tiempo, de modo que
se estima que en Africa subsahariana, hasta el 28 % de la poblacion posee el rasgo de las células falciformes (Elguero
et al. (2015) PNAS USA 112 (22): 7051). La anemia de células falciformes es provocada por una mutacion en el gen
de la globina B como consecuencia de una sustitucion de valina por acido glutamico en el aminoacido nim. 6 (una
mutacion GAG a GTG a nivel del ADN), donde la hemoglobina resultante se denomina “hemoglobina S” o “HbS”. En
condiciones con menos oxigeno, un cambio conformacional de la forma desoxi de HbS expone un parche hidréfobo
en la proteina entre las hélices E y F. Los residuos hidr6fobos de la valina en la posicion 6 de la cadena beta de la
hemoglobina pueden asociarse con el parche hidr6fobo, lo que provoca que las moléculas de HbS se acumulen y
formen precipitados fibrosos. Estos aglomerados, a su vez, provocan la anomalia o “formacion falciforme” de los RBC,
lo que da como resultado una pérdida de flexibilidad de las células. Los RBC falciformes ya no pueden caber en los
lechos capilares y esto puede provocar una crisis vasooclusiva en los pacientes con anemia falciforme. Ademas, los
RBC falciformes son mas fragiles que los RBC normales, y tienden hacia la hemdlisis, lo que finalmente lleva a la
anemia en el paciente.

El tratamiento y el control de los pacientes con anemia falciforme es una propuesta que dura toda la vida e implica un
tratamiento con antibidticos, gestion del dolor y transfusiones durante episodios agudos. Un abordaje es el uso de
hidroxiurea, que ejerce sus efectos en parte al aumentar la produccion de globina gamma. Sin embargo, todavia se
desconocen los efectos secundarios a largo plazo de la terapia crénica con hidroxiurea y el tratamiento provoca efectos
secundarios no deseados que llevan a un escaso cumplimiento del paciente y la eficacia es variable segun el paciente
(Brandow y Panepinto (2011) Am J Hematol 86(9):804-806). A pesar de un aumento de la eficacia de los tratamientos
de células falciformes, la esperanza de vida de los pacientes todavia es solo de mediados a fines de los 50 y las
morbilidades asociadas con la enfermedad tienen un gran impacto en la calidad de vida de un paciente.

Las talasemias también son enfermedades relacionadas con la hemoglobina y tipicamente implican una reduccion de
la expresion de las cadenas de globina. Esto puede producirse a través de mutaciones en las regiones reguladoras
de los genes o0 de una mutacién en una secuencia codificante de una globina que produce una reduccién de la
expresion o una reduccion de los niveles o proteina globina funcional. Las talasemias alfa, causadas por mutaciones
en el locus de la globina alfa, se asocian principalmente con personas de descendencia de Africa occidental y Asia del
sur, y pueden otorgar resistencia a la malaria. La talasemia beta, causada por mutaciones en el locus de la globina
beta, se asocia principalmente con personas de descendencia mediterranea, tipicamente de Grecia y las areas
costeras de Turquia e ltalia. En la talasemia menor, solamente uno de los alelos de la globina 8 porta una mutacion.
Los individuos padeceran anemia microcitica y la deteccién normalmente implica un volumen corpuscular medio menor
que el normal (<80fL). Los alelos de los sujetos con talasemia menor son 3+/B o f0/B (donde "B+" hace referencia a
alelos que permiten que se produzca alguna cantidad de formacion de la cadena B, "B" hace referencia a los alelos de
globina B natural, y "B0" hace referencia a mutaciones de globina B asociadas con una ausencia completa de la
expresion de globina beta). Los sujetos con talasemia intermedia a menudo pueden vivir una vida normal, pero pueden
precisar transfusiones ocasionales, especialmente en momentos de enfermedad o embarazo, dependiendo de la
gravedad de su anemia. Los alelos de estos pacientes pueden ser B+/B+ 0 Bo/B+. La talasemia mayor se produce
cuando ambos alelos poseen mutaciones de talasemia. Esta es una anemia gravemente microcitica e hipocromica. Si
no se trata, produce anemia, esplenomegalia y deformidad 6sea grave y normalmente conduce a la muerte antes de
los 20 afios. El tratamiento consiste en transfusiones sanguineas periédicas, esplenectomia para la esplenomegalia y
la quelacion de la sobrecarga de hierro provocada por la transfusién. También se usan trasplantes de médula ésea
para el tratamiento de personas con talasemias graves si se puede identificar un donante adecuado, pero este
procedimiento puede conllevar riesgos considerables.

Un abordaje que se ha propuesto para el tratamiento de SCD y talasemias beta es el de aumentar la expresién de la
globina gamma con la intencién de que HbF reemplace funcionalmente la hemoglobina del adulto aberrante. Segun
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se menciond anteriormente, se considera que el tratamiento de los pacientes con SCD con hidroxiurea es exitoso en
parte debido a su efecto del aumento de la expresién de globina gamma. El primer grupo de compuestos que se
descubrié que afectaban la expresién de globina gamma fueron farmacos citotéxicos. La capacidad de provocar la
sintesis de novo de la globina gamma mediante manipulacion farmacolégica se demostré primero mediante el uso de
5-azacitidina en animales experimentales (DeSimone (1982) Proc Nat'| Acad Sci USA 79(14):4428-31). Los estudios
posteriores confirmaron la capacidad de la 5-azacitidina de aumentar la HbF en los pacientes con talasemia B y anemia
de células falciformes (Ley, et al., (1982) N. Engl. J. Medicine, 307: 1469-1475y Ley, et al., (1983) Blood 62: 370-380).
Ademas, se ha demostrado en sistemas experimentales que los acidos grasos de cadena corta (p. €j., butirato y
derivados) aumentan la HbF (Constantoulakis et al., (1988) Blood 72(6):1961-1967). A su vez, hay un segmento de la
poblacién humana con una afeccién conocida como "persistencia hereditaria de hemoglobina fetal" (PHHF) donde
persisten cantidades elevadas de HbF en la adultez (10-40 % en heterocig6ticos para PHHF (ver Thein et al. (2009)
Hum. Mol. Genet 18 (R2): R216-R223). Esta es una afeccion poco comun, pero ante la ausencia de anomalias
asociadas de globina beta, no se asocia con ninguna manifestacion clinica considerable, incluso cuando el 100 % de
la hemoglobina del individuo es HbF. Cuando los individuos que padecen una talasemia beta también poseen una
PHHF coincidente, la expresion de HbF puede disminuir la gravedad de la enfermedad (Potoka and Gladwin (2015)
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 308(4): L314-L324). Ademas, la gravedad de la evolucién natural de la anemia
de células falciformes puede variar de manera significativa de paciente a paciente, y esta variabilidad, en parte, puede
remitirse al hecho de que algunos individuos con una enfermedad mas leve expresan niveles mas elevados de HbF.

Un abordaje para aumentar la expresién de HbF implica la identificacién de genes cuyos productos desempefian una
funcién en la regulacién de la expresion de la globina gamma. Un gen de ese tipo es el BCL11A, identificado primero
por su funcién en el desarrollo de los linfocitos. EI BCL11A codifica una proteina de dedos de zinc que se cree que
participa en la regulacion especifica de la etapa de desarrollo de la expresion de la globina gamma. El BCL11A se
expresa en células precursoras eritroides adultas y la regulacién por disminucién de su expresion lleva a un aumento
de la expresion de la globina gamma. Ademas, el empalme del ARNm del BCL11A se regula por medio del desarrollo.
En las células embrionarias, las variantes mas cortas del ARNm de BCL11A, conocidas como BCL11A-S y BCL11A-
XS se expresan de forma primaria, mientras que, en las células adultas, las variantes de ARNm de BCL11A-L y
BCL11A-XL mas largas se expresan de forma predominante. Ver Sankaran et al. (2008) Science 322 pag. 1839. La
proteina BCL11A aparenta interactuar con el locus de la globina beta para alterar su conformacion y, por lo tanto, su
expresion en distintas etapas del desarrollo. Se ha propuesto el uso de un ARN inhibidor dirigido al gen BCL11A (ver,
p. €j., la publicaciéon de patente estadounidense nim. 2011/0182867), pero esta tecnologia tiene varias desventajas
potenciales, a saber, que puede que no se logre la inactivacién completa, el suministro de tales ARN puede ser
problematica y los ARN deben estar presentes de forma continua, lo que requiere mdltiples tratamientos de por vida.

El direccionamiento de secuencias potenciadoras de BCL11A proporciona un mecanismo para el aumento de HbF. Ver,
p. €j., la patente estadounidense nim. 2015/0132269 y la publicacion PCT num. WO 2016/183298. Los estudios de
asociacion de genoma completo han identificado un conjunto de variaciones genéticas en el locus del gen BCL11A
que se asocian con mayores niveles de HbF. Estas variaciones son una coleccion de polimorfismos de nucleétidos
pequeiios (SNP, por sus siglas en inglés) que se hallan en regiones no codificantes de BCL11A que funcionan como
una region potenciadora especifica de la etapa limitada por el linaje. Una investigacion adicional reveld que este
potenciador de BCL11A es necesario en las células eritroides para la expresion de BCL11A, pero no es necesario
para su expresion en linfocitos B (ver Bauer et al. (2013) Science 343:253-257). La regién potenciadora se hall6 dentro
del intrén 2 del gen BCL11A, y se identificaron tres areas de hipersensibilidad de ADNasal (que a menudo indica un
estado de cromatina que se asocia con un potencial regulatorio) en el intron 2. Estas tres areas se identificaron como
“+62”, “+58” y “+55” de acuerdo con la distancia en kilobases desde el sitio de inicio de la transcripcién de BCL11A.
Estas regiones potenciadoras tienen una longitud aproximada de 350 (+55); 550 (+58); y 350 (+62) nucledtidos (Bauer
2013, ibid).

Cuando se desarrolla una nucleasa para usar en tratamientos terapéuticos de seres humanos, es fundamental que la
nucleasa tenga caracteristicas de seguridad superiores. Especificamente, las nucleasas deben tener niveles muy
bajos de escision inespecifica. Cantidades significativas de cortes de cadena doble en lugares que no sean la diana
especificada por el usuario pueden provocar la represién de genes inespecificos y, en algunos casos poco frecuentes,
la aparicion de translocaciones cromos6émicas (ver Hoban y Bauer (2016) Blood, 127(21):2525-2535 y Tsang et al.
(2017) Nature Methods, en la prensa). Se pueden lograr mejoras en la especificidad eliminando las interacciones no
especificas entre la nucleasa genomanipulada y el ADN gen6mico (ver las solicitudes de patente provisional
estadounidenses nims. 62/378.978 y 62/443.981).

Por lo tanto, permanece una necesidad de métodos y composiciones altamente especificos para la alteracién de la
expresion génica de BCL11A, por ejemplo, para tratar hemoglobinopatias tales como la anemia de células falciformes
y la talasemia beta.

COMPENDIO

En la presente memoria se describe composiciones y métodos altamente especificos para su uso en la terapia génica
y genomanipulacién del genoma. Especificamente, los métodos y composiciones descritos se refieren a la inactivacion
(p. €j., mediante la abolicion parcial o completa de su expresion) de un gen BCL11A, por ejemplo, un gen que actia
como regulador de uno o més genes adicionales. En particular, se describen métodos y composiciones para interferir
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en la funcién potenciadora en un gen BCL11A para disminuir o inactivar su actividad en linajes celulares especificos
(p. €j., eritroides). Ademas, se describen métodos y composiciones para interferir en las funciones potenciadoras de
BCL11A, en donde las secuencias potenciadoras no se encuentran dentro de las secuencias codificantes del gen
BCL11A, y en donde los reactivos proporcionados exhiben una actividad altamente especifica. La regulacion por
disminucion resultante del gen BCL11A en estas circunstancias resulta en una mayor expresion de globina gamma y
en la reduccién de la cantidad de eventos de escisién inespecifica. La invencion proporciona una nucleasa de dedos
de zinc (ZFN) que comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO:29 y la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO:31.

La invencion también proporciona uno o mas polinucleétidos que codifican una o0 méas nucleasas de dedos de zinc
segun la invencién, opcionalmente, en donde el uno o mas polinucleétidos es(son) ARNm.

La invenciéon proporciona, ademas, uno o mas vectores que comprenden secuencias que codifican una o mas
nucleasas de dedos de zinc de la invencion.

La invencion proporciona una célula que comprende la nucleasa de dedos de zinc de la invencién, el uno o mas
polinucleétidos de la invencién o el uno o mas vectores de la invencion.

La invencién también proporciona una célula o linea celular producida a partir de la célula de la invencién, que
comprende la nucleasa de dedos de zinc de la invencidn, el uno o mas polinucleétidos de la invencion o el uno o mas
vectores de la invencion.

La invencion proporciona, ademas, una célula parcialmente o completamente diferenciada que desciende de la célula
o linea celular de la invencion, que comprende la nucleasa de dedos de zinc de la invencién, el uno o mas
polinucleétidos de la invencién o el uno o mas vectores de la invencion.

La invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende la nucleasa de dedos de zinc de la invencion,
el uno o mas polinucleétidos de la invencion, el uno o mas vectores de la invencion y/o la célula o linea celular de la
invencién.

La invencién también proporciona un método in vitro para modificar una secuencia potenciadora de BCL11A end6gena
en una célula, el método comprende administrar la nucleasa de dedos de zinc de la invencién o el uno o mas
polinucleétidos de la invencioén a la célula, de modo que se modifique la secuencia potenciadora de BCL11A enddgena,
opcionalmente en donde: (i) el método comprende, ademas, introducir una secuencia exégena en la célula de modo
que la secuencia exdgena se inserte en la secuencia potenciadora de BCL11A endodgena; o (ii) la modificacion
comprende una eliminacion.

La invencion proporciona, ademas, una composicion farmacéutica de la invencién para su uso en un método para
tratar una hemoglobinopatia, tal como una talasemia (p. €j., talasemia beta) o anemia de células falciformes, en un
paciente, el método comprende administrar la composicion farmacéutica al paciente, opcionalmente, en donde el
paciente es un ser humano.

La invencién proporciona un método in vitro para producir una célula modificada genéticamente que comprende una
modificacién gendmica dentro de una secuencia potenciadora de BCL11A enddgena, el método comprende las etapas
de: a) poner en contacto una célula con el uno o més polinucleétidos de la invencion; b) someter a la célula a
condiciones que lleven a la expresion de la proteina de fusién a partir del polinucleétido; y ¢) modificar la secuencia
potenciadora de BCL11A enddgena con la proteina de fusién expresada de manera suficiente para producir la célula
modificada genéticamente, opcionalmente, en donde el método comprende, ademas, estimular la célula con al menos
una citocina.

La invencién también proporciona un kit que comprende la nucleasa de dedos de zinc de la invencién, el uno o mas
polinucleétidos de la invencién, el uno 0 mas vectores de la invencion y/o la célula o linea celular de la invencion.

La invencion proporciona, ademas, una célula o linea celular de la invencién para su uso en un método para tratar o
prevenir una hemoglobinopatia, tal como una talasemia (p. €j., talasemia beta) o anemia de células falciformes.

En la presente memoria se describe una proteina de dedos de zinc de origen no natural que comprende una proteina
de dedos de zinc (ZFP) que comprende 4, 5 o 6 dedos, cada dedo comprende una regién de hélices de reconocimiento
que reconoce un subsitio diana de ADN, en donde las regiones de hélices de reconocimiento comprenden las
secuencias en el orden que se muestra en una fila individual de la Tabla 1. Dentro de cada dedo de zinc, la region de
hélice de reconocimiento de 7 aminoacidos se enumera -1 a +6 dentro de la estructura del dedo de zinc (de
aproximadamente 30 residuos, incluidos residuos coordinantes de zinc). 1, 2, 3 o0 mas de los dedos de zinc
componente de las proteinas de dedos de zinc descritos en la presente memoria pueden comprender, ademas,
mutaciones en uno 0 mas residuos fuera de la regién de hélice de reconocimiento, que incluyen, pero no se limitan a,
mutaciones en aminoacidos en la posicién -5, posicién -14 o en ambas posiciones -5 y -14 (la numeracién continta
desde la numeracién -1 a +6 usada para la region de hélice de reconocimiento). Ver, p. €j., las mutaciones Qm4 y
Qm14 descritas en las solicitudes de patente provisional estadounidense 62/378.978 y 62/443.981. Los dedos de zinc
componentes de la proteina de dedos de zinc se pueden enlazar con cualesquiera enlazadores, por ejemplo, como se
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describen en la patente estadounidense num. 8.772.453. La ZFP comprende las hélices de reconocimiento como se
muestran en la Tabla 1 para las proteinas que se denominan de la siguiente manera: 63014 (que se une al sitio diana
que se muestra en la SEQ ID NO:1) y 65722 (que se une al sitio diana que se muestra en la SEQ ID NO:2).

En ciertos aspectos de la descripcion, las proteinas de dedos de zinc descritas en la presente memoria se pueden
fusionar con un dominio funcional (p. ej., dominio de activacion transcripcional, dominio de represién transcripcional,
dominio de escisién (para formar una nucleasa de dedos de zinc), etc.). Se puede usar cualquier enlazador para
enlazar funcionalmente el dominio de escision y la proteina de dedos de zinc, incluso, pero sin limitarse a, los
enlazadores como se describen en las patentes estadounidenses num. 9.394.531 y 9.567.609. Ademas, cuando se
usa un dominio de escision Fokl, puede haber mas mutaciones en el dominio catalitico, dominio de dimerizacion, en
residuos de contacto de fosfato (fuera del dominio de dimerizacién o catalitico), y combinaciones de mutaciones en
uno cualquiera del dominio catalitico, dominio de dimerizacién y en residuos de contacto de fosfato, incluso, pero sin
limitarse a, mutaciones ELD o KKR en el dominio de dimerizacion, mutaciones en residuos 525 (K a S) del dominio
Fokl y combinaciones de mutaciones de ELD o KKR en el dominio de dimerizacién y mutaciones en los residuos 525
(K a S) del dominio Fokl, numerado con respecto al natural. Ver, las patentes estadounidenses nims. 7.888.121;
7.914.796; 8.034.598; 8.623.618 y la publicacion de patente estadounidense nim. 2011/0201055 y las solicitudes de
patente provisional estadounidenses nims. 62/378.978 y 62/443.981.

Las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) pueden usarse en pares dimerizantes para escindir en o cerca de uno o ambos
sitios diana para las ZFN del par, por ejemplo, el “companero izquierdo” de la Tabla 1 (p. ej., 63014) puede formar un
dimero con el "compariero derecho" de la Tabla 1 (p. €j., 65722) para escindir secuencias potenciadoras de BCL11A.
Por ejemplo, un par de ZFN puede comprender las siguientes secuencias de aminoacidos:
63014: MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHGVPAAMAERPFQCRI
CMQNFSDQSNLRAHIRTHTGEKPFACDICGRKFARNFSLTMETKIHTGSQKPF

QCRICMQNFSSTGNLTNHIRTHTGEKPFACDICGRKFATSGSLTRHTKIHTHPR

APIPKPFQCRICMQNFSDQSNLRAHIRTHTGEKPFACDICGRKFAAQCCLFHHT KIH-Enlazador -
ELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGK
HLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVDTKA YSGGYNLPIGQADEMERYVEENQ
TRDKHLNPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHITNCNGA
VLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINFRS (SEQ ID NO:3); y

MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHGVPAAMAERPFQCRI
CMQKFARNDHRTTHTKIHTGEKPFQCRICMQNFSQKAHLIRHIRTHTGEKPFA
CDICGRKFAQKGTLGEHTKIHTGSQKPFQCRICMQNFSRGRDLSRHIRTHTGE
KPFACDICGRKFARRDNLHSHTKIH-Enlazador-
ELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGK
HLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVDTKAYSGGYNLPIGQADEMQRYVKENQ
TRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFSGNYKAQLTRLNRKTNCNGA
VLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF (SEQ ID NO:4), en donde la secuencia del Enlazador puede ser
cualquier secuencia de enlazador conocida en la técnica, por ejemplo, como se describen enlas patentes
estadounidenses nims. 9.394.531 y 9.567.609. El enlazador para 63014 puede comprender o consistir en el enlazador
L7c5 (LRGSISRARPLNPHP (SEQ ID NO:5)) y el enlazador usado en 65722 comprende o consiste en el enlazador LO
(LRGSQLVKS (SEQ ID NO:6), ver la patente estadounidense num. 9.567.609). La secuencia del dominio de escisién
Fokl de extremo C al enlazador de las secuencias mostradas anteriormente también puede comprender dominios de
Fokl alternativos enlazados funcionalmente con la proteina de dedos de zinc. El dominio de escision de Fokl puede
incluir mutaciones alternativas o adicionales en el dominio catalitico, el dominio de dimerizacién, residuos de contacto
de fosfato, y combinaciones de mutaciones en uno cualquiera del dominio catalitico, dominio de dimerizacién y
residuos de contacto de fosfato.

En la presente memoria se describe el suministro de al menos una nucleasa (p. €j., una nucleasa que se une a una
secuencia potenciadora de BCL11A) a una célula madre humana o célula precursora (HSC/PC) para lograr la
genomanipulacion del genoma. En ciertos aspectos de la descripcion, la nucleasa comprende una proteina de dedos
de zinc (ZFP) que comprende 4, 5 o 6 dedos, cada dedo comprende una region de hélices de reconocimiento que
reconoce un subsitio diana, en donde las regiones de hélices de reconocimiento comprenden las secuencias en el
orden que se muestra en una fila individual de la Tabla 1. La nucleasa de ZFN de la invencion comprende el par de
nucleasas designadas 63014/65722. La(s) nucleasa(s) como se describe(n) en la presente memoria puede(n)
comprender, ademas, un enlazador (p. €j., entre el dominio de union a ADN y el dominio de escisién), por ejemplo, un
enlazador tal como se muestra en 9.567.609, que incluye, pero no se limita a, LRGSISRARPLNPHP (SEQ ID NO:5) o
(LRGSQLVKS (SEQ ID NO:6)).

En algunas realizaciones, la nucleasa se suministra como un péptido, mientras que en otras se suministra como un
acido nucleico que codifica la al menos una nucleasa. En algunas realizaciones, se usa mas de una nucleasa. En
algunas realizaciones preferidas, el &cido nucleico que codifica la nucleasa es un ARNm y, en algunas instancias, el
ARNm esté protegido. En algunos aspectos, el ARNm se puede modificar quimicamente (Ver, p. €j., Kormann et al.
(2011) Nature Biotechnology 29(2): 154-157). En otros aspectos, el ARNm puede comprender un casquete ARCA (ver
las patentes estadounidenses nims. 7.074.596 y 8.153.773). En realizaciones adicionales, el ARNm puede
comprender una mezcla de nucleétidos no modificados y modificados (ver la publicaciéon de patente estadounidense
nam. 2012/0195936). En una realizacion preferida, el acido nucleico que codifica la(s) nucleasa(s) se suministra a
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HSC/PC a través de electroporacion. En algunas realizaciones, la nucleasa escinde en o cerca del sitio de unién de
un factor de transcripcion. En algunos aspectos, el factor de transcripcion es GATA-1.

En la presente memoria se describe una célula o linea celular en la que una secuencia potenciadora de BCL11A
endodgena se modifica genéticamente mediante una nucleasa como se describe en la presente memoria (p. ej., como
se muestra en la Tabla 1), por ejemplo, en comparacion con la secuencia natural de la célula. La modificacién genética
al potenciador de BCL11A resulta en la modificacion de la expresion génica de globina (beta y gamma). Las células o
las lineas celulares modificadas por nucleasas como se describen en la presente memoria se pueden distinguir por
estructura, funcién y combinaciones de estructura y funcién de las naturales. Las lineas celulares o célula modificadas
genéticamente pueden ser heterocigéticas u homocigoéticas con respecto a la modificacion. Las modificaciones pueden
comprender inserciones (p. €j., insercion transgénica), eliminaciones y combinaciones de inserciones y eliminaciones;
tales inserciones, eliminaciones y combinaciones de inserciones y eliminaciones se denominan comidnmente "indels".
En algunas realizaciones preferidas, las indels producen la destruccién de un sitio de union a factor de transcripcion.
En ciertas realizaciones, la modificacién es en o cerca del(de los) sitio(s) de unién a nucleasa(s), sitio(s) de escisién y
combinaciones de sitios de unién y escisién, por ejemplo, dentro de 1-300 pares de bases (o cualquier valor entre
estos) anteriores o posteriores al(a los) sitio(s) de escision, mas preferiblemente, dentro de 1-100 pares de bases (o
cualquier valor entre estos) de cualquier lado del(de los) sitio(s) de unién, sitio(s) de escisién y combinaciones de sitios
de unién y escision que se muestran en la Tabla 1, incluso mas preferiblemente, dentro de 1 a 50 pares de bases (0
cualquier valor entre estos) a cualquier lado del(de los) sitio(s) de unidn, sitio(s) de escisién y combinaciones de sitios
de unién y escisién. En ciertas realizaciones, la modificacion genética de la secuencia potenciadora de BCL11A esta
dentro y/o entre las secuencias mostradas en la Tabla 1 (sitios diana). La modificacion puede incluir también
modificaciones a uno o més nucleétidos en los sitios de escision. La modificacién puede incluir también modificaciones
a uno o mas nucleoétidos en los sitios de union. La modificacién puede incluir, ademas, modificaciones a uno o mas
nucleétidos en los sitios de escisién y en uno o mas de los sitios de unién. En ciertas realizaciones, uno o mas del(de
los) sitio(s) diana de nucleasa no esta(n) modificado(s). En otras realizaciones, al menos uno de los sitios diana para
la(s) nucleasa(s) esta(n) modificado(s). En ciertas realizaciones, la modificacion es en o cerca de la region “+58” del
potenciador de BCL11A, por ejemplo, en o cerca de un sitio de unién a nucleasa que se muestra en cualquiera de la
SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO:2. Cualquier célula o linea celular puede modificarse mediante las nucleasas tales
como se describen en la presente memoria, por ejemplo, una célula madre (célula madre hematopoyética tal como
una célula madre hematopoyética CD34+) o célula precursora de glébulos rojos (RBC).

También se describen células o lineas celulares obtenidas después de la modificacién por parte de una nucleasa tal
como se describe en la presente memoria, por ejemplo, células o lineas celulares descendientes de una célula o linea
celular modificada por nucleasa como se describe en la presente memoria. También se proporcionan células
diferenciadas parcialmente o completamente descendientes de las células madre modificadas, tales como se
describen en la presente memoria (p. €j., RBC o células precursoras de RBC). Las células descendientes de las células
modificadas por nucleasas pueden propagarse, diferenciarse y combinaciones de ambos (cultivos) propagados y
diferenciados in vitro o pueden diferenciarse dentro de un sujeto vivo, por ejemplo, después de la administracién ex
vivo de una célula madre modificada por nucleasa. Cualquiera de las células o lineas celulares modificadas
genéticamente descritas en la presente memoria pueden mostrar una mayor expresion de globina gamma. También
se proporcionan composiciones tales como composiciones farmacéuticas que comprenden las células modificadas
genéticamente tales como se describen en la presente memoria.

El suministro de un acido nucleico donante a una célula diana puede proporcionar una célula modificada
genéticamente en la cual el donante esta integrado en la célula. El donante puede suministrarse antes, después o
junto con el &cido nucleico que codifica la(s) nucleasa(s) de la Tabla 1. El &cido nucleico donante puede comprender
una secuencia exodgena (transgén) que se va a integrar en el genoma de la célula, por ejemplo, un locus endégeno.
En algunas realizaciones, el donante puede comprender un gen de longitud completa o fragmento de este, flanqueado
por regiones de homologia con el sitio de escision al que se dirige. En algunas realizaciones, el donante carece de
regiones homologas y se integra en un locus diana a través de un mecanismo independiente de homologia (es decir,
NHEJ). El donante puede comprender cualquier secuencia de acido nucleico, por ejemplo, un acido nucleico que, al
usarse como sustrato para la reparacion dirigida por homologia de la rotura de cadena doble inducida por nucleasas,
lleva a que se genere una eliminacion especificada por el donante en el locus cromosémico enddgeno (p. €j., region
potenciadora de BCL11A) o, de manera alternativa (o adicional), formas alélicas novedosas (p. ej., mutaciones
puntuales que extraen un sitio de unién a factor de transcripcion) del locus endégeno que se va a crear. En algunos
aspectos, el acido nucleico donante es un oligonucleétido en donde la integracion lleva a un evento de correccion
génica o una eliminacion dirigida.

En otros aspectos, la nucleasa, el donante y las combinaciones de la nucleasa y el donante se suministran mediante
métodos de transferencia génica viricos, no viricos y combinaciones de viricos y no viricos. En realizaciones preferidas,
el donante se suministra a la célula a través de un virus adenoasociado (AAV, por sus siglas en inglés). En algunas
instancias, el AAV comprende LTR que son de un serotipo heterélogo en comparacion con el serotipo de la capside.

En algunos aspectos, las eliminaciones que comprenden regiones dentro de las regiones hipersensibles de ADNsal
del potenciador (p. €j., la region +58 del potenciador de BCL11A) se realizan mediante el uso de una o mas nucleasas
que se muestran en la Tabla 1. Estas eliminaciones pueden comprender de aproximadamente 1 nucleétido a
aproximadamente 551 nucleétidos. Por lo tanto, las eliminaciones pueden comprender, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50,
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100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550 nucledtidos o cualquier valor entre estos. En algunas realizaciones,
las eliminaciones comprenden regiones de unién para uno o mas factores de transcripcion. En algunas realizaciones
preferidas, las eliminaciones comprenden un sitio de unién a GATA-1, o el sitio de unién para GATA-1 en combinacién
con otros factores.

En algunos aspectos de la descripcidn, los dominios de unién a ADN de la Tabla 1 se fusionan con un dominio funcional.
Algunos aspectos incluyen la fusién de los dominios de unién al ADN con dominios capaces de regular la expresion
de un gen. En algunos aspectos de la descripcion, las proteinas de fusién comprenden el dominio de unién al ADN de
la Tabla 1 fusionado con un dominio modulador de la expresion génica donde el modulador reprime la expresion génica.

En algunos aspectos de la descripcion, las células HSC/PC se ponen en contacto con las nucleasas, las proteinas de
unién a ADN y combinaciones de las nucleasas y proteinas de unién a ADN de la descripcion (es decir, las ZFP como
se muestran en la Tabla 1). Las nucleasas, las proteinas de unién a ADN y combinaciones de las nucleasas y proteinas
de unién a ADN pueden suministrarse como acidos nucleicos o0 como proteinas. Los acidos nucleicos pueden ser
ARNm que codifican las proteinas de unién a ADN, y combinaciones de las nucleasas y proteinas de unién a ADN vy,
en instancias adicionales, los ARNm pueden estar protegidos. El ARNm puede modificarse quimicamente, puede
comprender un casquete ARCA, una mezcla de nucleétidos no modificados o modificados y combinaciones de un
casquete ARCA y una mezcla de nucleétidos modificados y no modificados. También se proporcionan células o lineas
celulares derivadas de estas células, incluso células parcialmente o completamente diferenciadas.

En algunos aspectos, las HSC/PC se ponen en contacto con las nucleasas, las proteinas de unién a ADN y
combinaciones de nucleasas y proteinas de unién a ADN de la descripcién ex vivo, después de la aféresis de las
HSC/PC a partir de un sujeto, o purificacion de médula ésea cosechada. En algunas realizaciones, las nucleasas
descritas en la presente memoria provocan modificaciones dentro de las regiones potenciadoras de BCL11A, por
ejemplo, que dan como resultado una célula modificada genéticamente que se diferencia de manera estructural,
funcional y combinaciones de diferencias estructurales y funcionales con respecto a las células naturales, otras células
modificadas (p. ej., modificadas por nucleasa) y combinaciones de células naturales y otras modificadas. En
realizaciones adicionales, las HSC/PC que contienen las modificaciones de la regién potenciadora de BCL11A se
introducen nuevamente en el sujeto. En algunas instancias, las HSC/PC que contienen las modificaciones de la region
potenciadora de BCL11A se expanden antes de la introduccion. En otros aspectos, las HSC/PC modificadas
genéticamente se administran al sujeto en un trasplante de médula 6sea, en donde las HSC/PC se injertan, diferencian
y maduran in vivo. En algunas realizaciones, las HSC/PC se aislan a partir del sujeto después de la movilizacién
inducida por G-CSF, movilizacién inducida por plerixafor, y combinaciones de movilizacién inducida por G-CSF y
plerixafor y, en otras, las células se aislan a partir de la médula ésea humana o los cordones umbilicales humanos. En
algunos aspectos, se trata al sujeto con un procedimiento mieloablativo leve antes de la introduccion del injerto que
comprende las HSC/PC modificadas, mientras que, en otros aspectos, se trata al sujeto con un régimen de
acondicionamiento mieloablativo vigoroso. En algunas realizaciones, las composiciones de la invencién se usan para
tratar o prevenir una hemoglobinopatia. En algunos aspectos, la hemoglobinopatia es una talasemia. En algunos
aspectos, la hemoglobinopatia es una talasemia beta, mientras que, en otros aspectos, la hemoglobinopatia es anemia
de células falciformes.

En algunas realizaciones, las HSC/PC se ponen en contacto, ademas, con una molécula donante. En algunas
realizaciones, la molécula donante se suministra mediante un vector virico. La molécula donante puede comprender
una o mas secuencias que codifican un polipéptido funcional (p. ej., un ADNc o fragmento de este), con 0 sin un
promotor. Pueden incluirse otras secuencias adicionales (secuencias codificantes o no codificantes) cuando se usa
una molécula donante para la inactivacion, incluso, pero sin limitarse a, secuencias que codifican un péptido 2A, sitio
SA, IRES, etc.

En un aspecto, las HSC/PC se ponen en contacto mediante las composiciones de la invencién in vivo. Las nucleasas,
las proteinas de union a ADN o las combinaciones de nucleasas y proteinas de unién a ADN se pueden suministrar a
las HSC/PC in situ mediante métodos conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, las nucleasas de la invencion
comprenden una particula virica que se administra al sujeto que lo necesita, mientras que, en otras, las nucleasas,
proteinas de unién a ADN o la combinacién de nucleasas y proteinas de unién a ADN comprenden una nanoparticula
(p. €j., liposoma). En algunas realizaciones, las particulas viricas, nanoparticulas o combinacion de particulas viricas
y nanoparticulas se suministran al 6rgano (p. €j., médula 6sea) en donde se encuentran las HSC/PC.

En otro aspecto, se describen en la presente memoria métodos para integrar un acido nucleico donante en el genoma
de una célula a través de mecanismos independientes de homologia. Los métodos comprenden crear una rotura de
cadena doble (DSB) en el genoma de una célula y escindir la molécula donante mediante el uso de una nucleasa
como se describe en la presente memoria, de modo que se integre el acido nucleico donante en el sitio de la DSB. En
ciertas realizaciones, el acido nucleico donante se integra a través de métodos no dependientes de homologia (p. €j.,
NHEJ). Como se indic6é anteriormente, tras la escisién in vivo, las secuencias donantes pueden integrarse de forma
dirigida en el genoma de una célula en la ubicacién de una DSB. La secuencia donante puede incluir uno 0 méas de
los mismos sitios diana para una o0 mas de las nucleasas usadas para crear la DSB. Por lo tanto, la secuencia donante
puede escindirse mediante una 0 méas de las mismas nucleasas usadas para escindir el gen endogeno en el cual se
desea realizar la integracién. En ciertas realizaciones, la secuencia donante incluye diferentes sitios diana de nucleasa
de las nucleasas usadas para inducir la DSB. Las DSB en el genoma de la célula diana pueden crearse mediante
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cualquier mecanismo. En ciertas realizaciones, la DSB se crea mediante una 0 mas nucleasas de dedos de zinc (ZFN),
proteinas de fusién que comprenden un dominio de unién a dedo de zinc, que se genomanipula para unirse a una
secuencia dentro de la region de interés, y un dominio de escisién o un dominio medio de escisién.

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

En algunas realizaciones, la célula HSC/PC transgénica, animal transgénico o combinacion de célula HSC/PC
transgénica y animal incluye un transgén que codifica un gen humano. En algunas instancias, el animal transgénico
comprende una inactivacién en el locus enddgeno y el remplazo del gen endégeno con su contraparte humano, lo que
permite el desarrollo de un sistema in vivo donde la proteina humana puede estudiarse de forma aislada. Dichos
modelos transgénicos pueden usarse con fines de analisis para identificar moléculas pequefias o biomoléculas
grandes, u otras entidades que pueden interactuar con la proteina humana de interés o modificarla. En algunos
aspectos, el transgén se integra en el locus seleccionado (p. €j., seguro) en una célula madre (p. €j., una célula madre
embrionaria, una célula madre pluripotente inducida, una célula madre hematopoyética, etc.) o el embrién animal no
humano obtenido mediante cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria y después el embrién se
implanta de modo que nazca un animal no humano vivo. Después, se cria al animal hasta alcanzar su madurez sexual
y se le permite tener crias, en donde al menos algunas de las crias comprenden la secuencia génica enddgena editada
o el transgén integrado.

En otro aspecto, se proporciona en la presente memoria un método para alterar la expresion génica (p. ej., BCL11A,
un gen de globina y combinaciones de BCL11A y un gen de globina) en una célula, el método comprende: introducir,
en la célula, una o mas nucleasas descritas en la presente memoria (qQue se muestran en la Tabla 1), en condiciones
tales que se exprese la una o mas proteinas y se altere la expresion del gen. En ciertas realizaciones, se altera (p. €j.,
aumenta) la expresién de un gen de globina (p. ej., globina gamma o globina beta). Cualquiera de los métodos
descritos en la presente memoria puede comprender, ademas, integrar una secuencia donante (p. €j., transgén o
fragmento de este bajo el control de un promotor exégeno o endégeno) en el genoma de la célula, por ejemplo, integrar
un donante en o cerca del sitio de escision por nucleasa en el gen de BCL11A. La secuencia donante se introduce en
la célula al usar un vector virico, como un oligonucleétido, en un plasmido y combinaciones de uno o mas métodos
seleccionados del uso de un vector virico, como un oligonucleétido o en un plasmido. La célula en la que se altera la
expresion génica puede ser, por ejemplo, una célula precursora de glébulos rojos (RBC), una célula madre
hematopoyética (p. ej., célula CD34+) y combinaciones de la célula precursora de RBC y una célula madre
hematopoyética.

En la presente memoria se describe un método para producir una célula modificada genéticamente que comprende
una modificacion gendmica dentro de una secuencia potenciadora de BCL11A enddgena (una modificacién en la
secuencia de nucleétidos de la secuencia potenciadora de BCL11A), el método comprende las etapas de: a) poner en
contacto una célula con un polinucleétido (p. ej., ADN o ARNm) que codifica una nucleasa de dedos de zinc que
comprende 4, 5 0 6 dominios de dedos de zinc en los que cada uno de los dominios de dedos de zinc comprende una
region de hélices de reconocimiento en el orden que se muestra en una fila individual de la Tabla 1; b) someter a la
célula a condiciones que lleven a la expresién de la proteina de dedos de zinc del polinucleétido; y ¢) modificar la
secuencia potenciadora de BCL11A enddgena con la proteina de dedos de zinc expresada de manera suficiente para
producir la célula modificada genéticamente. Las células se pueden estimular con al menos una citocina (p. €j., antes
de la etapa (a)). El polinucleétido puede ponerse en contacto con la célula mediante el uso de cualquier método
adecuado, que incluye, pero no se limita a, mediante transfeccién, mediante el uso de un vector no virico, mediante el
uso de un vector virico, a través de medios quimicos o mediante exposicién a un campo eléctrico (p. e€j.,
electroporacion).

También se proporcionan células que comprenden una o una combinacion de las modificaciones gendmicas descritas
en la presente memoria, incluidas células que descienden de las células producidas mediante los métodos descritos
en la presente memoria.

También se describe un método para tratar a un paciente que necesita un aumento de la expresién génica de globina,
el método comprende administrar al paciente la preparacion farmacéutica, en donde la preparacién farmacéutica
comprende células genéticamente modificadas, proteinas, polinucledtidos y combinaciones de uno o mas
seleccionados de células genéticamente modificadas, proteinas y polinucleétidos, como se describen en la presente
memoria, en una cantidad suficiente para aumentar la expresion génica de globina en el paciente. Se puede saber
que el paciente padece, se sospecha que padece o esta en riesgo de desarrollar una talasemia o anemia de células
falciformes.

También se proporciona un kit, que comprende acidos nucleicos, proteinas, células genéticamente modificadas, y
combinaciones de uno o mas seleccionados de acidos nucleicos, proteinas y células genéticamente modificadas de
la invencion. El kit puede comprender acidos nucleicos que codifican las nucleasas, (p. ej., moléculas de ARN o genes
que codifican el sistema de ZFN, TALEN o CRISPR/Cas contenidos en un vector de expresién adecuado), alicuotas
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de las proteinas de nucleasa, moléculas donantes, modificadores adecuados de la autorrenovacion de células madre
("capacidad de célula madre"), células, tampones, instrucciones (p. €j., para llevar a cabo los métodos de la invencion)
y similares, incluidas varias combinaciones de estos componentes del kit. Se describe una célula modificada
genéticamente (p. ej., célula madre tal como una célula madre hematopoyética (CD34+) o célula precursora de RBC)
que comprende al menos una modificacion genémica realizada mediante una nucleasa (p. ej., como se muestra en
una fila individual de la Tabla 1), en donde la modificacién gendmica se produce dentro de una secuencia potenciadora
de BCL11A enddgena y, ademas, en donde la modificacién gendmica se selecciona del grupo que consiste en
inserciones, eliminaciones y combinaciones de estas y comprende una modificacion en, cera o entre cualquiera de la
SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO:2. En ciertas realizaciones, la célula es una célula diferenciada modificada
genéticamente que desciende de una célula madre como se describe en la presente memoria (p. €j., un RBC que
desciende de una célula madre hematopoyética o célula precursora de RBC).

La nucleasa puede comprender al menos una nucleasa de dedos de zinc (ZFN) (p. ej., como se muestra en la Tabla
1), al menos un TALEN, y combinaciones de al menos una ZFN y al menos un TALEN. La(s) nucleasa(s) puede(n)
introducirse en la célula en forma de proteina, como un polinucleétido que codifica la(s) nucleasa(s), o como una
combinacion de forma de proteina y polinucleétido que codifica la(s) nucleasa(s). En ciertas realizaciones, la
modificacién genémica comprende una insercion que comprende la integracion de un polinucledtido donante que
codifica un transgén. También se describen composiciones farmacéuticas que comprenden una o mas de las células
modificadas genéticamente como se describen en la presente memoria.

También se describe una proteina de union a ADN que comprende una proteina de dedos de zinc que comprende 4,
5 0 6 dominios de dedos de zinc que comprenden una region de hélice de reconocimiento, en donde las proteinas de
dedos de zinc comprenden las regiones hélice de reconocimiento en el orden que se muestra en una fila individual de
la Tabla 1. También se describe una proteina TALE que comprende una pluralidad de repeticiones que se unen a una
secuencia que comprende una porcién (p. €j., al menos 4, 5, 6 0 mas) de pares de bases de los sitios diana que se
muestran en la Tabla 1. También se describe una proteina de fusion que comprende una proteina de dedos de zinc o
proteina TALE como se describe en la presente memoria y un dominio de escisiéon o dominio medio de escision natural
o genomanipulado, asi como los polinucleétidos que codifican las proteinas (ZFP, TALE, ZFN, TALEN) como se
describen en la presente memoria. También se describen células (p. ej., células madre aisladas tales como células
madre hematopoyéticas (CD34+)) que comprenden uno o mas polinucleétidos, proteinas y combinaciones de
polinucleétidos y proteinas como se describen en la presente memoria. También se describen kits que comprenden
una o mas proteinas, polinucledtidos, células o combinaciones de estos como se describen en la presente memoria.

También se describe un método para alterar la expresion génica de globina en una célula (p. €j., célula precursora de
RBC, célula madre hematopoyética y combinaciones de célula precursora de RBC y célula madre hematopoyética),
el método comprende: introducir, en la célula, uno 0 méas polinucleétidos que codifican una 0 mas nucleasas como se
describen en la presente memoria, en condiciones tales que se exprese la una o mas proteinas y se altere (p. €j.,
aumente) la expresién del gen de globina (p. ej., globina gamma, globina beta y combinaciones de globina gamma y
beta). Los métodos pueden comprender, ademas, integrar una secuencia donante en el genoma de la célula, por
ejemplo, mediante el uso de un vector virico, como un oligonucleétido o en un plasmido. La secuencia donante puede
comprender un transgén bajo el control de un promotor endégeno o exégeno.

También se describe un método para producir una célula modificada genéticamente que comprende una modificacion
gendmica dentro de una secuencia potenciadora de BCL11A enddgena (p. €j., un sitio diana como se muestra en la
Tabla 1), el método comprende las etapas de: (a) poner en contacto una célula con un polinucleétido que codifica una
proteina de fusion que comprende un nucleasa de dedos de zinc que comprende 4, 5 0 6 dominios de dedos de zinc
en los que cada uno de los dominios de dedos de zinc comprende una region de hélices de reconocimiento en el orden
que se muestra en una fila individual de la Tabla 1; (b) someter a la célula a condiciones que lleven a la expresién de
la proteina de fusién a partir del polinucleétido; y (c) modificar la secuencia potenciadora de BCL11A endégena con la
proteina de fusidén expresada de manera suficiente para producir la célula modificada genéticamente. El método puede
comprender, ademas, estimular a las células con al menos una citocina. El(los) polinucleétido(s) puede(n)
suministrarse dentro de la célula, por ejemplo, al usar un sistema de suministro no virico, un sistema de suministro
virico, un vehiculo de suministro y combinaciones que se seleccionan de un sistema de suministro no virico, un sistema
de suministro virico y un vehiculo de suministro y puede comprender someter las células a un campo eléctrico o
emplear la alteracion de la membrana celular como un mecanismo de suministro (llamado "Tecnologia Squeeze", ver
p. €j., Sharei et al. (2015) PLOS ONE doi: 10.1371/journal/pone.0118803).

También se describen métodos para tratar a un paciente que necesita un aumento de la expresién génica de globina
(p- €j., un paciente que se sabe que padece, se sospecha que padece o esta en riesgo de desarrollar una
hemoglobinopatia tal como una talasemia (p. €j., B-talasemia) o anemia de células falciformes, el método comprende
administrar al paciente la composicién farmacéutica como se describe en la presente memoria (p. €j., proteinas,
polinucleétidos, células o una combinacion seleccionada de proteinas, polinucleétidos y células) en una cantidad
suficiente para aumentar la expresién génica de globina en el paciente.

Estos y otros aspectos seran facilmente evidentes para el experto en la técnica en virtud de la descripciéon en su
totalidad.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1A y 1B son esquemas que representan una vista general del ensayo de sitio de integracion de estructura
doble oligonucleotidica. La Figura 1 muestra la primera etapa del ensayo, en la cual las células se tratan con ZFN en
presencia de ADN de estructura doble oligonucleotidica complementario, que se captura en una fraccién de los
eventos de escision resultantes. La Figura 1B muestra la etapa posterior en la cual las células se cultivan durante siete
dias, el ADN gendmico se aisla y los segmentos de los sitios de integracion de donantes flanqueadores del genoma
se amplifican a través de PCR mediada por adaptadores al usar un cebador para la estructura doble oligonucleotidica
integrada. Después se secuencian los amplicones para revelar los sitios de escisién candidatos.

La Figura 2 representa la ubicacion de 455 loci inespecificos potenciales identificados mediante el ensayo de sitio de
integracién de estructura doble oligonucleotidica al usar el par de ZNF 51857/51949 original o principal. Los 63 loci
principales estan resaltados en gris y se analizaron en analisis de indel de seguimiento. Cada locus se identifica por
el cromosoma y el nimero de base que indica la ubicacion mas probable de escision, asi como una indicacion de la
cantidad de integrantes detectados en dicho locus.

Las Figuras 3A a 3C representan residuos de contacto con fosfato ilustrativos dentro de la estructura de los dedos de
zinc. La Figura 3A representa una interaccion de dedos de zinc con una molécula de ADN y muestra la ubicacién de
la cadena lateral de arginina natural y como interactia con la estructura de fosfatos de la molécula de ADN. La Figura
3B (SEQ ID NOs:7 a 17) representa secuencias de ZFN ilustrativas que muestran donde esté ubicada la arginina en
la secuencia primaria de cada dedo de zinc (fila vertical de residuos "R" indicada con una flecha en negrita) y también
destaca las argininas que se sustituyeron con glutamina en la estructura de ZFN para eliminar el contacto de fosfato
correspondiente (residuos "R" recuadrados individualmente). Las secuencias también muestran las regiones de
hélices de reconocimiento (donde los residuos -1 a +3, +5 y +6 estan en recuadros y sombreados), asi como una
porcién del enlazador entre el dominio de dedos de zinc del extremo C y el dominio de escision (el dominio de escisién
no se muestra). La Figura 3C representa, ademas, la ubicacion espacial de otra estructura potencial que entra en
contacto con la cadena lateral de lisina presente en el dominio de escision de Fokl, que durante la optimizacion de la
especificidad puede sustituirse con una serina.

La Figura 4 es una grafica que compara los niveles de modificacion a través del tratamiento de células CD34 con el
par 51857/51949 original o con el par 63014/65722 optimizado en varios loci analizados. A lo largo de la parte inferior
o en el eje x estan los loci identificados como dianas de escisién potenciales, con el porcentaje de indels para cada
sitio indicado en el eje vertical o y. Cabe sefialar que el eje y se muestra en una escala logaritmica. Las barras en gris
oscuro muestran los loci escindidos por el par 51857/51949 y la cantidad de escisién detectada, mientras que las
barras en gris claro son los loci escindidos por el par optimizado donde casi toda la escisién medida esta en la
secuencia diana de BCL11a diana.

Las Figuras 5A y 5B son gréaficas que representan las relaciones relativas de ARNm de globina elaborados en células
hCD34+ después del tratamiento con ZFN especificos de BCL11A y diferenciacién eritroide. Las células CD34+
derivadas de dos donantes humanos sanos (PB-MR-003 o PB-MR-004) se trataron o no se trataron con el par de ZFN
y después se analiz6 la expresion de globina a, f y y. El mejor método para determinar la cantidad de ARNm de
globina y encontrada después del tratamiento con ZFN es expresar el cambio en la expresién como una relacién entre
globina y y globina 3 (Figura 5A) o entre ARNm de globina y globina a (Figura 5B).

La Figura 6 es una grafica que representa las cantidades relativas de proteina globina y producida en las células
CD34+ tratadas. Como se indicd anteriormente, se usaron dos lotes de células CD34+ derivadas de donantes
humanos sanos (PB-MR-003 y PB-MR-004). En este experimento, se observo una elevacion de aproximadamente 3-
4 veces de los porcentajes de proteina globina fetal hasta niveles de aproximadamente 15 %-20 % en la progenie
eritroide de HSPC después de la alteracién mediada por 63014/65722 del potenciador de BCL11A en ambos lotes de
donantes.

La Figura 7 es una grafica que indica el quimerismo humano relativo en ratones injertados con lotes de donantes
tratados con 63014/65722 (“+ZFN”) como se describié anteriormente. El quimerismo humano se midi6 a través de la
deteccion de células con un marcador hCD45 en su superficie al usar FACS. Se indican los porcentajes de células
hCD45+ humanas en la sangre periférica recogida en las 8 o 12 semanas después del trasplante. Los datos mostraron
buenos niveles de injerto en este estudio con un quimerismo humano semejante después del injerto de HSPC testigo
sin transfectar (“(-)") y transfectada con ZFN (“+ZFN”). Los circulos y tridangulos abiertos representan animales
individuales.

La Figura 8 muestra el porcentaje de quimerismo detectado en la médula 6sea de los ratones injertados donde las
células humanas se identificaron mediante la presencia de hCD45 en sus superficies celulares. Las muestras se
analizaron 12 semanas después del injerto.

Las Figuras 9A a 9D son graficas que representan la reconstitucion de varios linajes de células hematopoyéticas
analizadas por andlisis FACS de células de médula 6sea en los ratones injertados obtenidos en la semana 12 con
anticuerpos que reconocen marcadores de superficie celular especificos del linaje. Los datos mostraron una
representacion semejante de todos los linajes hematopoyéticos humanos analizados en la médula 6sea en la semana
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12 después de la inyeccion entre la progenie de células CD34+ tratadas con ARNm de ZFN especifico para BCL11A
("14/22") y la de células sin transfectar ("(-)"). Se muestran datos de linfoides, mieloides, eritroides y HSPC (Figuras
9A a 9D, respectivamente) para células derivadas de ambos donantes ("003" y "004"). Los datos mostraron una
representacion semejante de todos los linajes hematopoyéticos humanos analizados en la médula 6sea en la semana
12 después de la inyeccién entre la progenie de células CD34+ tratadas con ARNm de ZFN de Bcl11A y la de células
sin transfectar.

La Figura 10 es una grafica que representa el nivel de modificacion génica en la diana BCL11A en ADN aislado a
partir de sangre periférica del raton injertado, sometido a ensayo mediante secuenciacion profunda. Se muestran los
datos para las células de entrada (2 dias después de la transfeccion de ZFN, (“+”)), y después para células sanguineas
8 0 12 semanas después del injerto y demostraron una buena retencion de la modificacion génica. Las células sin
transfectar se representan mediante "(-)" en la linea de Tratamiento.

La Figura 11 es una gréafica que representa la cantidad de modificacion génica en la diana de BCL11A para las
muestras de célula de médula 6sea después del injerto de las células tratadas con ZFN (“+”). Las células sin tratar se
representan mediante "(-)" en la linea de Tratamiento. Se observdé una modificacion semejante en los linajes
dependientes de BCL11A (linfocitos B, que expresan el marcador CD19; progenitores primitivos que expresan CD45
y niveles altos de CD38) y linajes independientes de BCL11A (mieloides). Si bien los niveles de modificacion génica
de entrada fueron mayores en la muestra de donante PB-MR-003 que en la muestra de donante PB-MR-004, las
células derivadas de PB-MR-004 mostraron de manera constante niveles de modificacién mas altos, es decir, una
mejor retencion de la modificacion, en ratones que los derivados de PB-MR-003.

La Figura 12 es una grafica que representa la cantidad de modificacion génica en células eritroides derivadas de
células de médula 6sea en la semana 12 después de la diferenciacion in vitro durante 14 dias. Los datos fueron de
ratones injertados originalmente con los dos donantes diferentes descritos anteriormente, y demostraron que la
modificacién de BCL11A mediada por el tratamiento con ZFN (“+ ZFN”) no se altera de manera marcada durante la
diferenciacion eritroide. Las células que no se trataron con ZFN se indican mediante “(-) ZFN”.

Las Figuras 13A y 13B son gréaficas que representan la cantidad relativa de ARNm que codifica globina y, donde la
concentracién de ARNm de globina y se representa como una relacién entre el ARNm de globina y/globina B (Figura
9A) o como una relacién entre el ARNm de globina y/globina a (Figura 9B). Las relaciones entre ARNm de globinayy
globina 3 o globina y y globina a de las muestras tratadas con ZFN (“+ ZFN”) y las sin transfectar (“(-) ZFN”) difirieron
ampliamente entre las progenies eritroides de ratones individuales del mismo grupo. Sin embargo, a pesar de esta
variabilidad y la variabilidad introducida por el uso de dos donantes humanos diferentes, los promedios de la muestra
tratada con 63014/65722 muestran un aumento de ~1,5-2 veces en los niveles de ARNm de globina y en comparacion
con sus contrapartes respectivas no transfectadas.

La Figura 14 es una grafica que representa la diferencia en la cantidad de proteina globina y (expresado como una
relacién entre globina y/globina a o globina y/proteina total tipo B) en células derivadas de médula 6sea a partir de
ratones injertados donde las células de médula dsea se sometieron a un protocolo de diferenciacion in vitro. Se
midieron los niveles de proteina a los 16 dias de iniciada la diferenciacion. Se determinaron las relaciones entre globina
gamma (y) (suma de los picos de Agamma y Ggamma) y globina alfa (a), asi como las relaciones entre globina gamma
(suma de los picos de Agamma y Ggamma)/con respecto a la globina tipo beta (suma de los picos de Agamma,
Ggamma, globina beta y delta). En consonancia con la escasa diferenciacion de eritroides de las muestras derivadas
de PB-MR-003, los niveles de globina gamma en las células no transfectadas derivadas de este donante fueron muy
altos (~30 %) y, por lo tanto, el tratamiento con ZFN (“+ ZFN”) dio como resultado un aumento de solo 1,2 veces en
los niveles de globina gamma en comparacion con las células no tratadas (“(-) ZFN”). PB-MR-004 mostr6 niveles mas
tipicos no transfectados (~9 %) y exhibié un aumento de ~2 veces en los niveles de proteina globina gamma después
de 12 semanas de pasaje por el raton.

DESCRIPCION DETALLADA

Se describen en la presente memoria composiciones y métodos para genomanipular el genoma para la modulacién
de BCL11A, globina gamma, y combinaciones de BCL11A y la expresién de globina gamma y para el tratamiento,
prevencion o tratamiento y prevencién de hemoglobinopatias. En particular, a través del direccionamiento con
nucleasas que comprenden las ZFP que poseen las regiones de hélices de reconocimiento como se muestran en una
fila individual de la Tabla 1, se logra de forma eficaz la alteracién de un potenciador de BCL11A en HSC/PC y se
produce un cambio en la expresion de globina gamma relativa durante la eritrocitopoyesis posterior. Esta modulacién
de BCL11A y la expresion de globina gamma particularmente util para el tratamiento de hemoglobinopatias (p. €j.,
talasemias beta, anemia de células falciformes), en donde hay una expresién insuficiente de globina beta o expresion
de una forma mutada de globina beta. Mediante el uso de las composiciones de la invencion, las complicaciones y
secuelas relacionadas con la enfermedad provocadas por la globina beta aberrante pueden superarse mediante la
alteracion de la expresién de la globina gamma en células precursoras de eritrocitos.
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General

La puesta en practica de los métodos, asi como la preparacion y el uso de las composiciones descritas en la presente
memoria emplean, a menos que se indique de cualquier otra manera, técnicas convencionales en biologia molecular,
bioquimica, estructura y analisis de cromatina, quimica computacional, cultivo celular, ADN recombinante y areas
relacionadas que estan dentro del conocimiento de la técnica. Estas técnicas se explican completamente en la
bibliografia. Ver, por ejemplo, Sambrook et al. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, segunda edicién,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 y tercera edicién, 2001; Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, Nueva York, 1987 y actualizaciones periodicas; la serie METHODS IN
ENZYMOLOGY, Academic Press, San Diego; Wolffe, CHROMATIN STRUCTURE AND FUNCTION, tercera edicion,
Academic Press, San Diego, 1998; METHODS IN ENZYMOLOGY, Vol. 304, "Chromatin" (P.M. Wassarman and A. P.
Wolffe, eds.), Academic Press, San Diego, 1999; y METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, Vol. 119, "Chromatin
Protocols" (P.B. Becker, ed.) Humana Press, Totowa, 1999.

Definiciones

Los términos "acido nucleico”, "polinucleétido” y "oligonuclettido" se usan de manera intercambiable y se refieren a
un polimero de desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, en conformacién lineal o circular, y en forma monocatenaria
o bicatenaria. A los efectos de la presente descripcion, estos términos no se deben interpretar como limitantes con
respecto a la longitud de un polimero. Los términos pueden abarcar analogos conocidos de nucleétidos naturales, asi
como nucledtidos que estan modificados en los restos de base, azucar, fosfato (p. €j., estructuras de fosforotioato) y
combinaciones seleccionadas de restos de base, azicar y fosfato. En general, un analogo de un nucledétido particular
posee la misma especificidad de pares de base; es decir, un analogo de A formara un par de bases con T.

” o«

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de manera intercambiable para hacer referencia a un
polimero de residuos aminoacidicos. El término también se aplica a polimeros de aminoacidos en los cuales uno o
mas aminodcidos son analogos quimicos o derivados modificados de aminoacidos de origen natural correspondientes.

"Union" se refiere a una interaccion no covalente especifica de la secuencia entre macromoléculas (p. €j., entre una
proteina y un acido nucleico). No todos los componentes de una interaccién de unién deben ser especificos para la
secuencia (p. €j., los residuos de contacto con fosfato en una estructura de ADN), siempre y cuando la interaccion en
su totalidad sea especifica para la secuencia. Dichas interacciones se caracterizan generalmente por una constante
de disociacion (Kd) de 10 M o menor. "Afinidad" se refiere a la intensidad de la union: una mayor afinidad de union
se correlaciona con una Kd menor.

Una "proteina de unién" es una proteina capaz de unirse a otra molécula. Una proteina de union se puede unir a, por
ejemplo, una molécula de ADN (una proteina de unién a ADN), una molécula de ARN (una proteina de uniéon a ARN),
una molécula de proteina (una proteina de unidén a proteina) o se puede unir a una combinacion de moléculas
seleccionadas de una molécula de ADN, una molécula de ARN o una proteina. En el caso de una proteina de unién a
proteina, se puede unir a si misma (para formar homodimeros, homotrimeros, etc.), se puede unir a una 0 mas
moléculas de una proteina o proteinas diferentes o se puede unir a si misma y a una o mas moléculas de una proteina
o proteinas diferentes. Una proteina de unién puede tener mas de un tipo de actividad de unién. Por ejemplo, las
proteinas de dedos de zinc tienen actividad de unién al ADN, union al ARN y unién a proteinas.

Una "proteina de union a ADN de dedos de zinc" (o dominio de unioén) es una proteina o un dominio dentro de una
proteina mayor que se une a ADN de una forma especifica de la secuencia a través de uno o mas dedos de zinc, que
son regiones de secuencia de aminoacidos dentro del dominio de union cuya estructura se estabiliza mediante la
coordinacion de un ion zinc. El término proteina de uniéon a ADN de dedos de zinc a menudo se abrevia como proteina
de dedos de zinc o ZFP.

Un "dominio de unién a ADN de TALE" o "TALE" es un polipéptido que comprende uno 0 mas dominios/unidades de
repeticion de TALE. Los dominios de repeticién estan implicados en la union de TALE a su secuencia de ADN diana
cognada. Una "unidad de repeticion" individual (que también se denomina "repeticién") tipicamente tiene una longitud
de 33-35 aminoacidos y exhibe al menos alguna homologia de secuencia con otras secuencias de repeticion TALE
dentro de una proteina TALE de origen natural.

Los dominios de unién de dedo de zinc y TALE pueden "genomanipularse" para unirse a una secuencia de nucleotidos
predeterminada, por ejemplo, a través de la genomanipulacién (alteracion de uno o0 mas aminoéacidos) de la region de
hélices de reconocimiento de una proteina TALE o dedo de zinc de origen natural. Por lo tanto, las proteinas de union
al ADN (dedos de zinc o TALE) genomanipuladas son proteinas de origen no natural. Los ejemplos no limitantes de
métodos para genomanipular proteinas de union a ADN son el disefio y la seleccion. Una proteina de uniéon a ADN
disefada es una proteina que no se produce en la naturaleza cuyo disefio/composicion es principalmente el resultado
de criterios racionales. Los criterios racionales para el disefio incluyen la aplicacion de reglas de sustitucion y
algoritmos computarizados para procesar la informacion en una base de datos que almacena la informacién de disefios
y datos de union de TALE y/o ZFP existentes. Ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses nims. 6.140.081;
6.453.242; 6.534.261 y 8.585.526; ver también las publicaciones de PCT nums. WO 98/53058; WO 98/53059;
WO 98/53060; WO 02/016536 y WO 03/016496.
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Una proteina de dedos de zinc o TALE “seleccionada” es una proteina que no se encuentra en la naturaleza, cuya
produccion es principalmente el resultado de un proceso empirico, tal como visualizacién en fagos, trampa de
interaccion o seleccién hibrida. Ver p. ej., las patentes estadounidenses nums. 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988;
6.013.453; 6.200.759; 8.586.526; publicacion de PCT nums. WO 95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057;
WO 98/54311; WO 00/27878; WO 01/60970 WO 01/88197, WO 02/099084.

“TtAgo” es una proteina Argonauta procariota que se considera que participa en el silenciamiento génico. TtAgo se
deriva de la bacteria Thermus thermophilus. Ver, p. €j., Swarts et al., ibid, G. Sheng et al. (2013) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 111, 652). Un “sistema de TtAgo” implica todos los componentes necesarios que incluyen, por ejemplo, ADN
guias para escision mediante una enzima TtAgo.

"Recombinacion” se refiere a un proceso de intercambio de informacion genética entre dos polinucleétidos, que incluye,
pero no se limita a, la captura de donantes mediante la unién de extremos no homéloga (NHEJ) y la recombinacién
homologa. A los efectos de la presente descripcion, "recombinacién homologa (HR, por sus siglas en inglés)" se refiere
a la forma especializada de dicho intercambio que se produce, por ejemplo, durante la reparacién de roturas de cadena
doble en células mediante mecanismos de reparacion dirigidos por homologia. Este proceso requiere homologia de
secuencia de nucleotidos, usa una molécula "donante" para reparar con plantilla una molécula "diana" (es decir, la que
experimentd la rotura de cadena doble), y se conoce, de manera diversa, como "conversion génica no cruzada" o
"conversion génica de tramo corto", porque lleva a la transferencia de informacion genética desde el donante a la
diana. Sin animo de cefirse a ninguna teoria en particular, dicha transferencia puede implicar la correcciéon de un
malapareamiento de ADN de estructura heterodoble que se forma entre la diana rota y el donante, "hibridacion de
cadena dependiente de la sintesis", donde se usa el donante para volver a sintetizar la informacién genética que se
volvera parte de la diana, procesos relacionados o combinaciones de estos. Dicha HR especializada a menudo
produce una alteracién de la secuencia de la molécula diana de forma tal que parte o la totalidad de la secuencia del
polinucleétido donante se incorpora al polinucleétido diana.

En los métodos de la descripcion, una o mas nucleasas dirigidas como se describen en la presente memoria crean
una rotura de cadena doble (DSB) en la secuencia diana (p. ej., cromatina celular) en un sitio predeterminado. La DSB
puede producir indels mediante reparacion dirigida por homologia 0 mediante mecanismos de reparacion no dirigida
por homologia. Las eliminaciones pueden incluir cualquier cantidad de pares de bases. De manera similar, las
inserciones pueden incluir cualquier cantidad de pares de bases que incluyen, por ejemplo, la integracién de un
polinucleétido "donante", que opcionalmente posee homologia con respecto a la secuencia de nucleétidos en la regién
de la rotura. La secuencia donante puede integrarse fisicamente o, de manera alternativa, se usa el polinucleétido
donante como plantilla para reparar la rotura por medio de recombinacién homologa, lo cual da como resultado la
introduccion de la totalidad o parte de la secuencia de nucleétidos, como en el donante en la cromatina celular. Por lo
tanto, puede alterarse una primera secuencia en la cromatina celular y, en ciertas realizaciones, puede convertirse en
una secuencia presente en un polinucledtido donante. Por lo tanto, se puede entender que el uso de los términos
"reemplazar"” o "reemplazo” representan el reemplazo de una secuencia de nucle6tidos con otra (es decir, el reemplazo
de una secuencia en sentido informativo) y no requiere necesariamente el reemplazo fisico o quimico de un
polinucleétido con otro.

En cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria, pueden usarse pares adicionales de proteinas de
dedos de zinc o TALEN para la escisién adicional de cadena doble de sitios diana adicionales dentro de la célula.

Cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria puede usarse para la insercion de un donante de
cualquier tamafio o la inactivacion parcial o completa de una o mas secuencias diana en una célula, mediante la
integracién dirigida de la secuencia donante que altera la expresion del(de los) gen(es) de interés. También se
describen lineas celulares con genes inactivados parcialmente o completamente.

En cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria, la secuencia de nucleétidos exdgena (la "secuencia
donante" o "transgén") puede contener secuencias que son homélogas, pero no idénticas, a secuencias genémicas
en la region de interés, mediante lo cual se estimula la recombinacién homéloga para insertar una secuencia no
idéntica en la regién de interés. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, las porciones de la secuencia donante que son
homologas a secuencias en la region de interés exhiben una identidad de secuencia entre aproximadamente 80 a 99 %
(o cualquier nimero entero entre estos) con la secuencia gendmica que se reemplaza. En otras realizaciones, la
homologia entre la secuencia donante y la genémica es mayor que 99 %, por ejemplo, si solo 1 nucleétido difiere entre
las secuencias donante y genémica de mas de 100 pares de base contiguos. En ciertos casos, una porciéon no
homologa de la secuencia donante puede contener secuencias que no estan presentes en la region de interés, de
manera que se introducen secuencias nuevas en la region de interés. En estas instancias, la secuencia no homéloga
esta generalmente flanqueada por secuencias de 50-1000 pares de bases (o cualquier valor entero entre estos) o
cualquier cantidad de pares de bases mayor que 1000, que son homdlogas o idénticas a las secuencias en la regién
de interés. En otras realizaciones, la secuencia donante no es homéloga con respecto a la primera secuencia y se
inserta en el genoma mediante mecanismos de recombinacién no homdéloga.

La "escisién" hace referencia a la ruptura de la estructura covalente de una molécula de ADN. La escisién puede
iniciarse mediante una variedad de métodos que incluyen, pero no se limitan a, la hidrdlisis enzimatica o quimica de
un enlace fosfodiéster. Son posibles tanto la escision monocatenaria como la escision bicatenaria, y la escision
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bicatenaria puede producirse como resultado de dos eventos de escisién monocatenaria distintos. La escisién de ADN
puede generar la produccion de extremos romos o extremos escalonados. En ciertas realizaciones, se usan
polipéptidos de fusion para la escisién de ADN bicatenario dirigida.

Un "medio dominio de escision" es una secuencia polipeptidica que, junto con un segundo polipéptido (ya sean
idénticos o distintos) forma un complejo con actividad de escision (preferiblemente actividad de escision bicatenaria).
Los términos "primer y segundo dominios medios de escision"; “dominios medios de escision +y -’ y “dominios medios
de escision derecho e izquierdo” se usan de manera intercambiable para hacer referencia a los pares de dominios

medios de escisién que se dimerizan.

Un “dominio medio de escision genomanipulado™ es un dominio medio de escision que se modificé para formar
heterodimeros estrictos con otro dominio medio de escision (p. ej., otro dominio medio de escision genomanipulado).
Ver, también, las patentes estadounidenses nims. 7.888.121; 7.914.796; 8.034.598; 8.623.618 y la publicacién de
patente estadounidense nim. 2011/0201055.

El término "secuencia" se refiere a una secuencia de nucleétidos de cualquier longitud, que puede ser de ADN o ARN;
puede ser lineal, circular o ramificada y puede ser monocatenaria o bicatenaria. El término "secuencia donante" se
refiere a una secuencia de nucleétidos que se inserta en un genoma. Una secuencia donante puede ser de cualquier
longitud, por ejemplo, entre 2 y 100.000.000 nucleétidos de longitud (o cualquier valor entero entre estos o por encima
de estos), preferiblemente, entre aproximadamente 100 y 100.000 nucleétidos de longitud (o cualquier entero entre
estos), mas preferiblemente, entre aproximadamente 2000 y 20.000 nucleétidos de longitud (o cualquier valor entre
estos) e incluso mas preferiblemente, entre aproximadamente 5y 15 kb (o cualquier valor entre estos).

"Cromatina" es la estructura de nucleoproteina que comprende el genoma celular. La cromatina celular comprende
acido nucleico, principalmente ADN, y proteina, incluidas histonas y proteinas cromosémicas distintas de histonas. La
mayor parte de la cromatina celular eucariota existe en forma de nucleosomas, en donde un nicleo de nucleosoma
comprende aproximadamente 150 pares de bases de ADN asociado con un octdmero que comprende dos de cada
una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4; y ADN enlazador (de longitud variable, dependiendo del organismo) que se
extiende entre los nucleos de nucleosoma. Una molécula de histona HI generalmente se asocia con el ADN enlazador.
A los efectos de la presente descripcion, se pretende que el término "cromatina" abarque todos los tipos de
nucleoproteina celular, tanto procariota como eucariota. La cromatina celular incluye cromatina cromosoémica y
episémica.

Un "cromosoma" es un complejo de cromatina que comprende la totalidad o una porcion del genoma de una célula.
El genoma de una célula a menudo se caracteriza por su cariotipo, que es la coleccién de todos los cromosomas que
comprenden el genoma de la célula. El genoma de una célula puede comprender uno o mas cromosomas.

Un “episoma” es un &cido nucleico replicante, complejo de nucleoproteina u otra estructura que comprende un &cido
nucleico que no es parte del cariotipo cromosémico de una célula. Los ejemplos de episomas incluyen plasmidos y
ciertos genomas viricos.

Una "region accesible" es un sitio en la cromatina celular en al cual un sitio diana presente en el acido nucleico puede
unirse mediante una molécula exégena que reconoce el sitio diana. Sin animo de cenirse a ninguna teoria en particular,
se cree que una regién accesible es una que no se empaca en una estructura nucleosémica. La estructura distintiva
de una regién accesible a menudo puede detectarse por su sensibilidad a sondas quimicas y enzimaticas, por ejemplo,
nucleasas.

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

Una molécula "exdégena” es una molécula que no estd normalmente presente en una célula, pero puede introducirse
en una célula mediante uno o0 mas métodos genéticos, bioquimicos o de otro tipo. La "presencia normal en la célula”
se determina con respecto a la etapa de desarrollo y condiciones ambientales particulares de la célula. Por lo tanto,
por ejemplo, una molécula que esta presente solo durante el desarrollo embrionario muscular es una molécula
exdgena con respecto a una célula muscular adulta. De manera similar, una molécula inducida por un choque térmico
es una molécula exégena con respecto a una célula que no es de choque térmico. Una molécula exdgena puede
comprender, por ejemplo, una version funcional de una molécula endégena con mal funcionamiento o una versién con
mal funcionamiento de una molécula endégena que funciona normalmente.

Una molécula exégena puede ser, entre otras cosas, una molécula pequena, tal como una generada por un proceso
de quimica combinatoria, o0 una macromolécula tal como una proteina, acido nucleico, carbohidrato, lipido,
glicoproteina, lipoproteina, polisacarido, cualquier derivado modificado de las moléculas anteriores, o cualquier
complejo que comprenda una o mas de las moléculas anteriores. Los acidos nucleicos incluyen ADN y ARN, pueden
ser mono o bicatenarios; pueden ser lineales, ramificados o circulares; y pueden ser de cualquier longitud. Los acidos
nucleicos incluyen aquellos capaces de formar estructuras dobles, asi como &cidos nucleicos que forman estructuras
triples. Ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses nims. 5.176.996 y 5.422.251. Las proteinas incluyen, pero no
se limitan a, proteinas de unién a ADN, factores de transcripcion, factores de remodelacion de la cromatina, proteinas
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de unién a ADN metiladas, polimerasas, metilasas, desmetilasas, acetilasas, desacetilasas, cinasas, fosfatasas,
integrasas, recombinasas, ligasas, topoisomerasas, girasas y helicasas.

Una molécula exégena puede ser el mismo tipo de molécula que una molécula enddgena, p. €j., una proteina o acido
nucleico exégeno. Por ejemplo, un acido nucleico exdgeno puede comprender un genoma virico infectante, un
plasmido o episoma introducido en una célula, o un cromosoma que no esta normalmente presente en la célula. Los
métodos para la introduccion de moléculas exégenas en células son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen,
pero no se limitan a, transferencia mediada por lipidos (es decir, liposomas, incluidos lipidos neutros y cationicos),
electroporacion, inyecciéon directa, fusién celular, bombardeo de particulas, coprecipitacion de fosfato célcico,
transferencia mediada por DEAE-dextrano y transferencia mediada por vector virico. Una molécula exégena también
puede ser el mismo tipo de molécula que una molécula enddgena, pero derivada de una especie diferente de la que
deriva la célula. Por ejemplo, se puede introducir una secuencia de acido nucleico humana en una linea celular
derivada originalmente de un ratén o hamster.

En cambio, una molécula "endégena” es una que normalmente esta presente en una célula particular en una etapa
de desarrollo particular en condiciones ambientales particulares. Por ejemplo, un &cido nucleico endégeno puede
comprender un cromosoma, el genoma de una mitocondria, cloroplasto u otro organelo, o un acido nucleico episémico
de origen natural. Las moléculas endogenas adicionales pueden incluir proteinas, por ejemplo, factores de
transcripcion y enzimas.

Segun se usa en la presente memoria, el término "producto de un &cido nucleico exégeno” incluye productos tanto de
polinucleétidos como de polipéptidos, por ejemplo, productos de transcripcion (polinucleotidos tales como ARN) y
productos de traduccion (polipéptidos).

Una molécula "de fusién" es una molécula en la cual se enlazan dos o mas moléculas de subunidad, preferiblemente,
de manera covalente. Las moléculas de la subunidad pueden ser del mismo tipo quimico que la molécula o pueden
ser diferente tipos quimicos de moléculas. Los ejemplos del primer tipo de molécula de fusién incluyen, pero no se
limitan a, proteinas de fusion (por ejemplo, una fusién entre un dominio de unién a ADN de ZFP o TALE y uno o mas
dominios de activacion) y acidos nucleicos de fusion (por ejemplo, un &cido nucleico que codifica la proteina de fusion
descrita anteriormente). Los ejemplos del segundo tipo de molécula de fusion incluyen, pero no se limitan a, una fusion
entre un &cido nucleico que forma una estructura triple y un polipéptido, y una fusién entre un ligando de unién a la
ranura menor y un acido nucleico.

La expresion de una proteina de fusién en una célula puede ser el resultado de suministrar la proteina de fusion a la
célula o de suministrar un polinucleétido que codifica la proteina de fusiéon a una célula, en donde se transcribe el
polinucleétido y se traduce el transcrito para generar la proteina de fusion. El transempalme, la escisién del polipéptido
y la ligacion del polipéptido también pueden participar en la expresion de una proteina en una célula. Los métodos
para el suministro de polinucleétidos y polipéptidos a células se presentan en otra parte de la presente descripcion.

Un "gen", a los efectos de la presente descripcidn, incluye una region de ADN que codifica un producto génico (ver
mas adelante), asi como todas las regiones de ADN que regulan la produccién del producto génico, ya sea que estas
secuencias reguladoras sean adyacentes o0 no a secuencias codificantes, secuencias transcritas y combinaciones de
secuencias codificantes y transcritas. Por consiguiente, un gen incluye, pero no se limita necesariamente a, secuencias
promotoras, terminadores, secuencias reguladoras de la traduccion, tales como sitios de unién a ribosoma vy sitios de
entrada al ribosoma interno, potenciadores, silenciadores, aisladores, elementos de limite, origenes de replicacion,
sitios de acoplamiento a la matriz y regiones de control del locus.

La "expresion génica" se refiere a la conversiéon de la informacion contenida en un gen en un producto génico. Un
producto génico puede ser el producto de transcripcién directo de un gen (p. ej., ARNm, ARNt, ARNr, ARN antisentido,
microARN, ribozima, ARN estructural o cualquier otro tipo de ARN) o una proteina producida mediante la traduccion
de un mARN. Los productos génicos también incluyen ARN que estan modificados, mediante procesos tales como la
formacion de casquetes, poliadenilacién, metilacion y edicion, y proteinas modificadas, por ejemplo, mediante
metilacion, acetilacién, fosforilacién, ubiquitinacion, ADP-ribosilacién, miristilacién y glicosilacion.

La "modulacién” de la expresion génica se refiere a un cambio en la actividad de un gen. La modulacién de la expresién
puede incluir, pero no se limita a, activacién génica y represion génica. La edicion genémica (p. €j., escision, alteracién,
inactivacion y mutacion aleatoria) puede usarse para modular la expresion. La inactivacion génica se refiere a toda
reduccion de la expresion génica en comparacion con una célula que no incluye un sistema de ZFP, TALE o
CRISPR/Cas como se describe en la presente memoria. Por lo tanto, la inactivacién génica puede ser parcial o
completa.

Un ARNm "protegido" es uno en el que se alteré el ARNm de alguna forma para aumentar la estabilidad o la traduccion
del ARNm. Los ejemplos de protecciones incluyen el uso del reemplazo de hasta 25 % de los residuos de citidina y
uridina con 2-tiouridina (s2U) y 5-metilcitidina (m5C). EI ARNm resultante exhibe inmunogenicidad menor y mas
estabilidad en comparacién con su contraparte no modificada (ver Karikoé et al. ((2012), Molecular Therapy, Vol. 16,
No. 11, paginas 1833 - 1844). Otros cambios incluyen la adicion de un denominado casquete ARCA, que aumenta la
capacidad de traduccion del ARNm producido in vitro (ver la patente estadounidense num. 7.074.596).
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Una "regién de interés" es cualquier region de cromatina celular, tal como, por ejemplo, un gen o una secuencia no
codificante dentro de o adyacente a un gen, en la cual es deseable unir una molécula exdgena. La unién puede ser a
efectos de una escision de ADN dirigida, recombinacién dirigida y combinaciones de escision de ADN dirigida y
recombinacion dirigida. Una region de interés puede estar presente en un cromosoma, un episoma, un genoma
organular (p. €j., mitocondrial, cloroplasto) o un genoma virico infeccioso, por ejemplo. Una regién de interés puede
estar dentro de la region codificante de un gen, dentro de regiones no codificantes transcritas tales como, por ejemplo,
secuencias lideres, secuencias traseras o intrones, o dentro de regiones no transcritas, ya sea anteriores o posteriores
a la region codificante. Una regién de interés puede ser tan pequefia como un Unico par de nucleétidos o de hasta
2000 pares de nucleottidos de longitud, o cualquier valor entero de pares de nucleétidos.

Las células "eucariotas” incluyen, pero no se limitan a, células fungicas (tales como levadura), células vegetales,
células animales, células de mamifero y células humanas (p. €j., linfocitos T).

Los términos "enlace funcional" y "enlazado/a funcionalmente” (o "enlazado/a operativamente") se usan de manera
intercambiable con referencia a una yuxtaposicion de dos o mas componentes (tales como elementos de secuencia),
en los que los componentes se disponen de manera que ambos componentes funcionen de manera normal y permitan
la posibilidad de que al menos uno de los componentes pueda mediar una funcién que se ejerce sobre al menos uno
de los otros componentes. A modo de ilustracion, una secuencia reguladora transcripcional, tal como un promotor, se
enlaza funcionalmente a una secuencia codificante si la secuencia reguladora transcripcional controla el nivel de
transcripcion de la secuencia codificante como respuesta a la presencia o ausencia de uno o mas factores reguladores
transcripcionales. Una secuencia reguladora transcripcional generalmente se enlaza funcionalmente en cis con una
secuencia codificante, pero no necesita estar directamente adyacente a esta. Por ejemplo, un potenciador es una
secuencia reguladora transcripcional que se enlaza funcionalmente con una secuencia codificante, incluso cuando
estas no son contiguas.

Con respecto a los polipéptidos de fusion, el término "enlazado/a funcionalmente" puede referirse al hecho de que
cada uno de los componentes lleva a cabo la misma funcién al estar enlazado con el otro componente que tendria si
no estuvieran enlazados. Por ejemplo, con respecto a un polipéptido de fusion en el cual un dominio de unién a ADN
de ZFP, TALE o Cas se fusiona con un dominio de activacion, el dominio de unién a ADN de ZFP, TALE o Cas y el
dominio de activacion tienen un enlace funcional si, en el polipéptido de fusién, la porcién del dominio de unién al ADN
de ZFP, TALE o Cas es capaz de unirse a su sitio diana, su sitio de uniéon y combinaciones de su sitio diana y sitio de
unién, mientras que el dominio de activacion es capaz de regular por aumento la expresion génica. Cuando un
polipéptido de fusién en el cual un dominio de unién a ADN de ZFP, TALE o Cas se fusiona con un dominio de escisién,
el dominio de unién a ADN de ZFP, TALE o Cas y el dominio de escision tienen un enlace funcional si, en el polipéptido
de fusion, la porcion del dominio de uniéon a ADN de ZFP, TALE o Cas es capaz de unirse a su sitio diana, su sitio de
unién y combinaciones de su sitio de union y sitio diana, mientras que el dominio de escision es capaz de escindir
ADN en la proximidad del sitio diana.

Un "fragmento funcional" de una proteina, polipéptido o &cido nucleico es una proteina, polipéptido o acido nucleico
cuya secuencia no es idéntica a la proteina, polipéptido o acido nucleico de longitud completa, pero que mantiene la
misma funcion que la proteina, polipéptido o &cido nucleico de longitud completa. Un fragmento funcional puede tener
mas, menos o la misma cantidad de residuos que la molécula natural correspondiente, puede contener una o mas
sustituciones de aminoacidos o nucleétidos y pueden ser combinaciones que tienen mas, menos o la misma cantidad
de residuos que la molécula natural correspondiente y que contienen una o mas sustituciones de aminoacidos o
nucleétidos. Se conocen en la técnica métodos para determinar la funcién de un &cido nucleico (p. ej., funcion
codificante, capacidad de hibridacién con otro acido nucleico). De manera similar, se conocen métodos para
determinar la funcion proteica. Por ejemplo, la funcion de unién a ADN de un polipéptido se puede determinar, por
ejemplo, mediante ensayos de unién a filtro, desplazamiento de movilidad electroforética o inmunoprecipitaciéon. La
escision de ADN puede someterse a ensayo mediante electroforesis en gel. Ver Ausubel et al., supra. La capacidad
de una proteina para interactuar con otra proteina se puede determinar, por ejemplo, mediante coinmunoprecipitacion,
ensayos con dos hibridos o complementacién, tanto genética como bioquimica.

Un "vector" es capaz de transferir secuencias génicas a células diana. Tipicamente, "construccioén de vector", "vector
de expresién" y "vector de transferencia génica" significan cualquier construccion de acido nucleico capaz de dirigir la
expresion de un gen de interés y que puede transferir secuencias génicas a células diana. Por lo tanto, el término
incluye vehiculos de clonacién y expresion, asi como vectores de integracion.

Los términos "sujeto" y "paciente" se usan de manera intercambiable y hacen referencia a mamiferos, tales como
pacientes humanos y primates no humanos, asi como también animales experimentales, tales como cerdos, vacas,
conejos, perros, gatos, ratas, ratones y otros animales. Por consiguiente, el término "sujeto" o "paciente”, seglin se
usa en la presente memoria, significa cualquier sujeto o paciente mamifero al cual se le pueden administrar las células
madre de la invencion. Los sujetos de la presente invencion incluyen aquellos que se han expuesto a una o mas
toxinas quimicas, que incluyen, por ejemplo, una toxina nerviosa.

"Capacidad de célula madre" se refiere a la capacidad relativa de cualquier célula para actuar de forma similar a una
célula madre, es decir, el grado de totipotencia, pluripotencia, multipotencia u oligopotencia o autorrenovacion
expandida o indefinida que puede tener cualquier célula madre particular.
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Nucleasas

Se describen en la presente memoria composiciones, particularmente nucleasas, que son Utiles para la escisién in
vivo de una molécula donante que porta un transgén y nucleasas para la escision del genoma de una célula, de modo
que el transgén se integre en el genoma de forma dirigida. Una o mas de las nucleasas pueden ser de origen natural.
Una o mas de las nucleasas pueden ser de origen no natural, es decir, genomanipuladas en el dominio de unién a
ADN, el dominio de escision y una combinacion del dominio de unién a ADN y el dominio de escisién. Por ejemplo,
puede alterarse el dominio de unién a ADN de una nucleasa de origen natural para que se una a un sitio diana
seleccionado (p. €j., una meganucleasa que se ha genomanipulado para unirse a un sitio diferente del sitio de unién
cognado). En otros aspectos de la descripcion, la nucleasa comprende dominios de unién a ADN y de escision
heterdlogos (p. €j., nucleasas de dedos de zinc; proteinas de unién a ADN del dominio efector de TAL; dominios de
unién a ADN de meganucleasa con dominios de escision heterélogos).

A. Dominios de unién a ADN

El dominio de unién a ADN de una o mas de las nucleasas usadas para la escision in vivo, escisién dirigida del genoma
de una célula y combinaciones de escisién in vivo y escision dirigida del genoma de una célula pueden comprender
una proteina de dedos de zinc. Una proteina de dedos de zinc Unica esta compuesta por multiples dominios de dedos
de zinc (p. €j., 3, 4, 5, 6 0 mas dominios de dedos de zinc). Cada dominio de dedos de zinc tiene aproximadamente
30 aminoacidos de longitud que contienen un giro beta (que contienen los dos residuos coordinantes de zinc y una
hélice alfa (que contiene los dos residuos coordinantes de zinc invariantes), que se mantienen en una conformacion
particular que permite la unién de la proteina a la secuencia diana. Se pueden usar dominios dedos de zinc canénicos
(C2H2) que tienen dos residuos coordinantes de zinc cisteina (Cys) en el giro beta y dos residuos coordinantes de
zinc histidina (His) en la hélice alfa o no candénicos (CH3). Ver, p. €j., la patente estadounidense nim. 9.234.187. Hay
una hélice de reconocimiento de 7 aminoacidos contenida entre los residuos coordinantes de zinc del giro beta y los
residuos coordinantes de zinc de la hélice alfa. La regién de hélice de reconocimiento se enumera -1 a +6 dentro del
dominio de dedos de zinc y los aminoéacidos fuera de esta region de reconocimiento (y con la exclusion de los residuos
coordinantes de zinc se denominan residuos de la estructura).

Preferiblemente, la proteina de dedos de zinc es de origen no natural en el sentido de que la hélice de reconocimiento
esta genomanipulada para unirse a un sitio diana de eleccion. Ver, por ejemplo, Ver, por ejemplo, Beerli et al. (2002)
Nature Biotechnol. 20 :135-141 ; Pabo et al. (2001) Ann. Rev. Biochem.70 :313-340 ; Isalan et al. (2001) Nature
Biotechnol. 19 :656-660 ; Segal et al. (2001) Curr. Opin. Biotechnol. 12 :632-637; Choo et al. (2000) Curr. Opin. Struct.
Biol. 10:411-416; las patentes estadounidenses nums. 6.453.242; 6.534.261; 6.599.692; 6.503.717; 6.689.558;
7.030.215; 6.794.136; 7.067.317; 7.262.054; 7.070.934; 7.361.635; 7.253.273; y la publicacion de patentes
estadounidenses nims. 2005/0064474; 2007/0218528; 2005/0267061.

Un dominio de unién de dedo de zinc genomanipulado puede tener una especificidad de unién nueva en comparacion
con la proteina de dedo de zinc de origen natural. Los métodos de genomanipulacion incluyen, pero no se limitan a,
disefo racional y varios tipos de seleccion. El disefio racional incluye, por ejemplo, el uso de bases de datos que
comprenden secuencias de nucledtidos en triplete (o cuadruplete) y secuencias de aminoacidos de dedos de zinc
individuales, en las que cada secuencia de nucleétidos en triplete o cuadruplete se asocia con una 0 mas secuencias
de aminoécidos de dedos de zinc que se unen a la secuencia en triplete o cuadruplete particular. Ver, por ejemplo, las
patentes estadounidenses nums. 6.453.242 y 6.534.261 de copropiedad.

Los dominios de unién a ADN de ZFP pueden comprender, ademas, una o mas modificaciones en la estructura de
uno o mas de los dominios de dedos de zinc componentes. La especificidad de una ZFP para una secuencia de ADN
diana depende de los contactos especificos de secuencias entre los dominios de dedos de zinc y bases de ADN
especificas, en particular, entre la region de hélice de reconocimiento y el sitio diana (tipicamente cada hélice de
reconocimiento se une a un subsitio diana de 3 nucleétidos). Ademas, los dominios de dedos de zinc comprenden
también residuos aminoacidicos que participan en interacciones no especificas con los fosfatos de la estructura de
ADN. Elrod-Erickson et al. ((1996) Structure 4:1171) demostro a través de la cocristalizacion de una proteina de dedos
de zinc y su diana de ADN cognada que hay aminodacidos especificos capaces de interactuar con los fosfatos de la
estructura de ADN a través de la formacion de enlaces de hidrégeno. Las proteinas de dedos de zinc que emplean la
estructura Zif268 bien conocida tipicamente tienen una arginina como el residuo de extremo aminico de su segunda
cadena de lamina B, que también es el extremo carboxilico en segunda posicién con respecto a la segunda cisteina
invariante. Esta posicion se puede denominar (-5) dentro de cada dominio dedos de zinc, ya que es el 5.° residuo que
precede al inicio de la hélice a (y la posicién -5 en relacién con la hélice de reconocimiento numerada -1 a +6). La
arginina en esta posicién puede interactuar con un fosfato en la estructura de ADN a través de la formacién de un
enlace de hidrégeno cargado con su grupo guanidinio de cadena lateral. Las proteinas de dedos de zinc en la
estructura Zif268 también tienen frecuentemente una lisina en una posiciéon que esta a 4 residuos hacia el extremo
aminico con respecto a la primera cisteina invariante. Esta posicién se puede denominar (-14) dentro de cada dedo,
dado que es el 14.° residuo que precede al inicio de la hélice a para los dedos de zinc con dos residuos entre los
residuos de cisteina coordinantes de zinc (y la posicion -14 en relacion con la regién de hélice de reconocimiento
numerada -1 a +6). La lisina puede interactuar con un fosfato en la estructura de ADN a través de la formacién de un
enlace de hidrégeno cargado mediado por agua con su grupo amino de cadena lateral. Dado que se encuentran
grupos fosfato en toda la estructura de ADN, este tipo de interaccion entre el dedo de zinc y una molécula de ADN se
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considera generalmente como no especifica de la secuencia (J. Miller, Massachusetts Institute of Technology Ph.D.
Thesis, 2002).

Estudios recientes han hipotetizado que las cadenas laterales de contacto con fosfato no especificas en algunas
nucleasas pueden ser responsables de parte de la no especificidad de dichas nucleasas (Kleinstiver et al. (2016)
Nature 529(7587):490-5; Guilinger et al. (2014) Nat Meth: 429-435). Los investigadores han propuesto que estas
nucleasas pueden tener "energia de unién a ADN en exceso", lo que significa que las nucleasas pueden tener una
mayor afinidad por su diana de ADN que la necesaria para unirse sustancialmente y escindir el sitio diana. Por lo tanto,
se hicieron intentos de reducir las cargas catiénicas en el dominio de unién a ADN de TALE (Guilinger, ibid) o el
dominio de unién a ADN de Cas9 (Kleinstiver, ibid) para reducir la energia de union a ADN de estas nucleasas, lo que
resultd en un aumento de la especificidad de escisién in vitro. Sin embargo, estudios adicionales (Sternberg et al.
(2015) Nature 527(7576):110-113) sugieren también una funcién en el plegado y la activacion adecuados del dominio
de la nucleasa Cas9 para algunos de los aminodacidos catiénicos que se mutaron en el estudio Kleinstiver del dominio
de unién a ADN de Cas9. Por lo tanto, la funcion exacta de estos aminoacidos en la actividad de Cas9 se desconoce.

Se describen mutaciones en aminoacidos dentro del dominio de unién a ADN de ZFP ("estructura de ZFP") que pueden
interactuar de manera no especifica con fosfatos en la estructura de ADN, pero que no comprenden cambios en las
hélices de reconocimiento de ADN. Se describen mutaciones de residuos aminoacidicos cationicos en la estructura
de ZFP que no son necesarios para la especificidad diana del nucleétido. Estas mutaciones en la estructura de ZFP
pueden comprender: mutar un residuo aminoacidico catiénico en un residuo aminoacidico neutro o aniénico; o mutar
un residuo aminoacidico polar en un residuo aminoacidico neutro o no polar. Se prefieren las mutaciones hechas en
la posicion (-5), posicién (-9), posicion (-14) y combinaciones de mutaciones seleccionadas de mutaciones hechas en
la posicién (-5), posicion (-9) y posicién (-14) con respecto a la hélice de union a ADN. Un dedo de zinc puede
comprender una o mas mutaciones en (-5), (-9), (-14), y combinaciones de mutaciones seleccionadas de mutaciones
en (-5), (-9) y (-14). Uno o mas dedo(s) de zinc en una proteina de multiples dedos de zinc puede comprender
mutaciones en (-5), (-9), (-14) y combinaciones seleccionadas de (-5), (-9) y (-14). Los aminoacidos en (-5), (-9), (-14)
y combinaciones seleccionadas de (-5), (-9) y (-14) (p. €j., una arginina (R) o lisina (K)) se pueden mutar en una alanina
(A), leucina (L), Ser (S), Asp (D), Glu (E), Tyr (Y) y/o glutamina (Q).

En cualquiera de estos polipéptidos de fusidén descritos en la presente memoria, los comparneros de ZFP pueden
comprender, ademas, mutaciones en el dominio de unién a ADN de dedos de zinc en las posiciones (-5), (-9), (-14), y
combinaciones de mutaciones seleccionadas de mutaciones en (-5), (-9) y (-14). La Arg (R) en la posicién -5 se puede
cambiar a una Tyr (Y), Asp (D), Glu (E), Leu (L), GIn (Q) o Ala (A). La Arg (R) en la posicion (-9) se puede remplazar
con Ser (S), Asp (D) o Glu (E). La Arg (R) en la posicién (-14) se puede remplazar con Ser (S) o GIn (Q). Los
polipéptidos de fusion pueden comprender mutaciones en el dominio de unién a ADN de dedos de zinc donde los
aminoacidos en las posiciones (-5), (-9), (-14), y combinaciones de mutaciones seleccionadas de mutaciones en (-5),
(-9), (-14) se cambian a cualesquiera de los aminoéacidos indicados anteriormente en cualquier combinacién.

Los ejemplos de métodos de seleccidn, incluidos sistemas de visualizacion en fagos y de dos hibridos, se describen
en las patentes estadounidenses 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.410.248; 6.140.466; 6.200.759; y
6.242.568; asi como también WO 98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 y GB 2.338.237. Ademas,
potenciar la especificidad de union para dominios de uniéon de dedos de zinc se ha descrito, por ejemplo, en la
publicacion internacional num. WO 02/077227 de copropiedad.

Los expertos en la técnica conocen la seleccion de sitios diana; ZFP y métodos para el disefio y la construccion de
proteinas de fusiéon (y polinucleétidos que las codifican) y se describen de forma detallada en las patentes
estadounidenses nims. 6.140.081; 5.789.538; 6.453.242; 6.534.261; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.200.759; la
publicaciéon de PCT nim. WO 95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO 00/27878; WO 01/60970;
WO 01/88197; WO 02/099084; WO 98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060; WO 02/016536 y WO 03/016496.

Puede usarse casi cualquier enlazador (espaciador) entre uno o mas de los componentes del dominio de unién a ADN
(p. €j., dedos de zinc), entre uno o mas dominios de unién a ADN, entre el dominio de unién a ADN y el dominio
funcional (p. €j., nucleasa) y entre uno o0 mas dominios de unién a ADN y entre el dominio de unién a ADN y el dominio
funcional. Los ejemplos no limitantes de secuencias de enlazador adecuadas incluyen las patentes estadounidenses
nams. 8.772.453; 7.888.121; 6.479.626; 6.903.185; y 7.153.949; y las publicaciones de patentes estadounidenses
nams. 2009/0305419; 2015/0064789 y 2015/0132269. Por lo tanto, las proteinas descritas en la presente memoria
pueden incluir cualquier combinacién de enlazadores adecuados entre los componentes individuales de unién a ADN,
entre el dominio de unién a ADN y el dominio funcional o entre uno 0 méas dominios de unién a ADN y entre el dominio
de unién a ADN y el dominio funcional de las composiciones descritas en la presente memoria.

B. Dominios de escisién

Cualquier dominio de escisién adecuado puede enlazarse funcionalmente con los dominios de unién a ADN como se
describen en la presente memoria para formar una nucleasa. El dominio de escision puede ser heter6logo con respecto
al dominio de unién a ADN, por ejemplo, un dominio de unién a ADN de dedos de zinc y un dominio de escision de
una nucleasa. Los dominios de escision heterélogos pueden obtenerse de cualquier endonucleasa o exonucleasa.
Loas endonucleasas ilustrativas de las cuales se puede derivar un dominio de escision incluyen, pero no se limitan a,
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endonucleasas de restriccion y endonucleasas de asentamiento. Ver, por ejemplo, 2002-2003 Catalogue, New
England Biolabs, Beverly, MA; y Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388. Se conocen enzimas
adicionales que escinden el ADN (p. eje., Nucleasa S1; nucleasa del poroto chino; DNasa pancredtica |; nucleasa
micrococica; endonucleasa HO de levadura; ver también Linn et al. (eds.) Nucleases, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1993). Se pueden usar una o mas de estas enzimas (o fragmentos funcionales de estas) como una fuente de
dominios de escision y dominios medios de escision.

De manera similar, se puede derivar un dominio medio de escision de cualquier nucleasa o porcion de esta, tal como
se indic6 anteriormente, que requiera dimerizacién para la actividad de escision. En general, se necesitan dos
proteinas de fusién para la escision si las proteinas de fusiéon comprenden dominios medios de escisién. De manera
alternativa, puede usarse una proteina individual que comprende dos dominios medios de escision. Los dos dominios
medios de escision pueden derivarse de la misma endonucleasa (o fragmentos funcionales de esta) o cada dominio
medio de escisién puede derivar de una endonucleasa diferente (o fragmentos funcionales de esta). Ademas, los sitios
diana para las dos proteinas de fusién preferiblemente se disponen, uno con respecto a otro, de modo que la unién
de las dos proteinas de fusidn a sus respectivos sitios diana ubique los dominios medios de escisién en una orientacion
espacial entre si que permita que los dominios medios de escisidon formen un dominio de escisién funcional, p. €j.,
mediante dimerizacion. Por lo tanto, los bordes cercanos de los sitios diana estan separados por 5-8 nucleétidos o por
15-18 nucledtidos. Sin embargo, puede intervenir cualquier numero entero de nucle6tidos o pares de nucleétidos entre
dos sitios diana (p. ej., de 2 a 50 pares de nucle6tidos 0 mas). En general, el sitio de escision se encuentra entre los
sitios diana.

Las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccion) estan presentes en muchas especies y son capaces de
unién especifica de secuencia a ADN (en un sitio de reconocimiento) y de escindir el ADN en o cerca del sitio de union.
Ciertas enzimas de restriccion (p. ej., de Tipo IIS) escinden el ADN en sitios apartados del sitio de reconocimiento y
tienen dominios de escision y de uniéon que se pueden separar. Por ejemplo, la enzima de tipo IS Fok | cataliza la
escision bicatenaria del ADN a 9 nucleétidos de su sitio de reconocimiento en una hebra y a 13 nucleétidos de su sitio
de reconocimiento en la otra. Ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses nims. 5.356.802; 5.436.150 y 5.487.994;
asi como Li et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4275-4279; Li et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2764-
2768; Kim et al. (1994a) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:883-887; Kim et al. (1994b) J. Biol. Chem. 269:31,978-31,982.
Por lo tanto, las proteinas de fusion pueden comprender el dominio de escisién (o dominio medio de escisién) de al
menos una enzima de restriccion de Tipo 1IS y uno 0 mas dominios de unién de dedos de zinc, que pueden o no estar
genomanipulados.

Para la especificidad de escisién 6ptima por una nucleasa (artificial) selectiva de secuencia, es deseable arreglar las
condiciones de modo que la unién a la diana y la actividad no sean saturantes. En condiciones de saturacion, por
definicidn, se usa un exceso de nucleasa con respecto a lo necesario para lograr la actividad en la diana completa.
Este exceso no proporciona beneficios en la diana, pero puede resultar, sin embargo, en una mayor escision en los
sitios inespecificos. Para las nucleasas monoméricas, las condiciones de saturacién se pueden evitar facilmente al
llevar a cabo un estudio de respuesta a la dosis simple para identificar y evitar la meseta de saturacién en una curva
de titulacion. Sin embargo, para una nucleasa dimérica tal como ZFN, TALEN o dCas-Fok, identificar y evitar las
condiciones de saturacion puede ser mas complicado si las afinidades de unién de los monémeros individuales son
disimiles. En tales casos, un estudio de respuesta a la dosis que usa una relacion de nucleasa 1:1 simple solo revelara
el punto de saturacién del monémero de uniéon mas débil. En tal situacion, si, por ejemplo, las afinidades de monémero
difieren en un factor de 10, entonces en el punto de saturacion identificado en un estudio de titulacion 1:1, el monémero
con mayor afinidad estara presente en una concentracion que es 10 veces mas alta que la necesario. El exceso
resultante del monémero de afinidad mas alta puede, a su vez, aumentar la actividad inespecifica sin proporcionar un
aumento beneficioso en la escisién en la diana prevista, lo que lleva potencialmente a una especificidad reducida
general para cualquier par de nucleasas dado.

Fok | es una enzima de restriccion de Tipo IS ilustrativa cuyo dominio de escisién puede separarse del dominio de
unién. Esta enzima particular es activa como dimero. Bitinaite et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:10,570-
10,575. Por consiguiente, a los efectos de la presente descripcion, la porcion de la enzima Fok | usada en las proteinas
de fusion descritas se considera un dominio medio de escision. Por lo tanto, para la escisién bicatenaria dirigida, el
remplazo dirigido de las secuencias celulares al usar fusiones de dedo de zinc-Fok | y combinaciones de escision
bicatenaria dirigida y reemplazo dirigido de secuencias celulares al usar fusiones de dedos de zinc-Fok |, dos proteinas
de fusién, donde cada una comprende un dominio medio de escision de Fokl, se pueden usar para reconstituir un
dominio de escision cataliticamente activo. De manera alternativa, también puede usarse una sola molécula de
polipéptido que contiene un dominio de unién de dedos de zinc y dos dominios medios de escision de Fokl. Se
proporcionan en otra parte de la descripcion los parametros para la escisién dirigida y alteracion de secuencia dirigida
mediante el uso de fusiones de dedos de zinc-Fok .

Un dominio de escisién o dominio medio de escisién puede ser cualquier porcion de una proteina que conserva la
actividad de escision, o que conserva la capacidad de multimerizarse (p. €j., dimerizarse) para formar un dominio de
escision funcional.
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Se describen enzimas de restricciéon de Tipo IS ilustrativas en la patente estadounidense num. 7.888.121. Las enzimas
de restriccion adicionales también contienen dominios de unién y de escisiébn que se pueden separar, y estos se
contemplan en la presente descripcion. Ver, por ejemplo, Roberts et al. (2003) Nucleic Acids Res. 31:418-420.

El dominio de escisién puede comprender uno o mas dominios medios de escision genomanipulados (también
denominados mutantes de dominio de dimerizacién) que minimizan o evitan la homodimerizacién, como se describe,
por ejemplo, en ver p. €j., las patentes estadounidenses nims. 7.914.796; 8.034.598 y 8.623.618. Los residuos
aminoacidicos en las posiciones 446, 447, 479, 483, 484, 486, 487, 490, 491, 496, 498, 499, 500, 531, 534, 537 y 538
de Fokl son todos dianas para influir sobre la dimerizacién de los dominios medios de escision de Fokl, donde la
numeracion es con respecto a las estructuras de cristal 1FOK.pdb y 2FOK.pdb (ver Wah et al. (1997) Nature 388:97-
100) que tiene la secuencia que se muestra a continuacién: Dominio medio de escision de Fokl natural (SEQ ID NO:18)
QLVKSELEEKKSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNSTQDRILEMKVMEFFMKVY
GYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVDTKAYSGGYNLPIGQADEMQRY
VEENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNHITN
CNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINF

Los dominios medios de escision de Fok | genomanipulados ilustrativos que forman heterodimeros estrictos incluyen
un par en el cual un primer dominio medio de escisién incluye mutaciones en los residuos aminoacidicos en las
posiciones 490 y 538 de Fokl y un segundo dominio medio de escisiéon incluye mutaciones en los residuos
aminoacidicos 486 y 499.

Por lo tanto, una mutacién en 490 puede reemplazar Glu (E) con Lys (K); la mutacién en 538 puede reemplazar lle (1)
con Lys (K); la mutaciéon en 486 puede reemplazar Gin (Q) con Glu (E); y la mutacion en la posicién 499 puede
reemplazar lle (I) con Lys (K). Especificamente, los dominios medios de escision genomanipulados descritos en la
presente memoria se prepararon al mutar las posiciones 490 (E—K) y 538 (I—-K) en un dominio medio de escisién
para producir un dominio medio de escisién genomanipulado designado "E490K:I1538K" y al mutar las posiciones 486
(Q—E) y 499 (I—L) en otro dominio medio de escision para producir un dominio medio de escisién genomanipulado
designado "Q486E:1499L". Los dominios medios de escision genomanipulados descritos en la presente memoria son
mutantes de heterodimeros estrictos en los que se minimiza o elimina la escision aberrante a través de los
homodimeros de ZFN. Ver, p. €j., la publicacion de patente estadounidense nium. 2008/0131962. El dominio medio de
escision genomanipulado puede comprender mutaciones en las posiciones 486, 499 y 496 (numeradas con respecto
a Fokl natural), por ejemplo, mutaciones que reemplazan el residuo Gin (Q) natural en la posicién 486 con un residuo
Glu (E), el residuo lle (I) natural en la posicion 499 con un residuo Leu (L), y el residuo Asn (N) natural en la posicién
496 con un residuo Asp (D) o un residuo Glu (E) (también denominados dominios “ELD” y “ELE”, respectivamente). El
dominio medio de escisibn genomanipulado puede comprender mutaciones en las posiciones 490, 538 y 537
(numeradas con respecto a Fokl natural), por ejemplo, mutaciones que reemplazan el residuo Glu (E) natural en la
posicion 490 con un residuo Lys (K), el residuo lle (I) natural en la posicién 538 con un residuo Lys (K), y el residuo
His (H) natural en la posicion 537 con un residuo Lys (K) o un residuo Arg (R) (a los que también se denomina dominios
“KKK” y “KKR?”, respectivamente). El dominio medio de escisién genomanipulado puede comprender mutaciones en
las posiciones 490 y 537 (numeradas con respecto a Fokl natural), por ejemplo, mutaciones que reemplazan el residuo
Glu natural (E) en la posicién 490 con un residuo Lys (K) y el residuo His (H) natural en la posicién 537 con un residuo
Lys (K) o un residuo Arg (R) (a los que también se denomina dominios "KIK" y "KIR", respectivamente). Ver, p. €j., las
patentes estadounidenses nims. 7.914.796; 8.034.598 y 8.623.618. El dominio medio de escision genomanipulado
puede comprender "Sharkey", las mutaciones de "Sharkey" y combinaciones de "Sharkey" y mutaciones de "Sharkey"
(ver Guo et al. (2010) J. Mol. Biol. 400(1):96-107).

Por lo tanto, los dominios medios de escisién derivados de Fokl pueden comprender una mutacién en uno o mas
residuos aminoacidicos como se muestra en la SEQ ID NO:18, incluso mutaciones en el dominio de dimerizacion
como se describié anteriormente; mutaciones en el dominio catalitico, mutaciones en los otros residuos aminoacidicos
tales como residuos de contacto con fosfato, y cualquier combinacién de mutaciones seleccionadas de mutaciones en
el dominio de dimerizacién, mutaciones en el dominio catalitico y mutaciones en otros residuos aminoacidicos tales
como residuos de contacto con fosfato. Las mutaciones incluyen sustituciones (de un residuo aminoacidico natural
con un residuo diferente), inserciones (de uno o mas residuos aminoacidicos), eliminaciones (de uno o mas residuos
aminoacidicos) y cualquier combinacion de mutaciones seleccionadas de sustituciones, inserciones y eliminaciones.
Uno o maés de los residuos 414-426, 443-450, 467-488, 501-502, 521-531 (numerados en relacién con la SEQ ID
NO:18) y cualquier combinacion de tales residuos se puede mutar ya que estos residuos estan ubicados cerca de la
estructura de ADN en un modelo molecular de una ZFN unida a su sitio diana descrito en Miller et. al. ((2007) Nat
Biotechnol 25:778-784). Uno o mas residuos en las posiciones 416, 422, 447, 448 y 525 se pueden mutar. La mutacion
puede comprender una sustitucién de un residuo natural con un residuo diferente, por ejemplo, un residuo serina (S).
El dominio de escision de Fokl de las nucleasas descritas en la presente memoria comprenden una mutacion de
dominio de dimerizacion de ELD, una mutacién de dominio de dimerizacién de KKR, una mutacién K525S, y cualquier
combinacion seleccionada de una mutacién de dominio de dimerizacion de ELD o una mutaciéon de dominio de
dimerizacién de KKR y una mutacion K525S.

Los dominios de escision genomanipulados descritos en la presente memoria pueden prepararse mediante el uso de
cualquier método adecuado, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida al sitio de dominios medios de escision
natural (Fok 1) tal como se describe en las patentes estadounidenses nums. 7.888.121; 7.914.796; 8.034.598 y
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8.623.618. Ademas, los dominios de escision descritos en la presente memoria se pueden fusionar con un dominio de
unién a ADN (p. ej., ZFP) al usar cualquier enlazador adecuado que incluye, pero no se limita a, los enlazadores
descritos en las patentes estadounidenses nims. 9.394.531 y 9.567.609.

Alternativamente, las nucleasas se pueden ensamblar in vivo en el sitio diana de &cido nucleico al usar la llamada
tecnologia de "enzima de separacién" (ver, p. €j., la publicacién de patente estadounidense nim. 2009/0068164). Los
componentes de dichas enzimas de separacion pueden expresarse ya sea en construcciones de expresion separadas
o pueden enlazarse en un marco de lectura abierto donde se separan los componentes individuales, por ejemplo,
mediante un péptido 2A o una secuencia IRES autoescindible. Los componentes pueden ser dominios de unién de
dedo de zinc individuales o dominios de un dominio de union a &cido nucleico de meganucleasa.

Las nucleasas pueden analizarse para determinar la actividad antes de su uso, por ejemplo, en un sistema
cromosomico a base de levadura como se describe en WO 2009/042163 y 20090068164. La expresion de la nucleasa
puede estar bajo el control de un promotor constitutivo o de un promotor inducible, por ejemplo, el promotor de
galactocinasa que se activa (desreprime) en presencia de rafinosa, galactosa y una combinacion de rafinosa y
galactosa y se reprime en presencia de glucosa.

La(s) nucleasa(s) como se describe(n) en la presente memoria pueden hacer uno o mas cortes bicatenarios, uno o
mas cortes monocatenarios y combinaciones de uno o mas cortes bicatenarios y uno o mas monocatenarios en el sitio
diana. En ciertos aspectos de la descripcidn, la nucleasa comprende un dominio de escision cataliticamente inactivo
(p. €j., Fokl, una proteina Cas y combinaciones de Fokl y una proteina Cas). Ver, p. €., las patentes estadounidenses
nams. 9.200.266; 8.703.489 y Guillinger et al. (2014) Nature Biotech. 32(6):577-582. El dominio de escision
cataliticamente inactivo, en combinacién con un dominio cataliticamente activo, puede actuar como una nickasa para
hacer un corte monocatenario. Por lo tanto, pueden usarse dos nickasas en combinacién para hacer un corte
bicatenario en una regién especifica. También se conocen nickasas adicionales en la técnica, por ejemplo, McCaffery
et al. (2016) Nucleic Acids Res. 44(2):e11. doi: 10.1093/nar/gkv878. Epub 2015 Oct 19.

Sitios diana

Como se describié anteriormente de manera detallada, los dominios de ADN pueden genomanipularse para que se
unan a cualquier secuencia elegida. Un dominio de unién a ADN genomanipulado puede tener una nueva especificidad
de unién en comparacion con un dominio de union a ADN de origen natural. Los dominios de union a ADN pueden
unirse a una secuencia dentro de una secuencia potenciadora de BCL11A, por ejemplo, un sitio diana (tipicamente 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o incluso mas pares de bases) que esta entre el exén 2 y el exén 3 de
BCL11A, incluidos los dominios de unién a ADN que se unen a una secuencia dentro de un sitio hipersensible a
DNasal en la secuencia potenciadora de BCL11A (p. ej., +58) como se muestra en la Tabla 1. Los métodos de
genomanipulacion incluyen, pero no se limitan a, disefio racional y varios tipos de seleccion. El disefio racional incluye,
por ejemplo, el uso de bases de datos que comprenden secuencias de nucledtidos en triplete (o cuadruplete) y
secuencias de aminodacidos de dedos de zinc individuales, en las que cada secuencia de nucledtidos en triplete o
cuadruplete se asocia con una o0 mas secuencias de aminoacidos de dedos de zinc que se unen a la secuencia en
triplete o cuadruplete particular. Ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses nims. 6.453.242 y 6.534.261 de
copropiedad. También puede llevarse a cabo el disefio racional de dominios efectores de TAL. Ver, p. €j., la publicacién
de patente estadounidense num. 2011/0301073.

Los métodos de seleccion ilustrativos aplicables a los dominios de unién a ADN, incluidos sistemas de visualizacion
en fagos y de dos hibridos, se describen en las patentes estadounidenses nums. 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988;
6.013.453; 6.410.248; 6.140.466; 6.200.759; y 6.242.568; asi como también las publicaciones de PCT nums.
WO 98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; WO 01/88197 y la patente del RU nim. GB 2.338.237. Ademas, potenciar
la especificidad de unién para dominios de uniéon de dedos de zinc se ha descrito, por ejemplo, en la publicacion
internacional nim. WO 02/077227 de copropiedad.

Los expertos en la técnica conocen la seleccion de sitios diana; nucleasas y métodos para disefiar y construir proteinas
de fusion (y polinucledtidos que las codifican) y se describen en detalle en las publicaciones de patente estadounidense
nums. 2005/0064474 y 2006/0188987.

Ademas, como se describe en estas y otras referencias, los dominios de unién a ADN (p. €j., las proteinas de dedos
de zinc de multiples dedos) y fusiones de dominio(s) de unién a ADN y dominio(s) funcional(es) pueden enlazarse
entre si mediante el uso de cualesquiera secuencias enlazadoras adecuadas, que incluyen, por ejemplo, enlazadores
de 5 0 mas aminodcidos. Las patentes estadounidenses nums. 8.772.453; 7.888.121 (p. €j., el enlazador "ZC");
6.479.626;6.903.185;y 7.153.949; la publicacion estadounidense nim. 2009/0305419) y 2015/0064789. Las proteinas
descritas en la presente memoria pueden incluir cualquier combinacion de enlazadores adecuados entre los dominios
de unién a ADN individuales de la proteina. Ver, también, la patente estadounidense nim. 8.586.526.

Donantes

La presente descripcién se relaciona con la integracion dirigida mediada por nucleasa de una secuencia exdgena en
el genoma de una célula mediante el uso de moléculas de unién a la region potenciadora de BCL11A descrita en la
presente memoria. Como se describié anteriormente, la insercién de una secuencia exégena (también denominada
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"secuencia donante" o "donante" o "transgén"), por ejemplo, para la eliminaciéon de una region especificada, para la
correccion de un gen mutante, para una combinacion de eliminaciéon de una regidn especificada y correccion de un
gen mutante o para una mayor expresion de un gen natural. Sera facilmente evidente que la secuencia donante
tipicamente no es idéntica a la secuencia genémica donde se coloca. Una secuencia donante puede contener una
secuencia no homologa flanqueada por dos regiones de homologia para permitir una HDR eficaz en la ubicacion de
interés o puede integrarse mediante mecanismos de reparacion no dirigida por homologia, tales como NHEJ. Ademas,
las secuencias donantes pueden comprender una molécula de vector que contiene secuencias que no son homdlogas
a la region de interés en la cromatina celular. Una molécula donante puede contener varias regiones discontinuas de
homologia con respecto a la cromatina celular y, por ejemplo, puede llevar a la eliminacién de una regién potenciadora
de BCL11A (o un fragmento de esta) cuando se usa como sustrato para la reparacion de una DSB inducida por una
de las nucleasas descritas en la presente. Ademas, para una insercion de secuencias diana que no se encuentran
normalmente en una regién de interés, dichas secuencias pueden estar presentes en una molécula de acido nucleico
donante y flanqueadas por regiones de homologia con respecto a la secuencia en la region de interés.

También se puede hacer referencia a los polinucledtidos para insercion como polinucleétidos "exégenos",
polinucleétidos o moléculas "donantes" o "transgenes". El polinucleétido donante puede ser ADN o ARN,
monocatenario o bicatenario y puede introducirse en una célula de forma lineal o circular. Ver, por ejemplo, la
publicacion de solicitud de patente estadounidense nums. 2010/0047805 y 2011/0207221. La(s) secuencia(s)
donante(s) preferiblemente esta(n) contenida(s) dentro de un MC de ADN, que puede introducirse en la célula de
forma lineal o circular. Si se introduce en forma lineal, los extremos de la secuencia donante se pueden proteger (p.
ej., contra la degradacion exonucleolitica) mediante métodos conocidos para los expertos en la técnica. Por ejemplo,
se agregan uno o mas residuos de didesoxinucleétido en el extremo hacia 3’ de una molécula lineal y se ligan,
opcionalmente, oligonucleétidos autocomplementarios a uno o ambos extremos. Ver, por ejemplo, Chang et al. (1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA84:4959-4963; Nehls et al. (1996) Science 272:886-889. Los métodos adicionales para
proteger polinucledtidos exdgenos contra la degradacion incluyen, pero no se limitan a, adicién de grupo(s) amino
terminal(es) y el uso de ligaduras internucleotidicas modificadas tales como, por ejemplo, fosforotioatos,
fosforamidatos y residuos O-metil ribosa o desoxirribosa. Si se introduce en forma bicatenaria, el donante puede incluir
uno o mas sitios diana de nucleasa, por ejemplo, sitios diana de nucleasa que flanquean al transgén que se va a
integrar en el genoma de la célula. Ver, p. €j., la publicacién de patente estadounidense nim. 2013/0326645.

Un polinucleétido puede introducirse en una célula como parte de una molécula de vector que tiene secuencias
adicionales tales como, por ejemplo, origenes de replicacion, promotores y genes que codifican la resistencia
antibiética. Ademas, los polinucleétidos donantes pueden introducirse como acido nucleico no conjugado, como acido
nucleico en complejo con un agente tal como un liposoma o poloxamero, o pueden suministrarse a través de virus (p.
ej., adenovirus, AAV, virus del herpes, retrovirus, lentivirus y lentivirus deficiente en integrasa (IDLV, por sus siglas en
inglés)).

En ciertas realizaciones, el donante bicatenario incluye secuencias (p. ej., secuencias codificantes, también
denominadas transgenes) con una longitud mayor que 1 kb, por ejemplo, entre 2 y 200 kb, entre 2y 10 kb (o cualquier
valor entre estos). El donante bicatenario también incluye al menos un sitio diana de nucleasa, por ejemplo. En ciertas
realizaciones, el donante incluye al menos 2 sitios diana, por ejemplo, para un par de ZFN o TALEN. Tipicamente, los
sitios diana de nucleasa se encuentran fuera de las secuencias de transgén, por ejemplo, hacia 5’ y/o hacia 3’ con
respecto a las secuencias de transgén, para la escision del transgén. El(los) sitio(s) de escision de nucleasa puede
ser para cual(es)quier(a) nucleasa(s). En ciertas realizaciones, el(los) sitio(s) diana de nucleasa contenido(s) en el
donante bicatenario son para la(s) mismag(s) nucleasa(s) usada(s) para escindir la diana enddgeno en la cual se integra
el donante escindido a través de métodos independientes de homologia.

El donante generalmente se inserta para que su expresion se accione mediante el promotor endégeno en el sitio de
integracién, a saber, el promotor que acciona la expresién del gen enddgeno en el que se inserta el donante (p. €j.,
globina, AAVS1, etc.) Sin embargo, sera evidente que el donante puede comprender un promotor, un potenciador y
combinaciones de ambos, promotor y potenciador, por ejemplo, un promotor constitutivo 0 un promotor inducible o
especifico de un tejido.

La molécula donante se puede insertar en un gen enddgeno, de modo que se exprese la totalidad, parte o nada del
gen enddgeno. En otras realizaciones, el transgén (p. €j., con o0 sin secuencias que codifican globina) se integra en
cualquier locus enddgeno, por ejemplo, un locus seguro. Ver, p. €j., las publicaciones de patente estadounidenses
nims. 2008/0299580; 2008/0159996 y 2010/00218264.

Ademas, si bien no es necesario para la expresion, las secuencias exdégenas también pueden incluir secuencias
reguladoras de transcripciéon o traduccion, por ejemplo, promotores, potenciadores, aislantes, sitios de entrada de
ribosomas internos, secuencias que codifican péptidos 2A, sefales de poliadenilacién y combinaciones de estos.

Los transgenes que llevan las secuencias donantes descritas en la presente memoria pueden aislarse a partir de
plasmidos, células u otras fuentes mediante el uso de técnicas estandar conocidas en la técnica tales como PCR. Los
donantes para uso pueden incluir diversos tipos de topologia, incluidas superenrollados, circulares relajados, lineales
y similares. Alternativamente, pueden sintetizarse quimicamente mediante el uso de técnicas estandar de sintesis de
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oligonucledtidos. Ademas, los donantes pueden estar metilados o carecer de metilacién. Los donantes pueden
encontrarse en forma de cromosomas artificiales bacterianos o de levadura (BAC o YAC).

Los polinucleétidos donantes bicatenarios descritos en la presente memoria pueden incluir una o mas bases no
naturales, una o mas estructuras y combinaciones de una o mas bases no naturales y una o mas estructuras. En
particular, la inserciéon de una molécula donante con citocinas metiladas puede llevarse a cabo mediante el uso de los
métodos descritos en la presente memoria para lograr un estado de quiescencia transcripcional en una regién de
interés.

El polinucledtido exdgeno (donante) puede comprender cualquier secuencia de interés (secuencia exégena). Las
secuencias exdgenas ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, cualquier secuencia codificante de polipéptidos (p. €;.,
ADNCc), secuencias promotoras, secuencias potenciadoras, etiquetas de epitopos, genes marcadores, sitios de
reconocimiento de enzimas de escision y diversos tipos de construcciones de expresién. Los genes marcadores
incluyen, pero no se limitan a, secuencias que codifican proteinas que median la resistencia a antibioticos (p. €j.,
resistencia a la ampicilina, resistencia a la kanamicina, resistencia a la neomicina, resistencia a G418, resistencia a
puromicina, resistencia a la higromicina, resistencia a la blasticidina), secuencias que codifican proteinas coloreadas
o fluorescentes o luminiscentes (p. ej., proteina verde fluorescente, proteina verde fluorescente mejorada, proteina
roja fluorescente, luciferasa) y proteinas que median el crecimiento celular mejorado, la amplificacion génica (p. €j.,
dihidrofolato reductasa) y combinaciones de crecimiento celular mejorado y amplificacién génica. Las etiquetas de
epitopos incluyen, por ejemplo, una o mas copias de FLAG, His, Myc, purificacién de afinidad en tdndem (TAP), HA,
péptido biotinilatable o cualquier secuencia de aminoacidos detectable.

En una realizacion preferida, la secuencia exdgena (transgén) comprende un polinucleétido que codifica cualquier
polipéptido del cual se desea la expresidn en la célula, que incluye, pero no se limita a, anticuerpos, antigenos, enzimas,
receptores (de superficie celular o nucleares), hormonas, linfocinas, citocinas, polipéptidos indicadores, factores de
crecimiento y fragmentos funcionales de cualquiera de los anteriores. Las secuencias codificantes pueden ser, por
ejemplo, ADNc.

Por ejemplo, la secuencia exdgena puede comprender una secuencia que codifica un polipéptido que falta o no es
funcional en el sujeto que padece una enfermedad genética, que incluye, pero no se limita a, cualquiera de las
siguientes enfermedades genéticas: acondroplasia, acromatopsia, deficiencia de maltasa acida, deficiencia de
adenosina desaminasa (OMIM nim. 102700), adrenoleucodistrofia, sindrome de Aicardi, deficiencia de antitripsina
alfa-1, talasemia alfa, sindrome de insensibilidad a los andrégenos, sindrome de Apert, arritmia ventricular derecha,
displasia, ataxia telangiectasia, sindrome de Barth, talasemia beta, sindrome del nevus azul, enfermedad de Canavan,
enfermedades granulomatosas cronicas (CGD, por sus siglas en inglés), sindrome del maullido de gato, fibrosis
quistica, enfermedad de Dercum, displasia ectodérmica, anemia de Fanconi, fibrodisplasia osificante progresiva,
sindrome de X fragil, galactosemia, enfermedad de Gaucher, gangliosidosis generalizada (p. ej., GM1),
hemocromatosis, la mutacion de hemoglobina C en el 6° cod6n de globina beta (HbC), hemofilia, enfermedad de
Huntington, sindrome de Hurler, hipofosfatasia, sindrome de Klinefleter, enfermedad de Krabbes, sindrome de Langer-
Giedion, deficiencia de adhesién leucocitaria (LAD, OMIM ndm. 116920), leucodistrofia, sindrome de QT largo,
sindrome de Marfan, sindrome de Moebius, mucopolisacaridosis (MPS), sindrome de ufia-rétula, diabetes insipida
nefrogénica, neurofibromatosis, enfermedad de Neimann-Pick, osteogénesis imperfecta, porfiria, sindrome de Prader-
Willi, progeria, sindrome de Proteo, retinoblastoma, sindrome de Rett, sindrome de Rubinstein-Taybi, sindrome de
Sanfilippo, inmunodeficiencia combinada grave (SCID, por sus siglas en inglés), sindrome de Shwachman, anemia de
células falciformes (anemia falciforme), sindrome de Smith-Magenis, sindrome de Stickler, enfermedad de Tay-Sachs,
sindrome de trombocitopenia + aplasia radial (TAR, por sus siglas en inglés), sindrome de Treacher Collins, trisomia,
esclerosis tuberosa, sindrome de Turner, trastorno del ciclo de la urea, enfermedad de von Hippel-Landau, sindrome
de Waardenburg, sindrome de Williams, enfermedad de Wilson, sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome
linfoproliferativo ligado al cromosoma X (XLP, por sus siglas en inglés, OMIM nim. 308240).

Las enfermedades ilustrativas adicionales que pueden tratarse mediante integracion dirigida incluyen
inmunodeficiencias adquiridas, enfermedades de almacenamiento lisosémico (p. €j., enfermedad de Gaucher, GM1,
enfermedad de Fabry y enfermedad de Tay-Sachs), mucopolisacaridosis (p. €j., enfermedad de Hunter, enfermedad
de Hurler), hemoglobinopatias (p. €j., anemia de células falciformes, HbC, talasemia a, talasemia ) y hemofilias.

En ciertas realizaciones, las secuencias exdgenas pueden comprender un gen marcador (descrito anteriormente), que
permite la seleccion de células que se sometieron a integracion dirigida, y una secuencia enlazada que codifica una
funcionalidad adicional. Los ejemplos no limitantes de genes marcadores incluyen GFP, marcador(es) de seleccion de
farmaco y similares.

Otras secuencias génicas adicionales que pueden insertarse pueden incluir, por ejemplo, genes naturales para
reemplazar secuencias mutadas. Por ejemplo, una secuencia génica del Factor IX natural puede insertarse en el
genoma de una célula madre donde la copia endégena del gen estd mutada. La copia natural puede insertarse en el
locus enddgeno o, alternativamente, puede dirigirse a un locus seguro.

La construcciéon de dichos casetes de expresion, que siguen las indicaciones de la presente memoria descriptiva,
utiliza metodologias conocidas en la técnica de biologia molecular (ver, por ejemplo, Ausubel o Maniatis). Antes del
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uso del casete de expresion para generar un animal transgénico, la capacidad de respuesta del casete de expresion
al inductor de estrés asociado con los elementos de control seleccionados puede analizarse al introducir el casete de
expresion en una linea celular adecuada (p. ej., células primarias, células transformadas o lineas celulares
inmortalizadas).

Ademas, si bien no se necesitan para la expresion, las secuencias exdégenas también pueden ser secuencias
reguladoras de la transcripcion o traduccion, por ejemplo, promotores, potenciadores, aislantes, sitios de entrada a
ribosomas internos, secuencias que codifican péptidos 2A, sefales de poliadenilacion y combinaciones de polipéptidos
2A y seiales de poliadenilacion. Ademas, los elementos de control de los genes de interés pueden enlazarse
funcionalmente con genes indicadores para crear genes quiméricos (p. €j., casetes de expresion indicadores).

También puede lograrse la insercion dirigida de la secuencia de acido nucleico no codificante. También pueden usarse
las secuencias que codifican ARN, iARN, ARNhc y microARN (miARN) de antisentido para inserciones dirigidas.

En realizaciones adicionales, el acido nucleico donante puede comprender secuencias no codificantes que son sitios
diana especificos para diserios de nucleasa adicionales. Posteriormente, las nucleasas adicionales pueden expresarse
en células de modo que la molécula donante original se escinde y modifica mediante la insercién de otra molécula
donante de interés. De esta manera, pueden generarse integraciones repetidas de moléculas donantes, lo que permite
el apilamiento de rasgos en un locus particular de interés o en un locus seguro.

Suministro

Las nucleasas como se describen en la presente memoria (Tabla 1), los polinucleétidos que codifican estas nucleasas,
los polinucledtidos donantes y composiciones que comprenden las proteinas, polinucleétidos y combinaciones de
proteinas y polinucleétidos descritos en la presente memoria pueden suministrarse in vivo o ex vivo a través de
cualquier medio adecuado a cualquier tipo de célula.

Las células adecuadas incluyen células eucariotas (p. €j., animales) y procariotas y lineas celulares eucariotas y
procariotas. Los ejemplos no limitantes de dichas células o lineas celulares generadas a partir de dichas células
incluyen COS, CHO (p. ej., CHO-S, CHO-K1, CHO-DG44, CHO-DUXB11, CHO-DUKX, CHOK1SV), VERO, MDCK,
WI38, V79, B14AF28-G3, BHK, HaK, NS0, SP2/0-Ag14, HeLa, HEK293 (p. ej., HEK293-F, HEK293-H, HEK293-T) y
células perC6, asi como también células de insectos tales como Spodopterafugiperda (Sf), o células fungicas tales
como Saccharomyces, Pichiay Schizosaccharomyces. En ciertas realizaciones, la linea celular es una linea celular
CHO MDCK o HEK293. Las células adecuadas también incluyen células madre tales como, a modo de ejemplo, células
madre embrionarias, células madre pluripotentes inducidas, células madre hematopoyéticas, células madre
neuronales y células madre mesenquimatosas.

Se describen métodos para suministrar nucleasas como se describen en la presente memoria, por ejemplo, en las
patentes estadounidenses nums. 6.453.242; 6.503.717; 6.534.261; 6.599.692; 6.607.882; 6.689.558; 6.824.978;
6.933.113; 6.979.539; 7.013.219; y 7.163.824.

También pueden suministrarse nucleasas, construcciones donantes y combinaciones de nucleasas y construcciones
donantes como se describen en la presente memoria mediante el uso de vectores que contienen secuencias que
codifican una o mas de la(s) ZFN descrita(s) en la presente memoria. Se pueden usar cualesquiera sistemas de
vectores que incluyen, pero no se limitan a, vectores plasmidicos, vectores retroviricos, vectores lentiviricos, vectores
de adenovirus, vectores de virus de la viruela; vectores de virus del herpes y vectores de virus adenoasociados, etc.
Ver, también, las patentes estadounidenses nums. 6.534.261; 6.607.882; 6.824.978; 6.933.113; 6.979.539; 7.013.219;
y 7.163.824. Ademas, serda evidente que cualquiera de estos vectores puede comprender una o mas de las secuencias
necesarias para el tratamiento. Por lo tanto, cuando una 0 méas nucleasas y una construccion donante se introducen
en la célula, las nucleasas, polinucleétidos donantes y combinaciones de nucleasas y polinucleétidos donantes pueden
llevarse en el mismo vector o en vectores diferentes (MC de ADN). Cuando se usan multiples vectores, cada vector
puede comprender una secuencia que codifica una o mdltiples nucleasas, una o mas construcciones donantes y
combinaciones de una o mas nucleasas y una o mas construcciones donantes. Los métodos de transferencia génica
convencionales basados en virus o no basados en virus se pueden usar para introducir acidos nucleicos que codifican
nucleasas, construcciones donantes y combinaciones de nucleasas y construcciones donantes en células (p. €j.,
células de mamifero) y tejidos diana. Los sistemas de suministro de vectores no viricos incluyen plasmidos de ADN o
ARN, MC de ADN, &cido nucleico no conjugado y &cido nucleico en complejo con un vehiculo de suministro tal como
un liposoma o poloxamero. Los vectores no viricos adecuados incluyen vectores de nanotaxis, que incluyen vectores
disponibles comercialmente de InCellArt (Francia). Los sistemas de suministro de vectores viricos incluyen virus de
ADN y ARN que tienen ya sea genomas episémicos o integrados después del suministro a la célula. Para un andlisis
del suministro in vivo de proteinas de unién a ADN y proteinas de fusion genomanipulados que comprenden estas
proteinas de unidn, ver, p. ej., Rebar (2004) Expert Opinion Invest. Drugs 13(7):829-839; Rossi et al. (2007) Nature
Biotech. 25(12): 1444-1454, asi como referencias de suministro génico generales tales como Anderson, Science
256:808-813 (1992); Nabel & Felgner, TIBTECH 11:211-217 (1993); Mitani & Caskey, TIBTECH 11:162-166 (1993);
Dillon, TIBTECH 11:167-175 (1993); Miller, Nature 357:455-460 (1992); Van Brunt, Biotechnology 6(10): 1149-1154
(1988); Vigne, Restorative Neurology and Neuroscience 8:35-36 (1995); Kremer & Perricaudet, British Medical Bulletin
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51(1):31-44 (1995); Haddada et al., in Current Topics in Microbiology and Immunology Doerfler and Béhm (eds.) (1995);
y Yu et al., Gene Therapy 1:13-26 (1994).

Los métodos de suministro no virico de acidos nucleicos incluyen electroporacion, lipofeccién, microinyeccion,
biolistica, virosomas, liposomas, inmunoliposomas, conjugados de lipidos:acidos nucleicos o policationes, ADN no
conjugado, viriones artificiales, deformacion de la membrana y absorcion de ADN potenciada por agente. También se
puede usar sonoporacion, p. €j., con el sistema Sonitron 2000 (Rich-Mar) para el suministro de acidos nucleicos.

Los sistemas de suministro de &cido nucleico ilustrativos adicionales incluyen los proporcionados por Amaxa
Biosystems (Colonia, Alemania), Maxcyte, Inc. (Rockville, Maryland), BTX Molecular Delivery Systems (Holliston, MA)
y Copernicus Therapeutics Inc., (ver, por ejemplo, US6008336). La lipofeccién se describe en, p. €j., las patentes
estadounidenses nums. 5.049.386; 4.946.787; y 4.897.355) y los reactivos de lipofeccidén se venden comercialmente
(p- €j., Transfectam™ vy Lipofectin™). Los lipidos catiénicos y neutros que son adecuados para la lipofeccién de
reconocimiento de receptor eficaz de polinucledtidos incluyen los de Felgner, WO 91/17424, WO 91/16024.

Un experto en la técnica conoce la preparacion de complejos de lipido:acido nucleico, que incluyen liposomas dirigidos
tales como complejos de inmunolipidos (ver, p. €j., Crystal, Science 270:404-410 (1995); Blaese et al., Cancer Gene
Ther. 2:291-297 (1995); Behr et al., Bioconjugate Chem. 5:382-389 (1994); Remy et al., Bioconjugate Chem. 5:647-
654 (1994); Gao et al., Gene Therapy 2:710-722 (1995); Ahmad et al., Cancer Res. 52:4817-4820 (1992); las patentes
estadounidenses nims. 4.186.183, 4.217.344, 4.235.871, 4.261.975, 4.485.054, 4.501.728, 4.774.085, 4.837.028 y
4.946.787). Otros complejos de lipido:acido nucleico incluyen los que comprenden lipidos catidnicos nuevos, lipidos
pegilados nuevos y combinaciones de lipidos catiénicos nuevos y lipidos pegilados nuevos (ver, p. €j., la solicitud de
patente provisional estadounidense nim. 62/432.042 y 62/458.373).

Los métodos de suministro adicionales incluyen el uso de envolver los acidos nucleicos para suministrarlos en
vehiculos de suministro EnGenelC (EDV). Estos EDV se suministran especificamente a tejidos diana mediante el uso
de anticuerpos biespecificos donde un brazo del anticuerpo tiene especificidad para el tejido diana y el otro tiene
especificidad para el EDV. El anticuerpo lleva los EDV a la superficie celular diana y después, se introduce el EDV en
la célula mediante endocitosis. Una vez que se encuentra en la célula, se libera el contenido (ver MacDiarmid et al.
(2009) Nature Biotechnology 27(7):643).

El uso de sistemas basados en virus de ARN o ADN para el suministro de acidos nucleicos que codifican sistemas de
CRISPR/Cas, ZFP o TALE genomanipulados aprovechan los procesos muy evolucionados para dirigir un virus a
células especificas en el cuerpo y transferir la carga virica al ndcleo. Los vectores viricos pueden administrarse
directamente a los pacientes (in vivo) o pueden usarse para tratar células in vitro y administrar las células modificadas
a pacientes (ex vivo). Los sistemas convencionales a base de virus para el suministro de ZFP incluyen, pero no se
limitan a, vectores retroviricos, lentiviricos, adenoviricos, adenoasociados, del virus de la vacuna de la viruela y del
virus del herpes simple para la transferencia génica. La integracion en el genoma hospedante es posible con los
métodos de transferencia génica de retrovirus, lentivirus y virus adenoasociados, lo que frecuentemente genera la
expresion a largo plazo del transgén insertado. De manera adicional, se han observado eficacias de transduccién
elevadas en muchos tipos de células y tejidos diana diferentes.

El tropismo de un retrovirus se puede alterar al incorporar proteinas de envoltura externas que expanden la posible
poblacion diana de células diana. Los vectores lentiviricos son vectores retroviricos que son capaces de transducir o
infectar células que no se dividen y tipicamente producen titulos viricos elevados. La seleccion de un sistema de
transferencia génica retrovirico depende del tejido diana. Los vectores retroviricos estdn compuestos por repeticiones
terminales largas que actuan en cis con capacidad de envoltura de hasta 6-10 kb de secuencia externa. Las LTR que
actian en cis minimas son suficientes para la replicaciéon y envoltura de los vectores, que después se usan para
integrar el gen terapéutico en la célula diana para proporcionar una expresion de transgén permanente. Los vectores
retroviricos ampliamente usados incluyen los basados en el virus de leucemia murina (MuLV), virus de leucemia de
mono gibdén (GaLV), virus de inmunodeficiencia en simios (SIV, por sus siglas en inglés), virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), y combinaciones de estos (ver, p. €j., Buchscher et al., J. Virol. 66:2731-2739 (1992); Johann et al., J.
Virol. 66:1635-1640 (1992); Sommerfelt et al., Virol. 176:58-59 (1990); Wilson et al., J. Virol.63:2374-2378 (1989);
Miller et al., J. Virol. 65:2220-2224 (1991); PCT/US94/05700).

En las aplicaciones en las que se prefiere la expresion transitoria, se pueden usar sistemas basados en adenovirus.
Los vectores adenoviricos son capaces de una eficacia de transduccion muy elevada en muchos tipos de células y no
requieren divisién celular. Con dichos vectores se han obtenido titulaciones elevadas y niveles elevados de expresion.
Este vector puede producirse en grandes cantidades en un sistema relativamente simple. Los vectores de virus
adenoasociado ("AAV") también se usan para la transduccién de células con acidos nucleicos diana, p. €j., en la
produccién in vitro de acidos nucleicos y péptidos, y para procedimientos de terapia génica in vivoy ex vivo (ver, p. €j.,
West et al., Virology 160:38-47 (1987); la patente estadounidense nim. 4.797.368; WO 93/24641; Kotin, Human Gene
Therapy 5:793-801 (1994); Muzyczka, J. Clin. Invest. 94:1351 (1994). La construccién de vectores de AAV
recombinantes se describe en varias publicaciones que incluyen la patente estadounidense nium. 5.173.414; Tratschin
et al., Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 (1985); Tratschin, et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081 (1984); Hermonat & Muzyczka,
PNAS 81:6466-6470 (1984); y Samulski etal., J. Virol. 63:03822-3828 (1989).
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En la actualidad, se encuentran disponibles al menos seis abordajes con vectores viricos para la transferencia génica
en ensayos clinicos, los cuales utilizan abordajes que implican la complementacion de vectores defectuosos mediante
genes insertados en lineas celulares auxiliares para generar el agente de transduccion.

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

Los vectores de virus adenoasociados recombinantes (rAAV) son una alternativa prometedora de sistemas de
suministro génico a base del virus adenoasociado de parvovirus de tipo 2 no patégeno y defectuoso. Todos los
vectores derivan de un plasmido que conserva solamente las repeticiones terminales invertidas de AAV de 145 bp que
flanquean el casete de expresidon del transgén. La transferencia génica eficaz y el suministro estable del transgén
debido a la integracion en los genomas de la célula transducida son caracteristicas clave para este sistema de vectores.
(Wagner et al., Lancet 351:9117 1702-3 (1998), Kearns et al., Gene Ther. 9:748-55 (1996)). También pueden usarse
otros serotipos de AAV, incluidos AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVI y AAVrh.10, y cualquier
serotipo nuevo de AAV segun la presente invencion.

Los vectores adenoviricos (Ad) recombinantes con deficiencia de replicacion se pueden producir con titulos elevados
e infectar faciimente mudltiples tipos de células diferentes. La mayoria de los vectores de adenovirus estan
genomanipulados de modo que un transgén reemplaza los genes E1a, E1b o E3 de Ad; posteriormente, el vector de
replicacién defectuosa se propaga en células 293 humanas que suplen la funciéon génica eliminada en frans. Los
vectores de Ad pueden transducir multiples tipos de tejidos in vivo, incluso células diferenciadas que no se dividen,
tales como las que se hallan en el higado, rifiones y musculos. Los vectores de Ad convencionales tienen una gran
capacidad de carga. Un ejemplo del uso de un vector de Ad en un ensayo clinico implicé la terapia con polinucleétidos
para la inmunizacién antitumoral con inyeccion intramuscular (Sterman et al., Hum. Gene Ther. 7:1083-9 (1998)). Los
ejemplos adicionales del uso de vectores de adenovirus para la transferencia génica en ensayos clinicos incluyen
Rosenecker et al., Infection 24:1 5-10 (1996); Sterman et al., Hum. Gene Ther. 9:7 1083-1089 (1998); Welsh et al.,
Hum. Gene Ther. 2:205-18 (1995); Alvarez et al., Hum. Gene Ther. 5:597-613 (1997); Topf et al., Gene Ther. 5:507-
513 (1998); Sterman et al., Hum. Gene Ther. 7:1083-1089 (1998).

Se utilizan células de envoltura para formar particulas de virus que son capaces de infectar una célula hospedante.
Dichas células incluyen células HEK293 y Sf9, que se pueden usar para envolver AAV y adenovirus, y células g2 o
células PA317, que envuelven retrovirus. Los vectores viricos usados en terapia génica usualmente se generan
mediante una linea celular productora que envuelve un vector de &cido nucleico en una particula virica. Los vectores
tipicamente contienen las secuencias viricas minimas necesarias para la envoltura y la posterior integracién en un
hospedante (si corresponde), donde otras secuencias viricas se reemplazan por un casete de expresién que codifica
la proteina que se va a expresar. La linea celular de envoltura suple las funciones viricas faltantes en trans. Por ejemplo,
los vectores de AAV usados en terapia génica tipicamente poseen solamente secuencias de repeticiones terminales
invertidas (ITR) del genoma de AAV que son necesarias para la envoltura y la integracién en el genoma hospedante.
El ADN virico se envuelve en una linea celular que contiene un plasmido auxiliar que codifica los otros genes de AAV,
a saber, rep y cap, pero que carece de secuencias de ITR. La linea celular también se infecta el adenovirus como
auxiliar. El virus auxiliar promueve la replicacién del vector de AAV y la expresién de genes de AAV a partir del plasmido
auxiliar. El plasmido auxiliar no se envuelve en cantidades significativas debido a la falta de secuencias de ITR. La
contaminacion con adenovirus se puede reducir mediante, p. ej., tratamiento con calor al cual el adenovirus es mas
sensible que el AAV. En algunas realizaciones, el AAV se produce al usar un sistema de expresion de baculovirus
(ver, p. €j., las patentes estadounidenses nims. 6.723.551 y 7.271.002).

La purificacion de particulas de AAV a partir de un sistema de 293 o baculovirus tipicamente implica el crecimiento de
células que producen el virus, con posterior recoleccion de particulas viricas del sobrenadante celular o el lisado de
células y la recoleccion de virus a partir del lisado bruto. Después, se purifica el AAV mediante métodos conocidos en
la técnica que incluyen cromatografia de intercambio i6nico (p. €j., ver las patentes estadounidenses nims. 7.419.817
y 6.989.264) cromatografia de intercambio i6nico y centrifugacion de densidad de CsClI (p. €., la publicacién de PCT
W02011094198A10), cromatografia por inmunoafinidad (p. ej., WO2016128408) o purificacion mediante el uso de
AVB Sepharose (p. €j., GE Healthcare Life Sciences).

En muchas aplicaciones de terapia génica, es deseable que el vector de terapia génica se suministre con un alto grado
de especificidad a un tipo de tejido particular. Por consiguiente, se puede modificar un vector virico para que tenga
una especificidad para un tipo de célula dado al expresar un ligando como una proteina de fusiéon con una proteina de
recubrimiento virico en la superficie externa del virus. El ligando se selecciona de forma que tenga afinidad por un
receptor que se sabe que esta presente en el tipo de célula de interés. Por ejemplo, Han et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92:9747-9751 (1995), indicaron que el virus de leucemia murina de Moloney puede modificarse para expresar la
heregulina humana fusionada a gp70, y el virus recombinante infecta ciertas células de cancer de mama humano que
expresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano. Este principio puede extenderse a otros pares de
virus-célula diana, en los cuales la célula diana expresa un receptor y el virus expresa una proteina de fusion que
comprende un ligando para el receptor de superficie celular. Por ejemplo, se puede genomanipular el fago filamentoso
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para visualizar en él fragmentos de anticuerpo (p. €j., FAB o Fv) que tienen afinidad de uni6n especifica por
practicamente cualquier receptor celular elegido. Si bien la descripcidn que antecede se aplica principalmente a
vectores viricos, los mismos principios se pueden aplicar a vectores no viricos. Dichos vectores se pueden
genomanipular para contener secuencias de captacion especificas que favorecen la captacién por parte de células
diana especificas.

Los vectores de terapia génica se pueden suministrar in vivo mediante la administracién a un paciente individual,
tipicamente mediante administracién sistémica (p. €j., infusién intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subdérmica
o intracraneal) o aplicacién topica, tal como se describe mas adelante. Alternativamente, los vectores se pueden
suministrar a células ex vivo, tales como células explantadas de un paciente individual (p. ej., linfocitos, aspirados de
médula ésea, biopsia de tejido) o células madre hematopoyéticas de donantes universales, con posterior reimplante
de las células en un paciente, habitualmente después de la seleccion de células que tienen incorporado el vector.

Los vectores (p. €j., retrovirus, adenovirus, liposomas, etc.) que contienen nucleasas, construcciones donantes y
combinaciones de nucleasas y construcciones donantes también se pueden administrar directamente a un organismo
para la transduccion de células in vivo. Alternativamente, se puede administrar ADN sin conjugar. La administracion
se realiza mediante cualesquiera de las vias usadas normalmente para introducir una molécula en contacto en Ultima
instancia con sangre o células tisulares que incluyen, pero no se limitan a, inyeccion, infusién, aplicacion topica y
electroporacion. Los métodos adecuados para administrar dichos acidos nucleicos se encuentran disponibles y son
conocidos para los expertos en la técnica y, si bien se puede usar mas de una via para administrar una composicién
particular, una via particular a menudo puede proporcionar una reaccién mas inmediata y mas eficaz que otra via.

Los vectores adecuados para la introduccién de polinucleétidos (p. €j., codificantes de nucleasa, donantes bicatenarios,
y combinaciones de codificantes de nucleasa y donantes bicatenarios) descritos en la presente memoria incluyen
vectores de lentivirus sin integracién (IDLV). Ver, por ejemplo, Ory et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:11382-
11388; Dull et al. (1998) J. Virol. 72:8463-8471; Zuffery et al. (1998) J. Virol. 72:9873-9880; Follenzi et al. (2000) Nature
Genetics 25:217-222; la publicacién de patente estadounidense nim. 2009/0117617.

Los portadores farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicién particular que se va a
administrar, asi como mediante el método particular usado para administrar la composiciéon. Por consiguiente, existe
una amplia variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas disponibles, tal como se describe
mas adelante (ver, p. ej., Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., 1989).

Sera evidente que las secuencias que codifican nucleasa y las construcciones donantes se pueden suministrar
mediante el uso de sistemas iguales o diferentes. Por ejemplo, las nucleasas y donantes pueden transportarse en el
mismo MC de ADN. Alternativamente, un polinucleétido donante puede ser transportado por un MC, mientras que la
una 0 mas nucleasas pueden ser transportadas por un plasmido estandar o vector de AAV. Ademas, los diferentes
vectores pueden administrarse mediante vias iguales o distintas (inyeccion intramuscular, inyeccion en la vena de la
cola, otras inyecciones intravenosas, administracion intraperitoneal o inyeccion intramuscular). Los vectores pueden
suministrarse simultdneamente o en cualquier orden secuencial.

Por lo tanto, la presente descripcion incluye tratamiento in vivo o ex vivo de enfermedades y afecciones que admiten
la insercion de un transgén que codifica una proteina terapéutica. Las composiciones se administran a un paciente
humano en una cantidad eficaz para obtener la concentracién deseada del polipéptido terapéutico en el suero o el
6rgano o células diana. La administraciéon puede producirse a través de cualquier medio en el que se suministran
polinucleétidos a las células diana deseadas. Por ejemplo, se contemplan tanto métodos in vivo como ex vivo. La
inyeccion intravenosa a la vena porta es un método de administracion preferido. Otros modos de administracién in
vivo incluyen, por ejemplo, la inyeccién directa en los I6bulos del higado o el ducto biliar y la inyeccion intravenosa
distal al higado, que incluye a través de la arteria hepatica, inyeccién directa en el parénquima hepatico, inyeccién a
través de la arteria hepatica e inyeccion retrégrada a través del arbol biliar. Los modos de administracién ex vivo
incluyen la transduccion in vitro de hepatocitos extirpados u otras células del higado, con posterior infusion de los
hepatocitos transducidos extirpados nuevamente a la vasculatura portal, parénquima hepatico o arbol biliar del
paciente humano, ver, p. €j., Grossman et al., (1994) Nature Genetics, 6:335-341.

La cantidad eficaz de nucleasa(s) y donante que se va a administrar varia de paciente a paciente y segun el polipéptido
terapéutico de interés. Por consiguiente, el médico que administra las composiciones determinaré mejor las cantidades
eficaces y un experto en la técnica puede determinar facilmente las dosificaciones apropiadas. Después de un tiempo
suficiente para permitir la integracion y expresién (tipicamente 4-15 dias, por ejemplo), el analisis del suero u otros
niveles en tejido del polipéptido terapéutico y la comparacion con el nivel inicial antes de la administracion determinara
si la cantidad que se administra es demasiado baja, si se encuentra dentro del intervalo correcto o es demasiado
elevada. Los regimenes adecuados para las administraciones iniciales y posteriores también son variables, pero se
tipifican mediante una administracion inicial seguida por administraciones posteriores, si son necesarias. Las
administraciones posteriores pueden administrarse en intervalos variables, que varian de intervalos diarios, a anuales,
0 cada varios anos. Un experto en la técnica apreciara que pueden recomendarse técnicas inmunosupresoras
adecuadas para evitar la inhibicion o el bloqueo de la transduccion mediante inmunosupresion de los vectores de
suministro; ver, p. ej., Vilquin et al., (1995) Human Gene Ther., 6:1391-1401.
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Las formulaciones de las administraciones ex vivo e in vivo incluyen las suspensiones en liquido o liquidos
emulsionados. Los ingredientes activos se mezclan a menudo con excipientes que son farmacéuticamente aceptables
y compatibles con el ingrediente activo. Los excipientes adecuados incluyen, por ejemplo, agua, disolucion salina,
dextrosa, glicerol, etanol o similares y combinaciones de estos. Ademas, la composicion puede contener cantidades
menores de sustancias auxiliares, tales como, agentes humectantes o emulsionantes, agentes tampén de pH, agentes
estabilizadores u otros reactivos que aumentan la eficacia de la composicién farmacéutica.

Células

También se describen en la presente memoria células y lineas celulares en las que se modifica una secuencia
potenciadora de BCL11A enddgena mediante las nucleasas descritas en la presente memoria (Tabla 1). La
modificacién puede ser, por ejemplo, en comparacion con la secuencia natural de la célula. La célula o lineas celulares
pueden ser heterocigéticas u homocigéticas con respecto a la modificacién. Las modificaciones a la secuencia de
BCL11A puede comprender indels.

La modificacion es preferiblemente en o cerca del(de los) sitio(s) de union a nucleasa(s), sitio(s) de escision y
combinaciones de sitio(s) de unidn y sitio(s) de escision, por ejemplo, dentro de 1-300 pares de bases (o cualquier
valor entre estos) anteriores o posteriores al(a los) sitio(s) de escisién, mas preferiblemente, dentro de 1-100 pares de
bases (o cualquier valor entre estos) de cualquier lado del(de los) sitio(s) de unidn, sitio(s) de escisién o sitio(s) de
unién y sitio(s) de escision, incluso mas preferiblemente, dentro de 1 a 50 pares de bases (o cualquier valor entre
estos) de cualquier lado del(de los) sitio(s) de unidn, sitio(s) de escision o sitio(s) de unién y sitio(s) de escision. En
ciertas realizaciones, la modificaciéon es en o cerca de la region "+58" del potenciador de BCL11A, por ejemplo, en o
cerca de un sitio de unién a nucleasa que se muestra en cualquiera de la primera columna de la Tabla 1.

Puede modificarse cualquier célula o linea celular, por ejemplo, una célula madre, por ejemplo, una célula madre
embrionaria, una célula madre pluripotente inducida, una célula madre hematopoyética, una célula madre neuronal y
una célula madre mesenquimatosa. Otros ejemplos no limitantes de células como se describen en la presente memoria
incluyen linfocitos T (p. ej., CD4+, CD3+, CD8+, etc.); células dendriticas; linfocitos B. También se proporciona un
descendiente de una célula madre, que incluye una célula diferenciada parcialmente o completamente (p. €j., un RBC
o célula precursora de RBC). Los ejemplos no limitantes de otras lineas celulares que incluyen una secuencia de
BCL11A modificada incluyen COS, CHO (p. ej., CHO-S, CHO-K1, CHO-DG44, CHO-DUXB11, CHO-DUKX,
CHOK1SV), VERO, MDCK, WI38, V79, B14AF28-G3, BHK, HaK, NSO, SP2/0-Ag14, HeLa, HEK293 (p. ej., HEK293-
F, HEK293-H, HEK293-T) y células perC6, asi como también células de insectos tales como Spodopterafugiperda (Sf),
o células fungicas tales como Saccharomyces, Pichiay Schizosaccharomyces.

Las células como se describen en la presente memoria son Utiles en el tratamiento o prevencién de un trastorno, por
ejemplo, mediante terapias ex vivo. Las células modificadas por nucleasa puede expandirse y después volver a
introducirse en el paciente mediante el uso de técnicas estandar. Ver, p. ej., Tebas et al. (2014) New Eng J Med
370(10):901. En el caso de las células madre, después de la infusidn en el sujeto, también se produce la diferenciacién
in vivo de estos precursores en células que expresan el transgén funcional. También se describen composiciones
farmacéuticas que comprenden las células como se describen en la presente memoria. Ademas, las células pueden
crioconservarse antes de administrarse a un paciente.

Cualquiera de las células o lineas celulares modificadas descritas en la presente memoria pueden mostrar una mayor
expresion de globina gamma. También se describen composiciones tales como composiciones farmacéuticas que
comprenden las células modificadas genéticamente como se describen en la presente memoria.

Aplicaciones

Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria son para modificar la expresion de la proteina, o
corregir una secuencia génica aberrante que codifica una proteina expresada en una enfermedad genética, tal como
una anemia de células falciformes o una talasemia. Por lo tanto, los métodos y composiciones proporcionan el
tratamiento o prevencién de dichas enfermedades genéticas. Se puede usar edicién genémica, por ejemplo, de células
madre, para corregir un gen aberrante, insertar un gen natural o cambiar la expresion de un gen endégeno. A modo
de ejemplo no limitante, puede insertarse un gen natural, p. ej., que codifica al menos una globina (p. €j., globina a,
globina y, globina B y combinaciones de estas), en una célula (p. €j., en una secuencia potenciadora de BCL11A
enddgena mediante el uso de una 0 mas nucleasas como se describen en la presente memoria) para proporcionar las
proteinas globina deficientes o que faltan en la célula y, de esta forma, tratar una enfermedad genética, p. €j., una
hemoglobinopatia, provocada por una expresion defectuosa de globina. Alternativamente o ademas, la edicion
gendmica con o sin la administracion del donante apropiado puede corregir el gen enddgeno defectuoso, p. €j., corregir
la mutacion puntual en una hemoglobina a o  para restaurar la expresion del gen o tratar una enfermedad genética,
p. €j., anemia de células falciformes, inactivar o alterar (sobreexpresar o reprimir) cualquier gen regulador de globina
directo o indirecto (p. €j., la inactivacion del gen BCL11A que regula la globina y o del KLF1 que regula BCL11A).
Especificamente, las composiciones de la invencién pueden usarse en el tratamiento o prevencion de
hemoglobinopatias.
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Las nucleasas de la invencion se dirigen a la region potenciadora de BCL11A, que se conoce como necesaria para la
expresion de BCL11A durante la eritrocitopoyesis y, por lo tanto, la regulacién por disminucion de la expresion de
globina gamma. La modificacién de esta region potenciadora puede producir eritrocitos con una mayor expresion de
globina gamma vy, por lo tanto, puede ser Util para el tratamiento o prevencion de la anemia de células falciformes o
talasemia beta.

Los siguientes Ejemplos se relacionan con realizaciones ilustrativas de la presente descripcion donde la nucleasa
comprende una nucleasa de dedos de zinc (ZFN). Se apreciara que esto es a los efectos de ejemplificacion solamente
y que se pueden usar otras nucleasas, por ejemplo, sistemas de TtAgo y CRISPR/Cas, endonucleasas de
asentamiento (meganucleasas) con dominios de unién a ADN genomanipulados, fusiones de endonucleasas de
asentamiento genomanipuladas de origen natural (meganucleasas), dominios de uni6on a ADN, incluidas
combinaciones de endonucleasas de asentamiento (meganucleasas) con dominios de unién al ADN genomanipulados
y fusiones de endonucleasas de asentamiento genomanipuladas de origen natural (meganucleasas) dominios de unién
a ADN, y dominios de escision heterélogos, fusiones de meganucleasas y proteinas TALE, que incluyen
combinaciones de dominios de escision heterdlogos y fusiones de meganucleasas y proteinas TALE.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Ensamblaje de nucleasas de dedos de zinc

Se ensamblaron ZFN contra el gen de BCL11A humano y se sometié a prueba la actividad mediante el analisis de
secuenciacion profunda de ADN aislado a partir de células transfectadas como se describe a continuacion. Las ZFN
especificas para la region +58 de la regién potenciadora se elaboraron como se describe. El par de ZFN 51857/51949
se ha descrito anteriormente (ver WO 2016/183298).

Ejemplo 2: Analisis inespecifico

Para analizar la escision inespecifica mediante los pares de ZFN, se llevé a cabo un analisis de especificidad imparcial
de dos etapas. En la primera etapa (Figura 1), los sitios inespecificos candidatos para cada ZFN se identificaron a
través de un ensayo de sitio de integracién de estructura doble oligonucleotidica al usar un procedimiento similar al
descrito por Tsai et al. ((2015), Nat Biotechnol 33(2): 187-197. doi: 10.1038/nbt.3117).

El ensayo de sitio de integracion de estructura doble oligonucleotidica estd basado en la observacion de que la
cointroduccion de una nucleasa y un segmento corto de ADN de estructura doble en una célula diana da como
resultado una integracién de estructura doble durante la reparacion de una fraccion de eventos de escision del genoma
mediante la via de reparacion de ADN NHEJ (Orlando et al., (2010), Nucleic Acids Res, 38(15) e152. doi:
10.1093/nar/gkg512; Gabriel et al., (2011), Nat Biotechnol. 2011 Aug 7;29(9):816-23. doi: 10.1038/nbt. 1948; Tsai et
al., ibid). Después de la integracion, la estructura doble proporciona una etiqueta permanente del evento de escision.
Después se identifican los sitios de integracion mediante la ligacién de un adaptador oligonucleotidico al ADN
gendmico con cizallamiento, seguido de 2 pasadas de 25 ciclos de PCR anidado y secuenciacion profunda de las
uniones de donante-genoma resultantes. Este ensayo permite la evaluacién de todos los sitios de integracion
potenciales dentro del genoma.

El ensayo de sitio de integracion se llevé en células K562 para maximizar el suministro del donante, la expresion de
ZFNy la integracion del donante. Asimismo, dado que las células K562 se dividen rapidamente (tiempo duplicado en
aproximadamente 24 horas), se espera que impongan restricciones epigenéticas minimas en la capacidad de las ZFN
para escindir dianas celulares. Las células (2 x 10% se sometieron a electroporacion con 0,47 ug de donante de
estructura doble oligonucleotidica y 400 ng de cada ARNm codificante de ZFN al usar un transportador Amaxa y las
configuraciones se optimizaron para una actividad en la diana maxima de las ZFN. Se prepararon cuatro muestras por
replicacién para cada combinacion de oligo y ARNm. A los dias 7 de la transfeccion, se aislé el ADN gendmico para
cada muestra (kit de sangre y tejido Qiagen Dneasy) y se usé 400 ng (133000 genomas haploides) como entrada para
el protocolo de amplificacion descrito en la Figura 1. Después, las muestras se procesaron esencialmente como se
describi6é (Tsai et al. ibid). Los productos finales se agruparon, se cuantificaron y se secuenciaron en un instrumento
MiSeq (lllumina) mediante el uso de un kit de secuenciacién v2 de 300 ciclos con lecturas de 150 bp de extremos
apareados y lecturas de indices dobles de 8 bp/16 bp para detectar los cédigos de barra de muestra en cada extremo
del amplicén.

Para generar una lista de sitios inespecificos candidatos, los datos de la secuenciacion se filiraron para la secuencia
de cebado correcta, seguido por el corte de secuencias de adaptador y el mapeo en el genoma. A continuacion, se
mapearon las coordenadas de unién y la unién de la estructura doble-genoma, asi como la posicion del corte causado
por el cizallamiento del ADN, se usaron para identificar eventos de integracion distintos. Después, se procesaron los
eventos de integracion para identificar aglomeraciones de integraciones préximas dentro del genoma (minimo de 4
eventos de integracion distintos dentro de 100 bp entre si, en todas las replicaciones). Las aglomeraciones que estaban
en los céntigos que no se pudieron mapear en el ensamblaje hg38 (es decir, chrUn en hg38) se retiraron de los analisis
adicionales. Las aglomeraciones que se mapearon en loci repetitivos (una mediana de tres o mas resultados en el
genoma en todas las secuencias en una aglomeracién) también se eliminaron ya que la experiencia previa indica que
son artefactos de amplificacion. Las aglomeraciones restantes se puntuaron como sitios de escisién de ZFN
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candidatos si derivaron de al menos 2 muestras tratadas con ZFN replicadas (de 4 en total) y presentaron un exceso
de =5 veces de los eventos de integracion en las muestras tratadas con ZFN en comparacion con los testigos. Los
sitios de escisién candidatos se clasificaron por el nimero total de integraciones Unicas en las muestras tratadas con
ZFN. Los loci candidatos identificados a través de este andlisis se proporcionan en la Figura 2 para el par de ZFN
51857/51949, clasificados por recuento de integrantes.

Ejemplo 3: Optimizacion de las ZFN

Para reducir la escisiéon inespecifica, se adopté una estrategia para la optimizacién de nucleasas en la que los
contactos con fosfato no especificos se eliminan selectivamente para causar la supresion global de la escisién
inespecifica (Guilinger et al. (2014) Nat Methods. 11(4):429-35. doi: 10.1038/nmeth.2845; Kleinstiver et al. (2016)
Nature 529(7587):490-5. doi: 10.1038/nature16526; Slaymaker et al. (2016) Science) 351(6268):84-8. doi:
10.1126/science.aad5227) (ver las solicitudes provisionales estadounidenses nims. 62/443.981 y 62/378.978). Las
sustituciones de amino&cidos se hicieron en una posicién clave dentro del marco de dedos de zinc que interactia con
la estructura de fosfato del ADN (Pavletich and Pabo, (1991) Science 252(5007):809-17; Elrod-Erickson et al. (1996)
Structure 4(10): 1171-80) (Figura 3A-3B), asi como en una posicion Unica en el dominio de Fokl de ZFN derecho que
también se predijo que hace un contacto con fosfato (Figura 3C).

La especificidad se mejord, ademas, al permitir la expresion independiente de cada ZFN de dos ARNm separados, lo
que posibilita la optimizacién de las relaciones de suministro. Estos esfuerzos proporcionaron pares de ZFN
optimizados que estan altamente relacionados con el original, y difieren en sustituciones que reducen la energética de
la interaccion con la estructura de fosfato de ADN, pero que afectan minimamente o nada el reconocimiento de base
especifico de la secuencia. En consonancia con esto, el ensayo del sitio de integracién proporcion6 455 loci para
dianas potenciales de escision de ZFN para el par original 51857/51949. Para el par optimizado, se identificé una
cantidad de loci mucho menor para examinar adicionalmente como dianas potenciales de la escisién por ZFN (72 en
total) mediante este analisis. Para ambos pares, la diana prevista dentro del potenciador de BCL11A fue el locus con
mejor clasificacion. Ademas, se advirtié una fraccion mucho mas alta de eventos de integracion en el potenciador de
BCL11A para el par optimizado, en consonancia con su mayor especificidad.

Es importante advertir que, al definir el canal de procesamiento de datos de secuencia, los parametros clave se
eligieron de manera conservadora, para incluir la mayor cantidad de loci inespecificos candidatos posibles en vez de
filtrarlos. Esto se hizo para garantizar la identificacion y analisis de que cada locus que pueda representar un sitio de
escision confiable para las ZFN optimizadas en estudios de indel de seguimiento, incluso con el costo de aceptar una
cantidad mucho mayor que podria convertirse en falsos positivos. Se esper6 que la primera etapa del analisis
proporcionara un conjunto grande de loci candidatos para cada par de ZFN, del cual, la gran mayoria (particularmente
para las ZFN optimizadas) no representaria sitios de escision inespecificos reales, sino eventos de fondo que tendrian
un resultado negativo para la escision en estudios de indel de seguimiento.

En la segunda etapa del andlisis, los loci inespecificos candidatos identificados a través del ensayo de sitio de
integracién se analizaron para detectar evidencia de modificaciones (p. €j., la presencia de indels) en HSPC CD34+
tratadas con ZFN.

En particular, HSPC CD34+ humanas derivadas de sangre periférica movilizada se trataron con los pares de ZFN
originales y optimizados al usar condiciones clinicas y de escala clinica para la transfeccion de ARN (120 pug/mL de
ARNmM para el par de ZFN original y 100 ug/mL de ARNm para el par optimizado). EI ADN gendmico se aisl6 2 dias
después de la transfeccién, con posterior amplificacion por PCR de los loci inespecificos candidatos y secuenciacion
profunda para cuantificar los niveles de indel. Para los pares de ZFN originales y optimizados, se analizd el mismo
conjunto de 137 loci inespecificos candidatos en esta etapa, junto con una cantidad mas pequefia de sitios
inespecificos candidatos que se habian identificado a través de otros métodos en estudios anteriores con los ZFN
originales.

Los resultados mostraron que las ZFN optimizadas son marcadamente mas especificas que el par original. Esto es
aparente no solo por la cantidad de loci que se clasificaron como positivos para la evidencia de escision por ZFN (52
para el par original frente a 3 para el par optimizado), sino también por los niveles de indel observados, que para el
par optimizado fueron mucho menores. La Figura 4 muestra graficas de valores de indel en cada locus que exhibe
evidencia de escision por ZFN en este estudio (cabe sefalar la escala logaritmica del eje y). La agregacién de indels
inespecificos en todos los loci indica una reduccion en la actividad inespecifica de 300 veces (46,5 % de indels
inespecificos agregado para el par original, frente a 0,15 % de indels inespecificos para el par optimizado). Esta
reduccion en la actividad inespecifica se logré sin pérdida de actividad en el sitio diana previsto (72,5 % de indels para
el par original frente a 81,9 % para las ZFN optimizadas). En estos estudios, el par original (o par principal) fue
51857/51949, mientras que el par de ZFN optimizadas fue 63014/65722 (ver a continuacion).
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Los disefios de nucleasa se muestran a continuacién en la Tabla 1:
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La Tabla 1 muestra informacion de caracterizacién relacionada con cada ZFN. Al empezar desde la izquierda, el
nuamero de SBS (p. ej., 51857) se muestra con la diana de ADN a la que se une la ZFN para mostrarse debajo del
numero de SBS. A continuacién, se muestran los disefios de hélice de reconocimiento de aminoéacidos para los dedos
1-6 0 1-5 (columna subdividida 2 de la Tabla 1). En la Tabla 1 también se muestra debajo de los disefios de hélices
apropiados, las mutaciones hechas a las secuencias de estructuras de ZFN del dedo indicado, como se describe en
las solicitudes de patente provisional estadounidenses nims. 62/378.978 y 62/443.981. En la notaciéon usada en la
Tabla 1, "Qmb5" significa que en la posicion menos 5 (relativa a la hélice que se enumera -1 a +6) del dedo indicado,
la arginina en esta posicion se ha remplazado con una glutamina (Q), mientras "Qm14" significa que la arginina (R)
normalmente presente en la posicién menos 14 se ha remplazado con una glutamina (Q). "Ninguno" indica sin cambios
fuera de la region de hélice de reconocimiento. Por lo tanto, por ejemplo, SBS num. 63014 incluye la mutacion Qm5
en los dedos 1, 3 y 5 mientras que los dedos 2, 4 y 6 no tienen mutaciones en la estructura de dedo de zinc (p. €j., la
secuencia de dedo de zinc fuera de la region de hélice de reconocimiento).

Finalmente, la columna mas a la derecha de la Tabla 1 muestra el enlazador usado para enlazar el dominio de unién
a ADN al dominio de escision de Fokl (p. ej., "L7c5" (LRGSISRARPLNPHP (SEQ ID NO:5), como se describe por
ejemplo en la patente estadounidense nim. 9.567.609) se muestra en la linea superior de la columna, con los sitios
de las mutaciones de contacto de fosfato de Fokl y mutaciones de dimerizacion mostradas en la casilla debajo de la
designacion del enlazador. Especificamente, en la linea superior de la casilla de mutantes de Fok se indica el tipo de
mutacién encontrada en el dominio de dimerizacién (p. ej., ELD o KKR como se describe, por ejemplo, en la patente
estadounidense num. 8.962.281). Debajo de las designaciones de mutante de dimerizacion se muestran cualesquiera
mutaciones presentes en el dominio de Fokl hechas para eliminar el contacto de fosfato no especifico mostrado en la
parte inferior (p. €j., K525S o0 R416S donde los residuos serina en las posiciones de aminoacidos 525 o0 416 se han
sustituido para lisina o arginina, respectivamente como se describe en las solicitudes de patente provisional
estadounidenses nums. 62/378.978 y 62/443.981). Por lo tanto, por ejemplo, en la SBS nim. 63014, el enlazador es
un enlazador L7¢5 y el dominio de escision de Fokl incluye los mutantes de dimerizacién de ELD y ninguna mutacion
de contacto de fosfato. Ademas, para la SBS nim. 65722, el enlazador es un enlazador LO (LRGSQLVKS (SEQ ID
NO:6), también denominado como el enlazador "estandar", ver patente estadounidense nim. 9.567.609) y el dominio
de escision de Fokl incluye las mutaciones de dimerizacién y la mutacién de contacto de fosfato de Fokl K525S.

Todos las ZFN se analizaron para determinar su funcionalidad KICR (actividad de escision como se determind
mediante el ensayo de indels como se describe en el Ejemplo 4 a continuacion) y se hallé que eran activas.

Ademas, para determinar qué disefios de ZFN fueron los méas especificos, se realizaron los analisis de indel de los
sitios conocidos de escision inespecifica por el par de ZFN original en las HSPC CD34+ tratadas con ZFN. Para lograr
esto, HSPC CD34+ humanas derivadas de sangre periférica movilizada se trataron con los pares de ZFN originales y
optimizados al usar condiciones clinicas y concentraciones de ARNm (120 pg/mL de ARNm para el par de ZFN original
y 100 pg/mL para el par optimizado). El ADN gendmico se aisl6 2 dias después de la transfeccidn de estas células y
los testigos no tratados, con posterior amplificacién por PCR de cada locus candidato y secuenciacién profunda para
cuantificar los niveles de indel.

Los niveles de modificacion en cada locus se determinaron mediante una secuenciacién profunda con extremos
apareados en un lllumina MiSeq al usar un cartucho de 300 ciclos. Las secuencias apareadas se fusionaron, el
adaptador se cortd con SeqPrep filtrado para una puntuacion de calidad de =15 en todas las bases y después se
maped en el genoma humano (ensamble hg38). Las secuencias que se mapearon en un locus incorrecto se
descartaron. Las secuencias mas cortas que el amplicén natural de >70 bp 0 >70 % se retiraron para minimizar los
productos de cebador-dimero. Se llevé a cabo una alineacion de Needleman-Wunsch (Needleman and Wunsch,
(1970), J Mol Biol 48(3):443-53)) entre el amplicén diana y cada lectura de MiSeq para mapear indels. Los indels en
las secuencias alineadas se definieron como se describe en Gabriel et al. 2011 (ibid), excepto que los indels de 1 bp
de longitud también se aceptaron para evitar contar de menos los eventos reales. Cabe sefialar que una fraccion de
loci no se amplificé 0 no se secuencio, o se rechazaron del andlisis debido a su fondo alto (>1 % de modificacién en
las muestras testigo) o profundidad de secuenciacion insuficiente (<10000 lecturas). Los resultados de este andlisis y
la comparacion con el par de ZFN 51857/51949 "original" se proporcionan a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2: Analisis de escision inespecifica

Dimero de ZFN Inespecifico/a: nim. num. de loci OT positivos para indel
de loci
Izquierdo |Derecho | ug ARN | % de indels de |diana| por |Analizable |P<0,05. |manual ¢ En original?
I:D BCL11A PCR Captura/confirmado
51857 | 51949 60:60 73,0 23 | 21 17 15 17 -
63014 | 65722 60:15 82,2 31 | 24 14 0 4 4/3
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Dimero de ZFN Inespecifico/a: nim. num. de loci OT positivos para indel
de loci
Izquierdo |Derecho | ug ARN | % de indels de |diana| por |Analizable |P<0,05. |manual ¢ En original?

I:D BCL11A PCR Captura/confirmado

63014 | 65526 60:15 81,2 23 | 22 9 3 4 4/4

63014 | 65527 60:60 81,4 30 | 24 10 4 4 4/2

63014 | 65549 60:60 80,0 30 | 24 13 0 2 2/

63014 | 65550 60:60 79,8 30 | 24 9 0 1 11

65459 | 65526 60:15 76,9 23 | 19 14 0 2 2/2

Ejemplo 4: Actividad de ZFN en células CD34+ humanas

Para las pruebas in vitro, se evaluaron las nucleasas en células CD34+. Las ZFN se suministraron como ARNm, donde
los ARNm se elaboraron in vitro de la manera que sigue: los plasmidos que comprenden los genes que codifican las
ZFN se linealizan y usan para la transcripcion de ARNm in vitro al usar un Kit mMessage mMachine® T7 Ultra
(Ambion/Applied Biosystems). EIl ARNm después se purificd al usar un kit mini de RNeasy® (Qiagen).

Las células CD34+ se aislaron a partir de la sangre periférica movilizada y se mantuvieron en el medio X-VIVO 10
complementado con penicilina, estreptomicina y glutamina, asi como StemSpan CC110 y se incubaron en 37 °C y
CO2 al 5 %. Las células se transfectaron 48 horas después del aislamiento o después de la descongelacion. Se mezclé
una pequefa alicuota 1:1 con disoluciéon de azul de tripano al 0,4 % (p/v) en PBS (Corning) y se determinaron las
cantidades de células en un contador celular automatizado TC20 (Bio-Rad).

Para las transfecciones a gran escala, las células se lavaron con tampdn de electroporacion MaxCyte (Maxcyte) y se
resuspendieron a 3 a 5e7 células por mL en tampon de electroporacién en 100 pL. Tipicamente, se usaron
concentraciones de ARNm entre 60 pg/mL y 120 pg/mL para analizar conjuntos de ZFN candidatos. Después, las
células se cultivaron en medios de cultivo a 3e6 células por mL durante 18 horas a 30 °C y después se diluyeron hasta
1e6 células por mL durante 24 horas adicionales a 37 °C. Para la determinacion de la actividad de escision, se aislé
el ADN genomico 2-3 dias después de la transfeccién, y se midio el nivel de modificacion génica en el locus de
potenciador de BCL11A a través de secuenciacion profunda en un secuenciador MiSeq (lllumina).

Los pares de ZFN de la Tabla 1 se analizaron en células CD34+ y los resultados de la actividad se muestran a
continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3: Actividad de pares de ZFN contra la diana BCL11A

ZFN de la ZFN de la Conc. de ZFN de la Conc. de ZFN de la Indels
derecha izquierda derecha (ug) izquierda (ug) (%)

51857 51949 60 60 72,98
63014 65722 15 60 80,62
63014 65722 60 15 82,19
63014 65526 60 15 81,22
63014 65527 60 60 81,43
63014 65549 60 60 79,82
63014 65550 60 60 79,96
Testigo con GFP 0,07
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Ademas de analizar la actividad de nucleasa en las células CD34+ antes de la diferenciacion eritroide, las células
editadas también se diferenciaron in vitro en células eritroides. El protocolo que se sigui6 se basé en Giarratana et al.,
((2011) Blood 120 (15):2945-53). En resumen, se sigui6 el protocolo que sigue a continuacion:

Dia 0 a Dia 7: Se cultivaron células CD34+ 4x10* a una densidad de 2x104 /mL en un medio de diferenciacion (EDM)
(Medio de Dulbecco modificado por Iscove [IMDM, por sus siglas en inglés], 330 pg/mL de Transferrina, 10 ug/mL de
Insulina humana, 2 U/mL de Heparina sodica, plasma AB+ humano la 5 %) en presencia de 10-8 M hidrocortisona,
100 ng/mL factor de células madre (SCF, por sus siglas en inglés), 5 ng/mL de IL 3 y 3 IU/mL eritropoyetina (EPO).

Dia 4: Las células se resuspendieron en EDM nuevo que contenia SCF, IL-3, EPO e hidrocortisona.

Dia 7 a Dia 11: Las células se resuspendieron a una densidad de 1,5 x 10% células por mL nuevo de EDM
complementado con SCF y EPO.

Dia 11 a Dia 21: El dia 11, las células se volvieron a poner en placas a 1 x 10° /mL en EDM nuevo complementado
con EPO. Las células posteriormente se volvieron a colocar en placas posteriormente en estos mismos medios a 5 x
108 /mL el dia 14. El crecimiento llegd a una meseta durante este periodo de tiempo entre el dia 14 a 18, cuando la
viabilidad celular empieza a caer hasta la terminacion de los cultivos el dia 21.

Los recuentos celulares se tomaron en el momento de la siembra y a lo largo de toda la diferenciacién al medir la
positividad de naranja de Acridina y la exclusion de yoduro de propidio (AOPI) al usar un Nexcelom Bioscience
Cellometer K2 con el modo de ensayo eritroide AOPI con canal de fluorescencia 1 (AO) fijado en 700 milisegundos y
canal de fluorescencia 2 (PI) fijado en 5000 milisegundos.

El porcentaje de células enucleadas se determind el dia 21 de la diferenciacién al usar el siguiente protocolo. La tasa
de enucleacion fue semejante entre los testigos no transfectados y las muestras transfectadas con ZFN con
porcentajes de 59-63 % de estos dos grupos:

1. Recuento celular
. 100.000 células, centrifugacion a 450 x g, 5 min, TA.
. Resuspender en 50 pL de PBS-BSA + 1 pL de GlyA-FITC (DAKO).

. Tincion durante 15 min en refrigerador.

. Resuspender en 250 pL de PBS-BSA-NucRed (2 gotas NucRed por mL).

2
3
4
5. Agregar 1 mL de PBS-BSA, agitacion vorticial, centrifugacion.
6
7. Adquirir en FACS Canto al usar el canal APC para NucRed.

8. Las células eritroides nucleadas estaran en la fraccién baja/negativa de NucRed positiva para GlyA y los eritoblastos
estaran en la fraccion positiva GlyA-NucRed doble.

La modificacion génica de BCL11A se midi6 mediante secuenciacion profunda en MiSeq en las muestras de ADN
recogidas a) 48 horas después de la electroporacion b) el dia de descongelar las células, en el momento en que se
inicié la diferenciacion in vitro y c) el dia 14 de la diferenciacién eritroide in vitro. Si bien la diferenciacion se llevé a
cabo durante 21 dias, se eligi6 el punto temporal del dia 14 para el anélisis de ADN ya que es anterior a la enucleacién
de una fraccién grande de las células eritroides, lo que resulta en una pérdida de recuperacion de ADN. Los
porcentajes de modificacién observados en el potenciador de BCL11A estan indicados en la Tabla 4 junto con los
detalles de las condiciones de transfeccion.
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Tabla 4: Niveles de modificacion del gen de BCL11A mediante analisis por MiSeq

Prep de Transfeccion Modificacion del gen de BCL11A (%)
células
CD34+ Dia 2 Posdescongelacion
después de diferenciacion
TF
Prep nim. 1 |80 pug/mL 63014 + 20 78,6 81,4
pg/mL 65722
Sin transfectar 0,1 0,2
Prep num. 2 | 80 pg/mL 63014 + 75,4 77,3

20 pg/mL 65722

Sin transfectar 0,1 0,1

Estos datos muestran que la transfeccion de células CD34+ con ARNm del par 63014 y 65722 optimizado conducen
a una modificacién génica muy eficaz en el sitio diana del potenciador de BCL11A (>75 % de los alelos modificados)
y que la modificacion se mantiene muy bien (>90 % de retencidon de la modificacién) después de congelar y

descongelar las células y después de la diferenciacion eritroide.

Se selecciono el par de ZFN 63014/65722 para un andlisis adicional. Las secuencias de aminoacidos para estas ZFN
se muestran a continuacion, donde cada una comprende una sefial de localizacién nuclear (NLS, Kalderon et al. (1984)
Cell 39 (3 Pt 2):499-509) y un péptido hidréfilo (Hopp et al. (1988) Nat Biotechnol 6:1204-10) que potencia la actividad
de ZFN en la diana, ambos fusionados en la secuencia codificante de extremo N. Por lo tanto, las secuencias de

ARNmM y aminodcidos de las ZFN son
ARNm de 63014 (1725 nt)
5’gggagacaagcuuugaauuacaagecuugecuuguucuuuuugeagaageucagaauaaacgeucaacuuugg

cagaucgaauucgccauggacuacaaagaccaugacggugauuauaaagaucaugacaucgauuacaaggaug
acgaugacaagauggrccccaagaagaagaggaaggucggcauccacgggguacccgecgeuauggeugagag
gececuuccagugucgaaucugeaugeagaacuucagugaccaguccaaccugegegececacauccgeacecaca
ccggcgagaagecuuuugecugugacauuugugggaggaaauuugeccgeaacuucucccugaccaugeauac
caagauacacacgggeagecaaaageccuuccaguguegaaucugeaugeagaacuucaguuccaccggcaacce
ugaccaaccacauccgeacceacaccggegagaagccuuuugecugugacauuugugggaggaaauuugecac

CUCCEECUCCCUZACCCECauaccaagauacacacgcacccgCgegecccgaucccgaageccuuccagugue
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gaaucugcaugceagaacuucagugaccaguccaaccugegegeccacauccgeacceacaccggegagaageeu

uuugccugugacauuugugggaggaaauuugecgeecaguguugucuguuccaccaulaccaagauacaccuge
£Lggauccaucageagagecagaccacugaacccgracccggageuggageagaagaaguccgageugeggcac
aagcugaaguacgugeeccacgaguacaucgageugaucgagaucgecaggaacageacccaggaccgcauccu
ggagaugaaggugauggaguucuucaugaagguguacggeuacagggeaaageaccugggcggaageagaaa

gccugacggegecaucuauacagugggeageeccaucgauuacggegugaucguggacacaaaggecuacage

ggcggeuacaaucugecuaucggecaggecgacgagauggagagauacguggaggagaaccagacccgggaua
agcaccucaaccccaacgagugguggaagguguacccuageagegugaccgaguucaaguuccuguucgugag
cggecacuucaagggraacuacaaggeccageugaccaggeugaaccacaucaccaacugeaauggegecguge
ugagecguggaggagcugcugaucggegecgagaugaucaaagecggeacccugacacuggaggaggugeggc

gcaaguucaacaacggcgagaucaacuucagaucuugauaacucgagucuagaagcucgcuuucuugeuguce
aauuucuauuaaagguuccuuuguucccuaaguccaacuacuaaacugggggauauuaugaaggeccuugage
aucuggauucugccuaauaaaaaacauuuauuuucauugeugegeuagaageucgeuuucuugeuguccaauu
ucuauuaaagguuccuuuguucccuaaguccaacuacuaaacugggggauauuaugaagggecuugageaucu
ggauucugecuaauaaaaaacauuuauuuucauugeugeggeacauucuuaallaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
222222222222222222222222222222222222222aCUAZ

(SEQ ID NO:28).

Secuencia de aminoacidos de 63014 (las regiones de hélice de reconocimiento estan subrayadas; el enlazador se

muestra en mayusculas y cursiva; las mutaciones en los residuos de la estructura de los dedos 1, 3 y 5 se muestran
5 con subrayado doble; las mutaciones del dominio de dimerizacion (ELD) se muestran en negrita y cursiva; el péptido

hidréfilo esta indicado en el texto en mindsculas; y la sefial de localizacién nuclear (NLS) se muestra en minusculas y

cursiva):

MdykdhdgdykdhdidykddddkMApkkkrkvGTHGVPAAMAERPFQCRICMQNFSDOS

NLRAHIRTHTGEKPFACDICGRKFARNFSLTMHTKIHTGSQKPFQCRICMQNF
SSTGNLTNHIRTHTGEKPFACDICGRKFATSGSLTRHTKIHTHPRAPIPKPFQCR
ICMQNFSDQSNLRAHIRTHTGEKPFACDICGRKFAAQCCLFHHTKIHLRGSISR
ARPLNPHPELEEKKSELRHKLK Y VPHEYIELIEIARNSTQDRILEMK VMEFFMK
VYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVDTKAY SGGYNLPIGQADEME
RYVEENQTRDKHLNPNEWWK VYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLTRLNH
ITNCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINFRS (SEQ ID
NO:29).

ARNmM de 65722 (1680 nucleétidos):
5’gggagacaagcuugaauacaagcuugeuuguucuuuuugeagaageucagaauaaacgeucaacuuuggea

10 gaucgaauucgecuagagaucuggeggeggagagggcagaggaagucuucuaaccugeggugacguggagga
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gaaucccggeccuaggaccauggacuacaaagaccaugacggugauuauaaagaucaugacaucgauuacaagg
augacgaugacaagauggcccccaagaagaagaggaaggucggeauucaugggguaccegecgeuauggeuga
gaggcccuuccagugucgaaucugeaugeagaaguuugeccgeaacgaccaccgeaccacccauaccaagauac
acacgggrcgagaageccuuccagugucgaaucugeaugeagaacuucagucagaaggcccaccugauccgecac
auccgeacccacaccggegagaagecuuuugecugugacauuugugggaggaaauuugeccagaagegcacce
ugggcgageauaccaagauacacacgggaucucagaageccuuccagugucgaaucugeaugeagaacuucag
ucgeggecgegaccugucccgecacauccgeacccacaccggegagaagecuuuugecugugacauuugugeg
aggaaauuugcccgecgegacaaccugeacucccauaccaagauacaccugeggggaucccageuggugaagag
cgagcuggaggagaagaaguccgageugeggeacaageugaaguacgugeeccacgaguacaucgageugauc
gagaucgccaggaacageacccaggaccgeauccuggagaugaaggugauggaguucuucaugaagguguacg
gcuacaggggaaagcaccugggeggaageagaaagecugacggegecaucuauacagugggcagecccaucga
uuacggegugaucguggacacaaaggecuacagegecggcuacaaucugecuaucggecaggecgacgagaug
cagagauacgugaaggagaaccagacccggaauaageacaucaaccccaacgagugguggaagguguacccuag
cagcgugaccgaguucaaguuccuguucgugageggecacuucageggeaacuacaaggeccageugaccagg
cugaaccgcaaaaccaacugcaauggegeecgugeugageguggaggageugeugaucggeggegagaugauca
aagccggceacccugacacuggaggaggugeggegeaaguucaacaacggegagaucaacuucugauaacucga
gucuagaagcucgcuuucuugeuguccaauuucuauuaaagguuccuuuguucccuaaguecaacuacuaaac
ugggggauauuaugaagggecuugageaucuggauucugecuaauaaaaaacauuiauuuucauugeugesc
uagaagcucgcuuucuugeuguccaauuucuauuaaagguuccuuuguucccuaaguccaacuacuaaacugg
gggauauuaugaagggecuugageaucuggauucugecuaauaaaaaacauuuauuuucauugeugegggac
auucuuAauUaaaaaaaa222222222222222222222222222222222222222222222222223aCUag
(SEQ ID NO:30).

Secuencia de aminoacidos de 65722 (las regiones de hélice de reconocimiento estan subrayadas; el enlazador se
muestra en mayusculas y cursiva; el péptido hidrofilo estd en mindsculas; la sefal de localizacién de la nucleasa esta
en mindsculas y cursiva; las mutaciones a los residuos de la estructura de los dedos 1, 2 y 4 se muestran con
subrayado doble; las mutaciones del dominio de dimerizacion (ELD) se muestran en negrita y cursiva; y la(s)
mutaciéon(es) de contacto con fosfato de Fokl se muestra(n) con un subrayado ondulado):
MdykdhdgdykdhdidykddddkMApkkkrkvGIHGVPAAMAERPFQCRICMQKFARND

HRTTHTKIHTGEKPFQCRICMONFSQKAHLIRHIRTHTGEKPFACDICGRKFAQ
KGTLGEHTKIHTGSQKPFQCRICMONFSRGRDL SRHIRTHTGEKPFACDICGR
KFARRDNLHSHTKIHLRGSQLVKSELEEKKSELRHKLKY VPHEYIELIEIARNST
QDRILEMKVMEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGVIVDTKA
YSGGYNLPIGQADEMQRYVKENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVS

GHFSGNYKAQLTRLNRKTNCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFN
NGEINF (SEQ ID NO:31).
Ejemplo 5: Evaluacion de los niveles de globina en la progenie eritroide

Los niveles de ARNm de globina a, B y y en ARNm celular aislado el dia 14 de la diferenciacion (antes de que los
niveles de ARNm generales bajen radicalmente en el transcurso de la enucleacién y maduracién eritroide) se
determinaron mediante RT-qPCR para las dos prep celulares mostradas anteriormente en la Tabla 4. Los valores de
ARNm de globina y se muestran normalizados en relacion con el ARNm de globina B (Figura 5A) o con los valores de
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ARNm de globina a (Figura 5B) de las mismas muestras (al usar unidades arbitrarias basadas en la relacion en el
estandar de RT-PCR sin transfectar definido como 1).

La HPLC de fase inversa de las muestras de proteina aisladas el dia 21, el punto final de la diferenciacién de eritroides,
se usO para determinar si la modificacién mediada por ZFN del potenciador eritroide de BCL11A aumenta la
hemoglobina fetal a nivel de la proteina. Se determinaron las relaciones ente globina gamma (suma de los picos de
Agamma y Ggamma) y globina alfa, asi como las relaciones entre globina gamma (suma de los picos de Agamma y
Ggamma)/ con respecto a globina tipo beta (suma de los picos de Agamma, Ggamma, globina beta y delta) y se
muestran en la Figura 6.

En este experimento, se observd una evaluacion de aproximadamente 3-4 veces de los porcentajes de proteina
globina fetal hasta niveles de aproximadamente 15 %-20 % en la progenie eritroide de HSPC después de la alteracién
mediada por 63014/65722 del potenciador de BCL11A.

Ejemplo 6: Injerto de células editadas en ratones NSG

Después, se inyectaron las células CD34+ humanas editadas en ratones NSG para evaluar el injerto. La extensién del
quimerismo humano (es decir, el porcentaje de células CD45+) se midi6 al usar clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés) en la sangre periférica recogida alas 8 y 12, 16 y 20 semanas después
del trasplante, y en la médula 6sea recogida en la semana 12 y en la semana 20. Ademas, para evaluar el nivel de
injerto de las células modificadas por ZFN, se evalu6 el nivel de alteracién génica en el locus del potenciador de
BCL11A mediante la secuenciacion de alto rendimiento directa del locus diana de ZFN y se compar6 con los niveles
de modificacion génica diana medida en el material de entrada.

Las HSPC de dos donantes sanos (llamados PB-MR-003 y PB-MR-004) se movilizaron con G-SCF y Plerixafor y se
purificaron como se describe en Yannaki et al. ((2012) Mol Ther 20(1):230-8. doi: 10.1038/mt.2011). El agotamiento
de plaquetas se llevd a cabo en el producto de leucaferesis al usar el dispositivo Fresenius-Kabi Lovo antes de
enriquecerlo con células CD34+ al usar el instrumento Miltenyi Biotech CliniMACS Plus. Las células purificadas
después se sembraron en el cultivo para la transfeccion.

Dos dias después de la purificacién de células CD34+, las células se sometieron a electroporacion al usar el
instrumento Maxcyte en la presencia de 120 pg/mL de un mRNA simple que codifica el par de ZFN original,
63014/65722 o cantidades optimizadas de dos ARNm separados que codifican el par de ZFN optimizado 80 pg/mL de
63014 y 20 ug/mL de 65722. Antes de la transfeccion, se separ6 una alicuota de las células como el testigo sin
transfectar. Se transfectaron 95 millones de células de PB-MR-003 y se transfectaron 120 millones de células de PB-
MR-004.

Después de la electroporacion, se llevé a cabo un cultivo transitorio durante la noche a 30 °C y las células después se
cultivaron 24 horas adicionales a 37 °C. Dos dias después de la electroporacion, se tomaron alicuotas de células para
el andlisis de ADN vy las células restantes se recogieron, crioconservaron y almacenaron en nitrégeno liquido.

Acondicionamiento: Los ratones se trataron con 10 mg/kg/dia de agua Baytril 1-2 dias antes de la irradiacion y se
irradiaron subletalmente con 300 RAD 16-24 horas antes del trasplante. El trasplante se llevé a cabo a través de una
inyeccion en la vena de la cola (ver a continuacion). Después, los ratones recibieron agua Baytril fresca. El agua Baytril
se remplaz6 una semana después y se interrumpié la adicion de agua Baytril 14 dias después del trasplante.

Trasplante: El dia del trasplante, preparar céctel de X-Vivo 10/ PSG al 1 % + 3 citocinas precalentado (Factor de célula
madre humano recombinante (SCF), Trombopoyetina humana recombinante (TPO), y Ligando FIt-3 humano
recombinante (FIt-3L)) a 37 °C, PBS nuevo/BSA al 0,1 % a temperatura ambiente (estérilffiltrado). Las células
crioconservadas se descongelaron a 37 °C, se sedimentaron, se resuspendieron en un medio X-Vivo precalentado,
se volvieron a sedimentaron, se resuspendieron en PBS/BSA al 0,1 % y se contaron. Después de otra sedimentacién,
el sedimento celular se resuspendi6 en 550 pL por raton de PBS/BSA al 0,1 % (2 x 1076 células/mL basandose en el
recuento celular). Las células después se inyectaron a temperatura ambiente en la vena de la cola del ratén con una
aguja de calibre 25. Los grupos de estudio se muestran a continuacién en la Tabla 5.
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Tabla 5: Grupos de dosificacion para el injerto de células hCD34+ editadas

Especie: Raton Sexo, edad, cantidad: 60 ratones hembra NSG
N / Sacrificio
Nam. | %de | Viabilidad 1d Dosis et
de Articulo de prueba | indels | después de . .
grupo Grupo (Dia 2) descong. (células/raton) SeT;na Ser;:na
10 Células de donante
PB-MR-003, tratadas o o I
1 (%1)- con ARNm de 63014 79 % 83 % 1 millén 5 5
y 65722.
10 PB-MR-003 sin
3 (M21- ¢ 0,1 % 95 % 1 millén 5 5
30) transfectar
10 Células de donante
PB-MR-004 tratadas o o I,
4 (l\ig; con ARNm de 63014 75 % 77 % 1 millén 5 5
y 65722.
10 PB-MR-004 sin
6 (M51- transfectar 0,1 % 92 % 1 millén 5 5
60)

Los animales se observaron a diario para determinar su salud general y se pesaron a diario durante las primeras 2
semanas y después se pesaron cada dos semanas. Se recogio sangre periférica de la vena submandibular (100 pL)
a las 8, 12, 16 y 20 semanas después del trasplante o a través de puncién cardiaca (1 mL) para los animales
sacrificados a las 12 y 20 semanas después del trasplante. La mitad de los animales en cada grupo (5 ratones por
grupo) se sacrificaron a las 12 semanas después del trasplante y se recogieron la médula 6sea y la sangre terminal
para su andlisis. Los animales restantes en cada grupo (5 ratones por grupo) se sacrificaron a las 20 semanas después
del trasplante.

Recoleccion de sangre, cultivo celular y procesamiento: Se recogié sangre periférica a través de la vena submandibular
0 puncién cardiaca en tubos EDTA y se centrifugd a 500 x g durante 5 min para retirar el plasma. Después del lavado
con seroalbumina bovina (BSA) disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) y la centrifugacién, se agregé un
volumen de 10X de tamp6n hemolitico al sedimento, y la mezcla se incub6 a 37 °C durante 15 min, se centrifugé y se
volvié a lavar. La fraccion sedimentada se reconstituyé en 1 mL de PBS BSA; se retir6 una alicuota y se centrifugd a
1000 x g durante 5 min, con el sedimento resultante conservado para la genotipificacion. La fraccién de sobrenadante
se utilizé para andlisis de FACS.

Se recolectd médula 6sea, huesos de fémur, tibia y pelvis en medio de Dulbecco modificado de Iscove (IMDM) que
contenia suero fetal de ternero (FCS); la médula 6sea total se enjuagd en una disolucion de PBS BSA vy se filtré al
usar un colador de nylon de 70 um. El volumen se ajust6 hasta 10 mL con PBS BSA y se usé una alicuota para el
recuento celular (Cellometer).

Se analiz6 la actividad de ZFN al usar secuenciacion profunda por MiSeq. En resumen, se aislé el ADN gendmico de
ratones inyectados con HSPC CD34+ testigo sin transfectar o HSPC CD34+ transfectadas con ARNm de ZFN dirigido
al potenciador a partir de muestras de sangre obtenidas a las 8 semanas y 12 semanas o a partir de médula 6sea a
las 12 semanas después de la inyeccion. La region de interés (que contiene el sitio de uniéon a ZFN dentro del locus
de BCL11A) se amplific6 mediante PCR y se determiné el nivel de modificacién mediante secuenciacién profunda de
extremos apareados en la plataforma lllumina (MiSeq).

Para generar bibliotecas compatibles con la plataforma de secuenciacion lllumina MiSeq, se acoplaron adaptadores,
codigos de barra y aglutinante de células de flujo (secuencia de ADN corta) a los amplicones especificos diana
mediante el uso de dos conjuntos de cebadores de fusion en PCR secuenciales. Para las evaluaciones por MiSeq de
modificacién del potenciador de BCL11A humano en las muestras de sangre y médula 6sea de ratdn, el protocolo tuvo
que ajustarse debido a las cantidades bajas de ADN diana en estas muestras.
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Se usaron los siguientes cebadores para la PCR de adaptador de MiSeq:
PRJIYLFN-f2: ACA CGA CGC TCT TCC GAT CTN NNN AGT CCT CTT CTA CCC CAC CCA (SEQ ID NO:32) y
PRJIYLFN-r4: GAC GTG TGC TCT TCC GAT CTC TAC TCT TAG ACA TAA CAC ACC AGG G (SEQ ID NO:33).

Para el andlisis, se aisl6 el ADN a partir de las muestras de médula 6sea de raton con DNeasy y se usaron
aproximadamente 100 ng de ADN en cada reaccion de PCR. El ADN de las muestras de sangre de raton se aislo con
Tissue XSy se us6 10 pL de los 15 pL de ADN aislado en cada reaccion. Ademas del ADN, se agregé lo siguiente a
la reaccion de PCR por MiSeq: 25 uL de mezcla Tag HotStar (Qiagen), 0,5 pyL de cada uno de los cebadores del
potenciador de BCL11A indicados anteriormente (en una concentracién de 100 nM), y agua hasta un volumen total de
reaccion de 50 pL. Las condiciones de PCR MiSeq tipicas fueron: desnaturalizacion a 95 °C durante 15"y 30 ciclos a
94 °C durante 30", 62 °C durante 30" y 72 °C durante 40", con posterior alargamiento durante 10' a 72 °C. Después
de la PCR con MiSeq, el producto de PCR se diluy6 entre 1:50 y 1:200 con agua, o se dejé sin diluir para las muestras
con cantidades de células de partida muy bajas. Se realizé la PCR de cddigo de barras con 1 pL del producto de PCR
con MiSeq diluido como se describié anteriormente, 25 L de mezcla Taq HotStar, 1 uL de cebador de cédigo de
barras directo, 1 uL de cebador de cddigo de barras inverso (ambos en una concentracién de 10 nM) y agua hasta un
volumen total de reaccion de 50 pL. Las condiciones de PCR de cddigo de barras fueron: desnaturalizacion a 95 °C
durante 15'y 18 ciclos a 94 °C durante 30", 60 °C durante 30"y 72 °C durante 30", con posterior alargamiento durante
10" a 72 °C. Los productos de PCR de cddigo de barras se agruparon y se secuenciaron en el secuenciador lllumina
MiSeq. Los resultados se muestran en la Tabla 5 anterior.

Analisis FACS para el quimerismo y la determinacion de linaje de células. Para evaluar el grado de quimerismo humano,
la fraccion de células en la sangre periférica (a las 8, 12, 16 y 20 semanas después del injerto) y la médula ésea (a las
12 y 20 semanas después del injerto) se tifieron con anticuerpos hCD45-APC Cy7 (Biolegend) y hCD45-BV510 (BD
Biosciences) respectivamente y se realizé el analisis FACS. Ademas, se realizo el andlisis de linajes hematopoyéticos
al tefir las células de médula 6sea con los anticuerpos especificos descritos en la Tabla 6 a continuacion:

Tabla 6: Fuentes de anticuerpo para marcadores celulares

CD3-FITC: BD 561807 (clon UCHT1) BD 561807
CD19-PE: BD 340364 (clon SJ25C1) BD 340364
CD45-BV510 BD 563204
Lin-APC (CD3/UCHT1, CD14/HCD14, CD16/3G8, CD19/HIB19, BIOLEGEND
CD20/2H7, CD56/HCD56) 348803
CD33-PE-CF594 BD 562492
GlyA-FITC DAKO 0870
CD38-PerCP Cy5,5 BD 551400
CD14-PE BD 555398
CD34-PE Cy7 BD 560710
CD71-APC Cy7/H7 BD 563671
CD15-BV650 BD 564232
CD8-PerCP Cy5,5 BD 341051
CD4-PE Cy7 BD 344612
CD56-APC BD 318310
IgM-APC Cy7 BD 314520
CD20-BV650 BD 563780
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Ademas, para purificar y clasificar las poblaciones de HSPC, se us6 una estrategia de enriquecimiento/agotamiento al
usar separacion celular magnética (MACS, por sus siglas en inglés). Las células de médula 6sea se tifieron primero
con CD19-biotina, CD3-biotina, B220-biotina, TER119-biotina y m-ckit-biotina (BD Biosciences) y después se
incubaron con perlas antibiotina (Miltenyi Biotec). La fraccion positiva y la fraccién agotada se separaron al usar
columnas de LS (Miltenyi Biotec) colocadas en el campo magnético de un MACS. Después de la separacion, la fraccion
positiva se tifié con estreptavidina-APC, CD3-FITC, CD19-PE, CD45-BV510 (BD Biosciences) y la fraccion agotada
con CD34-FITC (BD Biosciences), Gly-A-PE (DAKO), CD19-APC (BD), Lin-APC (Biolegend), estreptavidina-APC,
CD45-BV510, CD33-PE-CF594 (BD) y CD38-PECy-7 (Biolegend).

Las HSPC sin transfectar y las HSPC transfectadas con 63014/65722 se injertaron en ratones NSG al usar
procedimientos estandares como se describieron anteriormente. El grado de quimerismo humano en estos ratones
después del injerto se evalué al medir la fraccion de células positivas para hCD45 al usar FACS.

La Figura 7 muestra los porcentajes de células CD45+ humanas en sangre periférica recogida a las 8 y 12 semanas
después del trasplante y la Figura 8 muestra porcentajes en médula 6sea recogida en la Semana 12. Como se muestra,
los niveles de injerto en este estudio fueron de un quimerismo humano semejante después del injerto de HSPC no
transfectadas y HSPC transfectadas con 63014/65722. Solo 3 ratones de 60 distribuidos a lo largo de los grupos no
tenian células CD45+, lo que indica una falla en el injerto.

Se evalué la reconstitucién de varios linajes de células hematopoyéticas mediante analisis FACS de células de médula
Osea obtenidas en la semana 12 con anticuerpos que reconocen marcadores de superficie celular especificos de linaje
al usar procedimientos estandares. Como se muestra en la Figura 9, se observé una representacién semejante de
todos los linajes hematopoyéticos humanos en la médula 6sea en la semana 12 después de la inyeccién entre la
progenie de células CD34+ tratadas con ARNm de ZFN especifica para BCL11A y la de células sin transfectar. La
médula ésea de los ratones sacrificados en la Semana 12 después del injerto se aislé y se analiz6 la distribucién de
varios linajes hematopoyéticos mediante FACS al usar anticuerpos que reconocen los marcadores de linaje indicados.
Todos los numeros se dan como la relacion entre células que tienen una tincidn positiva para el marcador de linaje
indicado frente al porcentaje de células positivas para CD45 humano, excepto para las células que expresan el
marcador eritroide Cd71+ (Ter119) en la Figura 9C, que se dan como el porcentaje de células con tincién positiva en
toda la poblacién, ya que las células eritroides no son positivas para CD45.

Los niveles de modificacion génica en el potenciador eritroide de BCL11A (% de alelos con inserciones y eliminaciones
[indels]) se evaluaron mediante secuenciacién profunda de la regién diana de ZFN al usar la plataforma de
secuenciacion MiSeq como se describié anteriormente. Los datos se muestran en la Figura 10 para muestras de
sangre de la semana 8 y semana 12 y en la Figura 11 para las muestras de médula 6sea de la semana 12 y linajes
clasificados derivados de las muestras de células de médula ésea de la semana 12 de las células tratadas con
63014/65722. Para la comparacion, los porcentajes de indel medidos 2 dias después de la transfeccién (como se
indico en la Tabla 5) también se muestran en las graficas de las Figuras 10y 11.

Ademas, se hall6 buena retencién de la modificacion génica en el potenciador eritroide de BCL11A para conjuntos de
donantes HSPC tratadas con 63014/65722 en varios puntos temporales y en varios linajes. Se observé una
modificacién semejante en linajes dependientes de BCL11A (linfocitos B, "CD19"; progenitores primitivos, "CD38H") y
linajes independientes de BCL11A (mieloide "CD33"). Si bien los niveles de modificacién de genes de entrada fueron
mas altos en la muestra de donante PB-MR-003 que en la muestra de donante PB-MR-004, las células derivadas de
PB-MR-004 mostraron de manera constante niveles de modificacion mas altos, es decir, una mejor retencién de la
modificacién, en ratones que los derivados de PB-MR-003.

En general, la retencion observada de la modificacién génica en el potenciador eritroide de BCL11A estuvo en
consonancia con la observada en experimentos de raton previos al usar varias ZFN que se dirigen a una variedad de
dianas génicas.

Ademas, como los progenitores eritroides humanos no son capaces de diferenciarse en ratones, para determinar la
cantidad de modificacion génica diana de BCL11A que se produjo en estas células, las células de médula 6sea se
eliminaron de los ratones y se diferenciaron in vitro. En estos experimentos, las células humanas derivadas de médula
Osea se eliminaron de ratones sacrificados en la semana 12 después del injerto y se diferenciaron in vitro como se
describié anteriormente. La modificacion del gen diana de BCL11A se midié con una secuenciacion por MiSeq de alto
rendimiento del ADN aislado a partir de células en el dia 14 de la diferenciacion.

Los datos de modificacion (indels) se presentaron en la Figura 12, que muestra los niveles de modificacion el dia 14
de la diferenciacion eritroide. Los porcentajes de indel en el dia 14 de la diferenciacion in vitro varian marcadamente
para cada cultivo que se generé a partir de las células aisladas de un ratén, lo que refleja la naturaleza oligocelular de
la expansion obtenida en estas condiciones. Los datos indican que la modificacion del potenciador de BCL11A
mediada por las ZFN 63014/65722 no se alter6 marcadamente durante la diferenciacion eritroide. Como se observo
en las muestras de sangre y médula dsea, las muestras de progenie eritroide de las células derivadas de PB-MR-004
mostraron niveles promedio mas altos de modificacion que la progenie eritroide de células derivadas de PB-MR-003.
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Los niveles relativos de varios ARNm de globina se determinaron mediante analisis de RT-PCR de ARN aislado a
partir de células el dia 14 de la diferenciacién eritroide in vitro, y los datos se presentan en la Figura 13A donde las
relaciones entre ARNm de globina y u globina B y ARNm de globina y y globina a relativas (Figura 13B) se promediaron
para los 5 cultivos eritroides de cada grupo. Las relaciones entre ARNm de globina y y globina 8 o globina y y globina
a de las muestras tratadas con 63014/65722 y las sin transfectar difirieron ampliamente entre las progenies eritroides
de ratones individuales del mismo grupo. Los cultivos derivados de PB-MR-004 de donante muestran relaciones de
globina y en promedio mas bajas que los del donante PB-MR-003, en consonancia con la mejor maduracion observada
para las muestras derivadas de PB-MR-004. Sin embargo, a pesar de esta variabilidad, los promedios de muestras
tratadas con ZFN muestran un aumento de ~1,5-2 en los niveles de ARNm de globina y en comparacién con sus
contrapartes sin transfectar respectivas.

Se evaluaron los niveles de proteina globina mediante analisis por HPLC. La Figura 14 muestra analisis de proteina
globina de muestras recogidas el dia 16 de la diferenciacion. Se determinaron las relaciones entre globina gamma
(suma de los picos de Agamma y Ggamma) y alfa globina, asi como las relaciones entre globina gamma (suma de los
picos de Agamma y Ggamma)/ con respecto a globina tipo beta (suma de los picos de Agamma, Ggamma, globina
beta y delta) y los promedios para cada grupo se muestran sobre cada barra. En consonancia con la escasa
diferenciacion de eritroides de las muestras derivadas de PB-MR-003, los niveles de globina gamma en las células no
transfectadas derivadas de este donante fueron muy altos (~30 %) y, por lo tanto, el tratamiento con ZFN dio como
resultado un aumento de solo 1,2 veces en los niveles de globina gamma. PB-MR-004 mostr6 niveles mas tipicos no
transfectados (~9 %) y exhibié un aumento de ~2 veces en los niveles de proteina globina gamma después de 12
semanas de pasaje por el raton.

Se cree que los pacientes que tienen un >8,6 % de globina y naturalmente estan en ventaja en comparacién con los
pacientes con niveles de globina y <8,6 % (Platt et al. (1994) N Engl J Med, 330:1639-44). De hecho, lograr un
porcentaje de 10-20 % quimérico de RBC de células no falciformes a través del injerto de células editadas puede
conducir a la mejora clinica (Chang et al. (2017) Mol Ther Methods Clin Dev 4:137-148. doi
10.1016/j.omtm.2016.12.009). Por lo tanto, a pesar de tener que pasar por un proceso de diferenciacion eritroide in
vitro, el porcentaje de células quiméricas y el nivel de proteina globina y detectada indican la eficacia terapéutica.
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REIVINDICACIONES

1. Una nucleasa de dedos de zinc (ZFN) que comprende la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID
NO:29 y la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO:31.

2. Uno o mas polinucleétidos que codifican una o mas nucleasas de dedos de zinc segun la reivindicacién 1,
opcionalmente en donde el uno o mas polinucleétidos es(son) ARNm.

3. El uno o mas polinucleoétidos de la reivindicacion 2 que comprenden la SEQ ID NO: 28 y la SEQ ID NO:30.

4. Uno o mas vectores que comprenden secuencias que codifican una o mas nucleasas de dedos de zinc segun la
reivindicacién 1.

5. Una célula que comprende la nucleasa de dedos de zinc de la reivindicacion 1, el uno o mas polinucleétidos de la
reivindicacién 2 o la reivindicacion 3 o el uno o mas vectores de la reivindicacion 4.

6. La célula de la reivindicacién 5, en donde:
(i) la célula es una célula madre o célula precursora, opcionalmente en donde la célula es una célula humana; y/o

(i) el genoma de la célula se modifica mediante la nucleasa de dedos de zinc, opcionalmente en donde la modificacién
gendmica se selecciona del grupo que consiste en inserciones, eliminaciones y combinaciones de esta, tal como una
modificacién gendémica dentro de la region +58 de la secuencia potenciadora de BCL11A.

7. Una célula o linea celular producida a partir de la célula de la reivindicacién 5 o la reivindicacion 6, que comprende
la nucleasa de dedos de zinc de la reivindicacion 1, el uno o mas polinucledtidos de la reivindicacion 2 o la
reivindicacion 3 o el uno o mas vectores de la reivindicacion 4.

8. Una célula parcialmente o completamente diferenciada que desciende de la célula o linea celular de una cualquiera
de las reivindicaciones 5 a 7, que comprende la nucleasa de dedos de zinc de la reivindicacion 1, el uno o mas
polinucleétidos de la reivindicacion 2 o la reivindicacién 3 o el uno o mas vectores de la reivindicacién 4.

9. La célula o linea celular de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en donde el genoma de la célula se modifica
mediante la nucleasa de dedos de zinc y la célula o linea celular exhibe mayor expresién de globina gamma y/o beta
en comparaciéon con una célula o linea celular sin la modificacién gendémica.

10. Una composicién farmacéutica que comprende la nucleasa de dedos de zinc segun la reivindicacion 1, el uno o
mas polinucleétidos de la reivindicacion 2 o la reivindicacion 3, el uno o mas vectores de la reivindicaciéon 4 y/o la
célula o linea celular de una cualquiera de las reivindicaciones 5-9.

11. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 10, que comprende la célula o linea celular de una cualquiera de
las reivindicaciones 5-9 y que comprende ademas células propagadas y diferenciadas que descienden de la célula o
linea celular.

12. Un método in vitro para modificar una secuencia potenciadora de BCL11A enddgena en una célula, el método
comprende administrar la nucleasa de dedos de zinc segun la reivindicacion 1 o el uno o méas polinucleétidos de la
reivindicacién 2 o reivindicacién 3 a la célula de modo que se modifique la secuencia potenciadora de BCL11A
enddgena,

opcionalmente en donde:

(i) el método comprende ademas introducir una secuencia exdégena en la célula, de modo que la secuencia exdégena
se inserte en la secuencia potenciadora de BCL11a enddgena; o

(i) la modificacion comprende una eliminacion.

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 10 o la reivindicacion 11 para su uso en un método para tratar
una hemoglobinopatia, tal como una talasemia (p. €j., talasemia beta) o anemia de células falciformes, en un paciente,
el método comprende administrar la composicion farmacéutica al paciente, opcionalmente, en donde el paciente es
un ser humano.

14. Un método in vitro para producir una célula modificada genéticamente que comprende una modificacién genémica
dentro de una secuencia potenciadora de BCL11A endégena, el método comprende las etapas de:

a) poner en contacto una célula con el uno o mas polinucleétidos de la reivindicacion 2 o reivindicacion 3;
b) someter la célula a condiciones que lleven a la expresién de la proteina de fusion a partir del polinucleétido; y

c¢) modificar la secuencia potenciadora de BCL11A enddgena con la proteina de fusién expresada de manera suficiente
para producir la célula modificada genéticamente,
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opcionalmente en donde el método comprende ademas estimular a la célula con al menos una citocina.

15. Un kit que comprende la nucleasa de dedos de zinc de la reivindicacion 1, el uno o mas polinucleétidos de la
reivindicacién 2 o la reivindicacién 3, el uno o mas vectores de la reivindicacién 4 y/o la célula o linea celular de una
cualquiera de las reivindicaciones 5-9.

16. La célula o linea celular de cualquiera de las reivindicaciones 5-9 para su uso en un método para tratar o prevenir
una hemoglobinopatia, tal como una talasemia (p. €j., talasemia beta) o anemia de células falciformes.

17. La célula o linea celular para su uso segun la reivindicacién 16, en donde la célula es una célula madre o célula
progenitora humana y el genoma de la célula se modifica dentro de la secuencia potenciadora de BCL11A mediante
la nucleasa de dedos de zinc, opcionalmente en donde:

(i) las células se expanden antes de la administracion a un sujeto;

(i) las células se administran al sujeto en un trasplante de médula ésea, donde se injertan, se diferencian y maduran
in vivo; y/o

(iii) antes de la introduccién de un injerto que comprende las células, se trata al sujeto con un procedimiento
mieloablativo leve o un régimen de acondicionamiento mieloablativo vigoroso.
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