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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para tratar las hemoglobinopatias
Campo técnico

Las realizaciones divulgadas en el presente documento se refieren a composiciones y composiciones para uso en el
tratamiento de hemoglobinopatias. Mas particularmente, las realizaciones se refieren a composiciones y métodos para
aumentar la hemoglobina fetal en una célula mediante anulacion selectiva del BCL11A enddgeno.

Antecedentes

Las hemoglobinopatias, incluidas la enfermedad/anemia de célula falciforme (SCD) y la talasemia (THAL), son los
trastornos monogénicos hereditarios mas prevalentes en el ser humano. Aproximadamente el 5% de la poblacion
mundial porta una mutacion del gen de la globina. La Organizacion Mundial de la Salud estima que cada afo alrededor
de 300,000 bebés nacen con trastornos importantes de la hemoglobina. SCD se ha segregado a poblaciones de Africa
subsahariana, India, Arabia Saudita y paises mediterraneos, donde hasta el 2% de todos los nifios nacen con la
condicion, debido a la ventaja de supervivencia contra la transmisién de la malaria conferida por una mutacion de B-
globina falciforme heterocigotica (S) (Informe de la OMS sobre la anemia de células falciformes - A59.9.
Quincuagésima novena Asamblea Mundial de la Salud - Punto 114 del orden del dia provisional: Naciones Unidas;
2006: 1-5). Debido a la migracion histérica y/o reciente, ahora se puede encontrar un nimero cada vez mayor de
poblaciones de pacientes en los paises desarrollados, y las implicaciones de SCD para la salud publica son
significativas (Kauf et al., American Journal of Hematology. 2009; 84: 323-327; Amendah et al., American Journal of
Preventive Medicine. 2010; 38: S550-556). En los Estados Unidos de América, la supervivencia media de los pacientes
que tienen una hemoglobinopatia se estimé en 1994 en 42 afios para los hombres y 48 afos para las mujeres (Platt
et al., New England Journal of Medicine. 1994; 330: 1639-1644). A nivel molecular, la SCD fue la primera enfermedad
que se relaciond con una alteracion molecular (Pauling et al., Science. 1949; 110: 543-548). Una mutacion de un solo
nucleétido da como resultado la sustitucion de acido glutamico a valina en la posicién 6 de la proteina B-globina. Esta
modificacion da como resultado la polimerizacion de la molécula en condiciones desoxigenadas, y la subsecuente
"falcitis" del eritrocito que finalmente conduce a la anemia por hemdlisis y complicaciones vasooclusivas e isquémicas
agudas y crénicas que afectan multiples érganos, incluidos los rifiones, el cerebro, los pulmones y otros. ) Aunque las
medidas preventivas (incluido el agente quimioprofilactico hidroxiurea) han llevado a una reduccién moderada de la
carga de grupos de pacientes seleccionados, en la actualidad, la Unica terapia curativa disponible para SCD es el
trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas (HSCT) (Hsieh et al., Nueva Inglaterra Journal of
Medicine.2009; 361: 2309-2317; Hsieh et al., Blood; Pre-publicacion electrénica el 31 de junio de 2011). EI HSCT se
ha asociado desafortunadamente en el contexto de SCD y THAL con una mortalidad y morbilidad significativas, que
se debe en parte a la sobrecarga de hierro relacionada con la transfusion previa al HSCT, la enfermedad de injerto
contra huésped vy las altas dosis de quimioterapia/radiacion requeridas para acondicionamiento de trasplante del
huésped, entre otros.

Se estan desarrollando nuevas terapias moleculares. Por ejemplo, la Patente de U.S. No.: 8,383,604 describe que el
BCL11A es un regulador clave de los genes de la globina durante el desarrollo. En particular, BCL11A promueve el
cambio transicional de la expresion de genes de hemoglobina fetal a la expresion de genes de hemoglobina adulta
durante el desarrollo fetal. La supresion de BCL11A reduce este cambio transicional y mantiene una expresion
significativamente mayor de los genes de hemoglobina fetal después del desarrollo fetal. La mayor cantidad de genes
de hemoglobina fetal expresados mejora los sintomas asociados con diversas hemoglobinopatias.

Resumen

En realizaciones ilustrativas particulares, la presente invencion proporciona, en parte, composiciones y métodos
mejorados para lograr la terapia génica en células hematopoyéticas y células precursoras hematopoyéticas, que
incluyen eritrocitos, progenitores eritroides y células madre embrionarias. La invencidon proporciona ademas
composiciones para uso en métodos mejorados de terapia génica para tratar trastornos relacionados con
hematopoyéticos.

El objetivo es anular eficientemente BCL11A en células derivadas de células madre hematopoyéticas transducidas e
injertables. El éxito en la induccién de y-globina y, por lo tanto, el aumento simultaneo de HbF y la reduccion de HbS
mutante dependen de la reduccién cuantitativa del transcrito de BCL11A y la proteina. Los inventores han embebido
un ARNsh de BCL11A en un bucle mir223. Esta metodologia permite que el ARNsh de BCL11A se transcriba a través
de promotores de polimerasa Il (Polll) en lugar de los promotores de polimerasa lll. Esto permite la explotacién de la
ruta de microARN-biogénesis para generar ARNip que se dirigen a la expresién de BCL11A en las HSC injertables.
Los transgenes lentivirales estan disefiados para expresar ARNsh que imitan microARN primarios (pri-miARN) y son
procesados secuencialmente por los complejos de microprocesador enddgeno y Dicer para generar ARN de
interferencia corta (ARNip) con complementariedad de secuencia al ARN mensajero BCL11A (ARNm).

En un aspecto, se proporcionan composiciones y métodos que anulan eficientemente BCL11A en células derivadas
de células madre hematopoyéticas injertables transducidas. En una realizacién, una reduccion cuantitativa del
transcrito de BCL11A y la proteina induce la produccién de y-globina y, por lo tanto, un aumento simultaneo de HbF y
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una reduccién de HbS mutante. En una realizacién particular, un ARNsh de BCL11A esta embebido en un bucle
mir223. En realizaciones particulares, un lentivirus esta disefiado para expresar ARNsh que simulan pri-miARNs que
son procesados secuencialmente por el microprocesador endégeno y los complejos de Dicer para generar ARNip con
secuencia complementaria al ARNm de BCL11A.

Por consiguiente, en diversas realizaciones ilustrativas, la presente especificacion proporciona, en parte, un microARN
de BCL11A sintético que comprende un primer segmento de BCL11A, un segmento de bucle y un segundo segmento
de BCL11A dispuesto en tandem en una direccion de 5' a 3', en donde el segmento de bucle esta entre y directamente
vinculado al primer y segundo segmentos BCL11A, y en donde el segundo segmento de BCL11A es complementario
al primer segmento de BCL11A de tal manera que el primer y el segundo par de segmentos BCL11A forman un bucle
de horquilla con el segmento de bucle que forma la porcion de bucle del bucle de horquilla asi formado; y el primer
segmento de BCL11A comienza con un -GCGC- en el extremo 5' y el segundo segmento de BCL11A termina con un
-GCGC- en el extremo 3'.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el primer y el segundo
segmento de BCL11A tienen una longitud de aproximadamente 18 a 25 nucledtidos. El primer segmento de BCL11A
se deriva de una secuencia BCL11A y da lugar a la cadena pasajera durante el procesamiento de ARNsh a un ARNip
duplex y el segundo segmento de BCL11A es complementario al primer segmento de BCL11A, en donde el segundo
segmento de BCL11A da lugar a la cadena guia que se incorpora en el Complejo de Especificidad de Interferencia de
ARN (RISC) para interferencia de ARN o silenciamiento de gen BCL11A.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN sintéticos de BCL11A descritos aqui, el primer y segundo
segmento de BCL11A contienen secuencias que se derivan de la secuencia de ARNm de BCL11A.

En el microARN de BCL11A sintético descrito aqui, el primer segmento de BCL11A comienza con un -GCGC- en el
extremo 5’ y el segundo segmento de BCL11A termina con un -GCGC- en el extremo 3'.

En el microARN de BCL11A sintético descrito aqui, el primer segmento de BCL11A consiste ademas en un -GCGC-
en el extremo 5' y el segundo segmento de BCL11A termina con un -GCGC- en el extremo 3'.

En algunas disposiciones previstas del microARN de BCL11A sintético descrito aqui, el primer segmento de BCL11A
comienza con un -GCGA-, -TCTG-, o0 -TG- en el extremo 5' y el segundo segmento de BCL11A es complementario al
primer segmento de BCL11A.

En algunas disposiciones previstas del microARN de BCL11A sintético descrito aqui, el primer segmento de BCL11A
consiste ademas en un -GCGA-, -TCTG- o -TG- en el extremo 5'.

En algunas disposiciones previstas de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el
segundo segmento de BCL11A termina con un -TTTT- en el extremo 3'.

En el microARN de BCL11A sintético descrito en este documento, el microARN de BCL11A sintético comprende una
secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el microARN de BCL11A
sintético comprende una secuencia de nucleétidos o un segmento a partir de los mismos descritos en esta divulgacion.

En una realizacién de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el microARN de BCL11A
sintético consiste en una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el microARN de BCL11A
sintético consiste esencialmente en una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOS: 34-42.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el primer segmento de
BCL11A se selecciona del grupo que consiste en gcgcCGCACAGAACACTCATG (SEQ. ID. NO: 57; derivado del oligo
miR1G5 descrito aqui), GCGCTCGGAGACTCCAGACAA (SEQ. ID. NO : 58; derivado de E3G5 o E3 mod oligo o
ARNsh1mod descrito aqui), gcgcCCTCCAGGCAGCTCAAA (SEQ. ID. NO: 59; derivado de B5G5 o ARNsh2mod
descrito aqui); gcgcTCAGGACTAGGTGCAGA (SEQ. ID. NO: 60; derivado de B11G5 o ARNshmod descrito aqui);

gcgcGATCGAGTGTTGAATAA (SEQ. ID. NO: 61; derivado de 50D12G5, D12G4 o ARNsh5mod descrito aqui);
gcgcCAGTACCCTGGAGAAAC (SEQ. ID. NO: 62; derivado de 50A5G5 o ARNsh6mod descrito aqui);
gcgcCACTGTCCACAGGAGAA (SEQ. ID. NO: 63; derivado de 50B11G5 o ARNsh7mod descrito aqui);

GCGCTTCTCTTGCAACACGCA (SEQ. ID. NO: 64; derivado de BCL11A D8G5 o D8 mod o ARNsh3mod descrito
aqui), y GCGCACAGTACCCTGGAGAAA (SEQ. ID. NO: 65; derivado de BCL11A C4G5, o C4 mod o ARNsh8mod
descrito aqui).
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En una realizacion de cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el segmento de bucle se
deriva de un microARN. En una realizacion, el microARN es un microARN especifico hematopoyético. Por ejemplo,
miR-142, miR-155, miR-181 y miR-223.

En una realizaciéon de uno cualquiera de los microARN sintéticos de BCL11A descritos aqui, el microARN es miR223.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el segmento de bucle es
ctccatgtggtagag (SEQ ID NO: 68).

Por consiguiente, en un aspecto, la presente especificacion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que
comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un
microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente especificacion proporciona una composicion que comprende al menos
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente especificacion proporciona una composicion que comprende al menos
un vector que comprende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En una realizacion de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:34.

En una realizacion de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:35.

En una realizacion de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:36.

En una realizacién de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:37.

En una realizacion de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:38.

En una realizacion de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:39.

En una realizacion de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:40.

En una realizacion de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:41.

En una realizacion de cualquier molécula de acido nucleico aislada descrita, la molécula comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO:42.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona un vector que comprende al menos una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-
42 o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En una realizacion de cualquier vector descrito, el vector comprende ademas un promotor de virus formador de foco
en el bazo, un promotor inducible por tetraciclina o una regién de control de locus de B-globina y un promotor de -
globina. El promotor proporciona la expresion dirigida de la molécula de acido nucleico en el mismo o el microARN de
BCL11A sintético en el mismo.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona una célula huésped que comprende un vector que comprende
al menos una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En una realizaciéon de cualquier célula huésped descrita aqui, la célula huésped es una célula madre embrionaria, una
célula madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula 6sea, una célula madre hematopoyética o una
célula progenitora hematopoyética. En una realizacion, la célula huésped se aisla de un sujeto. En una realizacion, la
célula huésped se aisla de un sujeto que ha sido diagnosticado con una hemoglobinopatia. El diagnéstico puede
hacerse por cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, mediante pruebas genéticas, por RT-PCR y por
citologia sanguinea.

En una realizacién de cualquier célula huésped descrita aqui, la célula huésped es un eritrocito.
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En un aspecto, la presente especificaciéon proporciona una célula huésped que comprende un vector o una bacteria
que comprende al menos una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona una célula huésped que comprende un virus que comprende al
menos una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En una realizacién de cualquier virus o vector descrito aqui, el virus es un lentivirus.

En una realizacion de cualquier vector o virus descrito aqui, el lentivirus se selecciona del grupo que consiste en: virus
de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus de encefalitis por
artritis caprina (CAEV) ), virus de la anemia infecciosa equina (EIAV), virus de inmunodeficiencia felina (FIV), virus de
inmunodeficiencia bovina (BIV) y virus de inmunodeficiencia simia (SIV).

Por consiguiente, un aspecto de la presente especificacion proporciona métodos para aumentar los niveles de
hemoglobina fetal expresados por una célula, que comprende las etapas de poner en contacto una célula madre
embrionaria, una célula madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula ésea, una célula madre
hematopoyética, o una célula progenitora hematopoyética con una cantidad efectiva de una composicion descrita aqui
0 una cantidad efectiva de al menos una molécula de acido nucleico aislada descrita aqui, por lo que la expresion de
hemoglobina fetal aumenta en la célula, o su progenie, en relacion con la célula antes de tal contacto. En algunas
realizaciones, la composicion comprende al menos un vector o célula que comprende al menos una molécula de acido
nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42,
o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui. En una realizacion, el método comprende ademas proporcionar
una muestra de células madre o células progenitoras para el contacto. En una realizacion, la muestra de células
comprende células CD34+ seleccionadas. En una realizacién, la composicion comprende una mezcla de las
secuencias de nucledtidos seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42. Por ejemplo, la
composicion tiene 2-5 secuencias de nucledtidos diferentes seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
34-42. Por ejemplo, la composicién comprende las SEQ ID NOS: 34, 37, 39 y 41.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona composiciones para su uso en métodos de tratamiento o
reduccion del riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia, por ejemplo, SCD y THAL, en un sujeto. Los métodos
pueden incluir la anulacion selectiva del gen BCL11A en las células madre hematopoyéticas de sujetos o individuos.
Estos sujetos corren el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia.

En una realizacion de cualquier método descrito, la anulacién selectiva del gen BCL11A en las células madre
hematopoyéticas comprende usar una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos de las SEQ ID NOS: 34-42 o usar un vector (por ejemplo, un vector viral) que comprende una molécula
de acido nucleico que comprende una cualquiera de la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NOS: 34-42, o un
microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En una realizacion de cualquier método descrito, la anulacién selectiva del gen BCL11A en las células madre
hematopoyéticas comprende poner en contacto las células madre hematopoyéticas con una composicion que
comprende al menos una molécula de acido nucleico aislada que comprende la secuencia de nucleétidos de las SEQ
ID NOS: 34-42, o con una composicién que comprende al menos un vector (por ejemplo, un vector viral) que
comprende una molécula de acido nucleico que comprende cualquiera de la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID
NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui. En una realizacion, las células madre hematopoyéticas
se aislan antes del contacto.

En una realizacion de cualquier método descrito, la anulacién selectiva del gen BCL11A en las células madre
hematopoyéticas se produce in vivo, in vitro o ex vivo. En una realizacién adicional, la célula progenitora
hematopoyética a la que se dirige la anulacién selectiva es del linaje eritroide.

En una realizacion de cualquier método descrito, el poner en contacto las células madre hematopoyéticas con
cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento se produce in vivo, in vitro 0 ex vivo. En una
realizacién adicional, la célula progenitora hematopoyética que se pone en contacto es del linaje eritroide.

En una realizacion de cualquier método descrito, el poner en contacto las células madre hematopoyéticas con
cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento se produce in vivo, in vitro o ex vivo.

En otras realizaciones de cualquier método descrito, la anulacion selectiva del gen BCL11A ocurre en una célula madre
embrionaria, una célula madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula 6sea ademas de una célula
madre hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética. En una realizacién, una célula madre embrionaria,
una célula madre somatica, una célula progenitora o una célula de médula 6sea se pone en contacto con la
composicion descrita. La célula madre embrionaria, la célula madre somatica, la célula progenitora o la célula de
médula ésea se aislan antes del contacto. En una realizacion, el poner en contacto la célula madre embrionaria, la
célula madre somatica, la célula progenitora o la célula de médula 6sea con cualquiera de las composiciones descritas
en el presente documento se produce in vivo, in vitro o ex vivo.
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En oftras realizaciones de cualquier método descrito, las células madre hematopoyéticas se recolectan de sangre
periférica, sangre del cordén umbilical, vellosidades coriénicas, liquido amnidtico, sangre placentaria o médula 6sea.

En otras realizaciones de cualquier método descrito, las células madre embrionarias, células madre somaticas, células
progenitoras o células de médula 6sea se recolectan de sangre periférica, sangre del cordon umbilical, vellosidades
coridnicas, liquido amnidtico, sangre placentaria o médula 6sea.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona composiciones para uso en un método para tratar o reducir el
riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el método: administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de una o mas moléculas de acido nucleico aisladas descrito aqui, un virus o un vector
descrito aqui, o una célula descrita aqui, tratando asi, o reduciendo el riesgo de desarrollar la hemoglobinopatia en el
sujeto, en donde el virus, el vector o la célula comprende al menos una molécula de acido nucleico que comprende la
secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A
sintético descrito aqui. Por ejemplo, la cantidad efectiva de una o mas moléculas de acido nucleico aisladas descritas
aqui, un virus o un vector descrito aqui, o una célula descrita aqui se inyectan directamente en la médula 6sea del
sujeto.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona composiciones para uso en un método para tratar o reducir el
riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el método poner en contacto una poblacion
de células madre hematopoyéticas in vitro o ex vivo con una composicion descrita en este documento o con al menos
una o mas moléculas de acido nucleico aisladas descritas en la presente memoria, un virus o un vector descrito en la
presente memoria, e implantar o administrar las células madre hematopoyéticas en contacto o las células de la
progenie del mismo al sujeto. En una realizacion, las células madre hematopoyéticas en contacto o las células de la
progenie se injertan en el sujeto. En una realizacion, las células madre hematopoyéticas en contacto o las células de
la progenie de las mismas se implantan con prostaglandina E2 y/o antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) para
promover los injertos de las células en contacto.

En un aspecto, la presente especificacién proporciona composiciones para uso en un método para tratar o reducir el
riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el método expresar al menos un microARN
de BCL11A sintético descrito aqui en una célula madre embrionaria, una célula madre somatica, una célula
progenitora, una célula de médula 6sea, una célula madre hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética
del sujeto en donde la expresién es ex vivo o in vitro, e implantar o administrar la célula en el sujeto.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona un método para aumentar los niveles de hemoglobina fetal
expresados por una célula, asi como composiciones para uso en tal método; comprendiendo el método expresar al
menos un microARN de BCL11A sintético descrito aqui en una célula madre embrionaria, una célula madre somatica,
una célula progenitora, una célula de médula ésea, una célula madre hematopoyética o una célula progenitora
hematopoyética de un sujeto en donde la expresion es ex vivo o in vitro o in vivo. En una realizacion, la expresion es
poner en contacto las células con una cantidad efectiva de una composicién descrita aqui o una cantidad efectiva de
al menos una molécula de acido nucleico aislada descrita aqui.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona un método para disminuir los niveles de BCL11A expresados
por una célula, asi como composiciones para uso en tal método; comprendiendo el método expresar al menos un
microARN de BCL11A sintético descrito aqui en una célula madre embrionaria, una célula madre somatica, una célula
progenitora, una célula de médula 6sea, una célula madre hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética
de un sujeto en donde la expresion es ex vivo o in vitro o in vivo. En una realizacion, la expresion comprende las
etapas de poner en contacto una célula madre embrionaria, una célula madre somatica, una célula progenitora, una
célula de médula 6sea, una célula madre hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética con una cantidad
efectiva de una composicién descrita en este documento o una cantidad efectiva de al menos una molécula de acido
nucleico aislada descrita en este documento, por lo que la expresion de hemoglobina fetal aumenta en la célula, o su
progenie, en relacion con la célula antes de dicho contacto. En algunas realizaciones, la composicion comprende al
menos un vector o célula que comprende al menos una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44, o un microARN de BCL11A
sintético descrito aqui.

En una realizacion adicional de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la célula madre
hematopoyética o la célula progenitora hematopoyética en contacto es del linaje eritroide.

En una realizacion de cualquiera de los métodos descritos aqui, la célula madre hematopoyética o la célula progenitora
hematopoyética se recolecta de sangre periférica, sangre del corddn umbilical, vellosidades coridnicas, liquido
amnidtico, sangre placentaria o médula ésea.

En una realizacion adicional de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el sujeto receptor se
trata con quimioterapia y/o radiacion antes de la implantacion de las células contactadas o transfectadas.

En una realizacion, la quimioterapia y/o radiacion es para reducir las células madre enddgenas para facilitar el injerto
de las células implantadas.
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En un aspecto, la presente especificacion proporciona composiciones para uso en un método para tratar o reducir el
riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el método proporcionar células madre
hematopoyéticas del sujeto, poner en contacto las células madre hematopoyéticas in vitro o ex vivo con una
composicion descrita en el presente documento o con al menos una o mas moléculas de acido nucleico aisladas
descritas en el presente documento, un virus o un vector descrito en el presente documento, e implantar o volver a
administrar las células madre hematopoyéticas en contacto de nuevo en el mismo sujeto. En una realizacion, las
células madre hematopoyéticas en contacto o las células de la progenie se injertan en el sujeto.

En un aspecto de cualquier método, las células madre hematopoyéticas en contacto, las células madre embrionarias,
las células madre somaticas, las células progenitoras, las células de la médula ésea o las células de la progenie de
las mismas se tratan ex vivo con prostaglandina E2 y/o antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) para promover el injerto
subsecuente en un sujeto receptor.

En un aspecto de cualquier método, la poblacién de células madre hematopoyéticas o células huésped se obtiene de
un sujeto en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia o se le ha diagnosticado una hemoglobinopatia.

En un aspecto de cualquier método, la poblacién de células madre hematopoyéticas es autéloga o alogénica para el
sujeto.

En un aspecto de cualquier método, la poblacién de células madre hematopoyéticas o células huésped se expande
ex vivo en cultivo antes de poner en contacto con una composicién descrita aqui o con al menos una o mas moléculas
de acido nucleico aisladas descritas aqui, un virus o un vector descrito aqui.

En un aspecto de cualquier método, la poblacién de células madre hematopoyéticas o células huésped se expande
ex vivo en cultivo después del contacto con una composicién descrita en el presente documento o con al menos una
o mas moléculas de acido nucleico aisladas descritas en el presente documento, un virus o un vector descrito aqui.

En un aspecto de cualquier método, la poblacién contactada de células madre hematopoyéticas o células huésped se
diferencia previamente en vivo en cultivo antes de implantarse en un sujeto.

En un aspecto de cualquier método, las células madre hematopoyéticas en contacto se expanden in vitro o ex vivo
antes de administrarlas al sujeto. En un aspecto de cualquier método, las células madre hematopoyéticas en contacto
se criopreservan antes de administrarlas al sujeto. En otro aspecto de cualquier método, las células madre
hematopoyéticas en contacto se expanden in vitro o ex vivo y se criopreservan antes de administrarlas al sujeto. En
otro aspecto de cualquier método, las células madre hematopoyéticas en contacto se expanden in vitro o ex vivo
después de la criopreservacion antes de administrarlas al sujeto.

En un aspecto de cualquier método, el sujeto es un humano. En un aspecto de cualquier método, el sujeto es
diagnosticado con una hemoglobinopatia.

En un aspecto de cualquier método, el método comprende ademas seleccionar un sujeto diagnosticado con una
hemoglobinopatia o un sujeto en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia.

En un aspecto de cualquier método, la hemoglobinopatia es la enfermedad de células falciformes (SCD) o la talasemia
(THAL). Por ejemplo, B-talasemias.

En un aspecto del método, el método comprende ademas administrar al sujeto una terapia que comprende oxigeno,
hidroxiurea, acido félico o una transfusién de sangre.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona un método para tratar o reducir el riesgo de desarrollar una
hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el método expresar in vivo al menos un microARN de BCL11A sintético
descrito aqui en el sujeto.

En un aspecto de cualquier método, la expresion in vivo se produce en una célula madre embrionaria, una célula
madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula ésea, una célula madre hematopoyética o una célula
progenitora hematopoyética.

En un aspecto de cualquier método, las células madre embrionarias, células madre somaticas, células progenitoras,
células de médula dsea, células madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas son autdlogas o
alogénicas para el sujeto.

En un aspecto de cualquier método, las células madre embrionarias, células madre somaticas, células progenitoras,
células de médula dsea, células madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas que expresan al
menos un microARN de BCL11A sintético descrito aqui se expanden in vitro o ex vivo antes de administrarlos al sujeto.
En una realizacion adicional, la célula progenitora, la célula de médula 6sea, la célula madre hematopoyética y la
célula progenitora hematopoyética son del linaje eritroide.

En un aspecto de cualquier método, las células madre embrionarias, células madre somaticas, células progenitoras,
células de médula dsea, células madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas que expresan al
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menos un microARN de BCL11A sintético descrito en el presente documento se crioconservan antes de su
administracion al sujeto.

En otro aspecto de cualquier método, las células madre embrionarias, células madre somaticas, células progenitoras,
células de médula dsea, células madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas que expresan al
menos un microARN de BCL11A sintético descrito aqui se expanden in vitro o ex vivo y se criopreservan antes de su
administracion al sujeto.

En otro aspecto de cualquier método, las células madre embrionarias, células madre somaticas, células progenitoras,
células de médula dsea, células madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas que expresan al
menos un microARN de BCL11A sintético descrito aqui se expanden in vitro o ex vivo después de la crioconservacion
antes de su administracion al sujeto.

En un aspecto de cualquier método, el al menos un microARN de BCL11A sintético se enlaza operativamente a un
promotor y se construye en un vector para la expresion en una célula eucariota.

En un aspecto de cualquier método, el al menos un microARN de BCL11A sintético se expresa a partir de una ARN
polimerasa Il.

En un aspecto de cualquier método, el al menos un microARN de BCL11A sintético no se expresa a partir de una ARN
polimerasa lIl.

En un aspecto de cualquier método, el promotor se selecciona de un grupo que consiste en un promotor de virus
formador de foco en el bazo, un promotor inducible por tetraciclina, o una regién de control de locus de -globina y un
promotor de B-globina, o un promotor especifico hematopoyético.

En un aspecto de cualquier método, el vector es un virus.
En un aspecto de cualquier método, el virus es un lentivirus.

En un aspecto de cualquier método, el lentivirus se selecciona del grupo que consiste en: virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1), virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus de encefalitis por artritis caprina
(CAEV), infeccioso equino virus de anemia (EIAV), virus de inmunodeficiencia felina (FIV), virus de inmunodeficiencia
bovina (BIV) y virus de inmunodeficiencia simia (SIV).

En un aspecto de cualquier método, el sujeto es un animal, humano o no humano, y roedor o no roedor. Por ejemplo,
el sujeto puede ser cualquier mamifero, por ejemplo, un humano, otro primate, cerdo, roedor tal como ratén o rata,
conejo, cobaya, hamster, vaca, caballo, gato, perro, oveja o cabra, o un animal no mamifero tal como un pajaro.

En un aspecto de cualquier método, el método comprende obtener una muestra o una poblaciéon de células madre
embrionarias, células madre somaticas, células progenitoras, células de médula 6sea, células madre hematopoyéticas
o células progenitoras hematopoyéticas del sujeto.

En una realizacion, las células madre embrionarias, las células madre somaticas, las células progenitoras, las células
de la médula 6sea, las células madre hematopoyéticas, las células progenitoras hematopoyéticas se aislan del sujeto
huésped, se transfectan, se cultivan (opcional) y se trasplantan nuevamente al mismo huésped, es decir, un trasplante
de células autdlogas. En otra realizacion, las células madre embrionarias, las células madre somaticas, las células
progenitoras, las células de la médula dsea, las células madre hematopoyéticas o las células progenitoras
hematopoyéticas se aislan de un donante que es una coincidencia de tipo HLA con un huésped (receptor) al que se
le diagnostica con, o en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia. La coincidencia de tipos de antigeno donante-
receptor es bien conocida en la técnica. Los tipos HLA incluyen HLA-A, HLA-B, HLA-C y HLA-D. Estos representan el
numero minimo de coincidencia de antigeno de superficie celular requerido para el trasplante. Es decir, las células
transfectadas se trasplantan a un huésped diferente, es decir, alogénico para el sujeto huésped receptor. Las células
madre embrionarias del donante o del sujeto, las células madre somaticas, las células progenitoras, las células de la
médula 6sea, las células madre hematopoyéticas o las células progenitoras hematopoyéticas se pueden transfectar
con un vector o acido nucleico que comprende la molécula de acido nucleico descrita aqui, las células transfectadas
se expanden en cultivo, y luego se trasplantan al sujeto huésped. En una realizacion, las células trasplantadas se
injertan en el sujeto huésped. Las células transfectadas también pueden crioconservarse después de transfectarse y
almacenarse, o crioconservarse después de la expansion celular y almacenarse.

Como se usa en este documento, tratar o reducir el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto significa
mejorar al menos un sintoma de hemoglobinopatia. En un aspecto, la invencion presenta composiciones para uso en
métodos de tratamiento, por ejemplo, reducir la gravedad o la progresion de una hemoglobinopatia en un sujeto. En
otro aspecto, las composiciones para uso en los métodos descritos también se pueden usar para reducir el riesgo de
desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, retrasar la aparicion de sintomas de una hemoglobinopatia en un
sujeto o aumentar la longevidad de un sujeto que tiene una hemoglobinopatia. En un aspecto, los métodos pueden
incluir seleccionar un sujeto sobre la base de que tienen o corren el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia, pero
aun no tienen una hemoglobinopatia o un sujeto con una hemoglobinopatia subyacente. La seleccién de un sujeto
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puede incluir la deteccién de sintomas de una hemoglobinopatia, un analisis de sangre, pruebas genéticas o registros
clinicos. Si los resultados de las pruebas indican que el sujeto tiene una hemoglobinopatia, los métodos también
incluyen la administracién de las composiciones descritas en este documento, tratando o reduciendo el riesgo de
desarrollar una hemoglobinopatia en el sujeto. Por ejemplo, un sujeto que es diagnéstico de SCD con genotipo HbSS,
talasemia HbS/B0, HbSD o HbSO, y/o HbF <10% por electroforesis.

Como se usa en el presente documento, el término "hemoglobinopatia" se refiere a una condicion que implica la
presencia de una molécula de hemoglobina anormal en la sangre. Ejemplos de hemoglobinopatias incluyen, pero no
se limtian a, SCD y THAL. También se incluyen hemoglobinopatias en las que hay una combinacién de hemoglobinas
anormales en la sangre (por ejemplo, enfermedad de células falciformes/Hb-C). Un ejemplo ejemplar de tal
enfermedad incluye, pero no se limita a, SCD y THAL. SCD y THAL y sus sintomas son bien conocidos en la técnica
y se describen con mas detalle a continuacion. Los sujetos pueden ser diagnosticados por tener una hemoglobinopatia
por un proveedor de atencién médica, cuidador médico, médico, enfermera, miembro de la familia o conocido, que
reconoce, aprecia, reconoce, determina, concluye, opina o decide que el sujeto tiene una hemoglobinopatia.

El término "SCD" se define en el presente documento para incluir cualquier condicion anémica sintomatica la cual
resulta de la formacioén falciforme de gldbulos rojos. Las manifestaciones de SCD incluyen: anemia; dolor; y/o
disfuncion organica, tal como insuficiencia renal, retinopatia, sindrome toracico agudo, isquemia, priapismo y apoplejia.
Como se usa en el presente documento, el término "SCD" se refiere a una variedad de problemas clinicos relacionados
con SCD, especialmente en aquellos sujetos que son homocigotos para la sustitucion de células falciformes en HbS.
Entre las manifestaciones constitucionales a las que se hace referencia en el presente documento mediante el uso del
término SCD se encuentran el retraso del crecimiento y el desarrollo, una mayor tendencia a desarrollar infecciones
graves, particularmente debido a neumococo, deterioro marcado de la funcion esplénica, prevencion de la anulacion
efectiva de bacterias circulantes, con infartos recurrentes y eventual destruccion del tejido esplénico. También se
incluyen en el término "SCD" los episodios agudos de dolor musculoesquelético, que afectan principalmente a la
columna lumbar, el abdomen y el eje femoral, y que tienen un mecanismo y una gravedad similares. En los adultos,
estos ataques se manifiestan cominmente como episodios leves o moderados de corta duraciéon cada pocas semanas
0 meses intercalados con ataques agonizantes que duran de 5 a 7 dias y que ocurren en promedio una vez al afo.
Entre los eventos conocidos que desencadenan tales crisis se encuentran la acidosis, la hipoxia y la deshidratacion,
los cuales potencian la polimerizacion intracelular de HbS (JH Jandl, Blood: Textbook of Hematology, 2nd Ed., Little,
Brown and Company, Boston, 1996, paginas 544- 545)

Como se usa en este documento, "THAL" se refiere a un trastorno hereditario caracterizado por una produccién
defectuosa de hemoglobina. En una realizacion, el término abarca las anemias hereditarias que se producen debido
a mutaciones que afectan la sintesis de hemoglobinas. En otras realizaciones, el término incluye cualquier anemia
sintomatica resultante de condiciones talasémicas tales como talasemia severa o [, talasemia mayor, talasemia
intermedia, a-talasemias tales como enfermedad de hemoglobina H. Las B-talasemias son causadas por una mutacion
en la cadena de f3-globina y pueden presentarse en forma mayor o menor. En la forma principal de B-talasemia, los
nifios son normales al nacer, pero desarrollan anemia durante el primer afio de vida. La forma leve de la B-talasemia
produce glébulos rojos pequerios. Las alfa-talasemias son causadas por la eliminacion de un gen o genes de la cadena
de globina.

Por la expresion "riesgo de desarrollar enfermedad” se entiende la probabilidad relativa de que un sujeto desarrolle
una hemoglobinopatia en el futuro en comparacién con un sujeto o poblacion de control (por ejemplo, un sujeto o
poblacion sana). Por ejemplo, un individuo portador de la mutacién genética asociada con SCD, una mutacion Aa T
del gen de la B-globina, y si el individuo en heterocigoto u homocigoto para esa mutacion aumenta el riesgo de ese
individuo.

El término "ARN inhibidor" pretende incluir una molécula de acido nucleico que contiene una secuencia que es
complementaria a un acido nucleico diana (por ejemplo, un microARN diana) que media una disminucién en el nivel o
actividad del acido nucleico diana. Ejemplos no limitantes de ARN inhibitorios incluyen ARN interferente, ARNsh,
ARNSsi, ribozimas, antagomirs y oligonucleétidos antisentido. Los métodos para fabricar ARN inhibidores se describen
en el presente documento. Se conocen en la técnica métodos adicionales para fabricar ARN inhibidores. En una
realizacion, el microARN de BCL11A descrito aqui es un ARN inhibidor que causa una disminucion en la actividad del
ARNm de BCL11A.

Como se usa en el presente documento, "un ARN interferente" se refiere a cualquier secuencia de ARN bicatenaria o
monocatenaria, capaz, directa o indirectamente (es decir, tras la conversion) de inhibir o subregular la expresion génica
por la mediacién de la interferencia de ARN. El ARN interferente incluye, pero no se limita a, ARN de interferencia
corta ("ARNip") y ARN de horquilla corta ("ARNsh"). La "interferencia de ARN" se refiere a la degradacion selectiva de
una transcripcion de ARN mensajero compatible con la secuencia.

Como se usa en el presente documento, "un ARNsh" (ARN de horquilla corta) se refiere a una molécula de ARN que
comprende una region antisentido, una porcion de bucle y una region de deteccion, en la que la region de deteccion
tiene nucledtidos complementarios que se emparejan con la region antisentido para formar un tallo duplex. Después
del procesamiento postranscripcional, el ARN de horquilla corta se convierte en un ARN de interferencia corta por un
evento de escision mediado por la enzima Dicer, la cual es miembro de la familia RNasa Ill. Como se usa en este
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documento, la expresién "procesamiento postranscripcional” se refiere al procesamiento de ARNm que ocurre después
de la transcripcion y esta mediado, por ejemplo, por las enzimas Dicer y/o Drosha.

Un "ARN de interferencia corta" o "ARNip", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula de
ARN pequefio capaz de inhibir o subregular la expresion génica mediante la interferencia de ARN de una manera
especifica de secuencia. El ARN pequefio puede tener, por ejemplo, aproximadamente 18 a 21 nucledtidos de largo.
Cada duplex de ARNip esta formado por una cadena guia y una cadena pasajera. La endonucleasa Argonaute 2 (Ago
2) cataliza el desenrollado del duplex de ARNip. Una vez desenrollado, la cadena guia se incorpora en el Complejo
de Especificidad de Interferencia de ARN (RISC), mientras que la cadena pasajera se libera. RISC utiliza la cadena
guia para encontrar el ARNm que tiene una secuencia complementaria que conduce a la escisiéon endonucleolitica del
ARNmM diana.

Los retrovirus son virus de ARN que utilizan la transcriptasa reversa durante su ciclo de replicacién. El término
"retrovirus" se refiere a cualquier retrovirus conocido (por ejemplo, retrovirus tipo c, tal como el virus del sarcoma
murino de Moloney (MoMSV), el virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV), el virus del tumor mamario murino
(MuMTYV), el virus de la leucemia del mono gibén (GaLV), virus de leucemia felina (FLV), virus de espuma, Amigo,
virus de células madre murinas (MSCV) y virus del sarcoma de Rous (RSV). Los "retrovirus" de la invencion también
incluyen virus de leucemia de células T humanas, HTLV-1 y HTLV-2, y la familia lentiviral de retrovirus, tales como
virus de inmunodeficiencia humana, VIH-1, VIH-2, virus de inmunodeficiencia simia (SW), virus de la inmunodeficiencia
felina (FIV), virus de la inmunodeficiencia equina (EIV) y otras clases de retrovirus.

El ARN gendmico retroviral se convierte en ADN bicatenario mediante transcriptasa reversa. Esta forma de ADN de
doble cadena del virus es capaz de integrarse en el cromosoma de la célula infectada; una vez integrado, se conoce
como un "provirus". El provirus sirve como plantilla para la ARN polimerasa |l y dirige la expresion de las moléculas
de ARN que codifican las proteinas estructurales y las enzimas necesarias para producir nuevas particulas virales.

En cada extremo del provirus hay estructuras llamadas "repeticiones terminales largas" o "LTR". El término "repeticion
terminal larga (LTR)" se refiere a dominios de pares de bases ubicados en los extremos de los ADN retrovirales los
cuales, en su contexto de secuencia natural, son repeticiones directas y contienen regiones U3, Ry U5. Los LTR
generalmente proporcionan funciones fundamentales para la expresion de genes retrovirales (por ejemplo, promocion,
iniciacion y poliadenilacion de transcripciones de genes) y para la replicacion viral. EI LTR contiene numerosas sefiales
reguladoras que incluyen elementos de control transcripcional, sefiales de poliadenilacion y secuencias necesarias
para la replicacion e integracion del genoma viral. EI LTR viral se divide en tres regiones llamadas U3, Ry U5. La
region U3 contiene los elementos potenciadores y promotores. La region U5 es la secuencia entre el sitio de union del
cebador y la regidon R y contiene la secuencia de poliadenilacion. La region R (repeticion) esta flanqueada por las
regiones U3 y US. EI LTR compuesto por las regiones U3, Ry U5, aparece en los extremos 5' y 3' del genoma viral.
En una realizacion de la invencion, el promotor dentro de la LTR, que incluye la LTR 5', se reemplaza con un promotor
heterélogo. Ejemplos de promotores heterélogos que pueden usarse incluyen, por ejemplo, un promotor del virus
formador de foco en el bazo (SFFV), un promotor inducible por tetraciclina (TET), una regién de control del locus de
B-globina y un promotor de 3-globina (LCR), y un promotor de citomegalovirus (CMV).

El término "lentivirus" se refiere a un grupo (o género) de retrovirus que dan lugar a una enfermedad de desarrollo
lento. Los virus incluidos en este grupo incluyen el VIH (virus de inmunodeficiencia humana; incluido el VIH tipo 1 y el
VIH tipo 2), el agente etiolégico del sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA); visna-maedi, el cual
causa encefalitis (visna) o neumonia (maedi) en ovejas, el virus de la artritis-encefalitis caprina, el cual causa
inmunodeficiencia, artritis y encefalopatia en cabras; virus de la anemia infecciosa equina, el cual causa anemia
hemolitica autoinmune y encefalopatia en caballos; virus de inmunodeficiencia felina (FIV), el cual causa
inmunodeficiencia en gatos; virus de inmunodeficiencia bovina (BIV), el cual causa linfadenopatia, linfocitosis y
posiblemente infeccion del sistema nervioso central en bovinos; y el virus de la inmunodeficiencia simia (SIV), el cual
causa deficiencia inmunoldgica y encefalopatia en primates subhumanos. Las enfermedades causadas por estos virus
se caracterizan por un largo periodo de incubacién y un curso prolongado. Usualmente, los virus infectan latentemente
monocitos y macrofagos, desde los cuales se propagan a otras células. El VIH, FIV y SIV también infectan faciimente
a los linfocitos T, es decir, las células T.

El término "region R" se refiere a la region dentro de las LTR retrovirales que comienzan al inicio del grupo de
proteccion (es decir, el inicio de la transcripcidn) y terminan inmediatamente antes del inicio del tracto poli A. La regién
R también se define como flanqueada por las regiones U3 y U5. La regidon R desempefia un papel importante durante
la transcripcion reversa al permitir la transferencia de ADN naciente desde un extremo del genoma al otro.

El término "promotor/potenciador" se refiere a un segmento de ADN el cual contiene secuencias capaces de
proporcionar funciones tanto de promotor como de potenciador. Por ejemplo, las repeticiones terminales largas de
retrovirus contienen tanto funciones promotoras como potenciadoras. El potenciador/promotor puede ser "endogeno”,
"exdégeno” o "heterologo”. Un potenciador/promotor "enddgeno” es uno que esta naturalmente enlazado con un gen
dado en el genoma. Un potenciador/promotor "exdégeno” o "heterélogo” es uno que se coloca en yuxtaposicion a un
gen mediante manipulacion genética (es decir, técnicas de biologia molecular) de tal manera que la transcripcion de
ese gen esta dirigida por el potenciador/promotor enlazado.
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A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos utilizados en el presente documento tienen el
mismo significado que cominmente entiende un experto en la técnica a la cual pertenece esta invencion. Los métodos
y materiales se describen en el presente documento para su uso en la presente invencion; pueden usarse también
otros métodos y materiales adecuados conocidos en la técnica. Los materiales, métodos y ejemplos son solo
ilustrativos y no pretenden ser limitantes. En caso de conflicto, prevalecera la presente especificacion, incluidas las
definiciones. Ofras caracteristicas y ventajas de la invencidon seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada y Figuras, y de las reivindicaciones.

Descripcion de los dibujos.

La Figura 1 es un diagrama de dos realizaciones del micro ARN BCL11A sintético descrito: los oligonucleotidos
BCL11A miR1 y BCL11A miR2. La estructura de tallo/bucle es generada por las secuencias complementarias de las
secuencias de direccionamiento BCL11A (en negrita en mayusculas) en los oligonucledtidos. Las secuencias de
direccionamiento de BCL11A son los segmentos BCL11A. La estructura del tallo/bucle es entonces clonada en un
fondo miR-223/miR-30 (fondo de microARN). La estructura completa de miARN/ARNsh se clona entonces en un
casete SFFV/LCR/TET que contiene el vector lentiviral SIN que contiene un indicador transgénico (Venus).

La Figura 2 es un diagrama esquematico de provirus de vectores lentivirales con promotores SFFV, TET y LCR.

La Figura 3 es un panel de dos graficos de barras que muestran que SFFV-LV anula eficientemente BCL11A e induce
la expresion de gy-globina.

La Figura 4 es un panel de dos graficos de barras que representan que LCR/TET-LV anula eficientemente BCL11A e
induce la expresion de gy-globina.

La Figura 5 es un panel de fotomicrografias y graficos que muestran que los HSC CD34+ transducidas se diferencian
ex vivo en eritrocitos y expresan HbF.

La Figura 6 es un panel de graficos de dispersion que representan HSC CD34+ transducidas con LCR-LV de pacientes
con SCD trasplantado en ratones NSG.

La Figura 7 es un panel de una microfotografia y graficos que muestran el estudio de la toxicidad potencial de BCL11A
en el desarrollo linfoide.

Las Figuras 8A-8E muestran la seleccion y evaluacion de ARNshs direccionados a BCL11A en sistemas de expresion
pol lll'y pol Il.

Figura 8A. Representacion esquematica de casetes de ARNsh embebidos con ARNsh y miRNA (223) impulsados por
ARN polimerasa lll (SEQ ID NOS 99-100, respectivamente, en orden de aparicion) (pol lll, promotor U6, lado izquierdo)
y ARN polimerasa Il (SEQ ID NOS 101-102, respectivamente, en orden de aparicién) (pol I, promotor SFFV, lado
derecho) respectivamente. Ambos casetes de expresion fueron disefiados en vectores lentivirus. Los diversos cuadros
representan la cadena pasajera, la cadena guia y la estructura del bucle como se indica. El andamio miARN223 se
representa con un cuadro de linea de puntos. Se expresaron diferentes secuencias de ARNsh dirigidas a BCL11A en
estos dos esqueletos principales y se evalud la eficacia de anulacion.

Figura 8B. Deteccion de alto rendimiento de multiples secuencias de ARNsh dirigidas a diversas regiones en el ARNm
de BCL11A (secuencias de isoformas compartidas XL/L, secuencias de codificacion unica XL y la isoforma 3'-UTR de
XL, como se indica) para la eficiencia de anulacion utilizando vectores de lentivirus basados en pol Ill. Tanto la
induccion de -y por g°PCR como la induccion de informador mCherry por FACS (como un sustituto de la induccion de
epsilon-y en una linea celular informadora) se utilizaron como una lectura funcional para la anulacion de BCL11A. La
expresion normalizada de ARNm de €-y en relacion con el control no dirigido se representa en el eje y, y la intensidad
de fluorescencia media (MFI) de la expresién de mCherry en relaciéon con el control no transducido se representa en
el eje x. Los 11 ARNsh que se probaron adicionalmente estan marcados con circulos.

Figuras 8C y 8D. Comparacion de la eficiencia de anulacion de los ARNsh seleccionados en sistemas basados en pol
lIl y basados en pol Il. Las células MEL se transdujeron con el vector LKO o con el vector LEGO para expresar los
ARNsh indicados y las células transducidas se seleccionaron ya sea en presencia de puromicina (LKO) o se
clasificaron para la expresioén de Venus (LEGO). ARNsh de miR1 previamente informado por Sankaran et al. () Los
niveles de proteina BCL11A se muestran (Figura 8C) por inmunotransferencia con (-actina como control. XL y L
muestran la posicion de cada isoforma de la proteina BCL11A. (Figura 8D) La intensidad de la banda se analizé usando
el software ImageJ.

Figura 8E. La induccién de plegamiento de la expresion normalizada de €-y en comparacion con el control no dirigido
se mide mediante qPCR. Se utilizaron células MEL transducidas con ARNsh no direccionadas y se establecio la
expresion en 1. Los datos representan la media £+ SD de un experimento representativo de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.
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Las Figuras 9A-9F son datos recolectados del andlisis de secuenciaciéon de ARN pequefio el cual revela el
procesamiento diferencial entre transcripciones pol lll vs pol Il.

Figuras 9A y 9B. El ARN total se aisl6 de células MEL transducidas, clasificadas o seleccionadas con puromicina que
expresaban ya sea ARNsh miR1 o C4. El ARN resultante se sometié luego a secuenciacion profunda de ARN. La
secuencia de cadena guia y pasajera final procesada transcrita desde (Figura 9A) pol Ill (LKO) (SEQ ID NO: 103) o
(Figura 9B) de pol Il (LEGO) (SEQ ID NO: 104) se representa en el eje x y el numero correspondiente de lecturas por
millén de lecturas totales de cada cadena se trazan en el gje y.

Figuras 9C-9F. Las secuencias de cadena de guia variantes procesadas de miR1 transcritas a partir del promotor pol
Il (Figura 9C) o del promotor pol Il (Figura 9D) (SEQ ID NOS 116-126, respectivamente, en orden de aparicion) se
trazan en el eje y con el numero de lecturas totales trazadas en el eje x. La secuencia de especies de cadena guia
variantes procesadas de C4 ftranscritas a partir del promotor pol Il (Figura 9E) (SEQ ID NOS 127-134,
respectivamente, en orden de aparicion) o el promotor pol Il (Figura 9F) pol Il (SEQ ID NOS 135) 129, 132 y 136-140,
respectivamente, en orden de aparicion) se trazan en el eje y con el niUmero de lecturas totales trazadas en el gje x.

Las Figuras 10A-10D muestran que la modificacion de las secuencias de ARNsh conduce a una mayor anulacién y
una mejor relacion de cadena guia/pasajera.

Figura 10 A. Los ARNsh mIR1 y C4 (SEQ ID NOS 25, 34, 33 y 42, respectivamente, en orden de aparicion) se
modificaron de tal manera que se eliminaron cuatro bases 5'y se afiadid GCGC en el extremo 3' para producir ARNsh
modificado denominado miR1 G5 y C4G5.

Figura 10B. Comparacion de la eficiencia de anulacion de secuencias de ARNsh modificadas y parentales. Las células
MEL se transdujeron con LEGO para expresar los ARNsh indicados a través del promotor pol Il y las células
transducidas se clasificaron para la expresidon de Venus. Los niveles de proteina BCL11A se midieron por
inmunotransferencia con B-actina como control de carga. XL y L indican la posicion de estas isoformas de la proteina
BCL11A.

Figura 10C. La intensidad de la banda de inmunotransferencia se analizé utilizando el software Imaged.

La Figura 10D. La induccion de plegamiento de la expresion normalizada en comparacién con el control no
direccionado de €-y por secuencias de ARNsh modificadas/no modificadas medidas por qPCR. Los datos representan
la media £ SD de un experimento representativo de tres experimentos independientes realizados por triplicado que
muestran resultados similares. * P <0.05, ** P <0.01.

Las Figuras 11A-11C muestran que el analisis de secuenciacion de ARN de cuatro ARNsh modificados de pares de
bases exhibe un procesamiento fiel.

Figura 11A. EI ARN pequefio total (SEQ ID NO: 141) se aislé de MEL transducido, clasificado que expresa miR1
modificado y ARNsh C4 modificado y secuenciado. La distribuciéon de frecuencia de las especies de cadena guia
procesadas de miR1 modificado (miR1-G5 y C4G5) transcritas desde el promotor pol Il se representa en el eje x con
la proporcion de lecturas por millon de lecturas totales representadas en el eje y.

Figuras 11B y 11C. La secuencia de las especies de cadena guia variantes procesadas de mIR1-G5 y C4-G5 (SEQ
ID NOS 151-156, 129 y 157, respectivamente, en orden de aparicion) se muestran en el eje y y se muestra la frecuencia
de las lecturas en el eje x.

Figura 12A. Candidatos del cribado de ARNsh direccionada a BCL11A usando el vector pLKO.

Figura 12B. Composicion y distribucion de secuencia de cadena guia en PLKO. Con constructos de pLKO siempre
hay un desplazamiento en el extremo 5’ el cual puede deberse a la extension de la secuencia rica en T en el extremo
3'. Las T agregadas son parte de la secuencia de terminacién de pol lll. Este desplazamiento en la secuencia de
ARNsh maduro indica que durante el procesamiento mediado por Dicer la regla de conteo 3’ es dominante, lo que
significa que la escision del ARNsh se inicia 21nt desde el extremo 3'. Esto da como resultado un desplazamiento de
3 0 4 pares de bases en el extremo 5’ y también en una region de semillas idénticamente desplazada (bases 2-7 de
la cadena guia) que es para el reconocimiento del objetivo. La Figura 12B divulga las secuencias "mIR1PLKO" como
SEQ ID NOS 158 y 117-126, las secuencias "D8 PLKO" como SEQ ID NOS 159-169, las secuencias "E3 PLKO" como
SEQ ID NOS 170-180, las secuencias "B11 PLKO" como SEQ ID NOS 181-191, las secuencias "C4 PLKO" como
SEQ ID NOS 192, 129, 132, 136-140, 128, 131 y 193, las secuencias "50A5 PLKO" como SEQ ID NOS 194, 137, 195,
128, 196, 137, 197-198, 195, 128 y 199, y las secuencias "B5 PLKO" como SEQ ID NOS 200-210, todas
respectivamente, en orden de aparicion.

Figura 13. Guia de composicion y distribucion de secuencias de cadena en LEGO. El andlisis de secuenciacion
profunda de ARN pequefio revela un procesamiento diferencial entre transcriptos de pol Ill versus pol Il. Con los
constructos de lego no hay desplazamiento en el extremo 5’ y la cadena guia es procesada fielmente por un dicer que
da como resultado el producto predicho. Por consiguiente, la cadena guia final difiere entre constructos impulsados
por pol lll y pol Il. La Figura 13 divulga las secuencias "mIR1LEGQO" como SEQ ID NOS 105-115, las secuencias "D8
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LEGO" como SEQ ID NOS 211-221, las secuencias "E3 LEGO" como SEQ ID NOS 222-232, las secuencias "B11
LEGOQO" como SEQ ID NOS 233-243, las secuencias "C4 LEGO" como SEQ ID NOS 127-134 y 244-246, las secuencias
"50A5 LEGO" como SEQ ID NOS 247, 134 y 248-256, y las secuencias "B5 LEGO" como SEQ ID NOS 257-267, todas
respectivamente, en orden de aparicion.

Figura 14A. Disefio de nuevos ARNsh para imitar cadenas guia maduras producidas en el vector pLKO. Todos los
ARNsh se modificaron de tal manera que se eliminaron cuatro bases en 5’ y se agregé GCGC en el extremo 3' para
producir ARNsh modificado denominado miR1G5, E3G5, B5G5, D8G5, B11G5, 50D12G5, 50B11G5, 50A5G5,
50C4G5. Con la incorporacion de este desplazamiento, se observd una mejora significativa con E3G5, D8G5 y C4G5
con respecto a la anulacion de BCL11A y la induccion de épsilon-gamma. El "xxxx" representa la posicion del
desplazamiento de marco de 4 pares de bases (pb) que da como resultado que se eliminen las 4 bases del miR1, E3,
B5, D8, B11, 50D12 no modificado (también denominado como D12), 50B11, 50A5 (también denominado como A5) y
50C4 (también denominado como C4).

Figura 14B. Composicion y distribucion de secuencias de cadena guia en LEGO modificado. El andlisis de
secuenciacion profunda de ARN de los ARNsh modificados muestra un procesamiento fiel con un desplazamiento de
4 pb, lo cual indica que al introducir el desplazamiento se puede imitar perfectamente el producto de los vectores
pLKO. Como los vectores pLKO se usaron para la deteccién de ARNshs efectivos, esta modificacién imita la secuencia
guia de producto madura precisa cuando se transfiere el casete de ARNsh a esqueletos impulsados por pol Il. La
Figura 14B divulga las secuencias "mIR1MODIFICADAS" como SEQ ID NOS 142-144, 144-150 y 268, las secuencias
"D8 MODIFICADAS" como SEQ ID NOS 269-279, las secuencias "E3 MODIFICADAS" como SEQ ID NOS 280, 177,
281-282, 175 y 283-285, las secuencias "B11 MODIFICADAS" como SEQ ID NOS 286-296, las secuencias "C4
MODIFICADAS" como SEQ ID NOS 297, 152-156, 129, 157, 298-299, y 132, las secuencias "50A5 MODIFICADAS"
como SEQ ID NOS 300-310, y las secuencias "B5 MODIFICADAS" como SEQ ID NOS 311-321, todas
respectivamente, en orden de aparicion.

Figura 15. Comparacion de la anulacién de BCL11A con secuencias guia modificadas. Comparacion de la eficiencia
de anulacién de secuencias de ARNsh modificadas y parentales. Inmunotransferencia Western que muestra la
expresion de BCL11A (isoformas XL y L, panel superior). Los circulos rojos indican ARNshs donde se logré una
anulacion mejorada de BCL11A tras la introduccion de un desplazamiento de 4 pb. Panel inferior: Induccién de
plegamiento de la expresion normalizada de e-y mediante secuencias de ARNh modificado/no modificado se comparo
con el control no direccionado segun lo medido por gPCR.

Figura 16. Comparacioén de la expresion miR con secuencias guia modificadas. Consistente con el aumento en la
eficiencia de anulacién y la induccién de epsilon-y, la expresion de la cadena guia fue alta (lo que conduce a un
aumento en la eficiencia de anulacion) cuando se realizo la transferencia Northern en constructos modificados en
comparacion con no modificados, especialmente con E3G5, D8G5 y C4G5.

Figura 17. Eficiencia de anulacion de BCL11A e induccién gy con vectores LEGO. Comparacion de la eficiencia de
anulacion de ARNsh seleccionados en sistemas basados en pLKO pol lll y pLEGO pol Il. Las células MEL se
transdujeron con los ARNsh indicados ya sea en el vector pLKO o con el vector pLEGO vy las células transducidas se
seleccionaron ya sea en presencia de puromicina (pLKO) o se clasificaron para la expresion de Venus (pLEGO). Los
niveles de proteina BCL11A se midieron por inmunotransferencia con [-actina como control. La inducciéon de
plegamiento de e-y normalizado en comparacion con el control no dirigido se mide por qPCR. Las células MEL
transducidas con ARNsh no direccionadas se usaron como controles negativos. El desplazamiento de marco tiene un
fuerte efecto tanto en la eficiencia de anulacién como en la induccién de €y. Los ARNsh que direccionan la isoforma
XL sola tienen un fuerte efecto sobre la induccién de €y. Los datos representan la media £ SD de tres experimentos
independientes, cada uno realizado por triplicado. * P <0,05.

La Figura 18 muestra el procesamiento diferencial en vectores de ARNsh pol-lll y vectores de ARNsh adaptados con
microARN pol-Il. La Figura 18 divulga las secuencias "miR1" como SEQ ID NOS 107, 117, 106 y 143, las secuencias
"E3" como SEQ ID NOS 223, 171, 223 y 177, las secuencias "D8" como SEQ ID NOS 214, 160, 212 y 270, las
secuencias "B11" como SEQ ID NOS 234, 182, 234 y 287, las secuencias "B5" como SEQ ID NOS 259, 201, 258 y
312, las secuencias "XLC4" como SEQ ID NOS 131, 129, 128 y 152, y las secuencias "XLA5" como SEQ ID NOS 255,
137, 134 y 301, todas respectivamente, en orden de aparicion.

Las Figuras19A-19D muestran la seleccion y evaluacion de ARNshs direccionados a BCL11A en sistemas de
expresion pol lll'y pol 1.

Figura 19A. Representacion esquematica de LKO-U6-BCL11A-ARNsh (lado izquierdo) y LEGO-SFFV-BCL11A-
ARNshmiR (lado derecho). Ambos casetes de expresion fueron disefiados en vectores lentivirales como se describe
en Material y Métodos. Los cuadros de color gris claro representan la cadena en sentido; los cuadros blancos
representan la cadena antisentido; los cuadros de color gris oscuro representan la estructura del bucle y el andamio
miARN223 se indica mediante una linea de puntos. Las estructuras de horquilla se muestran a continuacion (SEQ ID
NOS 322-323, respectivamente, en orden de aparicion). Se expresaron diferentes secuencias de ARNsh direccionadas
a BCL11A en estos dos esqueletos y se evalud la eficiencia de anulacion.
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Figura 19B. Cribado de alto rendimiento de multiples secuencias de ARNsh direccionadas a ARNm de BCL11A para
la eficiencia de anulacion utilizando vectores de lentivirus basados en pol lll. Tanto la induccion de ARNm de Hbb-y
por gRT-PCR como la induccién del informador mCherry por FACS (como un sustituto de la induccion de €-y en una
linea celular informadora) se usaron como una lectura funcional para la anulaciéon de BCL11A. La expresion
normalizada de ARNm de Hbb-y en relacion con el control no direccionado se representa en el gje y, y la induccion de
plegamiento de la expresion de mCherry (por intensidad de fluorescencia media, MFI) en relacion con el control no
transducido se representa en el eje x. Los ocho ARNsh de mejor rendimiento aislados del cribado se probaron
adicionalmente y estan etiquetados como 1 a 8.

Figura 19C. Comparacion de la eficiencia de anulacion de ARNsh seleccionados en sistemas basados en pol 11l (U6)
y pol Il (SFFV). Las células MEL se transdujeron con U6- (panel superior) o con vectores SFFV- (panel inferior) para
expresar los ARNsh indicados y las células transducidas se seleccionaron en presencia de puromicina (pol Ill) o se
clasificaron para la expresion de Venus (pol Il). Los niveles de proteina BCL11A se muestran por inmunotransferencia
con B-actina como control. XL y L a la izquierda del panel denotan la posicion de cada isoforma de la proteina BCL11A.

Figura 19D. Inducciéon de plegamiento de la expresion normalizada de Hbb-y en comparacion con el control no
direccionado medido por gPCR. Se establecio la expresion en células MEL transducidas con ARNsh no direccionado
(NT) 1. Las barras negras representan la expresion relativa de los ARNsh impulsados por el promotor U6 y las barras
blancas representan los ARNsh impulsados por el promotor SFFV. Los datos representan la media + SD de un
experimento representativo de tres experimentos independientes realizados por triplicado. * P <0.05.

Las Figuras 20A y 20B muestran que el andlisis de secuenciacion de ARN pequefio revela un procesamiento
diferencial entre transcriptos pol Ill versus pol Il. Resultados de secuenciacién de ARN pequefios de células MEL
transducidas con U6-ARNshs y SFFV-ARNshmiRsl, 2, 3, 4, 7 u 8. Las secuencias de ARN se alinearon con la
secuencia de la cadena guia de referencia correspondiente, que se muestra en la parte superior de cada panel en
negrita y las secuencias flanqueantes en gris. Las diferentes variantes de cadenas guia producidas a partir de (Figura
20A) U6-ARNshs o (Figura 20B) SFFV-ARNshmiRs se trazan en el eje y. La contribucion de porcentaje relativo cada
variante se indica en el eje x calculado con base en el nimero total de lecturas que coinciden con la secuencia de
ARNsh de referencia. La Figura 20A divulga las secuencias "ARNsh1" como SEQ ID NOS 170-180, las secuencias
"ARNsh2" como SEQ ID NOS 200-210, las secuencias "ARNsh3" como SEQ ID NOS 159-169, las secuencias
"ARNsh4" como SEQ ID NOS 181-191, las secuencias "ARNsh6" como SEQ ID NOS 194, 137, 195, 128, 196, 137,
197-198, 195, 128 y 199, y las secuencias "ARNsh8" como SEQ ID NOS 192, 129, 132, 136-140, 128, 131 y 193,
todos respectivamente, en orden de aparicion. La Figura 20B divulga las secuencias "ARNsh1" como SEQ ID NOS
222-232, las secuencias "ARNsh2" como SEQ ID NOS 257-267, las secuencias "ARNsh3" como SEQ ID NOS 324 y
212-221, las secuencias "ARNsh4" como SEQ ID NOS 233-238, 325, 234 y 241-243, las secuencias "ARNsh6" como
SEQ ID NOS 247, 134 y 248-256, y las secuencias "ARNsh8" como SEQ ID NOS 127-134 y 244-246, todos
respectivamente, en orden de aparicion.

Las Figuras 21A-21E muestran que la modificacion de las secuencias de ARNsh conduce a una anulaciéon aumentada
y una relacion mejorada de la cadena guia versus la cadena pasajeras en las células MEL.

Figura 21A. Los SFFV-ARNshmiR se maodificaron eliminando las primeras cuatro bases de la secuencia guia y la
adiciéon de GCGC al extremo 3’ (ARNsh modificado). La Figura 21A divulga las SEQ ID NO 26, 35, 27, 36, 28, 37, 29,
38, 30, 39, 31, 40, 32, 41, 33 y 42, respectivamente, en orden de aparicion.

Figura 21B. Comparacion de la eficiencia de anulacion de secuencias ARNshmiR modificadas y parentales expresadas
a partir de un promotor SFFV-pol Il en células MEL. Los niveles de proteina BCL11A se midieron en células
transducidas clasificadas por FACS por inmunotransferencia con f-actina como control de carga. XL y L a la izquierda
del panel superior indican la posicién de estas isoformas de la proteina BCL11A. PIIl: vector promotor pol lll; Pll: vector
promotor pol Il; PIIM: vector promotor pol Il que contiene secuencias de ARNshmiR modificadas.

Figura 21C. Inducciéon de plegamiento de Hbb-y en comparaciéon con el control no direccionado por secuencias
ARNshmiR no modificadas (barras blancas) y modificadas (barras sombreadas) medidas por qRT-PCR. Los datos
representan la media = SD. ** P <0.01.

Figura 21D. Analisis de inmunotransferencia Northern del ARN total extraido de células transducidas con multiples
ARNsh y ARNshmiR. Las sondas (20nt) complementarias a las cadenas guia y pasajera de las posiciones 1 a 20 de
ARNshs y ARNshmiRs se utilizaron para medir la abundancia de ARN pequefios procesados. Se usé una sonda
complementaria al ARN 5S como control interno para determinar la carga de ARN. PIII: vector promotor pol Ill; PII:
vector promotor pol II; PlIIM: vector promotor pol Il que contiene secuencias de ARNshmiR modificadas.

Figura 21E. Resultados de secuenciacion de ARN de poblaciones homogéneas de células MEL transducidas que
expresan ARNsh1, 2, 3, 4, 7 u 8. Las secuencias de estos ARN se alinearon con la secuencia de cadena de guia de
referencia correspondiente que se muestra en la parte superior de cada panel. Las secuencias de diferentes especies
de cadenas guia se muestran en el eje y y la frecuencia como porcentaje de lecturas alineadas se muestra en el eje
x. La Figura 21E divulga las secuencias "ARNsh # 1" como SEQ ID NOS 280, 177, 281-282, 175 y 283-285, las
secuencias "ARNsh # 2" como SEQ ID NOS 311-321, las secuencias "ARNsh # 3" como SEQ ID NOS 269-279, las
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secuencias "ARNsh # 4" como SEQ ID NOS 286-296, las secuencias "ARNsh # 6" como SEQ ID NOS 300-310 y las
secuencias "ARNsh # 8" como SEQ ID NOS 297, 152-156, 129, 157, 298-299 y 132, todas respectivamente, en orden
de aparicion.

Las Figuras 22A-22E muestran que los ARNshmiR modificados conducen a una eficacia aumentada de anulacion de
BCL11Ay a la induccion de gammaglobina en células eritroides derivadas de CD34+ humanas.

Figura 22A. Las células CD34+ transducidas con vectores pol Il o pol Il que expresan diferentes ARNsh con y sin
modificacion se seleccionaron en presencia de puromicina (pol Ill) o se clasificaron para la expresion de Venus (pol Il
y pol Il modificadas). La expresién de BCL11A se midi6é por inmunotransferencia con -actina como control de carga
el dia 11 de diferenciacion.

Figura 22B. La induccion de ARNm de y-globina se determiné el dia 18 de diferenciacion por gqRT-PCR. Los datos
representan el porcentaje de y-globina de la produccion total de B-locus (y + B-globina) para pol Il (barras negras), pol
Il (barras blancas) y pol Il modificado (barras grises). * p <0.05; *** p <0.001.

Figura 22C. La cuantificacion y el analisis estadistico de los marcadores de diferenciacion eritroide (CD71, GpA) y la
enucleacion se evaluaron mediante citometria de flujo. CTRL: vectores de control SFFV-ARNshmiRNT y SEW; PIl:
vectores pol lll; PlI: vectores pol Il; PIIM: vectores pol Il que contienen secuencias de ARNshmiR modificadas. Los
datos representan la media + SD de tres experimentos independientes. *** p <0.001.

Figura 22D. La hemoglobina F de los lisados celulares se midié por HPLC el dia 18 de diferenciacion. La flecha indica
los picos de HbF y el porcentaje de HbF de la hemoglobina total se muestra debajo del cromatograma.

Figura 22E. Grafico de correlacion de la expresion de ARNm de y-globina evaluada por qRT-PCR versus HbF por
HPLC. Los circulos negros representan vectores pol lll, los circulos abiertos y grises representan pol Il o ARNshmiR
modificados, respectivamente. El coeficiente de correlacion (r2) se muestra para todos los datos.

Las Figuras 23A-23| muestran que el impacto negativo de la anulacion de BCL11A en las HSC in vivo se previene
restringiendo la expresion a las células eritroides.

Figura 23A. Las células de médula 6sea negativas de linaje aisladas de ratones B-YAC (CD45.2) se transdujeron ex
vivo con vectores LeGO que expresan ARNshmiR* direccionado a BCL11A o un vector de control no direccionado
(SFF-ARNshmiRNT) y se trasplantaron en receptores Boyd irradiados letalmente (CD45). 1) Las células de control no
transducidas se trasplantaron como control. El andlisis de injerto se realiz6 4, 8 y 12 semanas después del trasplante
en sangre periférica y médula 6sea, respectivamente. (n = 4 ratones por grupo)

Figura 23B. La fraccion de células modificadas genéticamente (células Venus +) en estos ratones se determin6 4, 8 y
12 semanas después del trasplante en sangre periférica y médula ésea.

Figura 23C. Los trasplantes competitivos se realizaron usando células donantes CD45.1 y CD45.2 transducidas con
los vectores indicados y trasplantadas en ratones heterocigotos CD45.1/2 (paneles superiores). Alternativamente, se
utilizé un vector neutro que codifica la proteina fluorescente azul (SFFV-BFP) para identificar la poblaciéon competidora
en un donante CD45.1 en la configuracién del receptor CD45.2 (paneles inferiores). Se muestran manchas de puntos
representativas de diferentes poblaciones mixtas utilizadas para trasplante tres dias después de la transduccién. Los
dos vectores competidores se indican arriba de cada panel, el primero indica las poblaciones transducidas CD45.2 o
SFFV-BFP, respectivamente.

Figura 23D. La contribucion de las células modificadas genéticamente en ratones repoblados competitivamente se
analiz6 a las 4 y 8 semanas después del trasplante en sangre periférica (PB) o en la semana 12 en médula 6sea (BM)
y bazo (Spl). Se muestra la contribucion relativa de las células modificadas genéticamente transducidas con los dos
vectores competidores. El primer vector mencionado dominé la salida hematopoyética. Cada punto representa un
ratén receptor individual.

Figura 23E. Una comparacion por pares de la fraccion de células B de la médula 6sea dentro de la fraccion de células
transducidas entre los vectores de direccionamiento de BCL11A versus los vectores de control (SFF-ARNshmiRNT y
SFFV-BFP, panel izquierdo). Del mismo modo, se analizé el contenido de LSK dentro de las fracciones celulares
transducidas. Cada punto representa un receptor individual. * y ** indican valores p < 0.05 y 0.01, respectivamente.

Figura 23F. Configuracion del vector LCR-ARNshmiR utilizado para la expresion especifica de eritroides (detalles en
texto).

Figura 23G. El perfil de expresion in vivo del vector LCR se analizé en diversos linajes hematopoyéticos 12 semanas
después del trasplante. Los porcentajes de células Venus + en cada raton se normalizaron a células eritroides CD71
+/Ter119 + (n = 4).

Figura 23H. Se realizé un experimento de trasplante competitivo como se describe en ¢ y d usando los vectores LCR
o SFFV que expresan ARNshmiR*. Cada punto representa un receptor individual.
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Figura 23I. Las células CD34+ de sangre periférica movilizadas se transdujeron con LCR-ARNshmiR*, 3y 8 o un
vector simulado SFFV-GFP y se sometieron a diferenciacion eritroide in vitro. En el dia 7 después de la transduccion,
se evalud la actividad promotora de los vectores SFFV-GFP y LCR en diferentes subpoblaciones eritroides. Se
muestran diagramas de flujo representativos. Barras de error en todas las Figuras = SD. Analisis estadistico: prueba
t.

Las Figuras 24A-24F muestran la anulacion de BCL11A especifica de linaje y la induccion de gammaglobina por
ARNshmiR modificados.

Figura 24A. Los HSPC CD34+ transducidos con LCR-ARNshmiR 3, 8 o el vector simulado SFFV-GFP se clasificaron
por FACS para la expresion de informador fluorescente y la expresion de BCL11A se midié por inmunotransferencia
con B-actina como control de carga el dia 11 de diferenciacion.

Figura 24B. La induccion de ARNm de y-globina se determin6 el dia 18 de diferenciacion por qRT-PCR. Los datos
representan el porcentaje de globina y/(y + B).

Figura 24C. Cuantificacion y analisis estadistico de marcadores de diferenciacion eritroide (CD71, GpA) y enucleacion
mediante analisis de citometria de flujo. CTRL: vector de control SFFV-GFP; LCRM: ARNshmiR modificados que se
muestran en la Figura 23A expresados a través del promotor LCR. Los datos representan la media + SD de tres
experimentos independientes.

Figura 24D. El nivel de HbF de los lisados celulares se midié por HPLC el dia 18 de diferenciacion. Las flechas indican
los picos de HbF y el porcentaje de HbF de la hemoglobina total se muestra debajo del cromatograma.

Figura 24E. Grafico de correlacion de la induccion de y-globina por qRT-PCR versus HbF por HPLC. Las barras de
error indican + SD de tres experimentos independientes.

Figura 24F. Los HSPC CD34+ de médula 6sea se transdujeron con LCR-ARNshmiR3 o NT y se trasplantaron en
ratones NSG irradiados subletalmente (n = 3 por grupo). Las células no transducidas se usaron como control. Catorce
semanas después, las células CD34 se aislaron de la médula dsea de animales trasplantados y se sometieron a
diferenciacion eritroide in vitro durante 14 dias. Se evalud la expresion de y-globina y B-globina en células clasificadas
para la expresion del informador de Venus.

La Figura 25 muestra la secuenciacion profunda de 247 productos TRC ARNsh procesados en cuatro lineas celulares.
La Figura 26 muestra el perfil de expresion in vivo del vector LCR-ARNsh™R,

La Figura 27A es una inmunotransferencia Western de células eritroides diferenciadas in vitro derivadas de células
CD34+ transducidas de donantes sanos que muestran isoformas de BCL11A (L y XL) y B-ACTINA como control de
carga y demuestran la anulacion efectiva de BCL11A XL. EI VCN determinado por PCR de ADN se muestra debajo
de cada linea.

La Figura 27B muestra la cuantificacion de la anulacién de BCL11A en células eritroides. Los datos se derivan de
inmunotransferencias Western como se muestra en la Figura 27A. Los datos resumen tres experimentos
independientes utilizando células de un solo donante. (Barras de error: SD)

La Figura 27C muestra la induccién de gamma globina en células eritroides segun lo evaluado por RT-gPCR y la
hemoglobina (HbF) evaluada por HPLC. (Barras de error: SD)

La Figura 28 muestra la induccidon de gamma globina en células eritroides segun lo evaluado por RT-gPCR. La cantidad
de induccién de gammaglobina en las células eritroides es una medida de la anulacion in vivo de BCL11A en las
células. Barras de error: SD. Se muestran los datos de tres animales trasplantados por grupo.

La Figura 29A muestra inmunotransferencias Western que muestran BCL11A (isoformas L y XL) y B-ACTINA como
control de carga y demuestra la anulacion efectiva de BLC11A-XL. Cada panel (marcado 1-6 debajo de la linea)
representa un experimento independiente que usa células de un solo donante.

La Figura 29B muestra la cuantificacion de la anulacién de BCL11A en células eritroides. Los datos se derivan de las
inmunotransferencias Western que se muestran en la Figura 29A. (Barra de error: SD)

La Figura 29C muestra la induccion resultante de HbF por HPLC. (Barras de error: SD)

La Figura 30 muestra las secuencias utilizadas tanto en los esqueletos de SFFV como de LCR para la anulacién de
BCL11A en células eritroides diferenciadas CD34+.

La Figura 31 muestra transferencias Western de la anulacion de BCL11A en células eritroides diferenciadas CD34+.

Descripcion detallada
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La divulgacion descrita en el presente documento se basa, en parte, en el desarrollo de vectores de terapia génica
lentiviral que expresan selectivamente el ARNsh direccionado a BCL11A en la progenie de células madre
hematopoyéticas (HSC). En consecuencia, la divulgacion abarca novedosos métodos para la regulacion de la
expresion de y-globina en células eritroides. Mas especificamente, estas actividades pueden aprovecharse en
métodos para el tratamiento de hemoglobinopatias, incluidas SCD y THAL, mediante la induccién de y-globina
mediante la inhibicion del producto del gen BCL11A. En realizaciones particulares, se proporcionan vectores de terapia
génica lentiviral que expresan selectivamente el ARNsh direccionado a BCL11A en la progenie de las HSC, células
progenitoras hematopoyéticas u otras células madre tales como células embrionarias.

La hemoglobina adulta normal comprende cuatro proteinas de globina, dos de las cuales son proteinas alfa (a) y dos
de las cuales son proteinas beta (). Durante el desarrollo fetal de mamiferos, particularmente en humanos, el feto
produce hemoglobina fetal, la cual comprende dos proteinas gamma (y) -globina en lugar de las dos proteinas -
globina. En alguin momento durante el desarrollo fetal, ocurre un cambio fetal de globina en cuyo punto los eritrocitos
en el feto cambian de producir predominantemente y-globina a producir predominantemente 3-globina. El cambio en
el desarrollo de la produccién de hemoglobina predominantemente fetal o HbF (a2y2) a la produccion de hemoglobina
adulta o HbA (a2B32) comienza aproximadamente a las 28 a 34 semanas de gestacion y continia poco después del
nacimiento hasta que la HbA se vuelve predominante. Este cambio resulta principalmente de la disminucién de la
transcripcion de los genes de la y-globina y del aumento de la transcripcién de los genes de la 3-globina. En promedio,
la sangre de un adulto normal contiene solamente aproximadamente del 2% de HbF, aunque los niveles residuales de
HbF tienen una variacion de mas de 20 veces en adultos sanos (Atweh, Semin. Hematol. 38: 367-73 (2001)).

Las hemoglobinopatias abarcan una serie de anemias de origen genético en las que hay una disminucién de la
produccion y/o una mayor destruccion (hemdlisis) de los glébulos rojos (RBCs). Estos también incluyen defectos
genéticos que dan como resultado la produccion de hemoglobinas anormales con una capacidad alterada
concomitante para mantener la concentracion de oxigeno. Algunos de tales trastornos implican la incapacidad de
producir 3-globina normal en cantidades suficientes, mientras que otros implican la incapacidad de producir $-globina
normal por completo. Estos trastornos asociados con la proteina B-globina se denominan generalmente
hemoglobinopatias. Por ejemplo, SCD resulta de una mutacion puntual en el gen estructural de la B-globina, lo que
lleva a la produccion de hemoglobina (HbS) anormal (falciforme). Los glébulos rojos de HbS son mas fragiles que los
RBC normales y se someten a hemdlisis con mayor facilidad, lo que finalmente conduce a anemia (Atweh, Semin.
Hematol. 38 (4): 367-73 (2001)). THAL resulta de un defecto parcial o completo en la expresion del gen de la 3-globina,
que conduce a una HbA deficiente o ausente.

La busqueda de tratamiento dirigido a la reduccion del desequilibrio de la cadena de globina en pacientes con
hemoglobinopatias se ha centrado en la manipulacion farmacolégica de la HbF fetal. El potencial terapéutico de tales
metodologias se demuestra mediante observaciones de que ciertas poblaciones de pacientes adultos con
anormalidades de la cadena B y niveles de HbF superiores a lo normal experimentan un curso clinico mas leve de la
enfermedad que los pacientes con niveles normales de HbF en adultos. Por ejemplo, un grupo de pacientes con
anemia de células falciforme de Arabia Saudita que expresan 20-30% de HbF tienen solo manifestaciones clinicas
leves de la enfermedad (Pembrey, et al., Br. J. Haematol. 40: 415-429 (1978)). Ahora se acepta que las
hemoglobinopatias, tales como SCD y THAL, se mejoran por el aumento de la produccion de HbF (Jane et al., Br. J.
Haematol. 102: 415-422 (1998); Bunn, N. Engl. J. Med. 328: 129-131 (1993)).

El represor transcripcional BCL11A representa un objetivo terapéutico para las -hemoglobinopatias. La interferencia
de ARN se aplicé utilizando ARN de horquilla corta expresados por el promotor pol Il (ARNsh) para reducir la expresion
de BCL11A en células hematopoyéticas. La anulacion de BCL11A en células madre hematopoyéticas murinas (HSC)
deteriora el injerto a largo plazo. Para evitar la toxicidad por HSC, la expresion de BCL11A en las células eritroides se
suprimi6 selectivamente a través de ARNsh adaptado por microARN expresado por el promotor pol || (ARNshmiR).
Con secuencias idénticas coincidentes con el objetivo, se observd una anulacion notablemente reducida usando
vectores pol Il debido a diferencias de 3-5 nt en las cadenas guia entre los sistemas que influyen fuertemente en la
anulacion del objetivo. Un desplazamiento de 4 nt correspondiente se disefid en cadenas guia de ARNshmiR que
mejoraron de forma sorprendente e inesperada la anulacion de BCL11A y la desrepresion de Hbb-y, un homodlogo
funcional del gen de la y-globina humana en una linea celular eritroide murina. Los ARNshmiR modificados se
expresaron de forma especifica para eritroides para eludir los efectos adversos sobre el injerto de HSC murino, y esto
condujo a una anulacion eficiente de BCL11A y altos niveles de HbF en células eritroides derivadas de CD34 humano.
Se desarrollé una estrategia para el disefio prospectivo de ARNshmiR derivados de selecciones de ARNsh expresadas
en pol lll. Esta estrategia constituye un enfoque mejorado para la terapia genética en hemoglobinopatias y otras
enfermedades que requieren la expresion especifica de linaje de secuencias de silenciamiento génico.

Vectores retrovirales y lentivirales

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona composiciones y métodos mejorados para tratar
hemoglobinopatias usando vectores de suministro de genes basados en retrovirus, por ejemplo, basados en lentivirus
que logran una expresion sostenida de alto nivel de genes terapéuticos transferidos en células eritroides o células
precursoras eritroides. En una realizacion de la invencion, el vector comprende un miARN artificial que comprende
secuencias de direccionamiento a BCL11A clonadas en el bucle del tallo de la secuencia miR-223 enddgena
(Amendola et al., Mol Ther 17: 1039-52, 2009). En algunas disposiciones previstas, la estructura de tallo/bucle de los
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presentes vectores se genera mediante secuencias complementarias de los oligonucleétidos de las SEQ ID NOs: 34-
42 divulgadas aqui. Véase las Figuras. 1, 12A, 14A, 21Ay Ejemplo 11. Esta estructura de tallo/bucle se cloné en un
fondo miR-223/miR-30. La estructura completa de miARN/ARNsh se clond luego en un casete con un promotor SFFV,
TET o LCR que contenia el vector auto-inactivador (SIN). Los vectores lentivirales particulares de la invenciéon son
descritos por Pawliuk et al. (2001) Science 294: 2368 e Imren et al. (2002) PNAS 99: 14380.

Por consiguiente, en un aspecto, se proporciona aqui un microARN de BCL11A sintético que comprende un primer
segmento de BCL11A, un segmento de bucle y un segundo segmento de BCL11A dispuesto en tandem en una
direccion de 5' a 3', en donde el segmento de bucle esta entre y directamente enlazado al primer y segundo segmento
de BCL11A, y en donde el segundo segmento de BCL11A es complementario al primer segmento de BCL11A de tal
manera que el primer y el segundo par base de segmentos BCL11A forman un bucle de horquilla con el segmento de
bucle que forma la porcion del bucle de horquilla asi formado, y el primer segmento de BCL11A comienza con un -
GCGC- en el extremo 5'y el segundo segmento de BCL11A termina con un -GCGC- en el extremo 3.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el primer y el segundo
segmento de BCL11A son de una longitud de aproximadamente 18 a 25 nucleétidos. El primer segmento de BCL11A
se deriva de una secuencia de BCL11A y da lugar a la cadena pasajera durante el procesamiento de ARNsh a un
ARNip duplex y el segundo segmento de BCL11A es complementario al primer segmento de BCL11A, en donde el
segundo segmento de BCL11A da lugar a la cadena guia que se incorpora en el Complejo de Especificidad de
Interferencia de ARN (RISC) para la interferencia de ARN o el silenciamiento del gen BCL11A.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el primer y segundo
segmento de BCL11A se derivan de la secuencia de ARNm de BCL11A.

De acuerdo con la invencion, el primer segmento de BCL11A comienza con un -GCGC- en el extremo 5' y el segundo
segmento de BCL11A termina con un -GCGC- en el extremo 3'.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el primer segmento de
BCL11A consiste ademas en un -GCGC- en el extremo 5’ y el segundo segmento de BCL11A termina con un -GCGC-
en el extremo 3'.

En disposiciones previstas de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el primer
segmento de BCL11A comienza con un -GCGA-, -TCTG- o -TG- en el extremo 5’ y el segundo segmento de BCL11A
es complementario al primer segmento de BCL11A.

En disposiciones previstas de cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el primer segmento
de BCL11A consiste ademas en un -GCGA-, -TCTG- o -TG- en el extremo 5'.

En disposiciones previstas de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el segundo
segmento de BCL11A termina con un -TTTT- en el extremo 3'.

En disposiciones previstas de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el microARN de
BCL11A sintético comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
1-10,13-18, 25-44. En algunas realizaciones, el microARN de BCL11A sintético comprende una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 34-42.

En disposiciones previstas de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el microARN de
BCL11A sintético consiste en una secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS:
1-10,13-18, 25-44.

En disposiciones previstas de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el microARN de
BCL11A sintético consiste esencialmente en una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44.

En las disposiciones previstas de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el primer
segmento de BCL11A se selecciona del grupo que consiste en CGCACAGAACACTCATGGATT (SEQ. ID. NO: 46;
derivado del oligo BCL11A miR1 descrito aqui), CCAGAGGATGACGATTGTTTA (SEQ. ID. NO: 47; derivado del oligo
BCL11A miR2 descrito aqui), TCGGAGACTCCAGACAATCGC (SEQ. ID. NO: 48; derivado del oligo BCL11A E3 o
ARNsh1 o E3 descrito aqui), CCTCCAGGCAGCTCAAAGATC, (SEQ. ID. NO: 49; derivado de ARNsh2 o B5 descrito
aqui), TCAGGACTAGGTGCAGAATGT (SEQ. ID. NO: 50; derivado de ARNsh4 o B11 descrito aqui),
TTCTCTTGCAACACGCACAGA (SEQ. ID. NO: 51; derivado de oligo BCL11A D8 o ARNsh3 o D8 descrito aqui),
GATCATAT (GATCATA SEQ. ID. NO: 52; derivado de ARNsh5 o 50D12 o D12 descrito aqui),
CAGTACCCTGGAGAAACACAT (SEQ. ID. NO: 53; derivado de ARNsh5 o 50A5 descrito aqui),
CACTGTCCACAGGAGAAGCCA (SEQ. ID. NO: 54; derivado de ARNsh7 o 50B11 descritos aqui),
ACAGTACCCTGGAGA AACACA (SEQ. ID. NO: 55; derivado de BCL11A XLC4, ARNsh8 y 50C4 descritos aqui),
CAACAAGATGAAGAGCACCAA (SEQ. ID. NO: 56; derivado de oligos no direccionados de BCL11A descritos aqui),
gcgcCGCACAGAACACTCATG (SEQ. ID. NO: 57; derivado de oligo miR1G5 descrito aqui),
GCGCTCGGAGACTCCAGACAA (SEQ. ID. NO: 58; derivado de oligo E3G5 o E3 mod o ARNsh1mod descrito aqui),
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gcgcCCTCCAGGCAGCTCAAA (SEQ. ID. NO: 59; derivado de B5G5 o ARNsh2mod descrito aqui);
gcgcTCAGGACTAGGTGCAGA (SEQ. ID. NO: 60; derivado de B11G5 o ARNsh4mod descrito aqui);
gcgcGATCGAGTGTTGAATAA (SEQ. ID. NO: 61; derivado de 50D12G5, D12G4 o ARNsh5mod descrito aqui);
gcgcCAGTACCCTGGAGAAAC (SEQ. ID. NO: 62; derivado de 50A5G50 ARNsh6mod descrito aqui);
gcgcCACTGTCCACAGGAGAA (SEQ. ID. NO: 63; derivado de 50B11G5 o ARNsh7mod descrito aqui);
GCGCTTCTCTTGCAACACGCA (SEQ. ID. NO: 64; derivado de BCL11A D8G5 o D8 mod o ARNsh3mod descrito
aqui), GCGCACAGTACCCTGGAGAAA (SEQ. ID. NO: 65; derivado de BCL11A C4G5, o C4 mod o ARNsh8mod
descrito aqui), CGCACAGAACACTCATGGATT ID. NO: 66; derivado de BCL11A D12G5-2 descrito aqui), y
ACGCTCGCACAGAACACTCATGGATT (SEQ. ID. NO: 67; derivado de BCL11A D12G5-2 descrito aqui). En algunas
realizaciones, el primer segmento de BCL11A se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el segmento de bucle se
deriva de un microARN. En una realizacion, el microARN es un microARN especifico hematopoyético. Por ejemplo,
miR-142, miR-155, miR-181 y miR-223.

En una realizaciéon de uno cualquiera de los microARN sintéticos de BCL11A descritos aqui, el microARN es miR223.

En una realizacion de uno cualquiera de los microARN de BCL11A sintéticos descritos aqui, el segmento de bucle es
ctccatgtggtagag (SEQ ID NO: 68).

La presente especificacion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42. También se describe en el presente
documento una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1-18, 25-44, o un microARN de BCL11A sintético descrito en este documento.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente especificacion proporciona una composicion que comprende al menos
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente especificacion proporciona una composicion que comprende al menos
un vector o una bacteria que comprende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En un aspecto, la presente especificacidon proporciona una célula huésped que comprende un vector o virus que
comprende al menos una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En un aspecto, la presente especificacion proporciona una célula huésped que comprende un vector, virus o una
bacteria que comprende al menos una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En una realizacion, el vector es un vector viral o un virus.

La interferencia de ARN (ARNi) mediada por ARN de interferencia corta (ARNip) o microARN (miARN) es un método
poderoso para la regulacion postranscripcional de la expresion génica. El ARNi se ha utilizado ampliamente para el
estudio de procesos bioldgicos en células de mamiferos y podria constituir una metodologia terapéutica para
enfermedades humanas en las que seria deseable la modulacion selectiva de la expresion génica. Dependiendo del
grado de complementariedad entre las secuencias de miARN y de ARNm diana, la pérdida de la expresion génica se
produce induciendo la degradacion del ARNm afin o mediante atenuacion traduccional. Los miARN enddgenos se
transcriben como transcripciones primarias y subsecuentemente son procesados por la enzima ARNasa |l Drosha,
(1) para crear una estructura de bucle tallo. La exportacion y escision nuclear por Dicer genera una molécula madura
de doble cadena corta (ARNip) que se separa en cadenas de guia y pasajero. La cadena guia se carga en el complejo
silenciador inducido por ARN (RISC), la escisién mediadora del complejo efector de ARNm diana con la cadena guia
funcional que se une a las proteinas RISC (2) mientras que la cadena pasajera se degrada [revisado en (3)]. La carga
de cadenas guia versus pasajera en RISC depende en gran medida de la estabilidad del extremo 5' del ARNip, con la
cadena menos estable incorporada preferentemente en RISC (4, 5), aunque la regulacion exacta en células de
mamiferos no se comprende completamente. El extremo 5' de la cadena guia contiene la "region de semillas”, la cual
es critica para la identificacion del objetivo (6, 7). La escision precisa por Drosha y Dicer es critica para la generacion
de los ARN guia con regiones de semillas definidas que median la union eficiente a los ARNm diana apropiados. El
procesamiento inexacto da como resultado la unién a moléculas fuera del objetivo, pero un desplazamiento en los
sitios de escision también altera la composicion de nucledtidos de los extremos duplex, lo que puede tener un profundo
efecto sobre la carga de la cadena en RISC (8).

La inhibicion de la expresion de polipéptidos diana seleccionados es mediante el uso de agentes de interferencia de
ARN. La interferencia de ARN (ARNi) utiliza pequefios duplex de ARN interferente (ARNip) que se dirigen al ARN
mensajero que codifica el polipéptido objetivo para la degradacion selectiva. El silenciamiento post-transcripcional de
la expresion génica dependiente de ARNip implica la escisién de la molécula de ARN mensajero diana en un sitio
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guiado por el ARNip. EI ARNi es un proceso conservado evolutivamente mediante el cual la expresion o introduccion
de ARN de una secuencia que es idéntica o muy similar a un gen objetivo da como resultado la degradacion especifica
de secuencia o el silenciamiento genético postranscripcional especifico (PTGS) del ARN mensajero (ARNm) transcrito
desde ese gen direccionado (véase Coburn, G. y Cullen, B. (2002) J. Virology 76 (18): 9225), inhibiendo asi la
expresion del gen diana. En una realizacion, el ARN es ARN bicatenario (ARNbc). Este proceso se ha descrito en
plantas, invertebrados y células de mamiferos. En la naturaleza, el ARNi es iniciado por el Dicer de la endonucleasa
especifica de ARNbc, que promueve la escision procesiva de ARNbc largo en fragmentos bicatenarios denominados
ARNIP. Los ARNip se incorporan a un complejo proteico (denominado "complejo silenciador inducido por ARN" o
"RISC") que reconoce y escinde los ARNm diana. EI ARNi también puede iniciarse mediante la introduccion de
moléculas de acido nucleico, por ejemplo, ARNIP sintéticos o agentes interferentes de ARN, para inhibir o silenciar la
expresion de genes diana. Como se usa en el presente documento, "inhibicion de la expresion del gen diana" incluye
cualquier disminucion en la expresion o actividad de proteina o nivel del gen o proteina diana codificada por el gen
diana en comparacion con una situacion en la que no se ha inducido ninguna interferencia de ARN. La disminucion
sera de al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%,
al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 99% o mas en comparacion con la expresion de un gen
objetivo o la actividad o nivel de la proteina codificada por un gen objetivo el cual no ha sido direccionado por un
agente interferente de ARN.

Los términos "agente de interferencia de ARN" e "interferencia de ARN", tal como se usan en el presente documento,
pretenden abarcar aquellas formas de silenciamiento génico mediadas por ARN bicatenario, independientemente de
si el agente interferente de ARN comprende un ARNip, miARN, ARNsh u otra molécula de ARN de doble cadena
multiple. EI ARNip se define como un agente de ARN que funciona para inhibir la expresién de un gen diana, por
ejemplo, por ARNi. Un ARNip puede sintetizarse quimicamente, puede producirse por transcripcion in vitro o puede
producirse dentro de una célula huésped. En una realizacién, el ARNip es una molécula de ARN bicatenario (ARNbc)
de aproximadamente 15 a aproximadamente 40 nucledtidos de longitud, preferiblemente de aproximadamente 15 a
aproximadamente 28 nucleétidos, mas preferiblemente de aproximadamente 19 a aproximadamente 25 nucleétidos
de longitud, y mas preferiblemente de aproximadamente 19, 20, 21, 22 o 23 nucledtidos de longitud, y pueden contener
un saliente de 3' y/o 5' en cada cadena que tiene una longitud de aproximadamente 0, 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos. La
longitud del saliente esta independiente entre los dos cadenas, es decir, la longitud del saliente en una cadena no
depende de la longitud del saliente en la segundo cadena. Preferiblemente, el ARNip es capaz de promover la
interferencia de ARN a través de la degradacion o el silenciamiento genético postranscripcional especifico (PTGS) del
ARN mensajero diana (ARNm).

Los ARNip también incluyen ARN de horquilla corta (también llamados bucles del tallo) (ARNsh). En una realizacion,
estos ARNsh estan compuestos por una cadena antisentido corta (por ejemplo, de aproximadamente 19 a
aproximadamente 25 nucleétidos), seguida de un bucle de nucleétidos de aproximadamente 5 a aproximadamente 9
nucledtidos, y la cadena en sentido analogo. Alternativamente, la cadena en sentido puede preceder a la estructura
de bucle de nucledtidos y la cadena antisentido puede seguir. Estos ARNsh pueden estar contenidos en plasmidos,
retrovirus y lentivirus y expresarse, por ejemplo, del promotor pol Ill U6 u otro promotor (véase, por ejemplo, Stewart,
et al. (2003) RNA April; 9 (4): 493 -501). El gen o secuencia diana del agente interferente de ARN puede ser un gen
celular o una secuencia gendémica, por ejemplo, la secuencia de BCL11A. Un ARNip puede ser sustancialmente
homologo al gen diana o la secuencia gendémica, o un fragmento del mismo. Como se usa en este contexto, el término
"homologo" se define como sustancialmente idéntico, suficientemente complementario o similar al ARNm diana, o un
fragmento del mismo, para efectuar la interferencia de ARN del objetivo. Ademas de las moléculas de ARN nativas, el
ARN adecuado para inhibir o interferir con la expresion de una secuencia diana incluye derivados de ARN y analogos.
Preferiblemente, el ARNip es idéntico a su objetivo. El ARNip preferiblemente se dirige solo a una secuencia. Cada
uno de los agentes que interfieren con el ARN, tal como los ARNip, se puede analizar en busca de posibles efectos
fuera del objetivo mediante, por ejemplo, el perfil de expresion. Tales métodos son conocidos por un experto en la
técnica y se describen, por ejemplo, en Jackson et al. Nature Biotechnology 6: 635-637, 2003. Ademas del perfil de
expresion, también se pueden examinar las secuencias diana potenciales para secuencias similares en las bases de
datos de secuencias para identificar secuencias potenciales las cuales pueden tener efectos fuera del objetivo. Por
ejemplo, 15, o tal vez tan solo 11 nucledtidos contiguos, de identidad de secuencia son suficientes para silenciar
directamente las transcripciones no dirigidas. Por lo tanto, se puede seleccionar inicialmente los ARNip propuestos
para evitar el posible silenciamiento fuera del objetivo utilizando el analisis de identidad de secuencia mediante
cualquier método de comparacion de secuencia conocido, tal como BLAST. Las secuencias de ARNip se eligen para
maximizar la captacion de la cadena antisentido (guia) del ARNip en RISC vy, por lo tanto, maximizar la capacidad de
RISC para dirigir el ARNm de BCL11A para la degradacién. Esto se puede lograr escaneando las secuencias que
tienen la energia libre de unién mas baja en el terminal 5' de la cadena antisentido. La energia libre mas baja conduce
a una mejora del desenrollado del extremo 5' de la cadena antisentido del duplex de ARNip, asegurando asi que la
cadena antisentido sera absorbida por RISC y dirigira la escision especifica de secuencia del ARNm de BCL11A
humano. Las moléculas de ARNip no necesitan limitarse a aquellas moléculas que contienen solo ARN, sino que, por
ejemplo, abarca ademas nucledtidos y no nucleétidos modificados quimicamente, y también incluyen moléculas en
las que una molécula de azucar ribosa se sustituye por otra molécula de azicar o una molécula la cual realiza una
accion similar. funcién. Ademas, se puede usar un enlace no natural entre residuos de nucleétidos, tal como un enlace
de fosforotioato. La cadena de ARN puede derivarse con un grupo funcional reactivo de un grupo informador, tal como
un fluoréforo. Los derivados particularmente Utiles se modifican en un término o en los términos de una cadena de
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ARN, tipicamente el término 3' de la cadena de sentido. Por ejemplo, el 2'-hidroxilo en el terminal 3' puede derivarse
facil y selectivamente con una variedad de grupos. Otros derivados de ARN Uutiles incorporan nucleétidos que tienen
unidades estructurales de carbohidratos modificados, tales como residuos 2'O-alquilados o derivados de 2'-O-metil
ribosilo y derivados de 2'-O-fluoro ribosilo. Las bases de ARN también pueden modificarse. Se puede usar cualquier
base modificada util para inhibir o interferir con la expresion de una secuencia diana. Por ejemplo, se pueden incorporar
bases halogenadas, tales como 5-bromouracilo y 5-yodouracilo. Las bases también se pueden alquilar, por ejemplo,
se puede incorporar 7-metilguanosina en lugar de un residuo de guanosina. También se pueden incorporar bases no
naturales que producen una inhibicién exitosa. Las modificaciones de ARNip mas preferidas incluyen 2'-desoxi-2'-
fluorouridina o nucledtidos de acido nucleico bloqueado (LNA) y duplex de ARN que contienen ya sea fosfodiéster o
un numero variable de enlaces de fosforotioato. Tales modificaciones son conocidas por un experto en la técnica y se
describen, por ejemplo, en Braasch et al., Biochemistry, 42: 7967-7975, 2003. La mayoria de las modificaciones utiles
a las moléculas de ARNip se pueden introducir utilizando productos quimicos establecidos para tecnologia de
oligonucledtidos antisentido. Preferiblemente, las modificaciones implican una modificacion minima de 2'-O-metilo,
preferiblemente excluyendo tal modificacion. Las modificaciones también excluyen preferiblemente modificaciones de
los grupos 5'-hidroxilo libres del ARNip. Los ejemplos en el presente documento proporcionan ejemplos especificos
de agentes interferentes de ARN, tales como moléculas de ARNsh que se dirigen efectivamente al ARNm de BCL11A.

Los ARN de horquilla corta (ARNsh) impulsados por polimerasa (pol) Ill se usan mas comunmente en entornos
bioldgicos experimentales. Los ARNsh imitan la estructura de los precursores intermedios de miARN vy, por lo tanto,
omiten el primer paso de escision mediado por Drosha. Los ARNsh pueden expresarse abundantemente para
proporcionar una anulacion eficiente. Sin embargo, a altas multiplicidades de infeccion (MOI), se ha informado que la
sobresaturacion de la maquinaria de ARNi endoégeno en algunos casos se asocia con efectos citotdxicos debido a la
desregulacion de los miARN enddgenos (9-11). Dos componentes del procesamiento de microARN, Exportin5 y Ago2,
parecen limitar la capacidad de esta via, y la sobreexpresion de estas proteinas da como resultado una mayor
capacidad de anulacion (12-15). Adicionalmente, la activacion de respuestas inmunes innatas desencadenadas por
ARN pequefios de una manera de secuencia especifica asi como no especifica puede mediar los efectos secundarios
citotoxicos (16, 17), revisados en (18). Estos efectos han dado como resultado un aumento de la mortalidad en ratones
en algunos sistemas de modelos transgénicos experimentales, segun los informes, como un efecto secundario directo
de la sobreexpresion de ARNsh (14, 19).

Para la traduccién clinica de terapias basadas en ARNi, probablemente se requeriran sistemas de expresion
alternativos que utilicen promotores de polimerasa Il. Esta clase de promotores permite la utilizacién de elementos
reguladores apropiados para el linaje o incluso la expresion especifica de tipo celular. También podria proporcionar
niveles de expresion mas bajos en comparacion con los promotores de pol lll, lo que puede evitar la saturacion
excesiva de la maquinaria de procesamiento que se ha informado en las células transducidas a MOI altos). Para
complicar el uso de los promotores de pol |l para la expresién de ARNsh, se requiere embeber las secuencias de
ARNsh en secuencias flanqueantes generalmente derivadas de precursores de miARN enddgenos para un
procesamiento eficiente. Los ARNsh flanqueados por un andamio de miARN imitan la estructura de los miARN
enddgenos (10, 20). Hasta la fecha, las regiones flanqueantes derivadas de miARN-30 y miARN-223 humanos se han
utilizado ampliamente para la incorporacion de ARNsh recombinantes para la expresion en células de mamiferos, y
se han realizado numerosos esfuerzos para comprender mejor y mejorar esta estrategia de expresion (21). Se ha
demostrado que el ultimo miARN es particularmente efectivo cuando se usa como andamio para la expresion de
ARNsh en células hematopoyéticas y media una anulacion sustancial de los ARNm objetivo como resultado del
procesamiento eficiente y baja actividad de la cadena pasajeras en varios tipos de células hematopoyéticas (21, 22).

En esta divulgacion, los inventores utilizaron BCL11A como objetivo para estudiar el procesamiento y la optimizacion
de ARNshmiR para posibles aplicaciones terapéuticas. BCL11A es un objetivo terapéutico validado para la
reactivacion del gen de la y-globina y, por lo tanto, la expresién de HbF en las principales hemoglobinopatias,
enfermedad de células falciformes (SCD) y B-talasemias. La modulacion descendente o la anulacidon genética de
BCL11A alivia la represion de la y-globina (23) y la inactivacion de BCL11A en el linaje eritroide previene el fenotipo
SCD y la toxicidad de los 6rganos en ratones genéticamente modificados (24). El gen Hbb-y embrionario de ratén es
un homalogo funcional del gen de la y-globina humana vy, por lo tanto, sirve como un sustituto conveniente para la
evaluacion del efecto de la anulacion de BCL11A en las células de eritroleucemia murina (MEL). Inicialmente, se
observo una eficiencia notablemente reducida de la anulacién de BCL11A tras la expresién de ARNsh usando vectores
basados en pol Il en comparacién con vectores basados en pol lll. Los disefios de ARNshmiR Pol Il y pol Il incorporan
tipicamente 21 secuencias coincidentes del sitio objetivo de bases dentro del tallo de la horquilla palindrémica, pero
se espera que las transcripciones de estos dos tipos de casetes de expresion se procesen de manera diferente (25).
Los transcriptos de ARNshmiR pol Il ingresan a la ruta de procesamiento de RNAI corriente arriba del procesamiento
de Drosha, mientras que se espera que los productos pol lll mucho mas cortos entren a la ruta corriente abajo de
Drosha y sean escindidos solo en el extremo del bucle por Dicer. Sobre la base de las secuencias de ARN pequefios
procesados derivados de los promotores pol Il y pol I, se observa que los casetes de ARNsh pol Il y los casetes de
ARNshmiR pol Il producian diferentes ARNsh procesados con respecto al posicionamiento relativo de las 21
secuencias de bases coincidentes con el objetivo. Los ARNshmiR redisefiados que imitaban las secuencias de cadena
de guia maduras producidas por ARNsh efectivos impulsados por pol lll condujeron a una mejora en la eficiencia del
procesamiento y la inhibicion del ARNm objetivo. La incorporacion de estas modificaciones en un vector de expresion
de mamifero especifico de eritroides condujo a una anulacion significativa de la proteina BCL11A y la reinduccién de
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la hemoglobina fetal. Esta estrategia también evitd la toxicidad en las células madre hematopoyéticas y los
compartimentos de linaje de células B que acompafiaron la expresion de ARNsh panhematopoyético. En resumen, los
datos demuestran caracteristicas criticas del procesamiento de ARN relevantes para el uso de ARNsh en diferentes
contextos vectoriales, y también proporcionan una estrategia para la anulacién de genes especificos del linaje que
evita las consecuencias adversas de la expresion generalizada. Los hallazgos de los inventores tienen implicaciones
importantes para el disefio de ARNsh embebidos en microARN y su aplicacién en metodologias de terapia génica
basados en ARNi.

En una realizacion, el agente de interferencia de ARN se suministra o administra en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Se pueden agregar agentes portadores adicionales, tales como liposomas, al portador farmacéuticamente
aceptable. En ofra realizacion, el agente de interferencia de ARN se suministra mediante un vector que codifica ARN
de horquilla pequefia o corta (ARNsh) en un vehiculo farmacéuticamente aceptable para las células en un 6rgano de
un individuo. El ARNsh es convertido por las células después de la transcripcion en ARNip capaz de dirigirse, por
ejemplo, a BCL11A.

En una realizacion, el agente de interferencia de ARN es una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia
de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1-18 y 25-44, o un microARN de BCL11A
sintético descrito aqui.

En una realizacion, el vector es un vector regulable, tal como el vector inducible por tetraciclina. Se pueden usar los
métodos descritos, por ejemplo, en Wang et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 100: 5103-5106, que usan vectores pTet-On (BD
Biosciences Clontech, Palo Alto, California). En una realizacion, los agentes de interferencia de ARN utilizados en los
métodos descritos en el presente documento son absorbidos activamente por las células in vivo después de la
inyeccion intravenosa, por ejemplo, inyeccion hidrodinamica, sin el uso de un vector, que ilustra el suministro eficiente
in vivo de los agentes de interferencia de ARN. Un método para suministrar los ARNSsi es el cateterismo del vaso
sanguineo del érgano diana. También se pueden emplear otras estrategias para el suministro de los agentes de
interferencia de ARN, por ejemplo, los ARNip o ARNsh utilizados en los métodos de la invencién, tal como, por ejemplo,
el suministro por un vector, por ejemplo, un plasmido o un vector viral, por ejemplo, un vector lentiviral. Tales vectores
se pueden usar como se describe, por ejemplo, en Xiao-Feng Qin et al. Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos, 100:
183-188. Otros métodos de suministro incluyen la administracion de los agentes interferentes de ARN, por ejemplo,
los ARNip o ARNsh de la invencién, usando un péptido basico conjugando o mezclando el agente interferente de ARN
con un péptido basico, por ejemplo, un fragmento de un péptido TAT, mezclando con lipidos catiénicos o formulando
en particulas. Los agentes de interferencia de ARN, por ejemplo, los ARNsi que se dirigen al ARNm de BCL11A,
pueden suministrarse individualmente o en combinacidon con otros agentes de interferencia de ARN, por ejemplo,
ARNip, tales como, por ejemplo, ARNip dirigidos a otros genes celulares. Los ARNip de BCL11A también se pueden
administrar en combinaciéon con otros agentes farmacéuticos que se usan para tratar o prevenir enfermedades o
trastornos asociados con el estrés oxidativo, especialmente enfermedades respiratorias, y mas especialmente asma.
Las moléculas sintéticas de ARNip, incluidas las moléculas de ARNsh, se pueden obtener utilizando una serie de
técnicas conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, la molécula de ARNip puede sintetizarse quimicamente
o producirse de manera recombinante utilizando métodos conocidos en la técnica, tales como el uso de fosforamiditos
de ribonucledsidos adecuadamente protegidos y un sintetizador de ADN/ARN convencional (véase, por ejemplo,
Elbashir, S. M. et al. (2001) Nature 411:494-498; Elbashir, S. M., W. Lendeckel and T. Tuschl (2001) Genes &
Development 15:188-200; Harborth, J. et al. (2001) J. Cell Science 114:4557-4565; Masters, J. R. et al. (2001) Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 98:8012-8017; and Tuschl, T. et al. (1999) Genes & Development 13:3191-3197).
Alternativamente, hay disponibles varios proveedores comerciales de sintesis de ARN que incluyen, pero no se limitan
a, Proligo (Hamburg, Germany), Dharmacon Research (Lafayette, Colo., USA), Pierce Chemical (part of Perbio
Science, Rockford, Ill., USA), Glen Research (Sterling, Va., USA), ChemGenes (Ashland, Mass., USA), and Cruachem
(Glasgow, Reino Unido). Como tal, las moléculas de ARNip no son demasiado dificiles de sintetizar y se proporcionan
facilmente en una calidad adecuada para ARNi. Ademas, los ARNbc pueden expresarse como estructuras de bucle
de tallo codificadas por vectores plasmidicos, retrovirus y lentivirus (Paddison, PJ et al. (2002) Genes Dev. 16: 948-
958; McManus, MT et al. (2002) RNA 8: 842-850; Paul, CP et al. (2002) Nat. Biotechnol. 20: 505-508; Miyagishi, M. et
al. (2002) Nat. Biotechnol. 20: 497-500; Sui, G. et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU. 99: 5515-5520;
Brummelkamp, T. y otros (2002) Cancer Cell 2: 243; Lee, NS, y otros (2002) Nat. Biotechnol. 20 : 500-505; Yu, JY, et
al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU. 99: 6047-6052; Zeng, Y., y otros (2002) Mol. Cell. 9: 1327- 1333; Rubinson,
DA, et al. (2003) Nat. Genet. 33: 401-406; Stewart, SA, et al (2003) RNA 9: 493-501). Estos vectores generalmente
tienen un promotor pollll corriente arriba del ARNbc y pueden expresar cadenas de ARN en sentido y antisentido por
separado y/o como estructuras de horquilla. Dentro de las células, Dicer procesa el ARN de horquilla corta (ARNsh)
en ARNip efectivo. La region diana de la molécula de ARNip de la presente invencion se puede seleccionar de una
secuencia de genes diana dada, por ejemplo, una secuencia codificante de BCL11A, que comienza de
aproximadamente 25 a 50 nucleétidos, de aproximadamente 50 a 75 nucleétidos, o de aproximadamente 75 a 100
nucledtidos corriente abajo del codén de inicio. Las secuencias de nucledtidos pueden contener UTR 5' o 3'y regiones
cercanas al codon de inicio. Un método para disefiar una molécula de ARNSsi de la presente invencién implica identificar
los motivos de la secuencia de 23 nucleétidos y seleccionar aciertos con al menos 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70% o 75% de contenido G/C. Alternativamente, si no se encuentra tal secuencia, la busqueda puede
extenderse utilizando el motivo NA (N21), donde N puede ser cualquier nucledtido. En esta situacion, el extremo 3' del
ARNip en sentido se puede convertir a TT para permitir la generacion de un duplex simétrico con respecto a la
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composicion de secuencia de los colgantes 3' en sentido y antisentido. La molécula de ARNip antisentido se puede
sintetizar como complemento de las posiciones de nucleétidos 1 a 21 del motivo de la secuencia de 23 nucleétidos. El
uso de colgantes simétricos TT 3' puede ser ventajoso para garantizar que las pequefias particulas de
ribonucleoproteina interferentes (siRNP) se formen con relaciones aproximadamente iguales de siRNP de escision del
ARN objetivo y antisentido (Elbashir et al., (2001) supra y Elbashir et al. al., 2001 supra). El analisis de las bases de
datos de secuencias, que incluyen, pero no se limitan a NCBI, BLAST, Derwent y GenSeq, asi como las compafiias
de oligosintesis disponibles comercialmente, tales como OLIGOENGINE®, también se pueden utilizar para seleccionar
secuencias de ARNip contra bibliotecas EST para garantizar que solo un gen esté direccionado.

Los vectores lentivirales de la invencion incluyen, pero no se limitan a, virus de inmunodeficiencia humana (por
ejemplo, VIH-1, VIH-2), virus de inmunodeficiencia felina (FIV), virus de inmunodeficiencia simia (SIV), virus de
inmunodeficiencia bovina (BIV) y virus de la anemia infecciosa equina (EIAV). Estos vectores pueden construirse y
manipularse utilizando técnicas reconocidas en el arte para aumentar su seguridad para su uso en terapia e incluir
elementos de expresion adecuados y genes terapéuticos, tales como los descritos a continuacion, los cuales codifican
ARNip para el tratamiento de condiciones que incluyen, pero no se limitan a, hemoglobinopatias.

Teniendo en cuenta la posible toxicidad de los lentivirus, los vectores pueden disefiarse de diferentes maneras para
aumentar su seguridad en aplicaciones de terapia génica. Por ejemplo, el vector puede hacerse mas seguro separando
los genes lentivirales necesarios (por ejemplo, gag y pol) en vectores separados como se describe, por ejemplo, en la
Patente U.S. No. 6,365,150. Por lo tanto, el retrovirus recombinante puede construirse de tal manera que la secuencia
de codificacion retroviral (gag, pol, env) sea reemplazada por un gen de interés que haga que la replicacion del
retrovirus sea defectuosa. El retrovirus defectuoso de replicacion se empaqueta luego en viriones mediante el uso de
un virus auxiliar o una linea celular de empaquetamiento, mediante técnicas estandar. Los protocolos para producir
retrovirus recombinantes y para infectar células in vitro o in vivo con tales virus se pueden encontrar en Current
Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. M. et al. (eds.) Greene Publishing Associates, (1989), Secciones 9.10-9.14
y otros manuales de laboratorio estandar.

Un prerrequisito importante para el uso de virus como vectores de suministro de genes es garantizar la seguridad de
su uso, particularmente con respecto a la posibilidad de propagacion de virus de tipo silvestre en la poblacion celular.
El desarrollo que empaqueta las lineas celulares, que producen solo retrovirus con replicacion defectuosa, ha
aumentado la utilidad de los retrovirus para la terapia génica, y los retrovirus defectuosos estan bien caracterizados
para uso en la transferencia génica con fines de terapia génica (para una revision, véase Miller, AD (1990) Blood 76:
271). Por consiguiente, en una realizacion de la invencion, las lineas celulares de empaquetamiento se usan para
propagar vectores (por ejemplo, vectores lentivirales) de la invencion para aumentar el titulo del virus vector. El uso
de lineas celulares de empaquetamiento también se considera una forma segura de propagar el virus, ya que el uso
del sistema reduce la probabilidad de que ocurra una recombinacién para generar virus de tipo silvestre. Ademas, para
reducir la toxicidad a las células causada por la expresion de proteinas de empaquetamiento, se pueden usar sistemas
de empaquetamiento en los que los plasmidos que codifican las funciones de empaquetamiento del virus solo se
transfectan transitoriamente, por ejemplo, por medios quimicos.

En ofra realizacion, el vector puede hacerse mas seguro reemplazando ciertas secuencias lentivirales con secuencias
no lentivirales. Por lo tanto, los vectores lentivirales de la presente divulgacion pueden contener secuencias lentivirales
de genes parciales (por ejemplo, divididas) y/o secuencias no lentivirales (por ejemplo, secuencias de otros retrovirus)
siempre que su funcién (por ejemplo, titulo viral, infectividad, integraciéon y capacidad para conferir altos niveles y
duracion de la expresion terapéutica de genes) no se reducen sustancialmente. Los elementos que pueden clonarse
en el vector viral incluyen, pero no se limitan a, promotor, sefial de empaquetamiento, LTR(s), tractos de polipurina y
un elemento de respuesta inversa (RRE).

En una realizacion de la divulgacion, la region LTR se modifica reemplazando el promotor LTR viral con un promotor
heterélogo. En una realizacion, el promotor del 5 LTR se reemplaza con un promotor heterdlogo. Ejemplos de
promotores heterélogos los cuales se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, un promotor del virus formador de
foco en el bazo (SFFV), un promotor inducible por tetraciclina (TET), una region de control del locus de 3-globina y un
promotor de B-globina ( LCR) y un promotor de citomegalovirus (CMV).

En algunas realizaciones, los vectores lentivirales de la divulgacion también incluyen vectores que se han modificado
para mejorar la seguridad en el uso de los vectores como agentes de suministro génico en terapia génica. En una
realizacion de la invencion, una region LTR, tal como la 3’ LTR, del vector se modifica en las regiones U3 y/o U5, en
donde se crea un vector SIN. Tales modificaciones contribuyen a un aumento en la seguridad del vector para fines de
suministro de genes. En una realizacion, el vector SIN de la invencion comprende una delecion en el 3' LTR en donde
una porcion de la regidon U3 se reemplaza con un elemento aislante. El aislante evita que las secuencias
potenciadoras/promotoras dentro del vector influyan en la expresion de genes en el genoma cercano, y viceversa,
para evitar que las secuencias genémicas cercanas influyan en la expresion de los genes dentro del vector. En una
realizacién adicional de la invencion, el 3' LTR se modifica de tal manera que la region U5 se reemplaza, por ejemplo,
con una secuencia de poli(A) ideal. Debe observarse que las modificaciones a las LTR, tales como modificaciones a
la3’ LTR, a5 LTR, oambas 3’y 5' LTR, también se incluyen en la invencion.
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El promotor del vector lentiviral puede ser uno que sea naturalmente (es decir, como ocurre con una célula in vivo) o
no asociado naturalmente con la region flanqueante 5’ de un gen particular. Los promotores pueden derivarse de
genomas eucariotas, genomas virales o secuencias sintéticas. Los promotores pueden seleccionarse como no
especificos (activos en todos los tejidos) (por ejemplo, SFFV), especificos de tejido (por ejemplo, (LCR), regulados por
procesos reguladores naturales, regulados por farmacos aplicados exégenamente (por ejemplo, TET) o regulados por
estados fisioldgicos especificos tales como aquellos promotores que se activan durante una respuesta de fase aguda
o aquellos que se activan solo en células replicantes. Ejemplos no limitantes de promotores en la presente invencion
incluyen el promotor del virus formador de foco en el bazo, un promotor inducible por tetraciclina, una region de control
de locus de B-globina y un promotor de B-globina (LCR), un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor LTR
retroviral, un promotor temprano inmediato de citomegalovirus, un promotor SV40 y un promotor de dihidrofolato
reductasa. El promotor también se puede seleccionar de los que se muestran para expresar especificamente en los
tipos de células seleccionados que pueden encontrarse asociados con condiciones que incluyen, pero no se limitan a,
hemoglobinopatias. En una realizacién de la invencion, el promotor es especifico de células de tal manera que la
expresion génica se limita a los globulos rojos. La expresion especifica de eritrocitos se logra utilizando la region
promotora de -globina humana y la regién de control de locus (LCR).

Los profesionales expertos reconoceran que la seleccién del promotor para expresar el polinucleédtido de interés
dependera del vector, el casete de acido nucleico, el tipo de célula que se va a tratar y el efecto biolégico deseado.
Los profesionales expertos también reconoceran que en la seleccion de un promotor, los parametros pueden incluir:
lograr niveles suficientemente altos de expresién génica para lograr un efecto fisiolégico; mantener un nivel critico de
expresion génica; lograr la regulacion temporal de la expresion génica; lograr la expresion especifica del tipo celular;
lograr la regulacion farmacolégica, endocrina, paracrina o autocrina de la expresion génica; y prevenir niveles de
expresion inapropiados o indeseables. Cualquier conjunto de requisitos de seleccion dependera de las condiciones,
pero puede determinarse facilmente una vez que se determinen los requisitos especificos. En una realizacion de la
invencion, el promotor es especifico de la célula, de tal manera que la expresion génica esta restringida a los glébulos
rojos. La expresion especifica de eritrocitos se logra utilizando la regiéon promotora de -globina humana y la region
de control de locus (LCR).

Las técnicas estandar para la construccion de vectores de expresion adecuados para uso en la presente invencion
son bien conocidas por los expertos en la técnica y se pueden encontrar en publicaciones tales como Sambrook et al.
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed. Cold Spring Harbor, Nueva York. Hay una variedad de
estrategias disponibles para ligar fragmentos de ADN, cuya eleccién depende de la naturaleza de los terminales de
los fragmentos de ADN y qué selecciones puede hacer facilmente el experto en la técnica.

Los vectores de terapia génica de la presente invencion, tales como los vectores lentivirales anteriores, pueden usarse
para expresar una variedad de ARNip terapéuticos en células eritroides transformadas. En una realizacion, el ARNip
de interés que se expresara en el vector se deriva de un gen que puede usarse para tratar una hemoglobinopatia, tal
como un ARNip para BCL11A.

Los constructos particulares de terapia génica de la invencion incluyen, pero no se limitan a, las mostradas en la Figura
2. Los tres vectores lentivirales descritos en este documento se muestran esquematicamente con un tallo del ARNsh
que contiene la secuencia de direccionamiento de ARNm de BCL11A, mientras que el bucle es especifico de miR223.
Todos contienen un marcador de fluorocromo (Venus) y estan integrados en un esqueleto delta-U3 LEGO de
autoactivacion (SIN) (Ferhse Lab, Alemania). Para evaluar la funcionalidad y la toxicidad del ARNsh direccionado, se
utilizé un lentivirus constitutivo de anulacion, donde el ARNsh direccionado se expresa a través del muy potente
promotor SFFV expresado de forma ubicua. Se uso un lentivirus de anulacién inducible, donde el ARNsh se expresa
a través de un promotor inducible por tetraciclina PGK, se usé para evaluar los efectos funcionales, dependientes de
la dosis y de la programacion del ARNsh direccionado. Un lentivirus especifico de linaje, donde el ARNsh se expresa
a través de un panorama promotor LCR de B-globina (sitios hipersensibles de ADN HS2/3, Naldini Lab, Italia) es una
opcion terapéutica para validar en sistemas in vivo. Las regiones LTR comprenden ademas una region U3 y U5, asi
como una region R. Las regiones U3 y U5 pueden modificarse juntas o de forma independiente para crear un vector
el cual se autoinactiva, aumentando asi la seguridad del vector para uso en el suministro de genes. Las regiones U3
y U5 pueden modificarse adicionalmente para comprender un elemento aislante.

la etapa de facilitar la produccién de particulas virales infecciosas en las células puede llevarse a cabo utilizando
técnicas convencionales, tales como técnicas estandar de crecimiento de cultivos celulares. Si lo desea el profesional
experto, se pueden preparar soluciones madre lentivirales usando los vectores y métodos de la presente invencion.
Los métodos para preparar soluciones madre virales son conocidos en la técnica y se ilustran, por ejemplo, por Y.
Soneoka et al. (1995) Nucl. Acidos Res. 23: 628-633, y N. R. Landau et al. (1992) J. Virol. 66: 5110-5113. En el método
de produccion de una solucion madre en la presente invencion, las células lentivirales permisivas (denominadas en el
presente documento células productoras) se transfectan con el sistema vector de la presente invencion. Luego, las
células se cultivan bajo condiciones de cultivo celular adecuadas, y las particulas lentivirales se recolectan ya sea de
las propias células o de los medios celulares como se describié anteriormente. Las lineas celulares productoras
adecuadas incluyen, pero no se limitan a, la linea celular de rifion embrionario humano 293, la linea celular de dermis
equina NBL-6 y la linea celular de timo fetal canino Cf2TH.
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la etapa de recolectar las particulas de virus infecciosos también se puede llevar a cabo utilizando técnicas
convencionales. Por ejemplo, las particulas infecciosas se pueden recoger por lisis celular, o la recoleccion del
sobrenadante del cultivo celular, como se conoce en la técnica. Opcionalmente, las particulas de virus recolectadas
pueden purificarse si se desea. Las técnicas de purificacion adecuadas son bien conocidas por los expertos en la
técnica.

Se pueden encontrar otros métodos relacionados con el uso de vectores virales en terapia génica, por ejemplo, Kay,
M. A. (1997) Chest 111(6 Supp.): 1385-1425; Ferry, N. and Heard, J. M. (1998) Hum. Gene Ther. 9:1975-81; Shiratory,
Y. et al. (1999) Liver 19:265-74; Oka, K. et al. (2000) Curr. Opin. Lipidol. 11:179-86; Thule, P. M. and Liu, J. M. (2000)
Gene Ther. 7:1744-52; Yang, N. S. (1992) Crit. Rev. Biotechnol. 12:335-56; Alt, M. (1995) J. Hepatol. 23:746-58; Brody,
S. L. and Crystal, R. G. (1994) Ann. N.Y. Acad. Sci. 716:90-101; Strayer, D. S. (1999) Expert Opin. Investig. Drugs
8:2159-2172; Smith-Arica, J. R. and Bartlett, J. S. (2001) Curr. Cardiol. Rep. 3:43-49; y Lee, H. C. et al. (2000) Nature
408:483-8.

Los vectores retrovirales, incluidos los vectores lentivirales, como se describe anteriormente o las células que los
comprenden, se pueden administrar in vivo a los sujetos por cualquier via adecuada, como es bien conocido en la
técnica. El término "administracion" se refiere a la ruta de introduccién de un vector formulado en el cuerpo. Por
ejemplo, la administracion puede ser intravascular, intraarterial, intravenosa, intramuscular, topica, oral, o mediante
una pistola de genes o instrumentacion de hipoaspersion. Por lo tanto, la administracion puede ser directa a un tejido
objetivo o mediante administracion sistémica. La administracion puede ser inyeccion directa en la médula 6sea. La
administracion directa al tejido objetivo puede implicar inyeccion de aguja, hipoaspersion, electroporacion, o la pistola
génica. Véase, por ejemplo, WO 93/18759.

Alternativamente, los vectores retrovirales de la invencion pueden administrarse ex vivo o in vitro a células o tejidos
usando técnicas de transfeccion estandar bien conocidas en la técnica.

En una realizacién, los vectores retrovirales de la invencion también se pueden transducir en células huésped, que
incluyen células madre embrionarias, células madre somaticas o células progenitoras. Ejemplos de células huésped
progenitoras las cuales pueden ser transducidas por los vectores retrovirales de la invencion incluyen precursores de
eritrocitos y células madre hematopoyéticas. En otra realizacion, la célula huésped es un eritrocito. Las células
huésped transducidas pueden usarse como un método para lograr la expresion especifica del eritroide del gen de
interés en el tratamiento de las hemoglobinopatias.

Otro aspecto de la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas de los vectores lentivirales de la invencion. En
una realizacion, la composicion incluye un vector lentiviral en una cantidad terapéuticamente efectiva suficiente para
tratar o reducir el riesgo de desarrollo (por ejemplo, mejorar los sintomas de una hemoglobinopatia) y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Una "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, en
dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado, tal como el
tratamiento o la prevencién de una condicion hemoglobinopatica. Una cantidad terapéuticamente efectiva de vector
lentiviral puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del
individuo, y la capacidad del vector lentiviral para provocar una respuesta deseada en el individuo. Los regimenes de
dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica optima. Una cantidad terapéuticamente
efectiva es también aquella en la que los efectos terapéuticamente beneficiosos compensan cualquiera de los efectos
toxicos o perjudiciales del vector lentiviral. La toxicidad potencial de los vectores lentivirales de la invencion se puede
analizar usando ensayos basados en células o modelos animales reconocidos en la técnica y se puede seleccionar
un modulador terapéuticamente efectivo que no exhiba toxicidad significativa. En una realizacion preferida, una
cantidad terapéuticamente efectiva de un vector lentiviral es suficiente para tratar una hemoglobinopatia.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el vector lentiviral en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segin sea necesario,
seguido de esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en
un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacion son el secado al vacio y el secado por congelacion que produce un polvo del ingrediente
activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucién previamente filtrada estéril del mismo.

Cabe sefialar que los valores de dosificacion pueden variar con la gravedad de la condicién a aliviar. Debe entenderse
ademas que para cualquier sujeto particular, los regimenes de dosificacion especificos se pueden ajustar con el tiempo
de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion
de las composiciones, y que los rangos de dosificacion establecidos en este documento son de ejemplo solamente y
no estan destinados a limitar el alcance o la practica de la composicion reivindicada. En una realizacion, la dosificacion
oscila entre 103-102 particulas virales/50 kg de peso. En otras realizaciones, la dosificacion oscila entre 103-10°
particulas virales/50 kg en peso, 10*-10° particulas virales/50 kg en peso, 105-107 particulas virales/50 kg en peso,
103-108 particulas virales/50 kg en peso. En una realizacién, la dosificacion es de aproximadamente 10* particulas
virales/50 kg en peso.
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La cantidad de vector viral en la composiciéon puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de la
enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo. Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para
proporcionar la respuesta terapéutica optima. Por ejemplo, se puede administrar un solo bolo, se pueden administrar
varias dosis divididas durante el tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente segun lo indiquen
las exigencias de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma
de unidad de dosificacion para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma de unidad de
dosificaciéon como se usa en el presente documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como
dosificaciones unitarias para los sujetos mamiferos que se van a tratar; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociaciéon con el
vehiculo farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de unidad de dosificacién de la invencion esta
dictada por y depende directamente de (a) las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico
particular que se va a lograr, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de combinar tal compuesto activo para el
tratamiento de la sensibilidad en individuos. Sin embargo, para cualquier caso dado, un experto en la técnica puede
determinar una "cantidad efectiva" apropiada usando solo experimentacion de rutina.

La presente invencion contempla, en realizaciones particulares, células genéticamente modificadas para expresar los
polipéptidos terapéuticos y los ARN inhibidores contemplados en este documento, para uso en el tratamiento de
hemoglobinopatias. Como se usa en el presente documento, el término "manipulado genéticamente" o "modificado
genéticamente" se refiere a la adicion, anulacion o modificacion del material genético en una célula. Los términos
"células genéticamente modificadas", "células modificadas" y "células redirigidas" se usan indistintamente. En
realizaciones particulares, las células transducidas con vectores contemplados en el presente documento se modifican
genéticamente. Como se usa en este documento, el término "terapia génica" se refiere a la introduccion de material
genético adicional en forma de ADN o ARN en el material genético total en una célula que restaura, corrige o modifica
la fisiologia de la célula para proporcionar un resultado terapéutico deseado.

En diversas realizaciones, las células genéticamente modificadas contempladas en el presente documento se
transducen in vitro o ex vivo con vectores de la invencion, y opcionalmente se expanden ex vivo. Las células
transducidas se administran luego a un sujeto que necesita terapia génica.

Las células adecuadas para la transduccion y administracion en los métodos de terapia génica contemplados en el
presente documento incluyen, pero no se limitan a, células madre, células progenitoras y células diferenciadas. En
ciertas realizaciones, las células transducidas son células madre embrionarias, células madre de médula 6sea, células
madre del cordén umbilical, células madre placentarias, células madre mesenquimatosas, células madre
hematopoyéticas, células progenitoras eritroides y células eritroides.

Las células madre hematopoyéticas (HSC) dan lugar a células progenitoras hematopoyéticas comprometidas (HPC)
que son capaces de generar todo el repertorio de células sanguineas maduras durante la vida util de un organismo.
El término "célula madre hematopoyética" o "HSC" se refiere a las células madre multipotentes que dan lugar a todos
los tipos de células sanguineas de un organismo, incluidos los mieloides (por ejemplo, monocitos y macrofagos,
neutrdfilos, basdfilos, eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas, células dendriticas) y linajes linfoides (por
ejemplo, células T, células B, células NK), y otros conocidos en la técnica (véase Fei, R., et al., Patente U.S. N°
5,635,387; McGlave, et al., Patente U.S. No. 5,460,964; Simmons, P., et al., Patente U.S. No. 5,677,136; Tsukamoto,
et al., Patente U.S. No. 5,750,397; Schwartz, et al., Patente U.S. No. 5,759,793; DiGuisto, et al., Patente U.S. No.
5,681,599; Tsukamoto, et al., Patente U.S. No. 5,716,827). Cuando se trasplantan a animales o humanos irradiados
letalmente, las células madre hematopoyéticas y las células progenitoras pueden repoblar el grupo de células
hematopoyéticas eritroides, neutréfilos-macréfagos, megacariocitos y linfoides.

En algunas realizaciones, las células transducidas son células madre hematopoyéticas y/o células progenitoras
aisladas de la médula ésea, la sangre del cordon umbilical o la circulacion periférica. En realizaciones particulares, las
células transducidas son células madre hematopoyéticas aisladas de médula 6sea, sangre de cordén umbilical o
circulacion periférica.

En una realizacion, las células hematopoyéticas son células CD34+.
En una realizacion, las células hematopoyéticas son células progenitoras eritroides.
En una realizacion, las células hematopoyéticas son células eritroides.

Las células de la invencion pueden ser autdlogas/autogénicas ("propias") o no autélogas ("no propias”, por ejemplo,
alogénicas, singénicas o xenogénicas). "Autdlogo”, como se usa en el presente documento, se refiere a células del
mismo sujeto. "Alogénico", como se usa en el presente documento, se refiere a células de la misma especie que
difieren genéticamente de la célula en comparacion. Singénico, como se usa en el presente documento, se refiere a
células de un sujeto diferente que son genéticamente idénticas a la célula en comparacién. "Xenogénico", como se
usa en el presente documento, se refiere a células de una especie diferente a la célula en comparacién. En
realizaciones preferidas, las células de la invencion son alogénicas. Una "célula aislada" se refiere a una célula que
se ha obtenido de un tejido u érgano in vivo y esta sustancialmente libre de matriz extracelular.
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Los ejemplos ilustrativos de células genéticamente modificadas adecuadas para las terapias basadas en células
contempladas en el presente documento incluyen, pero no se limitan a: células madre embrionarias, células madre de
médula ésea, células madre del cordon umbilical, células madre placentarias, células madre mesenquimatosas,
células madre hematopoyéticas, progenitoras hematopoyéticas células, progenitores mieloides, progenitores eritroides
y otras células eritroides.

En las realizaciones preferidas, las células adecuadas para terapias basadas en células contempladas en el presente
documento incluyen, pero no se limitan a: células madre o progenitoras hematopoyéticas, proeritroblastos,
eritroblastos basdfilos, eritroblastos policromaticos, eritroblastos ortocromaticos, eritrocitos policromaticos y eritrocitos
(RBCs), o cualquier combinacion de los mismos.

Métodos para tratar o reducir el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia

La presente invencién proporciona composiciones y métodos mejorados para aumentar la produccion de HbF en una
célula, administrando vectores que inhiben la expresiéon de BCL11A. Los datos demuestran que la inhibiciéon de
BCL11A conduce a una mayor expresion de los genes de y-globina. Como se divulga en el presente documento, es
un objeto de la presente invencidn proporcionar métodos para aumentar los niveles de hemoglobina fetal en una célula
y composiciones para uso en tales métodos. En algunas realizaciones, la célula es una célula madre embrionaria, una
célula madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula 6sea, una célula madre hematopoyética, una
célula progenitora hematopoyética o una progenie de las mismas.

Por consiguiente, un aspecto de la invencion proporciona métodos para aumentar los niveles de hemoglobina fetal
expresados por una célula y composiciones para uso en tales métodos, que comprenden las etapas de poner en
contacto una célula madre embrionaria, una célula madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula
6sea, una célula madre hematopoyética, o una hematopoyética con una cantidad efectiva de una composicion que
comprende al menos un virus o vector que comprende una molécula de acido nucleico descrita en este documento,
por lo que la expresion de BCL11A se reduce y la expresion de hemoglobina fetal aumenta en la célula, o su progenie,
en relacion con la célula antes de tal contacto. En una realizacion, el vector o virus expresa un agente de interferencia
de ARN el cual es un microARN de BCL11A lo cual inhibe BCL11A, reduciendo asi la expresién de BCL11A.

En relacion con poner en contacto una célula con un inhibidor de BCL11A, "aumentar los niveles de hemoglobina fetal"
en una célula indica que la HbF es al menos un 5% mas alta en las poblaciones tratadas con un inhibidor de BCL11A,
que en una poblacién de control comparable, en la que no esta presente el inhibidor de BCL11A. Se prefiere que el
porcentaje de expresion de HbF en una poblacién tratada con inhibidor de BCL11A sea al menos 10% mas alto, al
menos 20% mas alto, al menos 30% mas alto, al menos 40% mas alto, al menos 50% mas alto, al menos 60% mas
alto, al menos 70% mas alto, al menos 80% mas alto, al menos 90% mas alto, al menos 1 vez mas alto, al menos 2
veces mas alto, al menos 5 veces mas alto, al menos 10 veces mas alto, al menos 100 veces mas alto, al menos 1000
veces mas alto, 0 mas que una poblacion tratada de control de tamafio comparable y condiciones de cultivo. El término
"poblacién tratada de control" se usa en el presente documento para describir una poblaciéon de células que se ha
tratado con medios idénticos, induccioén viral, secuencias de acido nucleico, temperatura, confluencia, tamafo de
matraz, pH, etc., con la excepcion de un oligonucledtido no direccionado.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos aqui, se sospecha que el sujeto tiene, estaen riesgo
de tener o tiene una hemoglobinopatia, por ejemplo, SCD o THAL. Esta dentro de las habilidades de un profesional
con experiencia normal reconocer un sujeto que tiene o esta en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia.

Los sujetos también pueden ser aquellos que se someten a una variedad de tratamientos de terapia adicionales. Asi,
por ejemplo, los sujetos pueden ser aquellos tratados con oxigeno, hidroxiurea, acido félico o una transfusion de
sangre.

Los métodos para suministrar agentes de interferencia de ARN, por ejemplo, un ARNip, o vectores que contienen un
agente de interferencia de ARN, a las células objetivo, por ejemplo, eritrocitos u otras células objetivo deseadas, para
la absorcién incluyen la inyeccion de una composicion que contiene el agente de interferencia de ARN, por ejemplo,
un ARNip, o directamente en contacto con la célula, por ejemplo, un eritrocito, con una composicién que comprende
un agente de interferencia de ARN, por ejemplo, un ARNip. En otra realizacion, el agente de interferencia de ARN, por
ejemplo, un ARNip puede inyectarse directamente en cualquier vaso sanguineo, tal como vena, arteria, vénula o
arteriola, por ejemplo, mediante inyeccion hidrodinamica o cateterismo. La administracion puede ser mediante una
sola inyeccion o mediante dos o mas inyecciones. El agente de interferencia de ARN se suministra en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Se pueden usar uno o mas agentes de interferencia de ARN simultaneamente. En una
realizacion preferida, solo se usa un ARNip que se dirige a BCL11A humano. En una realizacion, las células especificas
se direccionan con interferencia de ARN, lo que limita los posibles efectos secundarios de la interferencia de ARN
causados por el direccionamiento no especifico de la interferencia de ARN. El método puede usar, por ejemplo, un
complejo o una molécula de fusion que comprende una unidad estructural direccionada a la célula y una unidad
estructural de unién a la interferencia de ARN que se usa para suministrar la interferencia de ARN de manera efectiva
en las células. Por ejemplo, una proteina de fusién anticuerpo-protamina cuando se mezcla con ARNip, se une a
ARNip y suministra selectivamente el ARNip a las células que expresan un antigeno reconocido por el anticuerpo, lo
que resulta en el silenciamiento de la expresion génica solo en aquellas células que expresan el antigeno. La unidad
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estructural de unién a la molécula inductora de interferencia de ARN o ARNip es una proteina o un dominio de unién
a acido nucleico o fragmento de una proteina, y la unidad estructural de union se fusiona a una porciéon de la unidad
estructural de direccionamiento. La ubicacion de la unidad estructural de direccionamiento puede estar ya sea en el
extremo carboxilo terminal o amino terminal del constructo o en el medio de la proteina de fusién. También se puede
emplear un mecanismo de suministro mediado por virus para suministrar ARNip a las células in vitro e in vivo como
se describe en Xia, H. et al. (2002) Nat Biotechnol 20 (10): 1006). Los mecanismos de suministro mediados por
plasmidos o virales de ARNsh también pueden emplearse para suministrar ARNsh a células in vitro e in vivo como se
describe en Rubinson, D. A, et al. ((2003) Nat. Genet. 33: 401-406) y Stewart, S. A, et al. ((2003) RNA 9: 493-501).
Los agentes de interferencia de ARN, por ejemplo, los ARNip o ARNsh, se pueden introducir junto con los
componentes que realizan una o mas de las siguientes actividades: mejorar la absorcién de los agentes de
interferencia de ARN, por ejemplo, ARNip, mediante la célula, por ejemplo, linfocitos u otras células, inhiben la fusion
de cadenas individuales, estabilizan cadenas individuales o de otra manera facilitan el suministro a la célula diana y
aumentan la inhibicién del gen diana, por ejemplo, BCL11A. La dosis del agente interferente de ARN particular sera
una cantidad necesaria para efectuar la interferencia de ARN, por ejemplo, silenciamiento genético postraduccional,
del gen diana particular, lo que conducira a la inhibicion de la expresién génica diana o la inhibicién de la actividad o
nivel de la proteina codificada por el gen diana.

En una realizacion de cualquiera de los métodos descritos aqui, la célula madre embrionaria, la célula madre somatica,
la célula progenitora, la célula de médula 6sea o la célula progenitora hematopoyética, o la célula madre
hematopoyética (HSC) se pone en contacto ex vivo o in vitro. En una realizacion especifica, la célula en contacto es
una célula del linaje eritroide. En una realizacion, la composicion inhibe la expresién de BCL11A.

En una realizacion de cualquiera de los métodos descritos aqui, la célula madre embrionaria, la célula madre somatica,
la célula progenitora, la célula de médula ésea o la célula progenitora hematopoyética, o HSC se aisla del sujeto antes
de entrar en contacto con la composicién descrita en este documento o entrar en contacto con el virus. o vector que
lleva una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de un grupo
que consiste en la SEQ ID NOS: 34-42, o entrar en contacto con el virus o vector que expresa un microARN de BCL11A
sintético descrito aqui.

Las células sanguineas maduras tienen una duracién de vida finita y deben reemplazarse continuamente durante toda
la vida. Las células sanguineas son producidas por la proliferacion y diferenciacion de una poblacién muy pequefia de
células madre hematopoyéticas (HSC) pluripotentes que también tienen la capacidad de reponerse por
autorrenovacion. Las HSC son células progenitoras multipotenciales y de renovacion automatica que se desarrollan a
partir de células de hemangioblastos mesodérmicos. Las HSC son las células sanguineas que dan lugar a todas las
demas células sanguineas, que incluyen todas las células sanguineas diferenciadas de los linajes eritroides, linfoides
y mieloides. Las HSC se encuentran en la médula dsea adulta, la sangre periférica y la sangre del cordon umbilical.

Durante la diferenciacion, la progenie de HSC progresa a través de diversas etapas intermedias de maduracion,
generando células progenitoras hematopoyéticas multipotenciales y células progenitoras hematopoyéticas
comprometidas con el linaje, antes de alcanzar la madurez. La médula 6sea (BM) es el sitio principal de hematopoyesis
en humanos y, bajo condiciones normales, solo se pueden encontrar pequefias cantidades de HSC y células
progenitoras hematopoyéticas en la sangre periférica (PB). El tratamiento con citoquinas (en particular, factor
estimulante de colonias de granulocitos; G-CSF), farmacos mielosupresores utilizados en el tratamiento del cancer y
compuestos que interrumpen la interaccion entre las células hematopoyéticas y las células estromales de BM pueden
movilizar rapidamente grandes cantidades de células madre y progenitoras hacia la circulacion..

"Célula progenitora hematopoyética", como se usa el término en este documento, se refiere a células de un linaje de
células madre hematopoyéticas que dan lugar a todos los tipos de células sanguineas, incluidas las mieloides
(monocitos y macréfagos, neutrdfilos, basofilos, eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas, células dendriticas)
y los linajes linfoides (células T, células B, células NK). Una "célula del linaje eritroide" indica que la célula en contacto
es una célula que se somete a eritropoyesis de tal manera que, tras la diferenciacion final, forma un eritrocito o glébulo
rojo (RBC). Tales células pertenecen a uno de los tres linajes, eritroides, linfoides y mieloides, que se originan en las
células progenitoras hematopoyéticas de la médula 6sea. Tras la exposicion a factores de crecimiento especificos y
otros componentes del microambiente hematopoyético, las células progenitoras hematopoyéticas pueden madurar a
través de una serie de tipos celulares de diferenciacion intermedia, todos intermedios del linaje eritroide, en glébulos
rojos. Por lo tanto, las células del "linaje eritroide"”, como se usa el término en el presente documento, comprenden
células progenitoras hematopoyéticas, rubriblastos, prorubricitos, eritroblastos, metarubricitos, reticulocitos vy
eritrocitos.

En alguna realizacion de cualquiera de los métodos descritos aqui, la célula progenitora hematopoyética tiene al
menos uno de los marcadores de superficie celular caracteristicos de las células progenitoras hematopoyéticas:
CD34+, CD59+, Thy1/CD90+, CD38"°", y C-kit/CD117+. Preferiblemente, las células progenitoras hematopoyéticas
tienen varios de estos marcadores.

En alguna realizacion de cualquiera de los métodos descritos aqui, las células progenitoras hematopoyéticas del linaje
eritroide tienen el marcador de superficie celular caracteristico del linaje eritroide: CD71 y Ter119.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2744 186 T3

En alguna realizacion de cualquiera de los métodos descritos en este documento, la HSC tiene al menos uno de los
marcadores de superficie celular caracteristicos de las células progenitoras hematopoyéticas: CD34+, CD59+,
Thy1/CD90+, CD38°", y C-kit/CD117+.

Las HSC, similares a las células progenitoras hematopoyéticas, son capaces de proliferar y dar lugar a mas células
progenitoras que tienen la capacidad de generar una gran cantidad de células madre que a su vez pueden dar lugar
a células hijas diferenciadas o diferenciables. Se puede inducir a las células hijas a proliferar y producir progenie que
subsecuentemente se diferencian en uno o mas tipos de células maduras, al tiempo que retienen una o mas células
con potencial de desarrollo parental. El término "célula madre" se refiere, entonces, a una célula con la capacidad o
potencial, bajo circunstancias particulares, de diferenciarse a un fenotipo mas especializado o diferenciado, y que
conserva la capacidad, bajo ciertas circunstancias, de proliferar sin diferenciarse sustancialmente. En una realizacion,
el término progenitor o célula madre se refiere a una célula madre generalizada cuyos descendientes (progenie) se
especializan, a menudo en diferentes direcciones, por diferenciacion, por ejemplo, al adquirir caracteres
completamente individuales, como ocurre en la diversificacion progresiva de células y tejidos embrionarios. La
diferenciacion celular es un proceso complejo que tipicamente ocurre a través de muchas divisiones celulares. Una
célula diferenciada puede derivar de una célula multipotente la cual a su vez se deriva de una célula multipotente, y
asi sucesivamente. Si bien cada una de estas células multipotentes puede considerarse células madre, el rango de
tipos de células a las que puede dar lugar puede variar considerablemente. Algunas células diferenciadas también
tienen la capacidad de dar lugar a células de mayor potencial de desarrollo. Tal capacidad puede ser natural o puede
ser inducida artificialmente tras el tratamiento con diversos factores. En muchos casos bioldgicos, las células madre
también son "multipotentes” porque pueden producir progenie de mas de un tipo de células distintas, pero esto no es
necesario para la "condicion de madre". La autorrenovacion es la otra parte clasica de la definicién de células madre,
y es esencial como se usa en este documento. En teoria, la autorrenovacion puede ocurrir por cualquiera de los dos
mecanismos principales. Las células madre pueden dividirse asimétricamente, con una hija que retiene el estado del
talloy la otra hija que expresa otras funciones y fenotipos especificos distintos. Alternativamente, algunas de las células
madre en una poblacion pueden dividirse simétricamente en dos tallos, manteniendo asi algunas células madre en la
poblacion en su conjunto, mientras que otras células de la poblacion dan lugar a una progenie diferenciada solamente.
En general, las "células progenitoras" tienen un fenotipo celular que es mas primitivo (es decir, se encuentra en una
etapa anterior a lo largo de una ruta de desarrollo o progresion que una célula completamente diferenciada). A menudo,
las células progenitoras también tienen un potencial proliferativo significativo o muy alto. Las células progenitoras
pueden dar lugar a multiples tipos de células diferenciadas distintas o a un solo tipo de células diferenciadas,
dependiendo de la via de desarrollo y del entorno en el cual las células se desarrollan y diferencian.

En una realizacion de cualquiera de los métodos descritos aqui, la célula madre hematopoyética o la célula progenitora
hematopoyética se recolecta de sangre periférica, sangre del corddn umbilical, vellosidades coridnicas, liquido
amnidtico, sangre placentaria o médula ésea.

En una realizacion de cualquiera de los métodos descritos aqui, la célula madre embrionaria, la célula madre somatica,
la célula progenitora o la célula de médula dsea se recolecta de sangre periférica, sangre del cordon umbilical,
vellosidades coridnicas, liquido amniético, sangre placentaria o médula ésea.

Las células progenitoras de sangre periférica (PBPC) se han convertido en la fuente preferida de células progenitoras
hematopoyéticas para el trasplante alogénico y autdlogo debido a la facilidad técnica de recoleccion y al menor tiempo
requerido para el injerto. Tradicionalmente, el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) se ha utilizado
para estimular mas PBPC y la liberacion de células progenitoras hematopoyéticas de la médula 6ésea. Aunque los
regimenes que usan G-CSF usualmente logran recolectar cantidades adecuadas de PBPC de donantes sanos, 5% -
10% movilizaran mal las células madre y pueden requerir aféresis de gran volumen multiple o extraccion de médula
Osea.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos aqui, la célula madre embrionaria, la célula madre
somatica, la célula progenitora, la célula de médula dsea o la célula progenitora hematopoyética, o HSC se selecciona
para el marcador de superficie CD34+ antes del contacto.

Por consiguiente, en una realizacion de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la célula madre
embrionaria CD34+ aislada, la célula madre somatica CD34+ aislada, la célula progenitora CD34+ aislada, la célula
progenitora 6sea CD34+ aislada, la célula progenitora hematopoyética CD34+ aislada o el HSC CD34+ aislada se
ponen en contacto con la composicion descrita en el presente documento o contactado con el virus o vector que porta
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de un grupo que
consiste en la SEQ ID NOS: 34-42, o contactado con el virus o vector que expresa un microARN de BCL11A sintético
descrito en el presente documento.

En una realizaciéon de cualquiera de los métodos descritos en este documento, la célula madre embrionaria, la célula
madre somatica, la célula progenitora, la célula de médula 6sea o la célula progenitora hematopoyética, o HSC se
crioconserva antes de cualquier contacto con la composicién descrita en este documento o con el virus o vector que
porta una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de un grupo
que consiste en la SEQ ID NOS: 34-42, o en contacto con el virus o vector que expresa un microARN de BCL11A
sintético descrito en este documento.
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En una realizacién de cualquiera de los métodos descritos aqui, el contacto es in vitro, ex vivo o in vivo.

En una realizacién de cualquiera de los métodos descritos en este documento, el contacto se repite al menos una vez.
Es decir, después del primer contacto inicial de las células madre embrionarias, células madre somaticas, células
progenitoras, células de médula 6sea o células progenitoras hematopoyéticas, o HSC con la composicion descrita en
el presente documento o en contacto con el virus o vector que porta una molécula de acido nucleico que comprende
una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de un grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o en contacto
con el virus o vector que expresa un microARN de BCL11A sintético descrito aqui, la célula se lava, y la célula lavada
se pone entonces en contacto por segunda vez con la composicion descrita en el presente documento o contactada
con el virus o vector que porta una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada de un grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o contactada con el virus o vector que expresa un
microARN de BCL11A sintético descrito en el presente documento.

En otras realizaciones, el contacto se repite al menos dos veces después del primer contacto inicial.

En una realizacién de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, después del contacto, la célula
madre embrionaria, la célula madre somatica, la célula progenitora, la célula de médula dsea o la célula progenitora
hematopoyética o HSC en contacto, se crioconservan antes del uso, por ejemplo, expansion ex vivo y/o implantacion
en un sujeto.

En una realizacién de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, después del contacto, la célula
madre embrionaria, la célula madre somatica, la célula progenitora, la célula de médula dsea o la célula progenitora
hematopoyética o HSC en contacto se expande en cultivo ex vivo antes del uso, por ejemplo, crioconservacion, y/o
implantacioén/injerto en un sujeto.

En una realizacién de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, después del contacto, la célula
madre embrionaria, la célula madre somatica, la célula progenitora, la célula de médula ésea o la célula progenitora
hematopoyética, o HSC en contacto se diferencia en el cultivo ex vivo antes del uso, por ejemplo, criopreservacion,
y/o implantacién/injerto en un sujeto.

En el contexto de la ontogenia celular, el adjetivo "diferenciado” o "diferenciador" es un término relativo. Una "célula
diferenciada" es una célula que ha progresado mas en la ruta del desarrollo que la célula con la que se esta
comparando. Por lo tanto, las células madre pueden diferenciarse en células precursoras restringidas al linaje (tal
como una célula progenitora hematopoyética), que a su vez pueden diferenciarse en otros tipos de células precursoras
mas adelante en la via (tal como un precursor de eritrocitos) y luego a una célula diferenciada en etapa final, tal como
un eritrocito, que desempefia un papel caracteristico en cierto tipo de tejido, y puede o no retener la capacidad de
proliferar ademas.

En una realizacion, el inhibidor de la expresion de BCL11A es un agente de interferencia de ARN especifico de
BCL11A, o un vector que codifica dicho agente de interferencia de ARN especifico de BCL11A. En una realizacion
especifica, el agente de interferencia de ARN comprende una o mas de las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID
NOS: 34-42.

Un "acido nucleico", como se describe en el presente documento, puede ser ARN o ADN, y puede ser monocatenario
o bicatenario, y puede seleccionarse, por ejemplo, de un grupo que incluye: acido nucleico que codifica una proteina
de interés, oligonucledtidos, analogos de acido nucleico, por ejemplo, péptido-acido nucleico (PNA), PNA
seudocomplementario (pc-PNA) y acido nucleico bloqueado (LNA). Tales secuencias de acido nucleico incluyen, por
ejemplo, pero sin limitacion, proteinas que codifican secuencias de acido nucleico, por ejemplo, que actuan como
represores transcripcionales, moléculas antisentido, ribozimas, pequefias secuencias inhibidoras de acido nucleico,
por ejemplo, pero no se limitan a ARNi, ARNshi, ARNip, microARNi (miARN) y oligonucledtidos antisentido.

Como se describe en el presente documento, es un objeto de la presente invencién proporcionar composiciones para
uso en un método para aumentar los niveles de hemoglobina fetal en un sujeto.

Por consiguiente, un aspecto de la presente invencion proporciona composiciones para uso en un método para
aumentar los niveles de hemoglobina fetal en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método la etapa de poner
en contacto una célula progenitora hematopoyética o una HSC en el sujeto con una cantidad efectiva de composicion
que comprende un inhibidor de BCL11A, mediante el cual se incrementa la expresion de HbF, en relaciéon con la
expresion antes de tal contacto. En una realizacion, el inhibidor de BCL11A es un agente de interferencia de ARN que
comprende una o mas de las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A
sintético descrito aqui.

En relacion con el contacto de una célula en un sujeto con un inhibidor de BCL11A, "aumentar los niveles de HbF en
un sujeto” indica que la HbF en el sujeto es al menos un 5% mas alta en las poblaciones tratadas con un inhibidor de
BCL11A, que una poblacién de control comparable, en donde no hay inhibidor de BCL11A presente. Se prefiere que
la expresion de hemoglobina fetal en un sujeto tratado con inhibidor de BCL11A sea al menos 10% mas alta, al menos
20% mas alta, al menos 30% mas alta, al menos 40% mas alta, al menos 50% mas alta, al menos 60% mas alta, al
menos 70% mas alta, al menos 80% mas alta, al menos un 90% mas alta, al menos 1 veces mas alta, al menos 2
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veces mas alta, al menos 5 veces mas alta, al menos 10 veces mas alta, al menos 100 veces mas mas alta, al menos
1000 veces mas alta o0 mas que un sujeto tratado con control comparable. El término "sujeto tratado con control
comparable" se usa en el presente documento para describir un sujeto que ha sido tratado de manera idéntica, con la
excepcion de la adicion de un oligonucleétido no direccionado.

En consecuencia, en una realizacion, el sujeto ha sido diagnosticado con una hemoglobinopatia. En una realizacion
adicional, la hemoglobinopatia es una SCD. Tal como se usa en el presente documento, la SCD puede ser anemia de
células falciformes, enfermedad de la hemoglobina C falciforme (HbSC), beta-plus-talasemia falciforme (HbS/( +) o
beta-cero-talasemia falciforme (HbS/B0) En otra realizacion preferida, La hemoglobinopatia es THAL.

El tratamiento en el cual las composiciones de acuerdo con la presente invencién son para uso mejora uno o mas
sintomas asociados con el trastorno al aumentar la cantidad de hemoglobina fetal en el individuo. Los sintomas
tipicamente asociados con una hemoglobinopatia incluyen, por ejemplo, anemia, hipoxia tisular, disfuncién organica,
valores anormales de hematocritos, eritropoyesis ineficaz, recuento anormal de reticulocitos (eritrocitos), carga
anormal de hierro, presencia de sideroblastos en anillo, esplenomegalia, hepatomegalia, flujo de sangre periférica
deteriorada, disnea, aumento de la hemodlisis, ictericia, crisis de dolor anémico, sindrome toracico agudo, secuestro
esplénico, priapismo, accidente cerebrovascular, sindrome mano-pie y dolor tal como angina de pecho.

En una realizacion, la célula progenitora hematopoyética o HSC se pone en contacto ex vivo o in vitro, y la célula o su
progenie se administra al sujeto. En una realizacién adicional, la célula progenitora hematopoyética es una célula del
linaje eritroide.

En una realizacion, la célula progenitora hematopoyética o HSC se pone en contacto con una composicion que
comprende un inhibidor de BCL11A y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, la
composicion se administra por inyeccion, infusion, instilacion o ingestion. En una realizacion, la composicion se
administra por inyeccion directa en la médula dsea.

En una realizacion de cualquiera de los métodos descritos, el método de terapia génica se usa para tratar, prevenir o
mejorar una hemoglobinopatia que se selecciona del grupo que consiste en: enfermedad de hemoglobina C,
enfermedad de células falciformes de hemoglobina (SCD), anemia de células falciformes, anemia hereditaria,
talasemia, B-talasemia, talasemia mayor, talasemia intermedia, a-talasemia y enfermedad de hemoglobina H.

En diversas realizaciones de cualquier método descrito, los vectores retrovirales se administran por inyeccion directa
a una célula, tejido u érgano de un sujeto que necesita terapia génica, in vivo. En diversas otras realizaciones de
cualquier método descrito, las células se transducen in vitro o ex vivo con los vectores de la invencion, y opcionalmente
se expanden ex vivo. Las células transducidas se administran luego a un sujeto que necesita terapia génica.

Un "sujeto", como se usa en el presente documento, incluye cualquier animal que muestre un sintoma de una
enfermedad, trastorno o condicion monogénica que pueda tratarse con los vectores de terapia génica, la terapéutica
basada en células y los métodos divulgados en otro lugar del presente documento. En realizaciones preferidas, un
sujeto incluye cualquier animal que muestre sintomas de una enfermedad, trastorno o condicidon del sistema
hematopoyético, por ejemplo, una hemoglobinopatia, que puede tratarse con los vectores de terapia génica, la
terapéutica basada en células y los métodos contemplados en el presente documento. Los sujetos adecuados (por
ejemplo, pacientes) incluyen animales de laboratorio (tales como ratones, ratas, conejos o conejillos de Indias),
animales de granja y animales domésticos o mascotas (tales como gatos o perros). Se incluyen primates no humanos
y, preferiblemente, pacientes humanos. Los sujetos tipicos incluyen animales que exhiben cantidades aberrantes
(cantidades menores o mayores que un sujeto "normal" o "sano") de una o mas actividades fisioldgicas que pueden
ser moduladas por la terapia génica.

En una realizacion, como se usa en el presente documento "tratamiento” o "tratar", incluye cualquier efecto beneficioso
o deseable sobre los sintomas o la patologia de una enfermedad o condicidon patolégica, y puede incluir incluso
reducciones minimas en uno o mas marcadores medibles de la enfermedad o condicién que se va a tratar. En otra
realizacion, el tratamiento puede implicar opcionalmente la reduccion o mejora de los sintomas de la enfermedad o
condicion, o el retraso de la progresion de la enfermedad o condicion. El "tratamiento" no indica necesariamente la
erradicacion o cura completa de la enfermedad o condicidn, o los sintomas asociados de la misma.

En una realizacion, como se usa en el presente documento, "prevenir" y palabras similares tales como "prevenido”,
"prevenir", etc., indican un enfoque para prevenir, inhibir o reducir la probabilidad de apariciéon o recurrencia de una
enfermedad o condiciéon. En otra realizacién, el término se refiere a retrasar la aparicion o recurrencia de una
enfermedad o condicién o retrasar la aparicién o recurrencia de los sintomas de una enfermedad o condicién. En otra
realizacién, como se usa en el presente documento, "prevencion" y palabras similares incluyen la reduccion de la
intensidad, efecto, sintomas y/o carga de una enfermedad o condicién antes del inicio o recurrencia de la enfermedad
o condicion.

En una realizacién de cualquier método descrito, el método comprende ademas seleccionar un sujeto que necesita la
terapia génica descrita. Por ejemplo, un sujeto que presenta sintomas o citologia de una hemoglobinopatia se
selecciona del grupo que consiste en enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de células falciformes de
hemoglobina (SCD), anemia de células falciformes, anemia hereditaria, talasemia, B-talasemia, talasemia mayor,
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talasemia intermedia, a-talasemia y enfermedad de hemoglobina H. Alternativamente, el sujeto porta una mutacion
genética que esta asociada con una hemoglobinopatia, una mutaciéon genética descrita en este documento. Por
ejemplo, un diagndstico de sujeto de SCD con genotipo HbSS, talasemia HbS/B0, HbSD o HbSO, y/o con HbF <10%
por electroforesis.

En diversas realizaciones de cualquier método descrito, a un sujeto que necesita terapia génica se le administra una
poblacién de células que comprende una cantidad efectiva de células genéticamente modificadas contempladas en el
presente documento. Esa es una célula genéticamente modificada que expresa una o mas de las secuencias de
nucleétidos de las SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

Como se usa en el presente documento, el término "cantidad" se refiere a "una cantidad efectiva" o "una cantidad
efectiva" de un virus o célula terapéutica transducida para lograr un resultado profilactico o terapéutico beneficioso o
deseado, que incluye resultados clinicos.

Una "cantidad profilacticamente efectiva" se refiere a una cantidad de virus o célula terapéutica transducida efectiva
para lograr el resultado profilactico deseado. Tipicamente pero no necesariamente, dado que se usa una dosis
profilactica en sujetos antes o en una etapa mas temprana de la enfermedad, la cantidad profilacticamente efectiva es
menor que la cantidad terapéuticamente efectiva.

Una "cantidad terapéuticamente efectiva" de un virus o una célula terapéutica transducida puede variar de acuerdo
con factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad de las
células madre y progenitoras para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente
efectiva también es aquella en la cual los efectos terapéuticamente beneficiosos compensan cualesquiera de los
efectos toxicos o perjudiciales del virus o las células terapéuticas transducidas. El término "cantidad terapéuticamente
efectiva” incluye una cantidad que es efectiva para "tratar" a un sujeto (por ejemplo, un paciente).

En una realizacion, la presente invencion proporciona composiciones para uso en un método para proporcionar una
célula transducida a un sujeto que comprende administrar, por ejemplo, parenteralmente, una o mas células
transducidas con un vector contemplado en el presente documento en el sujeto. En una realizacion, el vector es uno
que transporta una o mas de las secuencias de nucleétidos de las SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44, o un microARN
de BCL11A sintético descrito aqui.

En una realizacion particular, se proporcionan composiciones para uso en un método para prevenir, mejorar o tratar
una hemoglobinopatia en un sujeto. EI método comprende administrar una poblacion de células que comprenden
células hematopoyéticas transducidas con un vector contemplado en el presente documento. En una realizacion, el
vector es uno que transporta una o mas de las secuencias de nucleétidos de las SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44, o
un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

En realizaciones particulares, una poblacion de células administradas a un sujeto comprende células madre
hematopoyéticas o células progenitoras, proeritroblastos, eritroblastos basofilos, eritroblastos policromaticos,
eritroblastos ortocromaticos, eritrocitos policromaticos y eritrocitos (RBCs), o cualquier combinacion de los mismos, y
cualquier proporcion de los cuales puede ser modificado genéticamente por los vectores contemplados en el presente
documento. En una realizacion, el vector es uno que transporta una o mas de las secuencias de nucleétidos de las
SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44, o un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

Las células genéticamente modificadas pueden administrarse como parte de un trasplante de médula dsea o de sangre
del cordon umbilical en un individuo que se haya sometido o no a una terapia de ablacion de la médula ésea. En una
realizacion, las células genéticamente modificadas contempladas en el presente documento se administran en un
trasplante de médula 6sea a un individuo que se ha sometido a terapia de médula ésea quimioablativa o radioablativa.

En una realizacion, se administra una dosis de células genéticamente modificadas a un sujeto por via intravenosa. En
una realizacion, las células hematopoyéticas modificadas genéticamente se administran por via intravenosa a un
sujeto.

En realizaciones particulares, los pacientes reciben una dosis de células genéticamente modificadas, por ejemplo,
células madre hematopoyéticas, de aproximadamente 1 x 10% células/kg, aproximadamente 5 x 10° células/kg,
aproximadamente 1 x 108 células/kg, aproximadamente 2 x 10° células/kg, aproximadamente 3 x 108 células/kg,
aproximadamente 4 x 10° células/kg, aproximadamente 5 x 10° células/kg, aproximadamente 6 x 108 células/kg,
aproximadamente 7 x 10° células/kg, aproximadamente 8 x 10° células/kg, aproximadamente 9 x 108 células/kg,
aproximadamente 1 x 107 células/kg, aproximadamente 5 x 107 células/kg, aproximadamente 1 x 108 células/kg, o mas
en una sola dosis intravenosa. En ciertas realizaciones, los pacientes reciben una dosis de células genéticamente
modificadas, por ejemplo, células madre hematopoyéticas, de al menos 1 x 10° células/kg, al menos 5 x 105células/kg,
al menos 1 x 108 células/kg, al menos 2 x 108 células/kg, al menos 3 x 10%células/kg, al menos 4 x 10° células/kg, al
menos 5 x 108 células/kg, al menos 6 x 10%células/kg, al menos 7 x 10° células/kg, al menos 8 x 10° células/kg, al
menos 9 x 10%células/kg, al menos 1 x 107 células/kg, al menos 5 x 107 células/kg, al menos 1 x 108células/kg, 0 mas
en una sola dosis intravenosa.
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En una realizacion adicional, los pacientes reciben una dosis de células genéticamente modificadas, por ejemplo,
células madre hematopoyéticas, de aproximadamente 1 x 10° células/kg hasta aproximadamente 1 x 108 células/kg,
aproximadamente 1 x 10°® células/kg hasta aproximadamente 1 x 108 células/kg, aproximadamente 1 x 108 células/kg
hasta aproximadamente 9 x 108 células/kg, aproximadamente 2 x 108 células/kg hasta aproximadamente 8 x 108
células/kg, aproximadamente 2 x 108 células/kg hasta aproximadamente 8 x 108 células/kg, aproximadamente 2 x 108
células/kg hasta aproximadamente 5 x 10° células/kg, aproximadamente 3 x 108 células/kg hasta aproximadamente 5
x 108 células/kg, aproximadamente 3 x 108 células/kg hasta aproximadamente 4 x 108 células/kg, o cualquier dosis
intermedia de células/kg.

En diversas realizaciones, los métodos de la invencién proporcionan una terapia génica mas robusta y segura que los
métodos existentes y comprenden administrar una poblacion o dosis de células que comprenden aproximadamente
5% de células transducidas, aproximadamente 10% de células transducidas, aproximadamente 15% de células
transducidas, aproximadamente 20% células transducidas, aproximadamente 25% de células transducidas,
aproximadamente 30% de células transducidas, aproximadamente 35% de células transducidas, aproximadamente
40% de células transducidas, aproximadamente 45% de células transducidas, o aproximadamente 50% de células
transducidas, a un sujeto.

En una realizacion, la invencion proporciona células genéticamente modificadas, tales como una célula madre, por
ejemplo, una célula madre hematopoyética, con el potencial de expandir o aumentar una poblaciéon de células
eritroides. En realizaciones particulares, las células madre hematopoyéticas se transducen con un vector de la
invencion y se usan en la administracion a un individuo que necesita terapia para la hemoglobinopatia. Las células
madre hematopoyéticas son el origen de las células eritroides y, por lo tanto, son preferidas. En una realizacion, el
vector es uno que transporta una o mas de las secuencias de nucleétidos de las SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44, o
un microARN de BCL11A sintético descrito aqui.

Como se usa en el presente documento, el término "farmacéuticamente aceptable” y las variaciones gramaticales de
los mismos, ya que se refieren a composiciones, portadores, diluyentes y reactivos, se usan indistintamente y
representan que los materiales son capaces de administrarse a un sujeto o sobre él sin producir efectos fisiologicos
indeseables tales como nauseas, mareos, malestar gastrico y similares. Cada portador también debe ser "aceptable”
en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion. Un portador farmacéuticamente aceptable
no promovera el aumento de una respuesta inmune a un agente con el cual se mezcla, a menos que se desee. La
preparacion de una composicion farmacoldgica que contiene ingredientes activos disueltos o dispersados en la misma
se entiende bien en la técnica y no necesita limitarse con base a la formulacion. La formulacion farmacéutica contiene
un compuesto de la invencion en combinacion con uno o mas ingredientes farmacéuticamente aceptables. El portador
puede estar en forma de un diluyente sdlido, semisdlido o liquido, crema o una capsula. Tipicamente, tales
composiciones se preparan como inyectables, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas, sin embargo, también
se pueden preparar formas solidas adecuadas como solucién o suspensiones, en liquido antes del uso. La preparacion
también se puede emulsionar o presentar como una composicion de liposomas. El ingrediente activo se puede mezclar
con excipientes que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con el ingrediente activo y en cantidades
adecuadas para uso en los métodos terapéuticos descritos en este documento. Los excipientes adecuados son, por
ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares y combinaciones de los mismos. Ademas, si se
desea, la composicion puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes
o emulsionantes, agentes reguladores de pH y similares los cuales mejoran la efectividad del ingrediente activo. La
composicion terapéutica de la presente invencion puede incluir sales farmacéuticamente aceptables de sus
componentes. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acido (formadas con los
grupos amino libres del polipéptido) que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico
o fosférico, o acidos organicos tales como acético, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos
carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanol, histidina,
procaina y similares. Los portadores fisioldgicamente tolerables son bien conocidos en la técnica. Los portadores
liquidos de ejemplo son soluciones acuosas estériles que no contienen materiales ademas de los ingredientes activos
y el agua, o contienen un regulador tal como fosfato de sodio a un valor de pH fisiolégico, solucion salina fisiolégica o
ambas, tales como solucion salina regulada con fosfato. Todavia ademas, los portadores acuosos pueden contener
mas de una sal reguladora, asi como sales tales como cloruros de sodio y potasio, dextrosa, polietilenglicol y otros
solutos. Las composiciones liquidas también pueden contener fases liquidas ademas de y con exclusion del agua.
Ejemplos de tales fases liquidas adicionales son glicerina, aceites vegetales tales como aceite de semilla de algodon
y emulsiones de agua-aceite. La cantidad de un agente activo usado en la invencién que sera efectiva en el tratamiento
de un trastorno o condicion particular dependera de la naturaleza del trastorno o condicién, y puede determinarse
mediante técnicas clinicas estandar. La expresion "portador o diluyente farmacéuticamente aceptable" significa un
material, composiciéon o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un agente de relleno liquido o sdlido,
diluyente, excipiente, disolvente o material de encapsulacion, involucrado en llevar o transportar los agentes sujetos
desde un érgano o porcién del cuerpo, a otro érgano o porcion del cuerpo.

En una realizacion de cualquiera de los métodos descritos, como se usa en el presente documento, "administrado” se
refiere a la colocacion de un inhibidor de BCL11A en un sujeto mediante un método o ruta que da como resultado una
localizacion al menos parcial del inhibidor en un sitio deseado. Un agente el cual inhibe BCL11A puede administrarse
por cualquier ruta apropiada que da como resultado un tratamiento efectivo en el sujeto, es decir, la administraciéon da
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como resultado el suministro a una ubicacion deseada en el sujeto donde se suministra al menos una porcién de la
composicion, es decir, al menos un agente, que inhibe BCL11A, esta activo en el sitio deseado durante un periodo de
tiempo. El periodo de tiempo que el inhibidor esta activo depende de la vida media in vivo después de la administracion
a un sujeto, y puede ser tan corto como unas pocas horas, por ejemplo, al menos 1 hora, al menos 2 horas, al menos
3 horas, a al menos 4 horas, al menos 5 horas, al menos 6 horas, al menos 8 horas, al menos 10 horas, al menos 12
horas, al menos 18 horas, al menos 24 horas, hasta algunos dias, hasta varios afios. Los modos de administracion
incluyen inyeccion, infusion, instilacion o ingestion. "Inyeccion" incluye, sin limitacion, inyeccion intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intraventricular, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal,
intracerebro, espinal e intraesternal e infusion.

En una realizacion, la composicion para uso descrita en el presente documento, o el virus o vector que lleva una
molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada de un grupo que consiste
en las SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44, o el virus o vector que expresa un microARN de BCL11A sintético descrito
aqui, se inyecta en la médula dsea.

En una realizacion, la célula progenitora hematopoyética o HSC de un sujeto que necesita tratamiento se pone en
contacto con una composicién que inhibe la expresion de BCL11A. En otras realizaciones, la composicién comprende
un virus o vector que lleva una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada de un grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1-10,13-18, 25-44, o un virus o vector que expresa un
microARN sintético de BCL11A descrito aqui. El sujeto que necesita tratamiento es uno diagnosticado con una
hemoglobinopatia tal como SCD o THAL.

Por "inhibe la expresion de BCL11A" se entiende que la cantidad de expresion de BCL11A es al menos un 5% menor
en poblaciones tratadas con un inhibidor de BCL11A, que una poblaciéon de control comparable, en la que no esta
presente ningun inhibidor de BCL11A. Se prefiere que el porcentaje de expresion de BCL11A en una poblacion tratada
con inhibidor de BCL11A sea al menos un 10% mas bajo, al menos un 20% mas bajo, al menos un 30% mas bajo, al
menos un 40% mas bajo, al menos un 50% mas bajo, al menos un 60% mas bajo, al menos 70% mas bajo, al menos
80% mas bajo, al menos 90% mas bajo, al menos 1 vez mas bajo, al menos 2 veces mas bajo, al menos 5 veces mas
bajo, al menos 10 veces mas bajo, al menos 100 veces mas bajo, al menos 1000 veces mas bajo, o mas de una
poblacién tratada de control comparable en la que no se agrega inhibidor de BCL11A.

En una realizacion, el acido nucleico es un agente de interferencia de ARN especifico de BCL11A o un vector que
codifica el agente de interferencia de ARN. En una realizacion, el agente de interferencia de ARN comprende una o
mas de las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID NO: 34-42.

Como ejemplo de una composicion para uso en un método de tratamiento de un sujeto o reducir el riesgo de desarrollar
una hemoglobinopatia en un sujeto, el método comprende administrar al sujeto una composicion que comprende
células modificadas por ingenieria genética que comprenden un vector que lleva una secuencia de acidos nucleicos
seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A descrito aqui. En una
realizacion, el método comprende ademas identificar a un sujeto que tiene una hemoglobinopatia o esta en riesgo de
desarrollar una hemoglobinopatia. En otra realizacién, el método comprende ademas seleccionar el sujeto identificado
que tiene una hemoglobinopatia o esta en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia.

Como otro ejemplo de una composicion para uso en un método de tratamiento de un sujeto o reducir el riesgo de
desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, el método comprende las siguientes etapas: movilizar las células
madre hematopoyéticas y progenitoras hematopoyéticas en un sujeto; recoger y recolectar sangre periférica del sujeto,
seleccion positiva de células CD34+ de la sangre periférica, transducir o transfectar las células seleccionadas CD34+
in vitro con un vector que lleva una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A descrito aqui; lavar las células CD34+ transducidas seleccionadas; y
administrar las células al sujeto. En una realizacion, el método comprende ademas identificar a un sujeto que tiene
una hemoglobinopatia o esta en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia. En una realizacién, el método comprende
ademas seleccionar el sujeto que tiene una hemoglobinopatia o esta en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia.
En otra realizacion, el método comprende ademas expandir en cultivo las células seleccionadas CD34+ lavadas y
transducidas in vitro antes de administrar al sujeto. En otra realizacion, el método comprende ademas diferenciar en
cultivo las células CD34+ seleccionadas lavadas y transducidas in vitro antes de administrarlas al sujeto.

Como otro ejemplo de una composicion para uso en un método de tratamiento de un sujeto o reducir el riesgo de
desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, el método comprende las siguientes etapas: movilizar las células
madre hematopoyéticas y progenitoras hematopoyéticas en un sujeto donante; recoger y recolectar sangre periférica
del sujeto donante, seleccién positiva de células CD34+ de la sangre periférica, transducir o transfectar las células
seleccionadas CD34+ in vitro con un vector que lleva una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A descrito aqui; lavar las células transducidas CD34+
seleccionadas; y administrar las células en un sujeto receptor. En una realizacion, el método comprende ademas
seleccionar un sujeto receptor que tenga una hemoglobinopatia o esté en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia.
En otra realizacion, el método comprende ademas expandir en cultivo las células seleccionadas CD34+ lavadas y
transducidas in vitro antes de administrarlas al sujeto receptor. En otra realizacion, el método comprende ademas
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diferenciar en cultivo las células seleccionadas CD34+ lavadas y transducidas in vitro antes de administrarlas al sujeto
receptor.

Como otro ejemplo de una composicion para uso en un método de tratamiento de un sujeto o reducir el riesgo de
desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, el método comprende las siguientes etapas: cultivar y recoger la sangre
de la médula 6sea de un sujeto, seleccion positiva de células CD34+ de la sangre de la médula 6sea, transducir o
transfectar las células seleccionadas CD34+ in vitro con un vector que lleva una secuencia de acidos nucleicos
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A descrito aqui; lavar las
células transducidas CD34+ seleccionadas; y administrar las células al sujeto. En una realizacién, el método
comprende ademas identificar un sujeto que tiene una hemoglobinopatia o que esta en riesgo de desarrollar una
hemoglobinopatia. En una realizacion, el método comprende ademas seleccionar el sujeto que tiene una
hemoglobinopatia o esta en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia. En otra realizacién, el método comprende
ademas expandir en cultivo las células seleccionadas CD34+ lavadas y transducidas in vitro antes de administrar al
sujeto. En otra realizacion, el método comprende ademas diferenciar en cultivo las células CD34+ seleccionadas
lavadas y transducidas in vitro antes de administrarlas al sujeto.

Como otro ejemplo de una composicion para uso en un método de tratamiento de un sujeto o reducir el riesgo de
desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, el método comprende las siguientes etapas: cultivar y recolectar la
sangre de la médula ésea de un sujeto donante, seleccion positiva de células CD34+ de la sangre de la médula 6sea,
transducir o transfectar las células seleccionadas CD34+ in vitro con un vector que porta una secuencia de acidos
nucleicos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1-10, 13-18 y 25-44, o un microARN de BCL11A
descrito en este documento; lavar las células transducidas CD34+ seleccionadas; y administrar las células en un sujeto
receptor. En una realizacion, el método comprende ademas identificar un sujeto receptor que tiene una
hemoglobinopatia o esta en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia. En una realizacién, el método comprende
ademas seleccionar un sujeto receptor que tenga una hemoglobinopatia o esté en riesgo de desarrollar una
hemoglobinopatia. En otra realizacion, el método comprende ademas expandir en cultivo las células seleccionadas
CD34+ lavadas y transducidas in vitro antes de administrarlas al sujeto receptor. En otra realizacion, el método
comprende ademas diferenciar en cultivo las células seleccionadas CD34+ lavadas y transducidas in vitro antes de
administrarlas al sujeto receptor.

En una realizacion, la divulgacion en el presente documento proporciona una célula manipulada por ingenieria genética
que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42,
o un microARN de BCL11A descrito en este documento.

En una realizacion, la divulgacion en el presente documento proporciona una célula manipulada por ingenieria genética
que se ha transducido o transfectado con un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A descrito en este documento. En una
realizacion, el vector es un lentivirus.

En una realizacion, la divulgacion en el presente documento proporciona un método de tratamiento de un sujeto o
reduce el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, el método comprende administrar una célula
manipulada por ingenieria genética que ha sido transducida o transfectada con un vector que comprende una
secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de
BCL11A descrito aqui. En una realizacién, el vector es un lentivirus.

En una realizacion, la divulgacion en el presente documento proporciona un método de tratamiento de un sujeto o
reduce el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, el método comprende administrar una célula
manipulada por ingenieria genética que comprende una secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 34-42, o un microARN de BCL11A descrito aqui.

En una realizacion, la célula manipulada por ingenieria genética es una célula madre embrionaria, una célula madre
somatica, una célula progenitora, una célula de médula désea, una célula madre hematopoyética o una célula
progenitora hematopoyética.

En una realizacion, la célula manipulada por ingenieria genética es una célula que se ha diferenciada de una célula
madre embrionaria, una célula madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula ésea, una célula madre
hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética.

En una realizacion, la célula manipulada por ingenieria genética es una célula que ha sido diferenciada en el linaje
eritroide.

En una realizacion, la célula manipulada por ingenieria genética es una célula que ha sido diferenciada en un eritrocito.
En una realizacion, la célula manipulada por ingenieria genética es una célula CD34+.

Los siguientes parrafos numerados describen las disposiciones de acuerdo con la descripcién anterior.
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[1]1 Un microARN de BCL11A sintético que comprende un primer segmento de BCL11A, un segmento de bucle; y un
segundo segmento de BCL11A dispuesto en tandem en una direcciéon de 5’ a 3', en donde el segmento de bucle esta
entre y directamente enlazado al primer y segundo segmentos de BCL11A, y en donde el segundo segmento de
BCL11A es complementario al primer segmento de BCL11A de tal manera que el primer y segundo par base de
segmentos BCL11A forman un bucle de horquilla con el segmento de bucle que forma la porcion de bucle del bucle
de horquilla asi formado.

[2] El microARN de BCL11A sintético del parrafo 1, en donde el primer y el segundo segmentos de BCL11A tienen
una longitud de aproximadamente 18 a 25 nucledtidos.

[3] El microARN de BCL11A sintético del parrafo 1 o 2, en donde el primer segmento de BCL11A contiene una
secuencia derivada de una secuencia de ARNm de BCL11A.

[4] El microARN de BCL11A sintético de uno cualquiera de los parrafos 1-3, en donde el primer segmento de BCL11A
es complementario del segundo segmento de BCL11A.

[5] El microARN de BCL11A sintético de uno cualquiera de los parrafos 1-4, en donde el primer segmento de BCL11A
comienza con un -GCGC- en el extremo 5’ y el segundo segmento de BCL11A termina con un -GCGC- en el extremo
3.

[6] El microARN de BCL11A sintético de uno cualquiera de los parrafos 1-5, en donde el primer segmento de BCL11A
se selecciona del grupo que consiste en CGCACAGAACACTCATGGATT (SEQ. ID. NO: 46; derivado del oligo
BCL11A miR1 descrito aqui), CCAGAGGATGACGATTGTTTA (SEQ ID. NO: 47; derivado del oligo BCL11A miR2
descrito aqui), TCGGAGACTCCAGACAATCGC (SEQ. ID. NO: 48; derivado del oligo BCL11A E3 o ARNsh1 o E3
descrito aqui), CCTCCAGGCAGCTCAAAGATC, (SEQ. ID. NO: 49; derivado de ARNsh2 o B5 descrito aqui),
TCAGGACTAGGTGCAGAATGT (SEQ. ID. NO: 50; derivado de ARNsh4 o B11 descrito aqui),
TTCTCTTGCAACACGCACAGA (SEQ. ID. NO: 51; derivado del oligo BCL11A D8 o ARNsh3 o D8 descrito aqui),
GATCGAGTGTTGAATAATGAT (SEQ. ID. NO: 52; derivado de ARNsh5 o 50D12 ol D12 descrito aqui),
CAGTACCCTGGAGAAACACAT (SEQ. ID. NO: 53; derivado de ARNsh5 o 50A5 aqui descrito),
CACTGTCCACAGGAGAAGCCA (SEQ. ID. NO: 54; derivado de ARNsh7 o 50B11 descrito aqui),
ACAGTACCCTGGAGAAACACA (SEQ. ID. NO: 55; derivado de BCL11A XLC4, ARNsh8 y 50C4 descritos aqui),
CAACAAGATGAAGAGCACCAA (SEQ. ID. NO: 56; derivado de oligos BCL11A no direccionados descritos aqui),
gcgcCGCACAGAACACTCATG (SEQ. ID. NO: 57; derivado de miR1G5 oligo descrito aqui),
GCGCTCGGAGACTCCAGACAA (SEQ. ID. NO: 58; derivado de E3G5 o E3 mod oligo o ARNsh1mod descrito aqui),
gcgcCCTCCAGGCAGCTCAAA (SEQ. ID. NO: 59; derivado de B5G5 o ARNsh2mod descrito aqui);
gcgcTCAGGACTAGGTGCAGA (SEQ. ID. NO: 60; derivado de B11G5 o ARNsh4mod descrito aqui);
gcgcGATCGAGTGTTGAATAA (SEQ. ID. NO: 61; derivado de 50D12G5, D12G4 o ARNsh5mod descrito aqui);
gcgcCAGTACCCTGGAGAAAC (SEQ. ID. NO: 62; derivado de 50A5G5 o ARNsh6mod descrito aqui);
gcgcCACTGTCCACAGGAGAA (SEQ. ID. NO: 63; derivado de 50B11G5 o ARNsh7mod descrito aqui);
GCGCTTCTCTTGCAACACGCA (SEQ. ID. NO: 64; derivado de BCL11A D8G5 o D8 mod o ARNsh3mod descrito
aqui), GCGCACAGTACCCTGGAGAAA (SEQ. ID. NO: 65; derivado de BCL11A C4G5, o C4 mod o ARNshCACG
descrito  aqui, (SEQ ID. NO: 66; derivado de BCL11A D12G5-2 descrito  aqui), y
ACGCTCGCACAGAACACTCATGGATT (SEQ. ID. NO: 67; derivado de BCL11A D12G5-2 descrito aqui).

[7] EI microARN de BCL11A sintético de uno cualquiera de los parrafos 1-6, en donde el segmento de bucle se deriva
de un microARN.

[8] El microARN de BCL11A sintético del parrafo 7, en donde el microARN es un microARN especifico hematopoyético.
[9] El microARN de BCL11A sintético del parrafo 8, en donde el microARN es miR223.

[10] El microARN de BCL11A sintético del parrafo 9, en donde el segmento de bucle es ctccatgtggtagag (SEQ ID NO:
68).

[11] ElI microARN de BCL11A sintético de uno cualquiera de los parrafos 1-10, en donde el microARN comprende una
secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1-10, 13-18 y 25-44.

[12] Un método para tratar o reducir el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el
método expresar in vivo al menos un microARN de BCL11A sintético de uno cualquiera de los parrafos 1-11 en el
sujeto.

[13] EI método del parrafo 12, en donde la expresién in vivo ocurre en una célula madre embrionaria, una célula madre
somatica, una célula progenitora, una célula de médula ésea, una célula madre hematopoyética o una célula
progenitora hematopoyética en el sujeto.

[14] Un método para tratar o reducir el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el
método expresar al menos un microARN de BCL11A sintético de uno cualquiera de los parrafos 1-11 en una célula
madre embrionaria, una célula madre somatica, un célula progenitora, una célula de médula ésea, una célula madre
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hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética del sujeto en donde la expresion es ex vivo, e implantando
la célula en el sujeto.

[15] Un método para aumentar los niveles de hemoglobina fetal expresados por una célula que comprende expresar
al menos un microARN de BCL11A sintético de uno cualquiera de los parrafos 1-11 en una célula, en donde la célula
es una célula madre embrionaria, una célula madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula ésea, una
célula madre hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética.

[16] El método de uno cualquiera de los parrafos 12-15, en donde el al menos un microARN de BCL11A sintético esta
operativamente enlazado a un promotor y construido en un vector para la expresion en una célula eucariota.

[17] ElI método de uno cualquiera de los parrafos 12-16, en donde el al menos un microARN de BCL11A sintético se
expresa a partir de una ARN polimerasa Il.

[18] ElI método de uno cualquiera de los parrafos 12-17, en donde el al menos un microARN de BCL11A sintético no
se expresa a partir de una ARN polimerasa lll.

[19] El método del parrafo 18, en donde el promotor se selecciona de un grupo que consiste en un promotor de virus
formador de foco en el bazo, un promotor inducible por tetraciclina o una region de control de locus de -globina y un
promotor de B-globina.

[20] El método de uno cualquiera de los parrafos 16-19, en donde el vector es un virus.
[21] El método del parrafo 20, en donde el virus es un lentivirus.

[22] ElI método del parrafo 21, en donde el lentivirus se selecciona del grupo que consiste en: virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus de encefalitis por
artritis caprina (CAEV), virus de anemia infecciosa equina (EIAV), virus de inmunodeficiencia felina (FIV), virus de
inmunodeficiencia bovina (BIV) y virus de inmunodeficiencia simia (SIV).

[23] Una molécula de acido nucleico aislada que comprende la secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 1-10, 13-18 y 25-44.

[24] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 1.

[25] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 2.

[26] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 3.

[27] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 4.

[28] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 5.

[29] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 6.

[30] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 7.

[31] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 8.

[32] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 9.

[33] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 10.

[34] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 13.

[35] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 14.
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[36] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 15.

[37] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 16.

[38] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 17.

[39] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 18.

[40] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 25.

[41] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 26.

[42] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 27.

[43] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 28.

[44] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 29.

[45] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 30.

[46] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 31.

[47] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 33.

[48] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 34.

[49] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 35.

[50] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 36.

[51] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 37.

[52] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 38.

[53] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 39.

[54] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 40.

[55] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO:41.

[56] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 42.

[57] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 43.

[58] La molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23, en donde la molécula comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 44.

[59] Un vector que comprende la molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23.
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[59] Un vector que comprende la molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23.

[60] El vector del parrafo 59, en donde el vector comprende ademas un promotor de virus formador de foco en el bazo,
un promotor inducible por tetraciclina o una regién de control de locus de 3-globina y un promotor de -globina.

[61] Una célula huésped que comprende el vector del parrafo 59 o 60.

[62] La célula del parrafo 61, en donde la célula es una célula madre embrionaria, una célula madre somatica, una
célula progenitora, una célula de médula dsea, una célula madre hematopoyética o una célula progenitora
hematopoyética.

[63] La célula del parrafo 61, en donde la célula es un eritrocito.

[64] Una bacteria que comprende la molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23.
[65] Un virus que comprende la molécula de acido nucleico aislada del parrafo 23.

[66] El virus del parrafo 65, en donde el virus es un lentivirus.

[67] El virus del parrafo 66, en donde el lentivirus se selecciona del grupo que consiste en: virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1), virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus de encefalitis por artritis caprina
(CAEV), virus de anemia infecciosa equina (EIAV), virus de inmunodeficiencia felina (FIV), virus de inmunodeficiencia
bovina (BIV) y virus de inmunodeficiencia simia (SIV).

[68] Una composicién que comprende una molécula de acido nucleico aislada de uno cualquiera de los parrafos 1-58,
un vector de los parrafos 59 o 60, una célula huésped de uno cualquiera de los parrafos 61-63, o un virus de uno
cualquiera de los parrafos 65- 67)

[69] Una composicién que comprende un vector de los parrafos 59 o 60, una célula huésped de uno cualquiera de los
parrafos 61-63, o un virus de uno cualquiera de los parrafos 65-67.

[70] La composicion de los parrafos 68 o 69, que comprende ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

[71] Una composicién de uno cualquiera de los parrafos 68-70 para uso en el tratamiento o para reducir el riesgo de
desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto.

[72] Una composicién de uno cualquiera de los parrafos 68-70 para uso en la fabricacion de medicamentos en el
tratamiento o para reducir el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto.

[73] Una composicion de uno cualquiera de los parrafos 68-70 para uso en el aumento de los niveles de hemoglobina
fetal expresados por una célula.

[74] La composicion del parrafo 73, en donde la célula es una célula madre embrionaria, una célula madre somatica,
una célula progenitora, una célula de médula ésea, una célula madre hematopoyética o una célula progenitora
hematopoyética.

[75] Un método para tratar o reducir el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el
método: administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de una molécula de acido nucleico aislada de
uno cualquiera de los parrafos 1-58, un vector de los parrafos 59 o 60, una célula huésped de uno cualquiera de los
parrafos 61-63, o un virus de uno cualquiera de los parrafos 65-67 al sujeto, tratando o reduciendo el riesgo de
desarrollar la hemoglobinopatia en el sujeto.

[76] Un método para tratar o reducir el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el
método: administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion de uno cualquiera de los
parrafos 68-74 en el sujeto, tratando asi, o reduciendo el riesgo de desarrollar, la hemoglobinopatia en el sujeto.

[77] Un método para tratar o reducir el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto, comprendiendo el
método aumentar los niveles de hemoglobina fetal expresados por una célula en el sujeto.

[78] El método de uno cualquiera de los parrafos 75-77, que comprende ademas seleccionar un sujeto que tiene una
hemoglobinopatia o esta en riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia.

[79] El método de la reivindicacion 78, en donde la hemoglobinopatia es la enfermedad de células falciformes o la
talasemia.

[80] EI método de uno cualquiera de los parrafos 75-80, comprendiendo el método ademas administrar al sujeto una
terapia que comprende oxigeno, hidroxiurea, acido félico o una transfusion de sangre.
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La invencion y otras disposiciones descritas se describen adicionalmente en los siguientes ejemplos, los cuales no
limitan el alcance de la invencion descrita en las reivindicaciones.

Ejemplos
Materiales y métodos

Las condiciones tipicas de reaccion por PCR son las siguientes: 1x regulador de reaccion (consiste en MgCl, a 1.5
mM; 3.0 mM; 4.5 mM (concentracion final)); 0.2 mM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP; 25 pmoles de cada
cebador; plantilla de ADN de 50 ng; 3-10% (v/v) DMSO para fundir la estructura (esto es opcional) en un volumen total
de 100 pl.

Las siguientes son las condiciones de reaccion tipicas o la configuracion en el termociclador para la reacciéon por PCR:
94 °C durante 3-5 minutos, durante este tiempo se agrega 1U de ADN polimerasa o se configure la reaccion en hielo
y luego se colocan los tubos en la maquina de PCR cuando llegue a 94 °C; seguido de 25 ciclos de 94 °C durante 1
minuto; 60 °C durante 1 minuto y 70 °C durante 1 minuto; y terminar con 4 °C hasta que se usen muestras de PCR.

Ejemplo 1
Fabricacion de miRs sintéticos

Se construyeron tres miR sintéticos diferentes, dos de los cuales apuntan a BCL11A en diferentes sitios y un tercero
que no tiene como objetivo actuar como control. Cada uno de estos miRs se insertd en un vector de expresion
constitutivo, un vector inducible por TET y un vector especifico eritroide.

Los miR se forman mediante la fusiéon de oligonucleétidos complementarios, los cuales tienen 4 pares de bases de
superposiciones de 5’ correspondientes al extremo adhesivo dejado por una digestion de restriccion con Bbsil.

BCL11A miR1 oligos:
Oligos BCL11A miR1:
En sentido

ACGCTCGCACAGAACACTCATGGATT T ctecatgtggtagagAATCCATGAGTG
TTCTGTGCGAG (SEQ ID NO:1)
Antisentido

CGCACTCGCACAGAACACTCATGGATT ctctaccacatggagAATCCATGAGT
GTTCTGTGCGA (SEQ ID NO:2)
Oligos BCL11A miR2:
En sentido

ACGCTCCAGAGGATGACGATTGTTTActccatgtggtagagTAAACAATCGTC
ATCCTCTGGag (SEQ ID NO:3)
Antisentido

CGCActCCAGAGGATGACGATTGTTTActctaccacatggagTAAACAATCGTC
ATCCTCTGGa (SEQ ID NO:4)
Oligos sin direccionamiento:
En sentido

ACGCTCAACAAGATGAAGAGCACCAACctccatgtggtagagTTGGTGCTCTTC
ATCTTGTTGAG (SEQ ID NO:11)
Antisentido

CGCACTCAACAAGATGAAGAGCACCAActctaccacatggagTTGGTGCTCTT
CATCTTGTTGA (SEQ ID NO:12)
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Los pares de oligonucledtidos se desnaturalizaron y luego se refusionaron (como para el casete de oligo en el protocolo
LM-PCR) después de lo cual el casete se purificé usando dispositivos de concentracion de microcentrifuga. Mientras
tanto, el plasmido O.6.pBKS (miR223) se digirié con Bbsl y se purificdé mediante una ejecucion en un gel de agarosa
(sin tratamiento con fosfatasa alcalina). Cada casete de oligo se ligd luego en el constructo O.6.pBKS digerido y se
transformé en bacterias competentes (Stbl3). Se recogieron y miniprepararon clones bacterianos para preparar
vectores aislados. Los miR sintéticos se secuenciaron usando los cebadores miR223 SEQ FOR y miR223 SEQ REV
usando DMSO para fundir la estructura.

miR223 SEQ AVANCE TAAGCTTGATATCGAATTCC (SEQ ID NO:19)
miR223 SEQ REVERSO GCTCTAGAACTAGTGGATCC (SEQ ID NO:20)
Ejemplo 2

Fabricacién de vectores constitutivos de miR

Cada miR se clond en el esqueleto lentiviral LeGO-V2 de tal manera que la expresion de Venus-miR es impulsada por
el promotor constitutivo SFFV.

Modificacion del ADNc de Venus. EI ADNc de Venus se amplificara mediante PCR para agregar un sitio de restriccion
Nael al extremo 5’ (asi como mantener una buena secuencia consenso de Kozak) y un sitio Notl al extremo 3.

Venus Nael AVANCE: TTgccggcATGGTGAGCAAGGGCGAGG (SEQ ID NO: 21)
Venus Notl REVERSO: TAgcggccgcTTACTTGTACAGCTCGTCC (SEQ ID NO: 22)

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa y luego se purificaron. El producto de PCR purificado se
cloné con TA en el vector PCR 2.1 TOPO (INVITROGEN™) usando el kit de clonacion de TA. Se recogieron clones
bacterianos y se minipreparé ADN. Usando el analisis de restriccion de digestion, se seleccionaron los clones que a)
contienen el producto Venus PCR (digestion con EcoRlI) y b) contienen el clon en una orientacion donde el Notl que
se agrego esta al lado del sitio Notl en el polienlazador (es decir, de tal manera que una digestion con Notl no extirpa
el fragmento de PCR, sino que simplemente linealiza el vector). Estos clones se secuenciaron usando cebadores de
avance y reverso M13.

Insercién de las secuencias de miR en el plasmido Venus-PCR 2.1 TOPO. El plasmido Venus -PCR 2.1 TOPO se
digirié con Notl, se traté con fosfatasa alcalina intestinal de ternera, luego se corrié en gel de agarosa y se purifico.
Los constructos sintéticos miR se extirparon del plasmido O.6.pBKS mediante doble digestién con Notl y PspOMI,
seguido de purificacion mediante extraccion con gel de agarosa. Los insertos miR digeridos se ligaron en el plasmido
Venus-PCR 2.1 TOPO y el producto de ligadura se uso para transformar bacterias competentes (Stbl3). Se recogieron
y miniprepararon clones bacterianos individuales. Se seleccionaron los plasmidos que contienen el inserto miR en la
orientacion correcta (es decir, producen el fragmento completo cuando se digieren con Notl y Nael).

Inserciéon del casete Venus-miR en LeGO-V2. El casete Venus-miR se extirpd de PCR 2.1 TOPO mediante doble
digestion con Notl y Nael, seguido de tratamiento con un fragmento grande de Klenow para embotar el colgante Notl.
Este casete se purificd por extraccion en gel de agarosa. LeGO-V2 o LeGO G2 se digiri6 con BamHI y EcoRlI, que
liberaron el ADNc Venus/eGFP. Este vector linealizado se traté con un fragmento grande de Klenow para embotar los
colgantes de EcoRI y BamHlI, seguido de la purificacion del vector mediante electroforesis en gel de agarosa. El casete
Venus-miR purificado y el vector LeGO se ligaron juntos, y el producto se usé para transformar bacterias competentes.
Se recogieron clones bacterianos individuales y se miniprepard6 ADN. Los clones que contienen el inserto en la
orientacion correcta se seleccionaron y crecieron y se usaron en maxipreparaciones para fabricar sobrenadante viral.

Ejemplo 3
Fabricacion de vectores miR especificos para eritroides

Se adjunté una sefial de poliadenilacion a los casetes Venus-miR fabricados descritos anteriormente. Los casetes
Venus-miR-PoliA resultantes se insertaron en la orientacién antisentido en el vector lentiviral pPRRL-HS3-HS2-B-
globina especifico de eritroides proporcionado por Guilianna Ferrari.

Modificacion de la sefial de poliadenilacién BGH. La sefal de BGH poliA se amplific6 mediante PCR para mantener el
sitio de restriccion PspOMI en el extremo 5’ y agregar sitios Nael y Notl al extremo 3'.

BGHpA PspOMI AVANCE: CGCTCGAGCATGCATCTAGAGG (SEQ ID NO: 23)
BGHpA Nael/Notl REVERSO:
TTgcggeegecggcCGCGCTTAATGCGCCGCTACAG (SEQ ID NO: 24)
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Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa y luego se purificaron. El producto de PCR purificado se
cloné con TA en el vector PCR 2.1 TOPO (INVITROGEN™) usando el kit de clonacion de TA. Se recogieron clones
bacterianos y se minipreparé ADN. Usando el analisis de restriccion de digestion, se seleccionaron los clones que
contienen el producto PCR de BGHpA (digestion con EcoRlI y/o digestién doble con Notl/PspOMI). Estos clones se
secuenciaron usando cebadores de avance y reverso M13.

Insercion de la secuencia BGHpA en los plasmidos Venus-miR-PCR 2.1 TOPO fabricados descritos anteriormente. El
casete BGHpA se extirpé de PCR 2.1 TOPO mediante digestion con PspOMI y Notl, después de lo cual el inserto se
purificd por extraccion en gel de agarosa. Los constructos Venus-miR-PCR 2.1 TOPO fabricados en la etapa B2
anterior se digirieron con Notl y subsecuentemente se trataron con fosfatasa alcalina intestinal de ternera. El vector
linealizado Venus-miR-PCR 2.1 TOPO se purifico corriendo en un gel de agarosa. El inserto BGHpA se ligé en el
vector Venus-miR-PCR 2.1 TOPO vy el producto se uso para transformar bacterias competentes (Stbl3). Los clones
bacterianos individuales se recogeran y se miniprepararan. Se seleccionaron los plasmidos que contienen la secuencia
BGHpA insertada en la orientacion correcta (produce el inserto completo tras la digestion con Nael).

Insercion del casete Venus-miR-BGHpA en el vector pRRL-HS3-HS2-B-globin. Los casetes Venus-miR-BGHpA se
extirparon de PCR 2.1 TOPO mediante digestion con Nael. Estos insertos se purificaron mediante electroforesis en
gel de agarosa. El vector pRRL-HS3-HS2-B-globina se digirié6 con EcoRV y se traté con fosfatasa alcalina intestinal
de ternera. El vector linealizado se purificd por electroforesis en gel de agarosa. Los casetes Venus-miR-BGHpA se
ligaron en pRRL-HS3-HS2-B-globina y el producto de ligadura se uso para transformar bacterias competentes. Se
recogieron y miniprepararon clones bacterianos individuales. Los plasmidos que contienen los casetes Venus-miR-
BGHpA en la orientacion correcta en el vector pPRRL-HS3-HS2-B-globina se cultivaron para una maxipreparacion para
que puedan usarse para generar el sobrenadante lentiviral.

Ejemplo 4
Los experimentos de interferencia de ARN de células in vitro se realizan como sigue.

Las células de eritroleucemia murina mantenidas en cultivo en IMDM con FCS se transdujeron en fibronectina con
SFFV-LV (NT = ARNsh mezclado, miR-2 = ARNsh direccionado) a MOI = 2 y se clasificaron para fluorescencia de
Venus. El punto de tiempo analizado después de la transduccion fue el dia 7. Las células fueron> 95% positivas para
Venus y se recogieron 108 células y se extrajo el ARN, se obtuvo ADNc por transcripcion reversa y se realizo gPCR
en tiempo real para BCL11A y ARNm de globina epsi-gamma con Gapdh como una transcripcion de control interno
(Figura 3). Se empled un método de curva estandar para cuantificar la expresion.

Se realizaron experimentos de interferencia de ARN In vivo en ratones de la siguiente manera.

Las HSC LSK derivadas de donantes BojJ se trasplantaron en ratones C57/BL6 irradiados letalmente después de la
transduccion en fibronectina con SFFV-LV (NT = ARNsh mezclado, miR-1 = ARNsh direccionado) a MOI = 2. La dosis
celular inyectada fue de 100,000 células por raton. Los animales portadores de WBC positivo de Venus a los 4 meses
se agruparon (n = 2) y se clasificé la médula 6sea para fluorescencia de Venus después de la tincion de viabilidad (7-
AAD) (Figura 3). La extraccion de ARN y gPCR se realizé como anteriormente.

Ejemplo 5
LCR-LV

Las células de eritroleucemia murina mantenidas en cultivo en IMDM con FCS se transdujeron en fibronectina con
LCR-LV (NT = ARNsh mezclado, miR-1 = ARNsh direcionado) a MOl = 2 y MOI = 100 y se clasificaron para
fluorescencia de Venus. El punto de tiempo analizado después de la transduccion fue el dia 7. Las células fueron >
95% positivas para Venus y se recogieron 108 células y se extrajo el ARN, se obtuvo ADNc por transcripcion reversa
y se realizé gPCR en tiempo real para BCL11A y ARNm de globina epsi-gamma con Gapdh como una transcripcion
de control interno (Figura 4). Se empled un método de curva estandar para cuantificar la expresion.

TET-LV

Las células de eritroleucemia murina mantenidas en cultivo en IMDM con FCS se transdujeron en fibronectina con
TET-LV (NT = ARNsh mezclado, miR-1 = ARNsh direccionado) a MOI = 2 y se clasificaron para fluorescencia de
Venus después de la exposicién a doxiciclina a concentraciones diferenciales. El punto de tiempo analizado después
de la transduccién fue el dia 7. Las células fueron> 95% positivas para Venus y se recogieron 10° células y se extrajo
ARN, se obtuvo ADNCc por transcripcion reversa y se realizé gPCR en tiempo real para ARNm de globulina epsi-gamma
con Gapdh como transcripcion de control interno (Figura 4). Se empled un método de curva estandar para cuantificar
la expresion.

Ejemplo 6

Las HSC circulantes CD34+ derivadas de pacientes con SCD de sangre periférica se fraccionaron del material de
aféresis desechado (aproximadamente 200 ml, 10° células CD34+). Las células se transdujeron con SFFV-LV (NT =
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ARNsh mezclado, miR-1 = ARNsh direccionado) a MOI = 2 en fibronectina y se diferenciaron segun se modificd de
Giarratana et al. (Nat Biotech 2005). Las células se analizaron por adquisicion madurativa de marcadores de superficie
eritroide (GPA, CD71) por citometria de flujo. Las células eritroides adquieren secuencialmente morfolosis
eritroblastica y eritrocitaria y expresan la fluorescencia de Venus. Las células se recolectan en la etapa de
diferenciacion terminal y se extrae el ARN y se realiza un analisis de gPCR para evaluar la induccion de ARNm de
gammaglobina por miR-1 SFFV-IV en comparacioén con el control codificado (NT) (Figura 5).

Ejemplo 7

Las HSC circulantes CD34+ derivadas de pacientes con SCD de sangre periférica se fraccionaron del material de
aféresis desechado (aproximadamente 200 ml, 108 células CD34+). Las células se transdujeron con LCR-LV (NT =
ARNsh mezclado, miR-1 = ARNsh direccionado) a MOI = 2 en fibronectina y se inyectaron a 30,000 células/animal en
ratones NSG irradiados sub-letalmente sin clasificacion previa. Los animales se desangraron 4 semanas después de
la inyeccion y los glébulos rojos se fijaron y se permeabilizaron. La tincion de HbF se realizé e identificé un animal
LCR-LV-miR-1 con niveles de HbF humana al 10% (Figura 6).

Ejemplo 8

Las HSC humanas CD34+ derivadas de sangre del cordon umbilical se transdujeron en fibronectina con SFFV-LV (NT
= ARNsh mezclado, miR-1 = ARNsh direccionado) a MOI = 2 y se clasificaron para fluorescencia de Venus. Las células
también se visualizaron por microscopia fluorescente en el estroma MS-5. Las células se diferenciaron a lo largo de
la ruta linfopoyética B por métodos modificados de Luo et al. (Sangre 2009). Las células se analizaron semanalmente
para la adquisicion de marcadores de superficie de linfocitos B maduros y la pérdida de marcadores progenitores
inmaduros para identificar un bloqueo en la diferenciaciéon causada por la anulacién de BCL11A a través de SFFV-LV.
Las células se recogieron en puntos de tiempo semanales, y el ARN se extrajo para verificar la anulacion de ARNm
de BCL11A mediante la seleccién de ARNsh mediante SFFV-LV-miR-1 (Figura 7).

Ejemplo 9

Optimizacion de ARNshs embebidos con microARN impulsado por ARN polimerasa |l del vector lentivirus para un
procesamiento mejorado y anulacion eficiente de BCL11A para la hemoglobina ofensiva de induccion en células
eritroides.

La tecnologia de interferencia de ARN (ARNi) que utiliza ARN de horquilla corta (ARNsh) expresada a través de
promotores de pol Ill ha sido ampliamente explotada para modular la expresidon génica en una variedad de tipos de
células de mamiferos. Para lograr el direccionamiento especifico de linaje de los ARNm, se requiere la expresion de
los ARNsh a través de los promotores de pol Il, lo que requiere embeber el ARNh en secuencias de microARN de
mamifero (ARNshmiR) para la expresion y el procesamiento. Aqui, con el fin de lograr la anulacion del factor de
transcripcion de BCL11 en células hematopoyéticas, que tiene una aplicacion traduccional directa en
hemoglobinapatias, se comparo la eficiencia de la modulacion de ARNm a través de vectores lentivirales basados en
pol Ill versus pol Il. La represion de la proteina BCL11A podria representar un objetivo terapéutico para la enfermedad
de células falciformes y las B-talasemias, ya que se ha demostrado que su aulacion induce la expresion del gen fetal
de HBG (y-globina) que en ultima instancia conduce a mejorar los niveles del tetramero de hemoglobina fetal (HbF,
a2y2). En el ratéon, BCL11A es un represor clave del gen Hbb-y murino que representa un homoélogo de HBG murino.
Los inventores demuestran una induccion de Hbb-y hasta 100-1000 veces menor debido a la eficiencia reducida de
anulacion de BCL11A usando esqueletos de vector de ARNsh mediado por ARNshmiR versus pol Ill. Con el fin de
comprender la base molecular de estas diferencias, los inventores realizaron analisis de la secuencia de ARN pequeia
de las células transducidas por multiples pares de ARNsh-ARNshmiR. Los inventores muestran que los ARNsh
expresados a través de un promotor U6 pol Ill producen secuencias de cadena de guia que difieren en un
desplazamiento de 4 pb en comparacion con las secuencias de cadena de guia madura impulsadas por pol Il
(ARNshmiR). La secuenciacion de ARN demostré que el tramo de uridinas que forma parte de la sefial de terminacion
de pol lll se transcribe y se incluye en el extremo 3’ del ARNsh maduro en un esqueleto de vector de pol lll. La ausencia
de estas secuencias adicionales esta asociada con un desplazamiento correspondiente en el sitio de escision del
Dicer, generando asi un ARNsh maduro diferente con una secuencia de semillas alternativa que influye en la eficacia
de la anulacién de genes diana en vectores basados en pol ll. Ademas, tanto la abundancia absoluta como la relacion
de cadena guia a pasajera son significativamente diferentes en las células transducidas ya sea con vectores basados
en pol Il o pol II. La incorporacién de un desplazamiento de 4 pb en la cadena guia de ARNshmiR dio como resultado
una secuencia de ARNsh procesada fielmente (una secuencia de cadena guia madura idéntica a los ARN-sh
impulsados por U6) y una eficiencia mejorada de anulacién de BCL11A en un 50-70% a nivel de proteina y se asocio
con un aumento de 100-300 veces de la induccion de Hbb-y en células de eritroleucemia murina. Los inventores han
descubierto una estrategia modificada para el disefio prospectivo de los esqueletos del vector ARNshmiR para lograr
la regulacion especifica de linaje de genes diana.

Ejemplo 10

Optimizacion de shRN embebido en miARN como para la anulacién de BCL11A especifica de linaje y la induccion de
hemoglobina F. Materiales y métodos
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Disefo y cribado de ARNshs

Se obtuvieron vectores lentivirales impulsados por el promotor U6 (pol lll-puro) que expresan diferentes ARNm de
BCL11A/BCL11A direccionados a ARNsh del Broad Institute (Cambridge, MA). El pol Ill-puro tiene un marcador de
seleccion de puromicina impulsado por el promotor hPGK. Mas de 100 ARNsh direccionados ya sea a las formas XL/L
o solo a la forma XL y la region 3'UTR se cribaron en células MEL en un formato de 96 pozos utilizando una placa
Qiagen Turbocapture y con una reaccion Tagman gRT-PCR multiplexada que mide Gapdh y Hbb-y.

Construccion de constructos de ARNshmiR

Los vectores ARNshmiR se construyeron clonando las secuencias de ARNsh con secuencias mir223 flanqueantes en
el vector lentiviral LeGO-V2 que contiene un informador de Venus impulsado por SFFV (28). Las secuencias de
ARNshmiR con el bucle mir223 fueron sintetizadas por genscript USA Inc. (NJ, EE. UU.) y los ARNsh™R resultantes
se clonaron en el esqueleto de pol Il corriente abajo de la secuencia de codificacion de Venus usando sitios Xbal y
BamH1. Todas las secuencias de ARNsh se listan en la Figura 21A. Se disefié una secuencia de ARNsh de control
no direccionada y se denominé como SFFV-ARNshmiRNT o NT en forma abreviada. El vector SFFV-GFP, que no
contiene ningun casete de ARNsh y que expresa GFP a través de un promotor SFFV, se us6 como un control simulado
(33).

Produccion de virus y titulacion

Los sobrenadantes de vectores lentivirales se generaron cotransfeccionando 10 ug de vectores de transferencia
lentivirales, 10 ug de gag-pol, 5 ug de rev y 2 ug de plasmidos de empaquetamiento VSVG en células HEK293T en
una placa de cultivo de 10 cm usando reactivo de fosfato de calcio (INVITROGEN™). Los sobrenadantes se
recolectaron a las 24 h y 48 h después de la transfeccion, se filtraron a través de una membrana de 0.4 micrones
(CORNING®, NY, EE. UU.) y subsecuentemente se concentraron por ultracentrifugacion a 23000 rpm durante 2 h en
una centrifuga Beckmann XL-90 utilizando cubetas oscilantes SW-28. Para determinar el titulo, las células NIH3T3 se
infectaron con el virus en presencia de polibreno (8 pug/ml) y se analizaron 48 h después de la transduccién por FACS
para la expresion de Venus (constructos de pol Il) o por seleccion de puromicina (1 mg/ml, constructos de pol Ill).

Cultivo de células

Las células 3T3, 293T y MEL se mantuvieron en medio Eagle o RPMI modificado de DULBECCO suplementado con
suero de ternera fetal al 10%, penicilina-estreptomicina al 2% y glutamina 2 mM, respectivamente.

Cultivo de diferenciacion eritroide in vitro

Se obtuvieron reservas congeladas de células CD34+ humanas primarias de sangre periférica movilizada de donantes
sanos (Center of Excellence in Molecular Hematology at Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle or the Flow
Core at Boston Children's Hospital) de acuerdo con un protocolo aprobado por la BCH Institutional Review Board. El
protocolo de diferenciacion eritroide utilizado se basa en un protocolo e 3 fases adaptado de (48). Las células se
cultivaron en medio de diferenciacion eritroide (EDM) basado en IMDM (medio DULBECCO modificado por Iscove),
(CELLGRO®) suplementado con glutamina estabilizada, 330 pug/ml de transferrina holohumana (SIGMA®), 10 ug/ml
de insulina humana recombinante (SIGMA®), 2 Ul/ml de heparina Choay (SIGMA®) y plasma inactivado (S/D) por
virus solvente/detergente al 5%. Durante la primera fase de expansion (dias 0 a 7), se cultivaron células CD34+ en
EDM (medio diferenciado eritroide) en presencia de hidrocortisona (HC) 10-6 M (SIGMA®), SCF 100 ng/mL (R&D
SYSTEMS™), 5 ng/ml de IL-3 (R&D SYSTEMS™),) y 3 Ul/ml de Epo (AMGEN®). El dia 4, las células se
resuspendieron en EDM que contenia SCF, IL-3, Epo y HC. En la segunda fase (dias 7 a 11), las células se
resuspendieron en EDM suplementado con SCF y Epo. En la tercera fase (dia 11 al dia 18), las células se cultivaron
en EDM suplementado con Epo solo. Los cultivos se mantuvieron a 37 °C en 5% de CO; en aire.

Transduccion y citometria de flujo para cultivo in vitro

Las células MEL y CD34+ se transdujeron con vectores lentivirales que expresan U6-ARNsh o SFFV-ARNshmiR en
presencia de polibreno (8 ug/ml) (SIGMA-ALDRICH® Corp. St. Louis, MO, EE. UU.) Para células MEL y prostaglandina
E2 10 yM y 2 pg/ml de polibreno para células CD34+ se centrifugan durante dos horas a (2000 rpm) a temperatura
ambiente. Las células vivas se clasificaron ya sea para la expresion de Venus (vectores pol II) 48 h después de la
transduccion usando BD FACS Aria Il (BD BIOSCIENCES®) o las células se seleccionaron en presencia de puromicina
(1 mg/ml, constructos pol Ill). Para el analisis FACS se incluyé 7AAD (INVITROGEN ™) como marcador de células
muertas. Las células CD34+ se marcaron con Aloficocianina (APC), ficoeritrina (PE) y anticuerpos conjugados PE-
Cyanine?. Los anticuerpos anti-CD235 (glicoforina A) -PE, anti-CD71-APC o anti-CD71-PE-Cyanine7 y DRAQ-5 (todos
EBIOSCIENCE®) se usaron para el fenotipado. Los analisis se realizaron en el citometro de flujo LSR-1l (BECTON
DICKINSON®) utilizando el software Diva o FloJoX (TREESTAR™).

Aislamiento, transduccion y citometria de flujo para experimentos de trasplante de raton
Las células de médula 6sea de ratén con linaje negativo se aislaron lavando fémur, tibia y cadera de ratones CD45.1

BoyJ (B6.SJL-Ptprca Pepcb/BoyJ) y CD45.2 B6 (C57BL/6J) seguido de agotamiento de linaje usando el kit de
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agotamiento de la célula de linaje de raton (Miltenyi, Biotec Inc., San Diego, EE. UU.). Las células se cultivaron a una
densidad de 0.2-1x10° células/ml en 100 ng/ml mSCF, 20 ng/ml mIL-3 (ambos PEPROTECH®, Rocky Hill, EE. UU.),
100 ng/ml hFIt3-L y 100 ng/ml hTPO (ambos CELLGENIX®, Portsmouth, EE. UU.) en medio STEMSPAN™ SFEM
(Tecnologias STEMCELL®, Vancouver, CA). Después de 24 h, las células de preestimulacion se transdujeron a una
densidad de 1x10° células/ml a una MOI de 40 y se trasplantaron en receptores irradiados letalmente (7 + 4Gy, dosis
dividida) tres dias después del aislamiento. Para los experimentos de repoblacion competitiva, se mezclé un numero
igual de células de diferentes grupos de transduccion antes del trasplante en CD45.2 o receptores doblemente
positivos CD45.1/CD45.2 heterocigotos (0.4 - 1x10® por animal). Las mezclas de células se analizaron mediante
citometria de flujo para confirmar contribuciones iguales de ambas fracciones celulares de la competencia, y se
reajustaron si fuera necesario. El analisis de sangre periférica, médula ésea y bazo se realizé en mdltiples puntos de
tiempo utilizando los siguientes anticuerpos: CD45.1, CD45.2, B220, CD11b, CD3, CD71, Ter119 y colorante de
viabilidad reparable EFLUOR780®. Para el analisis del linaje eritroide se omitio la lisis de gldbulos rojos. Los analisis
se realizaron en citometros de flujo LSR-Il o LSRFortessa (BECTON DICKINSON®) y el software Diva o FloJoX
(Treestar™). Los analisis de datos y las estadisticas se realizaron usando Excel (MICROSOFT®) y GRAPHPAD
PRISM® 5.

Para el trasplante de células hCD34, se irradiaron ratones hembra NSG de ~10 semanas (NOD/LtSz-scid 112rg -/-)
(Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) con 2.7Gy seguido de inyeccion de ~108 células por animal tres dias después
de aislamiento. Los ratones irradiados fueron alimentados con agua suplementada con BAYTRIL® durante 14 dias.

Extraccion de ARN y gRT-PCR

El ARN total se extrajo de las células MEL 7 dias después de la clasificacion/seleccion posterior con puromicina, o
células recién clasificadas el dia 18 de diferenciacién eritroide de células CD34+, usando el micro kit QIAGEN® RNA
Plus (Valencia, CA). El CDNA se gener6 usando cebadores hexamero aleatorios y superindice Il (INVITROGEN ™,
Carlsbad, CA). La PCR cuantitativa se realizd utilizando la mezcla maestra de PCR verde SYBR® (APPLIED
BIOSYSTEMS®, Warrington, Reino Unido) con cebadores Hbb-y y Gapdh de ratén que abarcan intrones (Hbb-y
avance 5-TGGCCTGTGGAGTAAGGTCAA-3 (SEQ ID NO: 98), reverso 5'-GAAGCAGAGGACAAGTTCCCA-3’ (SEQ.
ID. NO: 69)), (Gapdh avance 5-TCACCACCATGGAGAAGGC-3' (SEQ. ID. NO: 70), reverso 5-
GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA-3' (SEQ. ID NO: 71)) y cebadores humanos HBG, HBB y GAPDH (HBG avance 5'-
TGGATGATCTCAAGGGCAC-3’ (SEQ. ID. NO: 72), reverso 5-TCAGTGGTATCTGGAGGACA-3' (SEQ. ID. NO: 73))
(HBB avance 5'-CTGAGGAGAAGTCTGCCGTTA-3' (SEQ. ID. NO: 74), reverso 5-AGCATCAGGAGTGGACAGAT-3'
(SEQ. ID. NO: 75)) y GAPDH avance 5-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3' (SEQ. ID. NO: 76), reverso 5'%-
TTCAGCTCAGGGATGACCTT-3’ (SEQ. ID. NO: 77)). Las condiciones de amplificacién por PCR fueron: 95 °C durante
10 min, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 min a 60 °C. Las gPCR se realizaron en una maquina ABI®
7500 (APPLIED BIOSYSTEMS®, Foster City, CA). Se us6 una curva estandar usando diluciones en serie de ADNc
para determinar la eficacia de amplificacién precisa para cada reaccion. Los niveles de expresion de Hbb-y y y-globina
se normalizaron a GAPDH como control interno, y se uso la expresion génica relativa (método AACt) para el analisis
de los datos de PCR, incluida la correccioén de las eficiencias de amplificacion diferencial.

Analisis por inmunotransferencia Northern

Las células MEL transducidas con U6-ARNshs y SFFV- ARNsh™Rs se clasificaron y recolectaron después del cultivo
de seleccion de puromicina durante 7 dias. EI ARN total se aislé usando 1 ml de reactivo TRIZOL® (AMBION®), y 15
Mg se resolvieron en un gel de acrilamida al 15%. Los tamafios de transcripcion pequefios se determinaron usando la
Decade Ladder (AMBION®, Austin, TX). EI ARN se transfiri6 a la membrana HYBOND™ -XL (AMERSHAM™,
Piscataway, NJ) y se entrecruzé con UV. Las transferencias se hibridaron previamente usando UltraHyb-Oligo
(AMBION®, Austin, Tx) a 35 °C, sondeados con oligonucleétidos marcados con y-32P (4 polinucledtidos quinasas;
AMERSHAM™  Piscataway, NJ) a 37 °C durante una hora, se lavé en 2x citrato de sodio, 0.1% de dodecilsulfato de
sodio a 30-35 °C, y se expuso a una pelicula. Las secuencias de la sonda para detectar miARN maduro fueron las
siguientes: ARNsh1, 5 CGGAGACTCCAGACAATCGC 3 (SEQ. ID. NO: 78); ARNsh2, 5
CTCCAGGCAGCTCAAAGATC 3' (SEQ. ID. NO: 79); ARNsh3, 5 TCTCTTGCAACACGCACAGAS3' (SEQ. ID. NO: 80);
ARNsh4, 5 CAGGACTAGGTGCAGAATGT 3' (SEQ. ID. NO: 81); ARNsh5, 5 ATCGAGTGTTGAATAATGAT 3' (SEQ.
ID. NO: 82); ARNsh6, 5 GTACCCTGGAGAAACACAT 3' (SEQ. ID. NO: 83); ARNsh7, 5
ACTGTCCACAGGAGAAGCCA 3' (SEQ. ID. NO: 84); ARNsh8, 5 CAGTACCCTGGAGAAACACA 3' (SEQ. ID. NO:
85).

Analisis por inmunotransferencia Western

Las células MEL y CD34+ transducidas se sometieron a lisis en regulador de lisis (RIPA) con proteasa (ROCHE®) e
inhibidores de fosfatasa (SANTA CRUZ BIOTECHNOLGY®), pepstatina y leupeptina (SIGMA). Los lisados de
proteinas se estimaron mediante el ensayo de proteinas BCA (THERMO SCIENTIFIC). Se suspendieron 25 ug de
proteina en un regulador de muestra Laemmli 2X, se hirvié y se cargd en un gel de SDS-poli-acrilamida al 8% y
subsecuentemente se transfiri6 a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (MILLIPORE®). Después del
bloqueo en PBS con Triton-X100 al 0.1% y leche en polvo sin grasa al 5%, la membrana PVDF se incubd con un
anticuerpo monoclonal de ratén anti-BCL11A (ABCAM®) o anti-B-actina de ratén (SIGMA®). El anticuerpo secundario
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enlazado a IgG HRP antiratén (CELL SIGNALING®) se uso6 para la deteccion por quimioluminiscencia de reactivo
LUMIGLO® 20X y peréxido 20X (CELL SIGNALING®).

Analisis por HPLC

Los hemolizados se prepararon a partir de células el dia 18 de diferenciacion usando lisis osmatica en agua y tres
ciclos rapidos de congelacion-descongelacion. La electroforesis de hemoglobina con acetato de celulosa y la
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se llevaron a cabo con los lisados, en los laboratorios clinicos del
Brigham and Women's Hospital, utilizando estandares clinicamente calibrados para las hemoglobinas humanas.

Secuenciacion y analisis de ARN

Se extrajeron pequefios ARN de 6x10° células MEL usando el kit de aislamiento de miARN mirVana (INVITROGEN™)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se enviaron para una secuenciacion profunda de ARN usando
ILLUMINA® Hiseg2000. Se us6 una secuencia de comandos PERL de desarrollo propio para eliminar la secuencia
del adaptador, y se utilizaron 19-25 nt ARN pequefios para su posterior analisis. Se uso el software BOWTIE (obtenido
del sitio web de Internet en bowtie-bio period sourceforge period net) para la alineacion, y se permitio 1 falta de
coincidencia. El nivel de expresion de ARN pequefios se normalizé a un milléon de lecturas totales de cada biblioteca
para la comparacion entre diferentes muestras. Para el experimento con 250 ARNsh TRC en 4 lineas celulares, el
Broad Institute prepard lentivirus usando un protocolo de preparacion de virus de alto rendimiento y las células se
infectaron a un MOI alto con un solo ARNsh por pozo en placas de 96 pozos (los protocolos se obtienen de El sitio
web de Internet del Broad Institute en Cambridge, MA, EE. UU., en la seccion de recursos publicos de ARNi bajo
"puromicina") se agregé 1 dia después de la infeccion y las células se sometieron a lisis en TRIZOL® a los 4 dias
después de la infeccion. Todos los lisados se agruparon para cada linea celular, seguido de extraccion de ARN total
y preparacion de una pequefa biblioteca de ARN (49). Las lecturas de ILLUMINA® se recortaron, se colapsaron a
lecturas Unicas (> 17nt) con recuentos, y se mapearon a secuencias de vectores de expresion de ARNsh TRC que no
permitian no coincidencias. Se calcularon distribuciones de secuencia de ARNsh maduras para cada ARNsh antes de
promediar a través de ARNsh.

Analisis estadistico

El paquete de software GRAPHPAD PRISM® 5.0 se utilizé para el analisis estadistico. Los resultados se expresan
como media + desviacion estandar (SD). La significacion estadistica se evalué mediante prueba t.

Resultados

Disminucion de la eficiencia de anulacion de BCL11A por ARNshs embebidos en un andamio de microARN
(ARNshmiR) en comparacion con ARNshs simples de tallo-bucle

Para identificar los ARNsh candidatos que median la anulacién efectiva de BCL11A, se cribé en células MEL una
biblioteca lentiviral de 118 ARNsh que direccionan secuencias codificantes de ARNm de BCL11A conservadas entre
humanos y ratones. Los ARNsh se expresaron a partir de un promotor U6 basado en pol Il (Figura 19A, panel
izquierdo) en el esqueleto de lentivirus LKO (26) que contiene un gen de resistencia a la puromicina para la seleccion
denominado LKO-U6-BCL1 1A-ARNsh™R (de aqui en adelante U6-ARNsh). Las células MEL, una linea celular
comunmente utilizada para el estudio de la regulacion del gen de la globina, se transdujeron con los vectores lentivirus
que expresan ARNsh en una multiplicidad de infeccién (MOI) de 2. La expresion normalizada del ARNm de Hbb-y de
ratobn embrionario, que sirve como un homologo funcional del gen de la y-globina humana (27) proporciona una lectura
indirecta de la anulacion de BCL11A (Figura 19B, eje y). Como segunda lectura, el conjunto de ARNsh también se
cribo utilizando una linea celular informadora de MEL que albergaba un reemplazo de mCherry en el locus Hbb-y (D.
Bauer, no publicado). La induccién del indicador fluorescente se analizd por citometria de flujo (Figura 19B, eje x).
Ocho ARNshs (marcados y nombrados como ARNsh1 a 8 en la Figura 19B) que indujeron consistentemente la
expresion del indicador Hbb-y y mCherry en células MEL se clonaron en secuencias de flanco y bucle microARN223
(miR-223) humanas para crear microARNs sintéticos (ARNshmiR) con El objetivo de desarrollar vectores de expresion
especificos de linaje para la anulacién de BCL11A. Para el analisis inicial, este casete se incorporo en el vector lentiviral
pLeGO (28) (Figura 19A, panel derecho) en la regién no traducida 3’ del informador fluorescente Venus bajo el control
del fuerte y expresado de manera ubicua promotor/potenciador virus formador de foco en el bazo (SFFV) llamado
LEGO-SFFV-BCL11A-ARNshmiR (en adelante SFFV-ARNshmiR).

La eficacia de la anulacion de los ARNsh que incorporaron las mismas secuencias de coincidencia de objetivos de 21
bases se comparé directamente, pero en el contexto de los casetes de expresion pol lll y pol Il (es decir, UB-ARNshs
versus SFFV-ARNshmiRs) en células MEL utilizando un ARNsh no direccionado (NT) como control negativo. La
proteina BCL11A se detectd por inmunotransferencia en lisados celulares de células MEL transducidas a una MOI de
2 (Figura 19C). La anulacion de BCL11A fue consistentemente menos eficiente en células que expresan SFFV-
ARNshmiR en comparacién con U6-ARNshs (Figura 19C). Para confirmar la importancia funcional de esta diferencia,
los inventores midieron la induccion de los niveles de ARNm de Hbb-y mediante gRT-PCR (Figura 19D) en poblaciones
homogéneas de células transducidas obtenidas bien sea por seleccidon de puromicina o por clasificacion de células
activadas por fluorescencia (FACS). La eficiencia de anulacion reducida de SFFV-ARNshmiRs en comparacion con
U6-ARNSshs (véase Figura 19C) se tradujo en una induccion significativamente menor de Hbb-y por SFFV-ARNshmiRs
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(Figura 19D) y las diferencias en la induccion de Hbb-y parecen mas pronunciadas que la induccion de Hbb-y.
diferencias en la anulacion de BCL11A.

SFFV-ARNshmiR y U6-ARNsh dan lugar a diferentes secuencias de cadena de guia madura

Para comprender la base molecular de estas diferencias, se realizé la secuenciacion de ARN pequeiios a partir de
células transducidas con diversos U6-ARNsh y sus correspondientes contrapartes de SFFV-ARNshmiR. Se planteo la
hipétesis de que las diferencias significativas en la induccion de Hbb-y se debian a la produccion de diferentes cadenas
de guia maduras a partir de las distintas transcripciones que contienen ARNsh que se producen a partir de los
contextos pol Il y pol lll. Por lo tanto, se evaluaron las secuencias de cadena guia procesadas de los contextos U6-
ARNshs y SFFV-ARNshmiR (Figuras 20A y B). Los ARN de guia maduros encontrados mas abundantemente
producidos a partir de SFFV-ARNshmiR correspondian estrechamente a la secuencia madura predicha in silico (Figura
20B). En contraste, la mayoria de los ARNsh U6 produjeron secuencias de cadena guia maduras que coinciden con
el producto Dicer predicho que consiste en ~22nt del extremo 3’ del transcrito pol Ill, incluyendo un tramo de 3-5 nt
derivado de la sefial de terminacién pol lll, pero que carece de un nimero correspondiente de nucleétidos de la
secuencia coincidente objetivo en el extremo 5. Se observé una distribucién similar de productos procesados en un
cribado a gran escala de 247 diferentes U6-ARNsh en lineas celulares A549, MCF7, Jurkat y U937, en las que la
secuencia de la cadena guia predominante tiene una longitud promedio de 22 nt con su extremo 5 comenzando 4
bases de la secuencia de bucle constante. Se realizdé una secuenciacion profunda de 247 productos de ARNr de TRC
procesados en estas cuatro lineas celulares (Figura 25). Los resultados indican que la cadena guia madura
predominante comienza en la posicion 4 de la secuencia antisentido del ARNsh e incluye cuatro residuos U terminales
3’. El procesamiento fue generalmente consistente entre lineas celulares y entre diferentes secuencias de ARNsh. La
frecuencia de lectura promedio para cada secuencia madura se pondera por igual a través de los ARNsh, aunque
algunos ARNsh generaron> 1,000 veces mas lecturas que ofras. La naturaleza semicuantitativa de la secuenciacion
de ARN pequefio, debido a los fuertes sesgos de ARN ligasa durante la preparacion de la biblioteca, hace que las
comparaciones de expresion relativa o niveles de procesamiento sean imposibles, pero las tendencias consistentes a
través de lineas celulares y ARNsh demuestran la probable identidad predominante de la cadena guia. También se
detectaron lecturas de cadena en sentido (<30% por ARNsh en promedio), con la gran mayoria comenzando con 'GG'
y extendiéndose 20nt en la secuencia de cadena en sentido. Estas secuencias maduras son exactamente consistentes
con un producto Dicer de la transcripcién primaria de hU6 ARNsh, sin necesidad de invocar una etapa de
procesamiento Drosha/DCGR8. Tomados en conjunto, estos hallazgos indican la importancia de considerar los
eventos de procesamiento que generan secuencias maduras a partir de transcripciones de ARNshmiR pol Il y ARNsh
pol Il cuando se transfieren secuencias de ARNsh entre vectores. Las distribuciones muy similares de secuencias
maduras observadas para los cuatro tipos de células que se estudiaron sugieren que estos patrones de procesamiento
se generalizaran en diferentes contextos celulares. Las diferencias en la secuencia de cadena guia madura generada
en los vectores basados en pol lll versus a pol Il contribuyen sustancialmente a la subregulacion diferencial de BCL11A
observada con los U6-ARNshs en comparacion con los SFFV-ARNshmiR. Estos datos sugieren que las conversiones
pronosticadas entre los vectores pol Il y pol || pueden ser posibles considerando la escision Drosha y Dicer de los
ARNSsh de pol Il en comparacion con la escision Dicer de los ARNsh de pol lIl.

La modificacion de secuencias de ARNsh en un vector basado en pol Il conduce a una eficiencia mejorada de
anulacién

Sobre la base de estos hallazgos, los inventores plantearon la hipotesis de que el uso de la secuencia madura predicha
de los vectores ARNsh de pol Il cuando se transfieren secuencias a SFFV-ARNshmiR conduciria a una eficiencia
mejorada de anulacion. Por lo tanto, se disefié un conjunto de SFFV-ARNshmiR que contenia un desplazamiento de
4 nucledtidos en el extremo 5’ de la secuencia de la cadena guia (Figura 21A). En el extremo 3’, se afiadieron los
nucleétidos GCGC para lograr una mayor estabilidad termodinamica del extremo 3' en el duplex de ARNIP, lo cual
deberia promover la carga preferencial de RISC de la cadena guia deseada. El efecto de las modificaciones sobre la
eficiencia de anulacion y la induccion de Hbb-y se evalué en células MEL mediante inmunotransferencia y gRT-PCR,
respectivamente. Se observo una eficiencia mejorada de anulacion de la proteina BCL11A con SFFV-ARNshmiR1, 3
y 8 (Figura 21B). La anulacion mejorada se correlacion6 con una induccion aumentada de 200 a 400 veces de las
transcripciones de Hbb-y (Figura 21C). Los otros SFFV-ARNshmiRs no mostraron un aumento apreciable en la
eficiencia de anulacion. Para comprender mas completamente el mecanismo subyacente a la eficiencia mejorada de
los SFFV-ARNshmiRs modificados 1, 3 y 8, se analiz6 la abundancia de ARN pequefios de la cadena de guia y
pasajeray sus proporciones por inmunotransferencia Northern. Primero, se observé una mayor abundancia de cadena
guia para los vectores pol Ill versus pol Il en todos los casos. Adicionalmente, particularmente para los SFFV-
ARNshmiRs 1 y 3 modificados, se encontré una mayor abundancia y una mayor relacion de cadenas guia a pasajeros
frente a los ARNshmiRs no modificados, mientras que estos parametros no se vieron afectados por SFFV-ARNsh8
(Figura 21D). Se realizé una secuenciacion profunda de ARN pequefios para evaluar el impacto de la modificacion en
las secuencias de la cadena guia y para correlacionarla con los cambios observados en la anulacion de BCL11A. En
general, las secuencias procesadas resultantes reflejan el desplazamiento de 4 nt introducido, lo que da como
resultado una cadena guia con regiones de semillas similares a las secuencias obtenidas de los ARNsh dee pol IlI
expresados en el esqueleto de LKO. Para SFFV-ARNshmiRs 1, 3 y 8, se encontré una secuencia dominante Unica, la
cual contrasta con los SFFV-ARNshmiR menos efectivos que mostraron una distribucion mas amplia de secuencias.
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Efecto de la modificacion de ARNshmiR sobre la anulacion de BCL11A y la induccién de y-globina en células eritroides
primarias derivadas de CD34+ humanas

La reactivacion de la globina fetal con la anulacién de BCL11A tiene potencial terapéutico para el tratamiento de la
enfermedad de células falciformes y la B-talasemia. Para evaluar el efecto de SFFV-ARNshmiR modificado sobre la
eficiencia de anulacién de BCL11A y la induccion de la expresion de y-globina y HbF en células humanas primarias,
se transdujeron HSPC CD34+ de sangre periférica movilizada (mPB) de G-CSF de voluntarios sanos con vectores
que expresan U6-ARNsh, SFFV-ARNshmiR y SFFV-ARNshmiR modificados y luego sometidos a diferenciacion
eritroide. Después de once dias en cultivo, los niveles de BCL11A se determinaron mediante inmunotransferencia de
Western (Figura 22A). Consistente con los hallazgos en las células MEL, se observd una anulacion mejorada con
SFFV-ARNshmiRs 1,3 y 8 modificados, lo que también condujo a una mayor induccién de los transcritos de y-globina
(Figura 22B). El estado de la diferenciacion eritroide se evalud en el dia 18 de cultivo mediante analisis de citometria
de flujo para la expresion de superficie de CD71 y GpA y enucleacion. No se observaron diferencias significativas
entre SFFV-ARNshmiR y las muestras transducidas de vector de control (Figura 22C). En contraste, los U6-ARNsh
condujeron a un retraso leve en la adquisicion de marcadores de diferenciacion durante las fases posteriores de
maduracién, lo que podria indicar toxicidad debido a la sobreexpresion de ARNsh mediada por el promotor U6. Las
observaciones de alta induccion de ARNm de y-globina se confirmaron mediante el aumento de la proteina HbF
medida por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Los tres ARNshmiR modificados probados produjeron
un aumento de la produccién de HbF en comparacion con los ARNshmiR SFFV no modificados (Figura 22D), donde
entre 40-50% de la hemoglobina total en las células eritroides era HbF. La correlacion entre el ARNm de y-globina y
la proteina HbF fue alta (r2 = 0.96), lo que respalda la fiabilidad de los analisis (Figura 22E).

En resumen, los inventores han demostrado que los ARNsh embebidos en un andamio de miARN y expresados a
través de promotores pol Il se procesan para producir diferentes ARNip maduros en células transducidas en
comparacion con el ARNip expresado desde el promotor U6. La secuencia coincidente con el objetivo en el ARNsh
maduro derivado del constructo del promotor pol Il se desplaza uniformemente 3’ por 3-5 nt y esta diferencia se asocio
con diferencias significativas en la eficiencia de anulacion de la transcripcion objetivo. En el caso de BCL11A, un
objetivo terapéutico potencial, esto condujo a diferencias apreciables en la reactivacion de la expresion de y-globina.
Estos datos demuestran la importancia de la optimizacién del disefio cuando se transfieren secuencias de ARNsh a
un andamio de microARN para permitir la expresién mediada por pol Il.

La anulacion ubicua de BCL11A en las células madre hematopoyéticas y progenitoras (HSPC) perjudica la
reconstitucion hematopoyética y puede evitarse direccionando la expresion de ARNshmiR a las células eritroides

El impacto de la expresién de SFFV-ARNshmiR in vivo se evalué en un modelo de ratén de transduccion y trasplante
de HSPC. Las HSPC de linaje negativo (lin-) de la médula ésea de ratones B-YAC que expresan el marcador de la
superficie celular CD45.2 se transdujeron ex vivo con vectores SFFV-ARNshmiR o un vector no direccionado (SFFV-
ARNshmiRNT) y se trasplantaron a ratones receptores BoyJ CD45.1 irradiados letalmente. Las células no transducidas
se ftrasplantaron en un grupo de control. Los ratones B-YAC albergan el locus de la B-globina humana como un
transgen que esta regulado por el desarrollo en el entorno del ratén, mostrando expresion diferencial de genes de -
globina fetal y de adulto. Para fines de validacion y para una mejor comparacion con los datos publicados previamente,
se empled un ARNsh bien descrito (23, 27, 29) (aqui denominado ARNshmiR*) embebido en secuencias flanqueantes
de miARN223. A las 4, 8 y 12 semanas después del trasplante, se determind el injerto de células del donante
basandose en el quimerismo CD45.1 y CD45.2 (Figura 23A). El injerto de células de donante sigui6 el patron esperado
con un injerto casi completo en sangre periférica (PB) y médula ésea (BM) después de 8 semanas. Sin embargo,
inesperadamente, la fraccion de células modificadas genéticamente disminuyd abruptamente con el tiempo (Figura
23B). A pesar de las tasas de transduccion iniciales de ~40% usando el vector de anulacion de BCL11A, el marcado
de genes en la semana 12 fue solo del 2-3% del total de células CD45 derivadas de donantes. La sobreexpresion de
SFFV-ARNshmiR NT también se asocié con un injerto reducido de células modificadas genéticamente, pero en menor
medida, lo que indica tanto toxicidad especifica de secuencia como no especifica en las células HSPC de injerto. El
momento de la pérdida de células donantes que expresan ARNsh sugiere un efecto sobre el compartimento de células
madre hematopoyéticas mas primitivas.

Para investigar mas a fondo el impacto negativo sobre la reconstitucion hematopoyética, se realizaron experimentos
de repoblacion competitiva cuantitativa (Figura 23C-23F). Las células negativas de linaje de los animales donantes
CD45.1 (BoyJ) y CD45.2 (BI\6) se transdujeron con diversos vectores que expresan SFFV-ARNshmiR contra BCL11A,
un ARNsh™RNT o solo un informador de proteina fluorescente azul (BFP) bajo control del promotor SFFV expresado
de forma ubicua (SFFV-BFP). Las células se trasplantaron en animales congénicos CD45.1/CD45.2, lo que permitid
la identificacion tanto de las poblaciones donantes como de las células receptoras. En experimentos en los que se
empled el vector SFFV-BFP, se trasplantaron células donantes CD45.1 en animales CD45.2 y se identificaron las
poblaciones de células donantes transducidas y se compararon en base a fluorescencia. Antes del trasplante, se
mezclaron ndmeros iguales de células de las dos poblaciones transducidas con vectores competidores. La relacion
final de células modificadas genéticamente obtenidas con ambos vectores en la poblacién trasplantada se analizé
mediante citometria de flujo lo cual confirmo tasas de transduccion comparables que oscilaban entre 55 y 70% (Figura
23C). La contribuciéon de las células modificadas genéticamente se evaludé en animales trasplantados en sangre
periférica, médula 6sea y bazo 4, 8 y 12 semanas después del trasplante (Figura 23D) y se tuvieron en cuenta
diferencias menores en la relacion de las células transducidas infundidas para este analisis. En todos los casos y en
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cada punto de tiempo, las células transducidas con vectores direccionados a BCL11A fueron superadas por las células
transducidas con el vector NT o SFFV-BFP, lo que indica una desventaja selectiva tras la anulacion de BCL11A. No
se observaron diferencias significativas en la reconstitucion de las células hematopoyéticas en comparacion con la
relacion de la poblacion inicialmente trasplantada cuando dos vectores de direccionamiento de BCL11A compitieron
entre si. Consistente con los hallazgos en la Figura 23B, la sobreexpresion de ARNshmiRNT también tuvo un impacto
negativo en la reconstitucion hematopoyética, ya que este grupo fue superado por las células transducidas por un
vector que expresa solo SFFV-BFP y no expresa un ARNsh. Los inventores realizaron un analisis mas detallado del
linfocito B y un compartimento HSC mas primitivo dentro de la fraccién transducida de las células de la médula dsea
(Figura 23E). Como se anticipd a partir de estudios previos que muestran una ausencia de células B en ratones
BCL11A -/- (30, 31), el nimero de células B positivas para B220 se redujo significativamente con la anulacion de
BCL11A. Aungque no alcanzo significacion, hubo una tendencia hacia la pérdida de células lin-, Sca-1+, c-kit+ (LSK)
mas primitivas que incluyen el compartimento HSC de injerto.

La anulacién especifica de eritroides de BCL11A podria eludir el efecto adverso de la anulacion de BCL11A en las
células HSC y B, mientras se mantiene el efecto terapéutico de la induccién de y-globina en las células eritroides. Para
dirigir la anulacion selectiva a las células eritroides, se generd un vector lentivirus en el que el casete de ARNshmiR y
el indicador fluorescente Venus se expresan bajo el control del promotor proximal minimo de 3-globina enlazado a los
sitios hipersensibles 2 y 3 (HS2 y HS3) de la regiéon de control de locus de B-globina (LCR) (32) (Figura 23F)
denominada LV-LCR-BCL11A-ARNshmiR (de aqui en adelante LCR-ARNshmiR). El perfil de expresion del transgen
informador Venus en las poblaciones de células hematopoyéticas injertadas in vivo se evalud primero en ratones
trasplantados con HSPC transducido (Figura 23G y Figura 26). En la Figura 26, las células negativas de linaje se
transdujeron usando el vector LCR-ARNshmiR y se injertaron en ratones receptores irradiados letalmente. Doce
semanas después, se identificaron células donantes y diferentes tipos de células hematopoyéticas utilizando
marcadores de superficie. AQui se muestra un esquema de activacion representativo y transferencia de histogramas
que muestran la expresion de Venus en diversos linajes. Los nimeros en las transferencias indican el porcentaje de
células positivas para venus y las intensidades medias de fluorescencia (MFI). La expresion del transgen estaba
fuertemente regulada; sin expresion detectable en LSK y fracciones de células B, niveles muy bajos de expresion en
células T y niveles bajos de expresion en células mieloides en algunos animales. Por el contrario, la expresion
transgénica estaba fuertemente sobrerregulada durante la diferenciacion eritroide, comenzando en las células
CD71+/Ter119- que representan progenitores eritroides y proeritroblastos y alcanzando su punto maximo en la etapa
positiva doble CD71+/Ter119+, que representa eritroblastos baséfilos. Durante las etapas finales de la maduracién
eritroide, una gran fraccion de células CD71-/Ter119+ que representan reticulocitos y eritrocitos maduros expresaron
el informador en un porcentaje similar en comparacion con las células CD71+/Ter119+.

A continuacién, para determinar si el uso del vector LCR evita el defecto de reconstitucién observado tras la
sobreexpresion ubicua de SFFV-ARNshmiR, se realizé un experimento de trasplante competitivo usando LCR-
ARNshmiR y SFFV-ARNshmiR (Figura 23H). Como el vector LCR es transcripcionalmente silencioso en las células
lin-, una parte alicuota de las células que se utilizaran para el trasplante se sometié a diferenciacion eritroide in vitro y
se midio la relacion de células Venus+ en la poblacion transcripcional permisiva CD71+/Ter119+ y se us6 para la
normalizacion de la relacién de SFFV versus células transducidas con LCR. La expresién de Venus en animales
trasplantados se compar6 en células eritroides, ya que esta es la Unica poblacion que es igualmente permisiva para
la expresion de ambos vectores. La reconstitucién de los ratones trasplantados demostré un claro dominio de las
células derivadas de HSPC transducidas con el vector LCR, lo que sugiere una menor toxicidad en las HSPC
asociadas con la expresion especifica del linaje eritroide del LCR-ARNshmiR (Figura 23H). En resumen, estos datos
demuestran que el efecto adverso de la anulacion de BCL11A en el injerto/funcion de HSC puede ser evitado por la
expresion de miARN especifica de eritroides.

La anulacion especifica de eritroides mediada por el vector LCR de BCL11A usando ARNshmiR modificado produce
altos niveles de HbF en células eritroides humanas

Para probar la eficacia de la anulacién especifica de BCL11A eritroide mediada por LCR en un sistema experimental
humano, se transdujeron células CD34+ con vectores LCR-ARNshmiR que contenian ARNshmiRs 3 u 8 modificados
(Figura 23F). Los inventores confirmaron primero el perfil de expresion de varios vectores LCR-ARNshmiR (LCR-
ARNsh*, LCRARNshmiR3 y 8) en células humanas durante la diferenciacion eritroide in vitro de células mPB CD34+
humanas. La expresion de Venus por los vectores LCR y un vector de control accionado por SFFV sin casete
ARNshmiR (SFFV-GFP) (33) se evalu6 en diferentes etapas de maduracion eritroide, tal como se define mediante
tincion con CD71 y GpA (Figura 23I). Consistente con los hallazgos en las células de ratén que se muestran en la
Figura 23G, se observaron bajos niveles de expresion en células eritroides inmaduras CD71-/GpA-. Hubo una fuerte
sobrerregulacion de la expresion en células positivas Unicas CD71+ con el nivel mas alto de expresion transgénica en
las células positivas dobles CD71+/GpA+ mas maduras. Como se esperaba, el control de SFFV-GFP impulsé la
expresion constitutiva de alto nivel en todas las subpoblaciones. Siguiendo el protocolo de diferenciacion descrito
anteriormente, los niveles de proteina BCL11A se midieron el dia 11 de cultivo y se compararon con vectores de
control simulados y no direccionados (LCR-ARNshmiRNT y SFFV-GFP). Se observé una reduccion significativa en
BCL11A en las células que expresan el ARNshmiR modificado en comparacién con las células que expresan el vector
no direccionado (NT) y de control (SEW) (Figura 24A). El ARNm de gammaglobina constituyé el 40 y el 70% del total
de las globinas similares a B- en células derivadas de células CD34+ transducidas con vectores que expresan
ARNshmiR3 y 8, respectivamente (Figura 24B). No se observaron diferencias en el crecimiento celular entre las células
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transducidas con LCR-ARNshmiR o vectores de control. La diferenciacion eritroide, segun lo evaluado por la expresion
superficial de CD71, GpA y por enucleacion, fue indistinguible de los controles (Figura 24C), lo que sugiere que no
hay impacto negativo de la anulacién de BCL11A sobre la expresion especifica de linaje de los ARNshmiR de BCL11A.
Se observé una fuerte correlacion entre los niveles de ARNm de y-globina (QRT-PCR) y HbF segun lo evaluado por
HPLC (Figura 24D). La HbF contribuy6 al 35% y al 55% de la hemoglobina total en células transducidas con LCR-
ARNshmiR3 y LCR-ARNshmiR8, que representan niveles comparables a la expresion mediada por el promotor SFFV
(Figura 22D y Figura 24E). Finalmente, para demostrar como prueba de principio que la anulacion mediada por LCR-
ARNshmiR permite el injerto eficiente de células hCD34+ y la induccion de y-globina, el trasplante de HSPC CD34+
derivados de médula 6sea transducidos con vectores LCR-ARNshmiR3 o NT se realizé en ratones NSG irradiados
sub-letalmente. Debido al pobre desarrollo de las células eritroides humanas en este modelo de xenoinjerto, se aislaron
HSPC CD34+ de la médula 6sea de animales trasplantados 14 semanas después del trasplante y se sometieron a
diferenciacion eritroide in vitro. Las células Venus+ se enriquecieron con FACS y la expresion de y- y $-globina se
determiné por RT-PCR (Figura 24F). De acuerdo con los datos anteriores, la fraccion de y-globina de la produccion
total de locus de [3-globina fue del 44.9% + 5.5% para las células transducidas con LCR-ARNshmiR3, en comparacion
con ~9% * 0.5% en los dos grupos de control que consisten en células no transducidas o LCR -ARNshmiRNT
transducidas.

Los ARNsh se han utilizado ampliamente para analizar las funciones de genes en estudios bioldgicos, y existe un
interés creciente en el uso de RNAI con fines terapéuticos. BCL11A representa un objetivo terapéutico atractivo para
la modulacién basada en ARNi. BCL11A es un represor de la expresion de y-globina y, por lo tanto, actia como un
regulador principal del cambio de hemoglobina fetal a adulta en las células eritroides. Los niveles significativamente
altos de hemoglobina fetal se asocian con fenotipos de enfermedades mas leves en la enfermedad de células
falciformes (SCD) y B-talasemias y la anulacion especifica de linaje de BCL11A se ha validado como una estrategia
terapéutica en modelos de SCD. En los estudios informados aqui, nuestro objetivo era desarrollar un vector
clinicamente aplicable para reactivar la expresion de hemoglobina fetal mediante la supresiéon mediada por ARNi de
BCL11A. Usando un vector lentiviral optimizado que contiene un ARNsh adaptado a miARN (ARNshmiR) expresado
a partir de un promotor pol Il especifico del linaje eritroide, los inventores alcanzaron niveles de HbF> 50% de la
hemoglobina total en células eritroides primarias derivadas de HSPC CD34+ transducidas. Es probable que este nivel
de induccion de HbF sea clinicamente efectivo y se compare favorablemente con los vectores publicados previamente
(23, 27, 29) que utilizan casetes de expresion impulsados por pol Il que carecen de especificidad de linaje y el perfil
de seguridad de los vectores de lentivirus SIN reportados aqui.

El tratamiento curativo para SCD se puede lograr con el trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT). Los
resultados favorables en SCD dependen en gran medida de la disponibilidad de hermanos donantes compatibles.
Menos del 10% de los pacientes con SCD tienen donantes potenciales de hermanos coincidentes con HLA no
afectados (34). La terapia génica para las hemoglobinopatias ofrece la clara ventaja de eliminar el riesgo de GVHD
mediante el uso de células autélogas. El objetivo a largo plazo de estos estudios es modular el cambio de hemoglobina,
lo que conduce a la induccién endégena vy fisiologica de la HbF protectora y la supresion de la globina falciforme. Los
inventores plantean la hipétesis de que esta doble manipulacién de la expresion sera la metodologia terapéutica mas
efectiva para prevenir las toxicidades en la SCD, incluida la hemdlisis y el dafio de los drganos finales de la
hemoglobina polimerizante mutante. Para alcanzar el objetivo del beneficio terapéutico, debe producirse la anulacion
suficiente de BCL11A y la inducciéon de HbF por célula y se debe injertar un nimero suficiente de HSC de larga
duracion modificada por genes con el fin de que el quimerismo del compartimento de glébulos rojos atenue el fenotipo
de la enfermedad. Por lo tanto, la optimizacion de la anulacion de BCL11A y la preservacion de la capacidad de
reconstitucion de HSCP transducido, como se muestra aqui, es fundamental para el éxito a largo plazo de la terapia
genética en SCD. En relacion con el segundo punto, los inventores creen que esto se puede lograr actualmente, ya
que los datos anteriores de trasplantes alogénicos que resultan en quimerismo mixto han demostrado que un
quimerismo tan bajo como 10% del compartimento mieloide estd asociado con un quimerismo de glébulos rojos
periféricos de 80-100% (35). El sesgo de la masa de gldbulos rojos después del injerto probablemente se atribuya a
la supervivencia mejorada de los glébulos rojos normales en comparacion con células falciformes. Este nivel de
marcado de células mieloides de larga vida se ha alcanzado recientemente en ensayos en humanos utilizando el
vector de lentivirus (36-38), incluida la Be-talasemia (39).

Los ARNsh impulsados por Pol lll son los sistemas de vectores mas comunmente utilizados para efectuar la anulacion
de genes por RNAI, pero estos vectores median la expresion ubicua que puede estar asociada tanto con toxicidades
no especificas de altos niveles de expresion como con toxicidades especificas de secuencia en ciertos tipos de células.
Aqui los inventores demuestran que la anulacion de BCL11A en HSC perjudica el injerto de estas células en entornos
de trasplante y el desarrollo de células B in vivo. Aunque el injerto reducido en ausencia de BCL11A es un fenébmeno
no reportado, los datos informados aqui son consistentes con la expresion conocida de BCL11A en HSPC tempranas
y con el informe de un contenido de HSC reducido en ~dos veces en ratones tras la delecion genética de BCL11A
(31, 40, 41). El impacto negativo de la anulacion de BCL11A en el injerto de las HSC puede ser mas evidente en los
ensayos que se informan aqui debido al aumento de la presion selectiva presente en este entorno experimental.
Generalmente, hay un ndmero limitado de HSC después del cultivo ex vivo y la transduccion de estas células y la
competencia con las HSC de control utilizadas en los ensayos utilizados aqui puede mejorar la deteccion de toxicidad
a nivel de HSC. Dentro del linaje eritroide BCL11A es prescindible (24). En los datos presentados aqui, el uso del
vector LCR especifico de eritroides, que contiene secuencias reguladoras derivadas del locus de B-globina (32, 42)
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evitd los efectos negativos de la anulacion de BCL11A en el injerto de HSC. El vector LCR mostré un alto grado de
fidelidad de linaje en la expresion del ARNshmiR direccionado a BCL11A. Ademas, se ha demostrado que esta
arquitectura vectorial reduce el riesgo de transactivacion de genes celulares vecinos cuando se usa para expresar
otros transgenes (43), una caracteristica importante para la traduccién clinica. Por lo tanto, el direccionamiento
transcripcional de ARNshmiRs parece critico en el caso de BCL11A, lo que subraya la importancia de desarrollar
vectores de anulacién eficaces basados en pol Il. Este metodologia evita el impacto negativo de la anulacion de
BCL11A en las HSPC y también el desarrollo de células linfoides (30,31), evita la toxicidad relacionada con la
sobreexpresion de ARNsh (9, 11, 19) y mejora el perfil de seguridad del sistema de vectores, al tiempo que mantiene
la eficacia terapéutica.

El uso de promotores de pol Il para la expresiéon de ARNsh necesita embeber el ARNsh en secuencias de microRNA.
Como la mayoria de las secuencias de ARNsh efectivas previamente validadas se derivan de analisis realizados
usando promotores de pol Il y la mayoria de los sistemas de anulacion comercialmente disponibles se basan en
promotores de pol lll, la conversion de secuencias de ARNsh en una configuracion de pol Il es importante. A pesar de
la importante investigacion en esta area, faltan pautas para la conversion de secuencias de ARNsh derivadas de
vectores efectivos basados en pol Il en vectores ARNshmiR basados en pol Il. Aqui, al comparar los resultados del
procesamiento de ARN a partir de células transducidas con ambos tipos de vectores en paralelo, los inventores
confirmaron que se generan diferentes productos de ARN pequefios con respecto a las secuencias coincidentes con
el objetivo, lo que da como resultado una eficiencia notablemente reducida de la anulacion del objetivo a través de
vectores basados en pol |l. Las secuencias de cadena guia maduras producidas a partir de sistemas pol Il versus a
sistemas pol lll que contienen secuencias coincidentes de ARNm diana idénticas generalmente se desplazan de 3 a
5 nt entre si. La adiciéon de 3-5 residuos U de la seial de terminacion de pol Ill al extremo 3’ del transcrito de ARNsh
conduce a un desplazamiento correspondiente del sitio de escision de Dicer, lo que demuestra el papel dominante de
la regla de conteo 3' para la escision de Dicer (44, 45). El desplazamiento de la cadena guia en pol Ill versus pol Il
tiene un impacto importante en la eficiencia de anulacion, ya que la region de semilla se altera y las propiedades
termodinamicas y la identidad de nucledtidos terminales de los duplex de ARN pequefios cambian, impactando por lo
tanto la incorporacion de la cadena guia en el complejo RISC- efector (4, 5, 46, 47). La reingenieria de los ARNshmiR
para imitar las secuencias de cadena guia maduras producidas por los ARNshs impulsados por pol Il condujo a un
procesamiento potenciado y una anulacién mejorada del ARNm diana. Esta metodologia deberia ser aplicable para el
desarrollo de vectores direccionados a otros genes usando promotores pol Il, incluidos otros casetes de expresion
especificos de linaje.

En resumen, los datos demuestran caracteristicas criticas del procesamiento de ARN relevantes para el uso de ARNsh
en diferentes contextos vectoriales, y también proporcionan una estrategia para la anulacion de genes especificos del
linaje que evita las consecuencias adversas de la expresion generalizada. Los hallazgos tienen implicaciones
importantes para el disefio de ARNsh embebidos en microARN y su aplicacién en metodologias de terapia génica
basados en ARNi.

Ejemplo 11
Estudios de eficacia de la transduccion de ARNshmiR de BCL11A en células CD34+ humanas donantes de salud.

El represor transcripcional BCL11A representa un objetivo terapéutico para las 3-hemoglobinopatias. La supresion
selectiva de BCL11A en células eritroides a través de ARNshs adaptados por microARN expresados por el promotor
pol I (ARNshmiR) dio como resultado una anulacion efectiva de BCL11A tanto en células murinas como humanas.
Expresar los ARNshmiR modificados de forma especifica para eritroides eludié los efectos adversos sobre el injerto
de HSC murino y el desarrollo de células B (véase el Ejemplo 10 supra) y condujo a una anulacion eficiente de BCL11A
y altos niveles de HbF en células eritroides derivadas de CD34 humano primario y en células eritroides humanas
diferenciadas in vitro después del injerto completo de células CD34+ modificadas en xenoinjertos murinos. Los
inventores también demostraron la induccion efectiva de HbF en células eritroides derivadas de células CD34
transducidas obtenidas de un donante con enfermedad de células falciformes.

En una serie de experimentos, EI CD34 movilizado por GCSF de donantes sanos se transdujo con un vector que
expresa un ARNsh no direccionado (LCR-NT) o BMS11-D12G5, y se sometieron a diferenciacion in vitro eritroide.

BCL11AD12G5-2 ARNsh: En sentido
ACGCTCGCACAGAACACTCATGGATTctccatgtggtagagAATCCATGAGTGTTC TGTGCGAG (SEQ. ID. NO:43)
Antisentido

CGCACTCGCACAGAACACTCATGGATTctctaccacatggagAATCCATGAGTGTT CTGTGCGA (SEQ. ID. NO:44)

La Figura 27A es una inmunotransferencia Western de células eritroides diferenciadas in vitro derivadas de células
CD34 transducidas que muestran isoformas BCL11A (L y XL) y B-ACTINA como control de carga y que demuestran
la anulacion efectiva de BCL11A XL. La Figura 27B muestra la cuantificacion de la anulacion de BCL11A en células
eritroides. Los datos se derivan de inmunotransferencias Western como se muestra en la Figura 27A. Los datos
resumen tres experimentos independientes utilizando células de un solo donante. (Barras de error: SD)
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La Figura 27C muestra la induccién de gamma globina en células eritroides segun lo evaluado por RT-gPCR y la
hemoglobina (HbF) evaluada por HPLC.

Ejemplo 12
Cuantificacion de la anulacion de BCL11A en células eritroides.

Se estudio el injerto de las células CD34+ transducidas en ratones inmunodeficientes NSG, incluida la efectividad de
la anulacion in vivo de la expresion de BCL11A. Los CD34 humanos se transdujeron con LCR-NT o BMS11-D8G5 y
se inyectaron en ratones receptores de NSG irradiados subletalmente. La médula 6sea CD34+ se aislé 14 semanas
después y se someti6 a diferenciacion eritroide in vitro. La Figura 28 muestra la induccion de gamma globina en células
eritroides segun lo evaluado por RT-gPCR.

Ejemplo 13

Anulacion de BCL11A e induccion de hemoglobina fetal en células eritroides derivadas de células CD34 transducidas
de un paciente con células falciformes.

La médula 6sea CD34 se aislé de un paciente con SCD el cual recibio tratamiento con HU y que tenia un alto valor de
linea base de HBF. Las células se transdujeron con LCR-NT o LCR-D12G5 y se sometieron a diferenciacion in vitro
eritroide.

La anulacion de BCL11A se estudié en células de pacientes con células falciformes. La médula 6sea CD34 se aislo
de un paciente con células falciformes y las células se transdujeron con LCR-NT o LCR-D12G5-2 (células no
transducidas utilizadas como control adicional) y se sometieron a diferenciacion eritroide in vitro. La Figura 29A
muestra inmunotransferencias Western que muestran BCL11A (isoformas L y XL) y B-~ACTINA como control de carga
y demuestra la anulacion efectiva de BLC11A-XL. Cada panel (marcado 1-6 debajo de la linea) representa un
experimento independiente que usa células de un solo donante. La Figura 29B muestra la cuantificacion de la
anulacion de BCL11A en células eritroides. Los datos se derivan de inmunotransferencias Western que se muestran
en la Figura 29A. La Figura 29C muestra la induccion resultante de HbF por HPLC. Este paciente estaba recibiendo
tratamiento con hidroxiurea, lo cual explica el alto nivel de linea base de Hb F.

Ejemplo 14
Una realizacién de un protocolo de tratamiento
Evaluacion inicial

Los pacientes se someteran a un examen estandar para el trasplante autélogo de médula 6sea de acuerdo con las
pautas institucionales, y luego se someteran a dos recolecciones de médula ésea con un minimo de 4 semanas de
diferencia que se utilizara para una médula de respaldo (minimo de 2 x 10° células CD34+/kg) y para una recoleccion
de médula ¢sea autdloga para la transferencia de genes (objetivo de 5 x 10° células CD34+/kg con un minimo de 4 x
108 células CD34+/kg).

Recoleccion de un injerto autdlogo de respaldo

Se recolectaran células hematopoyéticas del paciente antes del tratamiento, para que sirvan como un procedimiento
de rescate ("injerto de respaldo"), en caso de que no se observe recuperacion hematopoyética 6 semanas después
de la inyeccién de células manipuladas genéticamente, o si las células manipuladas no cumplen con los criterios de
liberacion. La médula 6sea (hasta 20 cc/kg) se recogera del paciente bajo anestesia general desde las crestas iliacas
posteriores en ambos lados mediante punciones multiples, como minimo, 4 semanas antes de la terapia génica. Una
porcion de la médula ésea que contiene 2 x 108 células CD34+/kg se congelara y almacenara sin manipular en vapores
de nitrégeno liquido (162 °C y - 180 °C) de acuerdo con los procedimientos clinicos estandar para la recoleccion
autéloga de médula ésea para constituir el injerto de respaldo. El resto de la extraccion se seleccionara para las células
CD34+ (descritas a continuacion) y se utilizara para la modificacion génica (descrita a continuacion).

Recoleccion de médula 6sea

El resto de la primera recolecciéon de médula ésea en exceso de la médula de respaldo necesaria se utilizara con una
segunda recoleccion de médula 6sea para la transferencia de genes. La segunda recoleccion ocurrira no antes de 4
semanas después de la recoleccion inicial (descrita anteriormente). Para la segunda recoleccion, la médula ésea se
extraera nuevamente del paciente bajo anestesia general desde las crestas iliacas posteriores en ambos sitios
mediante punciones multiples. La cantidad de médula recogida sera de hasta 20 ml/kg de peso corporal. Esto dara un
recuento total de células nucleadas de mas de ~4 x 108 células/kg. Esto a su vez deberia producir una dosis de células
CD34+ de mas de 4 x 108 células/kg después del cribado de células CD34+.

Los sujetos de los cuales el recuento estimado de CD34+ de ambas recolecciones es <4 x 108 células/kg no recibiran
acondicionamiento. Después de un periodo de al menos 6 semanas, si el sujeto desea permanecer en estudio, puede
ser recogido nuevamente. Si el sujeto no desea ser recogido nuevamente, sera retirado del estudio.
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Los sujetos retirados del estudio antes de la administracion de las células CD34+ transducidas reanudaran la atencion
clinica normal (atencion de apoyo y/o HSCT alogénico). Las evaluaciones de eficacia y seguridad no se llevaran a
cabo desde el punto de retirada y no se recopilaran datos para la base de datos.

Aislamiento, preestimulacion y transduccion de células CD34+
Purificacion de células CD34+.

Para permitir suficiente tiempo para la eliminacion de los agentes acondicionadores y minimizar el tiempo de
preestimulacion y cultivo, la médula 6sea entera se mantendra durante la noche. Todas las etapas de fabricacion se
llevan a cabo en el Connell & O'Reilly Families Cell Manipulation Core Facility en el DFCI. La médula ésea sufrira
agotamiento en globulos rojos por centrifugacion en gradiente de densidad. Las células CD34+ se seleccionaran
positivamente de las células mononucleares de médula 6sea utilizando el reactivo e instrumento CliniMACS. Se toman
muestras de control de calidad (QC) para evaluar la pureza y la esterilidad. Las células purificadas se procesaran
inmediatamente para preestimulacion y transduccion.

Preestimulacion y transduccion de CD34+

La transduccion se llevara a cabo en una o ambas recolecciones. La transduccion de células que excedan el objetivo
de médula de respaldo de la primera recoleccion se transducira y congelara para su uso futuro. La segunda recoleccion
se utilizara para la transferencia de genes en su totalidad y el producto transducido de la segunda recoleccion se
infundira con las células transducidas descongeladas de la primera recoleccion después del acondicionamiento.

Las células CD34+ purificadas se siembran en bolsas de cultivo cerradas a una densidad de 0.5-1 x 10%/ml en medio
libre de suero suplementado con factores de crecimiento (IL-3, SCF, FLT3L, TPO) y se colocan en una incubadora a
37 °C, 5% de CO.. Después de 24-30 horas, las células se recolectan y se cuentan. Las pruebas de control de calidad
adicionales incluyen la viabilidad celular y el ensayo de la Unidad de formacion de colonias (CFU). Las células se
transfieren a una nueva bolsa de cultivo y se tratan con sobrenadante lentiviral. Para esta primera ronda de
transduccion, las células se incuban durante 18-24 horas. Las células se recolectan, se cuentan y se transfieren a una
nueva bolsa, con sobrenadante lentiviral para una segunda ronda de transduccion.

Recoleccion final y formulacion

Después de la segunda ronda de transduccion, las células se recolectan, se lavan en plasmalyte y se resuspenden en
su formulacion final (PLASMALYTE, HSA al 1%) en un volumen de 50-100 mL. Todas las células disponibles después
de la eliminacién de las muestras de CC se infundiran en el paciente. El control de calidad incluye recuento de células,
viabilidad, esterilidad en el sobrenadante de lavado, Micoplasma, Endotoxina en el sobrenadante, fenotipo, CFU, RCL
(muestras tomadas y archivadas), analisis de insercion y niumero promedio de copias de vectores por gPCR (células
cultivadas). Se toma una muestra para la tincion de Gram del producto inmediatamente antes DEL suministro al
paciente.

Prueba previa a la reinfusion del sujeto

Las muestras se recolectan durante y al final del procedimiento para el recuento celular y la viabilidad (exclusion de
azul de tripano o equivalente), esterilidad, micoplasma, eficiencia de transduccién (nimero de copia del vector), tincion
de Gram, endotoxina y pruebas de RCL. De estas solo la viabilidad celular, la esterilidad (en proceso, 72 horas), la
tincion de Gram y las mediciones de endotoxinas estaran disponibles antes de la infusion.

Si los cultivos microbioldgicos revelan contaminacion bacteriana transitoria, por tincion de Gram o cultivo positivo a las
72 horas, el personal del Cell Manipulation Core Facility se comunicara con el PI, el director médico asistente y el
médico tratante para decidir si se infunde la recoleccion de respaldo o se infunde el producto con cobertura antibiética
Si se infunde la recoleccion de respaldo, el sujeto sera retirado del protocolo. Si la viabilidad celular es <70%, la prueba
de esterilidad es positiva, o la endotoxina es> 5 EU/kg/h, las células no seran devueltas, se infundira la recoleccion de
respaldo y el sujeto sera retirado del protocolo.

Si el recuento de células viables de ambas recolecciones/transducciones es mayor o igual a 4 x 10° células CD34+/kg
al final de la transduccién, las células se infundiran. Si el recuento de células viables de ambas
recolecciones/transducciones es inferior a 4 x 10% células CD34+/kg al final de la transduccion, las células no se
infundiran y la recoleccion de respaldo se infundira 48 horas mas tarde.

Régimen de condicionamiento del sujeto

Los sujetos recibiran condicionamiento mieloablativo con busulfan (~4 mg/kg por via intravenosa diariamente, ajustado
por peso, (administrado durante 3 horas una vez al dia) administrado en los dias -4 a -2, antes de la infusion de las
células transducidas. El condicionamiento ocurrira simultaneamente con la purificacion y transduccion de células de
médula 6sea. Los niveles de busulfan se extraeran en los 3 dias de administracion, y los niveles en los dias 1y 2 se
usaran para ajustar el area bajo la curva objetivo.

Infusién de células transducidas.
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Las células se infundiran por via intravenosa durante 30-45 minutos después de la prehidratacion y premedicacion
estandar de acuerdo con las pautas estandar de la Unidad de Trasplante de Células Madre Hematopoyéticas del
Boston Children's Hospital. Este estandar requiere que el paciente esté en un monitor continuo de saturacién cardiaca,
respiratoria y de oxigeno durante toda la infusion y durante 30 minutos después. Los signos vitales se mediran y
registraran antes de la transfusion, 15 minutos en la transfusion, cada hora durante la duracién de la infusion y al final
de la transfusion. EI RN permanecera con el paciente durante los primeros 5 minutos de la transfusion. Si se
administran dos productos de transduccion, el segundo producto transducido se administrara sin demora después del
primero.

Debe entenderse que, si bien la invenciéon se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la descripcion
anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se define por el alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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Lista de oligonucledtidos miR sintéticos
Oligos miR1 de BCL11A:

En sentido ACGCTCGCACAGAACACTCATGGATTctccatgtggtagagAATCCATGAGTGTTCTGTGCGag (SEQ ID
NO:1)

Antisentido CGCActCGCACAGAACACTCATGGATTctctaccacatggagAATCCATGAGTGTTCTGTGCGa (SEQ ID
NO:2)

Oligos miR2 de BCL11A:

En sentido ACGCTCCAGAGGATGACGATTGTTTActccatgtggtagagTAAACAATCGTCATCCTCTGGag (SEQ ID
NO:3)

Antisentido CGCActCCAGAGGATGACGATTGTTTActctaccacatggagTAAACAATCGTCATCCTCTGGa (SEQ ID
NO:4)

Oligos E3 de BCL11A:

En sentido ACGCTTCGGAGACTCCAGACAATCGCctccatgtggtagagGCGATTGTCTGGAGTCTCCGAag (SEQ ID
NO:5)

Antisentido CGCACctTCGGAGACTCCAGACAATCGCctctaccacatggagGCGATTGTCTGGAGTCTCCGAa (SEQ ID
NO:6)

Oligos D8 de BCL11A:

En sentido ACGCTITCTCTTGCAACACGCACAGActccatgtggtagagTCTGTGCGTGTTGCAAGAGAAag (SEQ ID
NO:7)

Antisentido CGCActTTCTCTTGCAACACGCACAGActctaccacatggagTCTGTGCGTGTTGCAAGAGAAa (SEQ ID
NO:8)

BCL11A XLC4 u oligos C4:

En sentido ACGCTACAGTACCCTGGAGAAACACActccatgtggtagagTGTGTTTCTCCAGGGTACTGTag (SEQ ID
NO:9)

Antisentido CGCActACAGTACCCTGGAGAAACACActctaccacatggagTGTGTTTCTCCAGGGTACTGTa (SEQ ID
NO:10)

Oligos no direccionados:

En sentido ACGCTCAACAAGATGAAGAGCACCAActccatgtggtagagTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGag (SEQ ID
NO:11)

Antisentido CGCActCAACAAGATGAAGAGCACCAActctaccacatggagTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGa (SEQ ID
NO:12)

BCL11A E3G5 u oligos mod de E3: (version modificada)

En sentido ACGCTGCGCTCGGAGACTCCAGACAActccatgtggtagagTTGTCTGGAGTCTCCGAGCGCag(SEQ 1D
NO:13)
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Antisentido CGCActGCGCTCGGAGACTCCAGACAActctaccacatggagTTGTCTGGAGTCTCCGAGCGCa(SEQ ID
NO:14)

BCL11A D8G5 u oligos mod de D8: (version modificada)

En sentdo ACGCTGCGCTTCTCTTGCAACACGCActccatgtggtagagTGCGTGTTGCAAGAGAAGCGCag(SEQ ID
NO:15)

Antisentido CGCActGCGCTTCTCTTGCAACACGCActctaccacatggagTGCGTGTTGCAAGAGAAGCGCa(SEQ ID
NO:16)

Oligos XLC4G5 de BCL11A: (version modificada)

En sentdo ACGCTGCGCACAGTACCCTGGAGAAActccatgtggtagagTTTCTCCAGGGTACTGTGCGCag(SEQ ID
NO:17)

Antisentido CGCActGCGCACAGTACCCTGGAGAAActctaccacatggagTTTCTCCAGGGTACTGTGCGCa(SEQ ID
NO:18)

mIR1 CGCACAGAACACTCATGGATTctccatgtggtagagAATCCATGAGTGTTCTGTGCG (SEQ ID NO:25)

(ARNsh1 o E3) TCGGAGACTCCAGACAATCGCctccatgtggtagagGCGATTGTCTGGAGTCTCCGA (SEQ ID NO:26)
(ARNsh2 o B5) CCTCCAGGCAGCTCAAAGATCctccatgtggtagagGATCTTTGAGCTGCCTGGAGG (SEQ ID NO:27)
(ARNsh3 o D8) TTCTCTTGCAACACGCACAGACctccatgtggtagagTCTGTGCGTGTTGCAAGAGAA (SEQ ID NO:28)
(ARNsh4 o0 B11) TCAGGACTAGGTGCAGAATGTctccatgtggtagagACATTCTGCACCTAGTCCTGA (SEQ ID NO:29)

(ARNsh5 0 50D12 o D12) GATCGAGTGTTGAATAATGAT ctecatgtggtagagATCATTATTCAACACTCGATC (SEQ ID
NO:30)

(ARNsh6 o 50A5 or A5) CAGTACCCTGGAGAAACACATctccatgtggtagagATGTGTTTCTCCAGGGTACTG (SEQ ID
NO:31)

(ARNsh7 o 50B11) CACTGTCCACAGGAGAAGCCActccatgtggtagagTGGCTTCTCCTGTGGACAGTG (SEQ ID
NO:32)

(ARNsh8 o0 50C4) ACAGTACCCTGGAGAAACACActccatgtggtagagTGTGTTTCTCCAGGGTACTGT (SEQ ID NO:33)
mIR1G5 gcgcCGCACAGAACACTCATGctccatgtggtagagCATGAGTGTTCTGTGCGgcege (SEQ ID NO:34)

(ARNsh1mod o E3G5) gcgcTCGGAGACTCCAGACAActccatgtggtagagTTGTCTGGAGTCTCCGAgege (SEQ ID
NO:35)

(ARNsh2mod o B5G5) gcgcCCTCCAGGCAGCTCAAActccatgtggtagagTTTGAGCTGCCTGGAGGgege (SEQ ID
NO:36)

(ARNsh3mod o D8G5) gcgcTTCTCTTGCAACACGCActccatgtggtagagTGCGTGTTGCAAGAGAAgege (SEQ ID
NO:37)

(ARNsh4mod o B11G5) gcgcTCAGGACTAGGTGCAGACctccatgtggtagagTCTGCACCTAGTCCTGAgege (SEQ ID
NO:38)

(ARNsh5mod o 50D12G5 or D12G5) gcgcGATCGAGTGTTGAATAActccatgtggtagagTTATTCAACACTCGATCgcege
(SEQ ID NO:39)

(ARNsh6mod o 50A5G5) gcgcCAGTACCCTGGAGAAACC ctccatgtggtagagGTTTCTCCAGGGTACTGgege (SEQ ID
NO:40)

(ARNsh7mod o 50B11G5) gcgcCACTGTCCACAGGAGAActccatgtggtagagTTCTCCTGTGGACAGTGgege (SEQ ID
NO:41)

(ARNsh8mod o 50C4G5 or C4G5) gcgcACAGTACCCTGGAGAAActccatgtggtagagTTTCTCCAGGGTACTGTgege
(SEQ ID NO:42)

(BCL11A D12G5-2 ARNSsh): En sentido
ACGCTCGCACAGAACACTCATGGATTctccatgtggtagagAATCCATGAGTGTTCTGTGCGAG (SEQ. ID. NO:43)

(BCL11A D12G5-2 ARNSsh): Antisentido
CGCACTCGCACAGAACACTCATGGATTctctaccacatggagAATCCATGAGTGTTCTGTGCGA (SEQ. ID. NO:44)
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5/ -CCGGCGCACAGAACACTCATGGATTCTCGAGAATCCATGAGTGTTCTGTGCGTTTTT-

3’ (SEQ. ID. NO:86)

5’ CGCTCGCACAGAACACTCATGGATTctecatgtggtagagAATCCATGAGTGTTCTGTGCG
AGTG-3' (SEQ. ID. NO:87)

5’ CGCTGCGCCGCACAGAACACTCATGetccatgtggtagagCATGAGTGTTCTGTGCGGCGCA
GTG-3’ (SEQ. ID. NO:88)

5/ -CCGGACAGTACCCTGGAGAARACACACTCGAGTGTGTTTCTCCAGGGTACTGTTTTTT -

3’ (SEQ. ID. NO:89)

5’ -CGCTACAGTACCCTGGAGARACACACtccatgtggtagagTGTGTTTCTCCAGGGTACTGT
AGTG-3' (SEQ. ID. NO:90)

5’ CGCTGCGCACAGTACCCTGGAGAAACtccatgtggtagagTTTCTCCAGGGTACTGTGCGCA
GTG-3' (SEQ. ID. NO:91)

5/ -CCGGTTCTCTTGCAACACGCACAGACTCGAGTCTGTGCGTGTTGCAAGAGAATTTTT -

3’ (SEQ. ID. NO:92)

5’ CGCTTTCTCTTGCAACACGCACAGACtccatgtggtagagTCTGTGCGTGTTGCAAGAGAAA
GTG-3' (SEQ. ID. NO:93)

5’ CGCTGCGCTTCTCTTGCAACACGCACtccatgtggtagagTGCGTGTTGCAAGAGAAGCGCA
GTG-3' (SEQ. ID. NO:94)

57 -CCGGGATCGAGTGTTGAATAATGATCTCGAGATCATTATTCAACACTCGATCTTTTT-

3’ (SEQ. ID. NO:95)

5’ ~-CGCTGATCGAGTGTTGAATAATGATCtccatgtggtagagATCATTATTCAACACTCGATC
AGTG-3' (SEQ. ID. NO:96)

5’ CGCTGCGCGATCGAGTGTTGAATAACtccatgtggtagagTTATTCAACACTCGATCGCGCA
GTG-3' (SEQ. ID. NO:97)

Nombre nuevo Nombre antiguo
ARNsh1 E3

ARNsh2 B5

ARNsh3 D8

ARNsh4 B11

ARNsh5 50D12 0 D12
ARNsh6 50A5 o A5
ARNsh7 50B11

ARNsh8 50C4
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Nombre nuevo Nombre antiguo
ARNsh1mod E3G5
ARNsh2mod B5G5
ARNsh3mod D8G5
ARNsh4mod B11G5
ARNsh5mod 50D12G5 o D12G5
ARNsh6mod 50A5G5
ARNsh7mod 50B11G5
ARNsh8mod 50C4G5 o C4G5
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REIVINDICACIONES
1. Un microARN de BCL11A sintético que comprende;
a) un primer segmento de BCL11A, un segmento de bucle; y
b) un segundo segmento de BCL11A dispuesto en tandem en una direccion de 5’ a 3/,
en donde el segmento de bucle esta entre y directamente vinculado al primer y segundo segmentos de BCL11A;

en donde el segundo segmento de BCL11A es complementario al primer segmento de BCL11A de tal manera que el
primer y el segundo par base de segmentos de BCL11A forman un bucle de horquilla con el segmento de bucle que
forma la porcién de bucle del bucle de horquilla asi formado; y

el primer segmento de BCL11A comienza con un -GCGC- en el extremo 5’ y el segundo segmento de BCL11A termina
con un -GCGC- en el extremo 3'.

2. El microARN de BCL11A sintético de la reivindicacién 1, en donde el primer y el segundo segmentos de BCL11A
tienen una longitud de aproximadamente 18 a 25 nucledtidos.

3. El microARN de BCL11A sintético de la reivindicacion 1 o 2, en donde:
(a) el primer segmento de BCL11A contiene una secuencia derivada de una secuencia de ARNm de BCL11A;
(b) el primer segmento de BCL11A es complementario al segundo segmento de BCL11A;

(c) el primer segmento de BCL11A comprende la secuencia de nucledtidos establecida en una cualquiera de las SEQ
ID NO: 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64 y 65.

4. El microARN de BCL11A sintético de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el segmento de bucle se
deriva de un microARN.

5. El microARN de BCL11A sintético de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el microARN comprende
una secuencia de nucledtidos establecida en una cualquiera de las SEQ ID NO: 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 y 42.

6. Una célula que comprende al menos un microARN de BCL11A sintético de una cualquiera de las reivindicaciones
1-5, para uso en el aumento de los niveles de hemoglobina fetal expresados por la célula, en donde la célula es una
célula madre embrionaria, una célula madre somatica, una célula progenitora, un célula de médula ésea, una célula
madre hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética.

7. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende la secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 y 42.

8. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacioén 7.
9. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 8.
10. La célula de la reivindicacion 9, en donde:

(a) la célula es una célula madre embrionaria, una célula madre somatica, una célula progenitora, una célula de médula
6sea, una célula madre hematopoyética o una célula progenitora hematopoyética; o

(b) la célula es un eritrocito.

11. Un virus que comprende la molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 7.
12. El virus de la reivindicacion 11, en donde el virus es

(a) un lentivirus; o

(b) un lentivirus seleccionado del grupo que consiste en: virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), virus de
inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2), virus de encefalitis por artritis caprina (CAEV), virus de anemia infecciosa
equina (EIAV), virus de inmunodeficiencia felina (FIV), virus de inmunodeficiencia bovina (BIV) y virus de
inmunodeficiencia simia (SIV).

13. Una composicion que comprende un microARN de BCL11A sintético de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
5; una molécula de acido nucleico aislada de la reivindicaciéon 7, un vector de la reivindicacion 8, una célula huésped
de la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, o un virus de la reivindicacién 11 o 12.

14. La composicion de la reivindicacion 13, que comprende ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable.
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15. Una composicion de la reivindicacion 13 o la reivindicacion 14, para uso en el tratamiento o para reducir el riesgo
de desarrollar una hemoglobinopatia en un sujeto.
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