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DESCRIPCION
Terapia génica de globina para tratar hemoglobinopatias
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional estadounidense n.° 62/045.997, presentada el 4 de
septiembre de 2014.

Informacion sobre subvenciones

Esta invencion se realizé con apoyo del gobierno segun la subvencion n.° HL053750 del National Heart, Lung and
Blood Institute. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Introduccién

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona casetes de expresion y vectores que
comprenden tales casetes de expresidon que expresan una proteina globina, por ejemplo, una proteina p-globina
humana. El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona ademas casetes de expresion que
comprenden un gen de globina o una parte funcional del mismo operativamente unido a una regién de control de
locus (LCR) de B-globina que comprende una pluralidad de sitios hipersensibles a ADNasa |. Los casetes de
expresion del contenido dado a conocer en el presente documento comprenden uno o mas aislantes que
contrarrestan el efecto de elementos potenciadores. Los aislantes dados a conocer en el presente documento no
tienen un impacto sustancialmente adverso sobre el titulo de un vector que comprende los casetes de expresion
dados a conocer en el presente documento. Los casetes de expresion y vectores pueden usarse para tratar una
hemoglobinopatia, por ejemplo, B-talasemia, y anemia de células falciformes.

Antecedentes

La B-talasemia y la anemia de células falciformes son anemias congénitas graves que estan provocadas por una
produccion defectuosa de la cadena B de la hemoglobina. En la B-talasemia, el déficit de cadena 3 conduce a la
precipitacion intracelular de cadenas de a-globina en exceso, provocando una eritropoyesis ineficaz y anemia
hemolitica (Weatherall y Clegg (1981), Stamatoyannopoulos et al., (1994), Weatherall (2001), Steinberg (2001)). En
las formas mas graves encontradas en homocigotos o heterocigotos compuestos, la anemia es letal dentro del plazo
de los primeros afios de vida en ausencia de cualquier tratamiento (Cooley y Lee (1925)). Se necesita terapia de
transfusion durante toda la vida para corregir la anemia, suprimir la eritropoyesis ineficaz e inhibir la absorcion de
hierro gastrointestinal (Weatherall y Clegg (1981), Stamatoyannopoulos et al. (1994), Weatherall (2001), Steinberg
(2001)). Sin embargo, la propia terapia de transfusiéon conduce a sobrecarga de hierro, la cual es letal si no se trata.
La prevencion y el tratamiento de la sobrecarga de hierro son los objetivos principales de la gestion de pacientes
actual (Giardina (2001)). El unico tratamiento curativo actual para curar la B-talasemia es proporcionar precursores
eritroides que albergan genes de globina normales mediante trasplante de médula ésea (BMT) alogénico (Giardini y
Lucarelli (1994), Boulad et al. (1998), Lucarelli et al. (1999), Tisdale y Sadelain (2001)).

En la anemia de células falciformes, la cadena  de hemoglobina esta mutada en la posicién de aminoacido 6 (Glu
— Val), conduciendo a la sintesis de S en lugar de la cadena p* normal (Steinberg (2001), Pauling et al. (1949)). La
hemoglobina resultante, HbS, provoca la destruccion acelerada de glébulos rojos, hiperplasia eritroide y “crisis”
vasoclusivas dolorosas (Steinberg (2001)). La vasoclusién puede dafar organos, provocando eventualmente
discapacidades a largo plazo (por ejemplo tras accidente cerebrovascular o necrosis 6sea), y algunas veces la
muerte repentina. Aunque es un trastorno muy grave, el transcurso de la enfermedad de células falciformes
normalmente es impredecible (Steinberg (2001)). Aumentando la produccién de hemoglobina fetal (Swank y
Stamatoyannopoulos (1998)) y suprimiendo la hematopoyesis, la hidroxiurea puede producir un beneficio clinico
medible (Platt et al. (1984)), Charache et al. (1992), Atweh y Loukopoulos (2001)). Dado que la hidroxiurea es un
agente citotdxico, existe una gran necesidad de farmacos alternativos menos toxicos para inducir la expresion del
gen de y-globina (Perrine et al. (2005), Stamatoyannopoulos (2005)). Al igual que para la B-talasemia, en la
actualidad el trasplante de médula 6sea (BMT) alogénico es la Unica terapia curativa para la enfermedad de células
falciformes (Tisdale y Sadelain (2001), Vermilen et al. (1998), Luzzatto y Goodfellow (1989)).

Sin embargo, BMT no esta disponible como opcién terapéutica para la mayoria de los pacientes que padecen (-
talasemia o enfermedad de células falciformes, debido a la falta de un donante de médula 6sea de HLA coincidente
para la mayoria de los individuos. Ademas, aunque es potencialmente curativo, el BMT alogénico no carece de
complicaciones. El trasplante seguro requiere la identificacion de un donante histocompatible para minimizar los
riesgos de rechazo de injerto y enfermedad de injerto contra huésped (Tisdale y Sadelain (2001), Vermilen et al.
(1998), Luzzatto y Goodfellow (1989)). Debido a los riesgos mayores asociados con trasplantes coincidentes no
relacionados o no coincidentes, la mayoria de los pacientes tienen que conformarse con terapia de transfusion
durante toda la vida, lo cual no corrige la eritropoyesis ineficaz y empeora la acumulacion de hierro sistémico.
Ademas, a pesar de la mejora considerable en la expectativa de vida en las tltimas décadas (Borgna-Pignatti et al.
(2004), Telfer et al. (2009), Ladis et al. (2011)), sigue existiendo el riesgo de que surjan algunas complicaciones
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graves a largo plazo a partir de infecciones virales, toxicidad por hierro y cirrosis hepatica (Mancuso et al. (2006)).
Estos riesgos médicos, junto con el coste socioecondmico de la B-talasemia crénica, enfatizan la necesidad de
terapias seguras, eficaces y curativas.

Los unicos medios para curar en vez de tratar la B-talasemia grave son proporcionar a los pacientes células madre
hematopoyéticas (HSC) sanas. Las HSC dan normalmente lugar a todos los tipos de células sanguineas, incluyendo
20 mil millones de RBC al dia en adultos. Las HSC pueden recogerse a partir de un donante con genes de p-globina
silvestre para proporcionar glébulos rojos (RBC) de larga duracion con un contenido normal en hemoglobina.
Alternativamente, pueden corregirse genéticamente las HSC del propio paciente, lo cual resuelve la busqueda de un
donante y a la vez elimina los riesgos de enfermedad de injerto contra huésped y rechazo de injerto asociados con
BMT alogénico (Sadelain (1997), Sadelain et al. (2007)). La transferencia de genes de globina tiene el objetivo de
restaurar la capacidad de las células madre formadoras de sangre del propio sujeto con B-talasemia para generar
RBC con un contenido en hemoglobina suficiente (Sadelain et al. (2007), Persons y Tisdale (2004), Sadelain (2006)).
El documento WO2014043131 describe vectores lentivirales para terapia génica de células madre de enfermedad de
células falciformes.

El objetivo en pacientes con anemia de células falciformes es prevenir la falciformacion, lo cual puede lograrse
diluyendo la HbS enddégena con una Hb que no produce falciformacion que incorpora la cadena de globina
codificada por vector. Las HSC del propio paciente son las células que tienen que modificarse genéticamente para
garantizar beneficios terapéuticos de larga duracion y lograr una terapia curativa basada en células madre.

La implementacion de transferencia de genes de globina para el tratamiento de B-talasemia grave y anemia de
células falciformes requiere la introduccion eficaz de un gen de B-globina o de globina de tipo B humana regulado en
HSC. El gen de B-globina (o variante de tipo ) debe expresarse de manera especifica de eritroides y a alto nivel,
especialmente para el tratamiento de beta-cero-talasemias dependientes de transfusion.

Los vectores de globina desarrollados hasta la fecha presentan inconvenientes que pueden limitar o incluso evitar su
uso seguro en pacientes con talasemia y células falciformes. Algunos de los componentes de region de control de
locus (LCR) de B-globina contenidos en los vectores, en particular sitio hipersensible-2 (HS2) a ADNasa |, pueden
tener actividad no eritroide, exponiendo a los pacientes al riesgo de oncogénesis por insercion tal como se observa
con vectores de expresion no especificos. Ademas, el uso de grandes segmentos de LCR puede ser perjudicial para
la produccién de vectores de alto titulo y la transduccién eficaz de HSC de pacientes. Por consiguiente, existe una
necesidad de casetes de expresion de globina novedosos que permitan la expresion terapéutica de un gen de
globina (por ejemplo, gen de B-globina humana) de manera especifica de eritroides y especifica de estadio de
diferenciacion con un riesgo minimo de oncogénesis por insercion, y que permitan una transduccion a alto nivel,
mejorando por tanto su seguridad cuando se usan en el tratamiento de pacientes con talasemia y células
falciformes.

Sumario de la invenciéon
La invencioén es tal como se define en las reivindicaciones.

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona de manera general aislantes de bloqueo de
potenciador, y determinados aislantes presentan ademas actividad aislante de barrera. El contenido dado a conocer
en el presente documento también proporciona casetes de expresion que comprenden uno o mas aislantes y
permiten la expresion de un gen de globina (por ejemplo, un gen de B-globina humana). También se proporcionan
vectores que comprenden tales casetes de expresion, células transducidas con tales casetes de expresion o tales
vectores, y usos de tales casetes de expresion para tratar hemoglobinopatias (por ejemplo, B-talasemia y anemia de
células falciformes).

En determinados aspectos de la divulgacion, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona un
aislante que comprende la secuencia de sitio de union a CTCF expuesta en SEQ ID NO: 18, por ejemplo, pero sin
limitarse a, un aislante que comprende SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 25, tal como un aislante que tiene la secuencia
de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 1 (y véase mas adelante). El contenido dado a conocer en el presente
documento también proporciona casetes de expresiéon que comprenden al menos un aislante que comprende la
secuencia de sitio de union a CTCF expuesta en SEQ ID NO: 18, por ejemplo, pero sin limitarse a, un aislante que
comprende SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 25, tal como un aislante que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta
en SEQ ID NO: 1. En una realizacién no limitativa, un casete de expresion comprende al menos un aislante que
comprende la secuencia de sitio de unién a CTCF expuesta en SEQ ID NO: 18, por ejemplo, pero sin limitarse a, un
aislante que comprende SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 25, tal como un aislante que tiene la secuencia de
nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 1, y un gen de globina o una parte funcional del mismo operativamente unido a
una region de control de locus (LCR) de B-globina. En determinadas realizaciones, la LCR de B-globina no
comprende una region de sitio hipersensible 2 (HS2) a ADNasa |. En determinadas realizaciones, la region LCR de
B-globina no comprende una secuencia central de HS2. En una realizacion no limitativa, la secuencia central de HS2
tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 20. En una realizacién no limitativa, la secuencia central
de HS2 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 21. En determinadas realizaciones, la LCR de -
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globina no comprende una regién de HS2 que conserva la actividad potenciadora de HS2. En una realizaciéon no
limitativa, la LCR de B-globina comprende una regioén de sitio hipersensible 1 (HS1) a ADNasa I, una region de sitio
hipersensible 3 (HS3) a ADNasa |, y una region de sitio hipersensible 4 (HS4) a ADNasa |. En determinadas
realizaciones, la region de HS3 esta posicionada entre la region HS1 y la de HS4.

En determinadas realizaciones, la regiéon de HS1 tiene aproximadamente 1,1 kb pb de longitud. En una realizacion
no limitativa, la region de HS1 tiene entre aproximadamente 500 pb y aproximadamente 1000 pb de longitud. En una
realizacion no limitativa, la region de HS1 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 2. En
determinadas realizaciones, la regién de HS1 tiene aproximadamente 600 pb de longitud. En una realizacion no
limitativa, la region de HS1 tiene 602 pb de longitud. En determinadas realizaciones, la regiéon de HS1 tiene entre
aproximadamente 500 y aproximadamente 600 pb de longitud. En una realizacion no limitativa, la region de HS1
tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 3. En determinadas realizaciones, la region de HS1 tiene
aproximadamente 490 pb de longitud. En una realizacién no limitativa, la region de HS1 tiene 489 pb de longitud. En
una realizacion no limitativa, la region de HS1 tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 4. En una
realizacion no limitativa, la LCR de B-globina comprende una regién de HS1 que tiene una secuencia de nucleétidos
expuesta en SEQ ID NO: 2, una regién de HS3 que tiene una secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5,
y una region de HS4 que tiene una secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 6, y la regién LCR de B-
globina no comprende una regién de HS2. En una realizaciéon no limitativa, la region LCR de B-globina comprende
una region de HS1 que tiene una secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 3, una region de HS3 que tiene
una secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y una region de HS4 que tiene una secuencia de
nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 8, y la LCR de B-globina no comprende una regién de HS2. En una realizacién
no limitativa, la LCR de B-globina comprende una region de HS1 que tiene una secuencia de nucleétidos expuesta
en SEQ ID NO: 4, una region de HS3 que tiene una secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y una
region de HS4 que tiene una secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 8, y la LCR de B-globina no
comprende una region de HS2.

En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una region de HS1 y/o no comprende una
region de HS2, y la LCR de B-globina no comprende una secuencia central de HS2. En determinadas realizaciones,
la LCR de B-globina no comprende una secuencia central de HS1. En una realizaciéon no limitativa, la secuencia
central de HS1 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 22. En una realizacién no limitativa, la
secuencia central de HS1 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 23. En determinadas
realizaciones, la LCR de B-globina no comprende una region de HS1 que conserva la funcion de HS1. En
determinadas realizaciones, la LCR de B-globina comprende una region de HS3 y una region de HS4 y no
comprende una secuencia central de HS1. En determinadas realizaciones, la region de HS3 esta posicionada entre
un gen de globina o parte funcional del mismo y la regién de HS4. En determinadas realizaciones, la region de HS3
tiene entre aproximadamente 200 y aproximadamente 1400 pb de longitud, por ejemplo, entre aproximadamente
1300 y 1400 pb de longitud. En determinadas realizaciones, la regiéon de HS3 tiene aproximadamente 1300 pb de
longitud. En una realizaciéon no limitativa, la region de HS3 tiene 1301 pb de longitud. En una realizacién no
limitativa, la regidon de HS3 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5. En determinadas
realizaciones, la region de HS4 tiene entre aproximadamente 200 y aproximadamente 1200 pb de longitud, por
ejemplo, entre aproximadamente 400 y 1100 pb de longitud. En determinadas realizaciones, la region de HS4 tiene
aproximadamente 1,1 kb de longitud. En una realizacién no limitativa, la region de HS4 tiene 1065 pb de longitud. En
una realizacion no limitativa, la region de HS4 tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 6. En una
realizacion no limitativa, la region de HS4 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 7. En
determinadas realizaciones, la regién de HS4 tiene aproximadamente 450 pb de longitud. En una realizacion no
limitativa, la region de HS4 tiene 446 pb de longitud. En una realizaciéon no limitativa, la region de HS4 tiene la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 8. En una realizacién no limitativa, la regiéon LCR de B-globina
comprende una regiéon de HS3 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5 y una region de
HS4 que tiene una secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 6, y la region LCR de B-globina no
comprende una region de HS1 o una region de HS2.

Alternativamente, la regiéon LCR de B-globina puede comprender una region de HS2, una regiéon de HS3, y una
region de HS4. En determinadas realizaciones, la region de HS2 tiene entre aproximadamente 400 y
aproximadamente 1000 pb de longitud, por ejemplo, entre aproximadamente 800 y 900 pb de longitud. En
determinadas realizaciones, la regién de HS2 tiene aproximadamente 860 pb de longitud. En una realizacion no
limitativa, la regidon de HS2 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 9. En determinadas
realizaciones, la region de HS3 tiene aproximadamente 1300 pb de longitud. En una realizacién no limitativa, la
region de HS3 tiene 1301 pb de longitud. En una realizaciéon no limitativa, la regiéon de HS3 tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5. En determinadas realizaciones, la region de HS4 tiene aproximadamente
1,1 kb de longitud. En una realizacion no limitativa, la region de HS4 tiene 1065 pb de longitud. En una realizacién no
limitativa, la region de HS4 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 7. En una realizacién no
limitativa, la region LCR de B-globina comprende una region de HS2 que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta
en SEQ ID NO: 9, una region de HS3 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y una region
de HS4 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 7. Adicionalmente, la region LCR de B-
globina puede comprender ademas una region de HS1.
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En determinadas realizaciones, el gen de globina se selecciona del grupo que consiste en gen de p-globina, gen de
y-globina y gen de &-globina. En una realizaciéon no limitativa, el gen de globina es gen de B-globina humana. En
realizaciones no limitativas, el gen de B-globina humana se selecciona del grupo que consiste en un gen de (-
globina humana silvestre, un gen de B-globina humana delecionado que comprende una o mas deleciones de
secuencias de intrones, y un gen de B-globina humana mutado que codifica para al menos un residuo de aminoacido
anti-falciformacion. En una realizacién no limitativa, el gen de B-globina humana es gen de p”-globina humana que
codifica para una mutacion de treonina a glutamina en el codon 87 (BAT87Q),

En determinadas realizaciones, el casete de expresion comprende un aislante que comprende la secuencia de sitio
de unién a CTCF expuesta en SEQ ID NO: 18, por ejemplo, pero sin limitarse a, un aislante que comprende SEQ ID
NO: 24 o SEQ ID NO: 25, tal como un aislante que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 1. En
determinadas realizaciones, el casete de expresion comprende dos aislantes, comprendiendo cada uno la secuencia
de sitio de uniéon a CTCF expuesta en SEQ ID NO: 18, por ejemplo, pero sin limitarse a, en el que uno o ambos
aislantes comprenden SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 25 y/o tienen la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID
NO: 1.

En determinadas realizaciones, el casete de expresion comprende ademas un promotor de B-globina. En
determinadas realizaciones, el promotor de B-globina esta posicionado entre el gen de globina o parte funcional del
mismo y la region LCR de B-globina. En determinadas realizaciones, el promotor de B-globina tiene entre
aproximadamente 200 y aproximadamente 700 pb de longitud. En una realizaciéon no limitativa, el promotor de p-
globina es un promotor de B-globina humana que tiene aproximadamente 613 pb de longitud. En una realizacién no
limitativa, el promotor de B-globina humana tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 10. En otra
realizacion no limitativa, el promotor de B-globina es un promotor de pB-globina humana que tiene aproximadamente
265 pb de longitud. En una realizacién no limitativa, el promotor de B-globina humana B tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 11.

En determinadas realizaciones, el casete de expresion comprende ademas un potenciador en 3’ de [-globina
humana. En determinadas realizaciones, el potenciador en 3’ de B-globina humana esta posicionado aguas arriba
del gen de globina o parte funcional del mismo. En determinadas realizaciones, el potenciador en 3’ de -globina
tiene entre aproximadamente 700 y aproximadamente 900 pb de longitud, por ejemplo, entre aproximadamente
800y 900 pb de longitud. En una realizacion no limitativa, el potenciador en 3’ de B-globina humana tiene
aproximadamente 879 pb de longitud. En una realizacién no limitativa, el potenciador en 3’ de B-globina humana
tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 12.

En determinadas realizaciones, el casete de expresion comprende ademas al menos un potenciador especifico de
eritroides. En determinadas realizaciones, el al menos un potenciador especifico de eritroides esta posicionado entre
el gen de globina o parte funcional del mismo y la regién LCR de B-globina. En determinadas realizaciones, el al
menos un potenciador especifico de eritroides tiene una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOS: 13, 14, 15, 16 y 17. En determinadas realizaciones, el al menos un potenciador especifico
de eritroides tiene entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 pb de longitud. En determinadas
realizaciones, el casete de expresion comprende uno, dos o tres potenciadores especificos de eritroides.

En determinadas realizaciones, el casete de expresion permite la expresion del gen de globina o parte funcional del
mismo en un mamifero. En una realizacion no limitativa, el casete de expresion permite la expresion de un gen de B-
globina humana. En determinadas realizaciones, la expresion del gen de globina o parte funcional del mismo se
restringe a tejido eritroide.

El contenido dado a conocer en el presente documento también proporciona vectores recombinantes que
comprenden los casetes de expresion descritos anteriormente. En determinadas realizaciones, el vector
recombinante es un vector retroviral. En una realizacion no limitativa, el vector retroviral es un vector de lentivirus. En
determinadas realizaciones, el casete de expresiéon comprendido en el vector recombinante comprende un aislante.
En determinadas realizaciones, el vector recombinante comprende ademas un elemento post-regulador de la
hepatitis de la marmota (WPRE) en la repeticiéon terminal larga (LTR) en 3’ del vector. En determinadas
realizaciones, el vector recombinante comprende ademas una sefial de poliadenilacion de hormona de crecimiento
bovina en la repeticion terminal larga (LTR) en 3’ del vector.

Ademas, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona sistemas de nucleasa modificados por
ingenieria 0 que no se producen de manera natural que comprenden los casetes de expresidon descritos
anteriormente. En determinadas realizaciones, la nucleasa se selecciona del grupo que consiste en una nucleasa de
dedos de zinc modificada por ingenieria o que no se produce de manera natural (ZFN), una meganucleasa
modificada por ingenieria o que no se produce de manera natural, y una nucleasa efectora de tipo activador de la
transcripcion (TALEN) modificada por ingenieria o que no se produce de manera natural. En determinadas
realizaciones, la nucleasa comprende un dominio de uniéon a ADN y un dominio de escision de nucleasa. En
determinadas realizaciones, la nucleasa se une a un sitio de locus seguro genémico. En determinadas realizaciones,
la nucleasa genera una rotura de cadena doble (DSB) en el sitio de locus seguro genémico. En determinadas
realizaciones, el casete de expresion comprendido en el sistema de nucleasa comprende dos del aislante que tiene
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la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 1. En determinadas realizaciones, la nucleasa permite la
administracion dirigida del casete de expresion. El contenido dado a conocer en el presente documento también
proporciona polinucledtidos que codifican para los sistemas de nucleasa descritos anteriormente, y vectores que
comprenden los polinucleétidos. En una realizaciéon no limitativa, el vector es un vector lentiviral.

Ademas, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona sistemas de CRISPR-Cas modificados
por ingenieria o que no se producen de manera natural que comprenden los casetes de expresion descritos
anteriormente. En determinadas realizaciones, el sistema de CRISPR-Cas comprende una nucleasa de CRISPR-
Cas y ARN guia individual. En determinadas realizaciones, el sistema de CRISPR-Cas se une a un sitio de locus
seguro genomico. En determinadas realizaciones, el sistema de CRISPR-Cas genera una rotura de cadena doble
(DSB) en el sitio de locus seguro genémico. En determinadas realizaciones, el casete de expresion comprendido en
el sistema de CRISPR-Cas comprende dos del aislante que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID
NO: 1. En determinadas realizaciones, el CRISPR-Cas permite la administracion dirigida del casete de expresion. El
contenido dado a conocer en el presente documento también proporciona polinucleétidos que codifican para los
sistemas de CRISPR-Cas descritos anteriormente, y vectores que comprenden los polinucledtidos. En una
realizacion no limitativa, el vector es un vector lentiviral.

En algunas realizaciones, el sitio de locus seguro genémico es un sitio de locus seguro gendmico extragénico. En
determinadas realizaciones, el sitio de locus seguro gendémico esta ubicado en el cromosoma 1. En algunas
realizaciones, el locus seguro genémico cumple la totalidad de los cinco criterios siguientes: (1) distancia de al
menos 50 kb desde el extremo 5’ de cualquier gen (por ejemplo, desde el extremo 5’ del gen), (ii) distancia de al
menos 300 kb desde cualquier gen relacionado con cancer, (iii) dentro de una estructura de cromatina
abierta/accesible (medido mediante escision de ADN con nucleasas naturales o modificadas por ingenieria), (iv)
ubicacion fuera de una unidad de transcripcion génica y (v) ubicacion fuera de regiones ultraconservadas (UCR),
microARN o ARN largo no codificante del genoma humano.

Adicionalmente, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona células transducidas con los
casetes de expresion descritos anteriormente, células transducidas con los vectores recombinantes descritos
anteriormente, células transducidas con las nucleasas descritas anteriormente, células transducidas con los
sistemas de CRISPR-Cas descritos anteriormente. Ademas, el contenido dado a conocer en el presente documento
proporciona células transducidas con los vectores descritos anteriormente. En determinadas realizaciones, la célula
se selecciona del grupo que consiste en una célula madre hematopoyética, una célula madre embrionaria, una
célula madre pluripotente inducida y una célula endotelial hemogénica. En una realizacién no limitativa, la célula
madre hematopoyética es una célula madre hematopoyética CD34". En determinadas realizaciones, la célula se
transduce ex vivo.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de las células
descritas anteriormente y un portador farmacéuticamente aceptable. El contenido dado a conocer en el presente
documento también proporciona composiciones farmacéuticas para tratar una hemoglobinopatia que comprenden
una cantidad eficaz de las células descritas anteriormente y un portador farmacéuticamente aceptable.

Ademas, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona kits para tratar una hemoglobinopatia
que comprenden las células descritas anteriormente. En determinadas realizaciones, los kits comprenden ademas
instrucciones escritas para usar la célula para tratar a un sujeto que tiene una hemoglobinopatia.

Ademas, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona métodos de tratamiento de una
hemoglobinopatia en un sujeto, que comprenden administrar una cantidad eficaz de las células descritas
anteriormente al sujeto, restaurando asi la capacidad del sujeto para producir glébulos rojos que contienen
hemoglobina normal. La invencién proporciona las células descritas anteriormente o composiciones para su uso en
el tratamiento de una hemoglobinopatia en un sujeto, o para su uso en la restauracion de la capacidad de un sujeto
para producir glébulos rojos que contienen hemoglobina normal.

En determinadas realizaciones, se produce un nivel terapéuticamente relevante de hemoglobina en el sujeto tras la
administracion de la célula al sujeto. En determinadas realizaciones, el método comprende administrar una cantidad
eficaz de la célula transducida con el vector recombinante descrito anteriormente. En algunas realizaciones, el
numero de copias de vector del vector recombinante en la célula que proporciona el nivel terapéuticamente relevante
de hemoglobina en el sujeto es de aproximadamente 0,5-2 numeros de copias de vector por célula. En determinadas
realizaciones, el método corrige la eritropoyesis ineficaz en el sujeto. En determinadas realizaciones, el método no
provoca el riesgo de enfermedad de injerto contra huésped en el sujeto. En determinadas realizaciones, el método
no comprende administrar un agente inmunosupresor. En determinadas realizaciones, la célula se selecciona del
grupo que consiste en una célula madre hematopoyética, una célula madre embrionaria, una célula madre
pluripotente inducida, y una célula endotelial hemogénica. En una realizacion no limitativa, el sujeto es un ser
humano. En determinadas realizaciones, la célula procede del sujeto. En una realizacién no limitativa, la célula
procede de la médula dsea del sujeto.

Segun el contenido dado a conocer en el presente documento, la hemoglobinopatia puede seleccionarse del grupo
que consiste en enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de células falciformes (SCD) de hemoglobina, anemia
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de células falciformes, anemia hereditaria, talasemia, B-talasemia, talasemia mayor, talasemia intermedia, o-
talasemia y enfermedad de hemoglobina H. En una realizacién no limitativa, la hemoglobinopatia es p-talasemia. En
otra realizacién no limitativa, la hemoglobinopatia es anemia de células falciformes.

Breve descripcion de las figuras

La siguiente descripcion detallada, facilitada a modo de ejemplo, pero que no se pretende que limite la invencion a
las realizaciones especificas descritas, puede entenderse junto con los dibujos adjuntos.

La figura 1 representa un vector recombinante que comprende un casete de expresion segun una realizacién no
limitativa del contenido dado a conocer en el presente documento.

La figura 2 representa un vector recombinante un casete de expresion segin una realizacion no limitativa del
contenido dado a conocer en el presente documento.

La figura 3 representa un vector recombinante un casete de expresion segin una realizacion no limitativa del
contenido dado a conocer en el presente documento.

La figura 4 representa un vector recombinante un casete de expresion segin una realizacion no limitativa del
contenido dado a conocer en el presente documento.

Las figuras 5A-C representan la genotoxicidad del aislante A1. (A) demuestra el ensayo de genotoxicidad de vector
gamma-retroviral usado. (B) indica la supervivencia aumentada de ratones que reciben células 32D transducidas con
vector gamma-retroviral aislado. También se indican los resultados obtenidos con cHS4 y con el control sin aislante.
(C) muestra que el aislante A1 disminuyé el riesgo de genotoxicidad.

La figura 6 representa la expresion de cadena B normalizada en ratones Hbb™3* con talasemia 8 y 44 semanas tras
el tratamiento.

La figura 7 representa la evaluacion de actividad potenciadora en células K562 no eritroides.

La figura 8 representa los potenciadores especificos de eritroides segun determinadas realizaciones del contenido
dado a conocer en el presente documento.

La figura 9 representa los potenciadores especificos de eritroides segun determinadas realizaciones del contenido
dado a conocer en el presente documento.

Las figuras 10A-B representan diversos vectores recombinantes que comprenden los casetes de expresion dados a
conocer en el presente documento.

La figura 11 representa el titulo de los vectores recombinantes que comprenden los casetes de expresion dados a
conocer en el presente documento.

La figura 12 representa el titulo de los vectores recombinantes que comprenden los casetes de expresion dados a
conocer en el presente documento.

Descripcion detallada de la invencion
La invencioén es tal como se define en las reivindicaciones.

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona de manera general casetes de expresion que
permiten la expresion de un gen de globina (por ejemplo, gen de B-globina humana). En un ejemplo no limitativo, el
casete de expresion comprende al menos un aislante que comprende la secuencia de sitio de unién a CTCF
expuesta en SEQ ID NO: 18, por ejemplo, pero sin limitarse a, un aislante que comprende SEQ ID NO: 24 o SEQ ID
NO: 25, tal como un aislante que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 1 y un gen de globina o
una parte funcional del mismo operativamente unido a una region de region de control de locus (LCR) de p-globina.
La expresion del gen de globina inducida por los casetes de expresién dados a conocer en el presente documento
es especifica de eritroides, especifica de estadio de diferenciacién, de alto nivel y sostenida. El contenido dado a
conocer en el presente documento también proporciona vectores recombinantes, nucleasas modificadas por
ingenieria o que no se producen de manera natural, y sistemas de CRISPR-Cas modificados por ingenieria o que no
se producen de manera natural que comprenden tales casetes de expresion, y células transducidas con tales
casetes de expresion, vectores recombinantes, nucleasas y sistemas de CRISPR-Cas. Los casetes de expresion
dados a conocer en el presente documento y vectores que comprenden los mismos proporcionan una terapia de
transferencia génica segura dado que se logra la expresidon transgénica terapéutica (por ejemplo, se produce un
nivel terapéuticamente relevante de hemoglobina) con un nimero de copias de vector bajo por célula (por ejemplo,
0,5-2, 1-2 o incluso 0,5-1). Ademas, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona métodos de
uso de tales células transducidas para tratar una hemoglobinopatia (por ejemplo, B-talasemia y anemia de células
falciformes).
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1. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el significado entendido habitualmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Las siguientes
referencias proporcionan a un experto una definicién general de muchos de los términos usados en esta invencion:
Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (22 ed. 1994); The Cambridge Dictionary of Science
and Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics, 52 ed., R. Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991);
y Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Tal como se usan en el presente documento, los
siguientes términos tienen los significados que se les asignan a continuaciéon, a menos que se especifique lo
contrario.

Tal como se usa en el presente documento, el término “casete de expresion” se refiere a un constructo de acido
nucleico, generado de manera recombinante o sintética, con una serie de elementos de acido nucleico
especificados, que permiten la transcripcion de un acido nucleico particular en una célula diana. El casete de
expresion puede incorporarse en un plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus o regiéon o
acido nucleico. La parte de casete de expresion puede incluir un gen que va a transcribirse y elementos que
controlan la expresion del gen (por ejemplo, un promotor).

Tal como se usa en el presente documento, el término “region de region de control de locus (LCR) de B-globina” se
refiere a un polinucledtido compuesto por una o mas regiones de sitio hipersensible (HS) a ADNasa |, incluyendo
una region de HS1, una region de HS2, una regién de HS3 y una regién de HS4. Se ha publicado la estructura de
muchas LCR de los genes de B-globina, por ejemplo, de ser humano (Li et al., J. Biol. Chem. (1985); 260: 14.901; Li
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1990) 87: 8207); de ratén (Shehee et al., J. Mol. Biol. (1989); 205: 41); de conejo
(Margot et al., J. Mol. Biol. (1989); 205: 15); y de cabra (Li, Q., et al., Genomics (1991); 9: 488), cada una de las
cuales se incorpora como referencia en el presente documento. En determinadas realizaciones, la region LCR de B-
globina comprende una region de HS2 (por ejemplo, una regiéon LCR de B-globina que comprende una region de
HS2, una region de HS3 y una regién de HS4; y una region LCR de B-globina que comprende una region de HS1,
una region de HS2, una regiéon de HS3 y una region de HS4). En determinadas realizaciones, la regién LCR de B-
globina no comprende una region de HS2 (por ejemplo, una region LCR de B-globina que comprende una region de
HS1, una region de HS3, una regidon de HS4). En determinadas realizaciones, la regién LCR de B-globina no
comprende una region de HS2 o una regién de HS1 (por ejemplo, una region LCR de B-globina que comprende una
region de HS3 y una regiéon de HS4).

Tal como se usa en el presente documento, el término “recombinante” incluye la referencia a una célula o vector que
se ha modificado mediante la introduccién de un acido nucleico heterélogo o que la célula se deriva de una célula
modificada de ese modo. Por tanto, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se encuentran
de forma idéntica dentro de la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos que por lo
demas se expresan de manera anémala, se expresan de manera insuficiente o no se expresan como resultado de
intervencion humana deliberada o pueden tener una expresion reducida o eliminada de un gen nativo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “globina” se refiere a una familia de proteinas que contienen
hemo que participan en la unién a, y el transporte de, oxigeno. El término globina incluye subunidades de
hemoglobinas de vertebrados e invertebrados, mioglobinas de vertebrados e invertebrados o mutantes de las
mismas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “silvestre” se refiere al gen, virus u organismo normal
encontrado en la naturaleza sin ninguna mutacién o modificacion.

n o« » o« n o«

Los términos “polinucledtido”, “nucledtido”, “secuencia de nucledtidos”, “acido nucleico” y “oligonucleétido” se usan
de manera intercambiable. Se refieren a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sean
desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, o analogos de los mismos. Los polinucledtidos pueden tener cualquier
estructura tridimensional, y pueden realizar cualquier funcion, conocida o desconocida. Los siguientes son ejemplos
no limitativos de polinucledtidos: regiones codificantes o no codificantes de un gen o region de gen, loci (locus)
definidos a partir de anadlisis de unién, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN
ribosémico, ARN de interferencia corto (ARNic), ARN de horquilla corta (RNAhc), micro-ARN (miARN), ribozimas,
ADNCc, polinucledtidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier
secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Un polinucleétido puede
comprender uno o mas nucleétidos modificados, tales como nucledtidos metilados y analogos de nucleétidos. En
realizaciones particulares, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona polinucleétidos que
codifican para uno o mas genes de globina o partes funcionales de los mismos. Si estan presentes, pueden
conferirse modificaciones a la estructura de nucleétido antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia
de nucledtidos puede estar interrumpida por componentes distintos de nucleétidos. Un polinucleétido puede
modificarse adicionalmente tras la polimerizacion, tal como mediante conjugacién con un componente de marcaje.
No se necesita que tales polinucledtidos sean idénticos al 100% con una secuencia de acido nucleico endogena,
pero normalmente mostraran una identidad sustancial. Los polinucleétidos que tienen “identidad sustancial” con
respecto a una secuencia endégena pueden normalmente hibridarse con al menos una cadena de una molécula de
acido nucleico de cadena doble. Por “hibridarse” quiere decirse emparejar para formar una molécula de cadena
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doble entre secuencias de polinucleétido complementarias (por ejemplo, un gen descrito en el presente documento),
o partes de las mismas, en diversas condiciones de rigurosidad. (Véase, por ejemplo, Wahl, G. M. y S. L. Berger
(1987) Methods Enzymol. 152: 399; Kimmel, A. R. (1987) Methods Enzymol. 152: 507).

Por ejemplo, concentracion de sales rigurosa sera habitualmente de menos de aproximadamente NaCl 750 mM vy
citrato de trisodio 75 mM, preferiblemente menos de aproximadamente NaCl 500 mM vy citrato de trisodio 50 mM, y
mas preferiblemente menos de aproximadamente NaCl 250 mM vy citrato de trisodio 25 mM. Puede obtenerse
hibridacion de baja rigurosidad en ausencia de disolvente organico, por ejemplo, formamida, mientras que puede
obtenerse hibridacion de alta rigurosidad en presencia de formamida a al menos aproximadamente el 35%, y mas
preferiblemente formamida a al menos aproximadamente el 50%. Las condiciones de temperatura rigurosas incluiran
habitualmente temperaturas de al menos aproximadamente 30°C, mas preferiblemente de al menos
aproximadamente 37°C, y lo mas preferiblemente de al menos aproximadamente 42°C. Los expertos en la técnica
conocen bien parametros adicionales variables, tales como tiempo de hibridacién, concentracion de detergente, por
ejemplo, dodecilsulfato de sodio (SDS), y la inclusion o exclusién de ADN portador. Se logran diversos niveles de
rigurosidad combinando estas diversas condiciones seguin se necesite. En una realizacion preferida, se producira
hibridacion a 30°C en NaCl 750 mM, citrato de trisodio 75 mM, y SDS al 1%. En una realizacién mas preferida, se
producira hibridacion a 37°C en NaCl 500 mM, citrato de trisodio 50 mM, SDS al 1%, formamida al 35%, y 100 pg/ml
de ADN de esperma de salmén desnaturalizado (ADNes). En la realizacion mas preferida, se producira hibridacion a
42°C en NaCl 250 mM, citrato de trisodio 25 mM, SDS al 1%, formamida al 50%, y 200 pug/ml de ADNes. Variaciones
utiles de estas condiciones resultaran facilmente evidentes para los expertos en la técnica.

Para la mayoria de las aplicaciones, las etapas de lavado que siguen a la hibridacion también variaran en cuanto a
la rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad de lavado pueden definirse por la concentracion de sal y por la
temperatura. Como anteriormente, la rigurosidad de lavado puede aumentarse disminuyendo la concentracion de sal
o aumentando la temperatura. Por ejemplo, la concentracion de sal rigurosa para las etapas de lavado sera
preferiblemente de menos de aproximadamente NaCl 30 mM vy citrato de trisodio 3 mM, y lo mas preferiblemente
menos de aproximadamente NaCl 15 mM y citrato de trisodio 1,5 mM. Las condiciones de temperatura rigurosas
para las etapas de lavado incluiran habitualmente una temperatura de al menos aproximadamente 25°C, mas
preferiblemente de al menos aproximadamente 42°C, e incluso mas preferiblemente de al menos aproximadamente
68°C. En una realizacién preferida, se produciran etapas de lavado a 25°C en NaCl 30 mM, citrato de trisodio 3 mM,
y SDS al 0,1%. En una realizacion mas preferida, se produciran etapas de lavado a 42°C en NaCl 15 mM, citrato de
trisodio 1,5 mM, y SDS al 0,1%. En una realizacion mas preferida, se produciran etapas de lavado a 68°C en NaCl
15 mM, citrato de trisodio 1,5 mM, y SDS al 0,1%. Variaciones adicionales de estas condiciones resultaran
facilmente evidentes para los expertos en la técnica. Los expertos en la técnica conocen bien técnicas de hibridacion
y se describen, por ejemplo, en Benton y Davis (Science 196: 180, 1977); Grunstein y Rogness (Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 72: 3961, 1975); Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, Nueva York,
2001); Berger y Kimmel (Guide to Molecular Cloning Techniques, 1987, Academic Press, Nueva York); y Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “polipéptido” y “proteina” se usan de manera intercambiable
para hacer referencia a un polimero de residuos de aminoacido y a variantes y analogos sintéticos del mismo. Por
tanto, estos términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de aminoacido son
aminoacidos sintéticos que no se producen de manera natural, tales como un analogo quimico de un aminoacido
que se produce de manera natural correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos que se producen de
manera natural. Realizaciones particulares del contenido dado a conocer en el presente documento también
incluyen “variantes” de polipéptidos. “Variante” de polipéptido se refiere a polipéptidos que se distinguen de un
polipéptido de referencia mediante la adicién, delecion, truncamiento y/o sustitucion de al menos un residuo de
aminoacido, y que conservan una actividad bioldgica. En determinadas realizaciones, una variante de polipéptido se
distingue de un polipéptido de referencia mediante una o mas sustituciones, que pueden ser conservativas o no
conservativas, tal como se conoce en la técnica. En determinadas realizaciones, un polipéptido variante incluye una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el
80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o mas de identidad o
similitud de secuencia con respecto a una secuencia correspondiente de un polipéptido de referencia. En
determinadas realizaciones, las adiciones o deleciones de aminoacidos se producen en el extremo C-terminal y/o el
extremo N-terminal del polipéptido de referencia. En determinadas realizaciones, las deleciones de aminoacidos
incluyen truncamientos C-terminales de aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, 50, aproximadamente 55,
aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80,
aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 105,
aproximadamente 110, aproximadamente 115, aproximadamente 120, aproximadamente 125, aproximadamente
130, aproximadamente 135, aproximadamente 140, aproximadamente 145, aproximadamente 150,
aproximadamente 155, aproximadamente 160, aproximadamente 165, aproximadamente 170, o aproximadamente
175 o mas aminoacidos, incluyendo todos los numeros intermedios de aminoacidos, por ejemplo, 25, 26, 27, 29, 30
... 100, 101, 102, 103, 104, 105 ... 170, 171, 172, 173, 174, etc.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2746 529 T3

Tal como se indicé anteriormente, polipéptidos del contenido dado a conocer en el presente documento pueden
alterarse de diversas maneras incluyendo sustituciones, deleciones, truncamientos e inserciones de aminoacidos.
Métodos para tales manipulaciones se conocen de manera general en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse
variantes de secuencia de aminoacidos de un polipéptido de referencia mediante mutaciones en el ADN. En la
técnica se conocen bien métodos para mutagénesis y alteraciones de secuencia de nucledtidos. Véase, por ejemplo,
Kunkel (1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82: 488-492), Kunkel et al., (1987, Methods in Enzymol, 154: 367-382),
patente estadounidense n.° 4.873.192, Watson, J. D. et al, Molecular Biology of the Gene, cuarta edicion,
Benjamin/Cummings, Menlo Park, Calif, 1987) y las referencias citadas en los mismos. Puede encontrarse
orientacion sobre sustituciones de aminoacidos apropiadas que no afectan a la actividad biologica de la proteina de
interés en el modelo de Dayhoff et al., (1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, D.C.).

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustancialmente idéntico” se refiere a un polipéptido o un
polinucledtido que muestra una identidad de al menos el 50% con respecto a una secuencia de aminoacidos de
referencia (por ejemplo, una cualquiera de las secuencias de aminoacidos descritas en el presente documento) o
una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, una cualquiera de las secuencias de acido nucleico descritas en el
presente documento). Preferiblemente, una secuencia de este tipo es idéntica en al menos el 60%, mas
preferiblemente el 80% o el 85%, y mas preferiblemente el 90%, el 95% o incluso el 99% a nivel de aminoacido o
acido nucleico con respecto a la secuencia usada para comparacion.

La homologia o identidad de secuencia se mide normalmente usando software de analisis de secuencias (por
ejemplo, paquete de software de analisis de secuencias del Genetics Computer Group, University of Wisconsin
Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705, programas BLAST, BESTFIT, GAP o
PILEUP/PRETTYBOX). Tal software hace coincidir secuencias idénticas o similares asignando grados de homologia
con respecto a diversas sustituciones, deleciones y/u otras modificaciones. En un enfoque a modo de ejemplo para
determinar el grado de identidad u homologia, puede usarse un programa BLAST, indicando una puntuacion de
probabilidad de entre e-3 y e-100 una secuencia estrechamente relacionada. El porcentaje de identidad entre dos
secuencias también puede determinarse con programas tales como DNAMAN (Lynnon Biosoft, version 3.2). Usando
este programa pueden alinearse dos secuencias usando el algoritmo de alineacion 6ptimo (Smith y Waterman,
1981). Tras la alineacion de las dos secuencias puede calcularse la identidad en porcentaje dividiendo el numero de
nucledtidos idénticos entre las dos secuencias entre la longitud de las secuencias alineadas menos la longitud de
todos los huecos.

Los términos que describen la orientacion de polinucleétidos incluyen: 5° (normalmente el extremo del polinucleétido
que tiene un grupo fosfato libre) y 3’ (normalmente el extremo del polinucleétido que tiene un grupo hidroxilo (OH)
libre). Las secuencias de polinucleétido pueden indicarse en la orientacion de 5" a 3’ o en la orientacion de 3’ a 5'.

Tal como se usa en el presente documento, un “ARN guia individual” o un “ARN guia sintético” se refiere a la
secuencia de polinucledtido que comprende la secuencia de guia, la secuencia tracr y la secuencia pareja de tracr.
El término “secuencia de guia” se refiere a la secuencia de aproximadamente 20 pb dentro del ARN guia que
especifica el sitio diana y puede usarse de manera intercambiable con los términos “guia” o “espaciador”. El término
“secuencia pareja de tracr’” también puede usarse de manera intercambiable con el término “repeticion/repeticiones
directa(s)”.

Los términos “que no se produce de manera natural” o “modificado por ingenieria” se usan de manera
intercambiable e indican la implicacion del ser humano. Los términos, cuando hacen referencia a moléculas de acido
nucleico o polipéptidos, significan que la molécula de acido nucleico o el polipéptido esta al menos sustancialmente
libre de al menos otro componente con el que estan asociados de manera natural en la naturaleza y tal como se
encuentran en la naturaleza.

Tal como se usa en el presente documento, el término “expresion” se refiere al procedimiento mediante el cual se
transcribe un polinucleétido a partir de un molde de ADN (tal como para dar y ARNm u otro transcrito de ARN) y/o el
procedimiento mediante el cual un ARNm transcrito se traduce posteriormente para dar péptidos, polipéptidos o
proteinas. Los transcritos y polipéptidos codificados pueden denominarse de manera colectiva “producto génico”. Si
el polinucleodtido se deriva de ADN gendmico, la expresion puede incluir el corte y empalme del ARNm en una célula
eucariota.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a la intervencion clinica en
un intento de alterar el transcurso de la enfermedad del individuo o la célula que esta tratandose, y puede realizarse
o bien para profilaxis o bien durante el transcurso de la patologia clinica. Los efectos terapéuticos del tratamiento
incluyen, sin limitacion, prevencion de la aparicion o recidiva de la enfermedad, alivio de sintomas, disminucion de
cualquier consecuencia patologica directa o indirecta de la enfermedad, prevencion de metastasis, disminucion de la
tasa de progresion de la enfermedad, mejora o alivio del estado patoldgico, y remisidon o mejora del prondstico. Al
prevenir la progresion de una enfermedad o trastorno, un tratamiento puede prevenir el deterioro debido a un
trastorno en un sujeto afectado o diagnosticado o un sujeto que se sospecha que tiene el trastorno, pero ademas un
tratamiento puede prevenir la aparicion del trastorno o un sintoma del trastorno en un sujeto en riesgo del trastorno o
que se sospecha que tiene el trastorno.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un
mamifero), incluyendo, pero sin limitarse a, seres humanos, primates no humanos, roedores y similares (por
ejemplo, que va a recibir un tratamiento particular, o del que se recogen células).

Tal como se usa en el presente documento, el término “célula aislada” se refiere a una célula que esta separada de
los componentes moleculares y/o celulares que acompafian de manera natural a la célula. Tal como se usa en el
presente documento, el término “aislado” se refiere a material que esta libre, sustancialmente libre, o esencialmente
libre en diversos grados de componentes que lo acompafian normalmente tal como se encuentra en su estado
nativo. “Aislar” indica un grado de separacion a partir del entorno o la fuente original.

Tal como se usa en el presente documento, el término “poblacién celular’ se refiere a un grupo de al menos dos
células que expresan fenotipos similares o diferentes. En ejemplos no limitativos, una poblacion celular puede incluir
al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 200, al menos
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 400, al menos aproximadamente 500, al menos
aproximadamente 600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos
aproximadamente 900, al menos aproximadamente 10° células, al menos aproximadamente 10* células, al menos
aproximadamente 10° células, al menos aproximadamente 108 células, al menos aproximadamente 107 células, o al
menos aproximadamente 108 células que expresan fenotipos similares o diferentes.

Tal como se usa en el presente documento, el término “escision” se refiere a la rotura de la estructura principal
covalente de una molécula de ADN. La escision puede iniciarse mediante una variedad de métodos incluyendo, pero
sin limitarse a, hidrdlisis enzimatica o quimica de un enlace fosfodiéster. Son posibles tanto la escisiéon de cadena
sencilla como la escision de cadena doble, y la escision de cadena doble puede producirse como resultado de dos
acontecimientos de escision de cadena sencilla diferenciados. La escision de ADN puede dar como resultado la
producciéon o bien de extremos romos o bien de extremos en bisel. En determinadas realizaciones, se usan
polipéptidos de fusion para la escisién de ADN de cadena doble dirigida.

Tal como se usa en el presente documento, el término “semidominio de escision” se refiere a una secuencia de
polipéptido que, junto con un segundo polipéptido (o bien idéntico o bien diferente) forma un complejo que tiene
actividad de escision (preferiblemente actividad de escisién de cadena doble). Los términos “semidominios de

escision primero y segundo;” “semidominios de escision + y -” y “semidominios de escision derecho e izquierdo” se
usan de manera intercambiable para hacer referencia a pares de semidominios de escisidon que se dimerizan.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cromosoma” se refiere a un complejo de cromatina que
comprende la totalidad o una parte del genoma de una célula. El genoma de una célula se caracteriza con
frecuencia por su cariotipo, que es la coleccion de todos los cromosomas que comprenden el genoma de la célula.
El genoma de una célula puede comprender uno 0 mas cromosomas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “gen” incluye una region de ADN que codifica para un
producto génico, asi como todas las regiones de ADN que regulan la produccién del producto génico, tanto si tales
secuencias reguladoras son adyacentes a secuencias codificantes y/o transcritas como si no. Por consiguiente, un
gen incluye, pero no se limita a, secuencias de promotor, terminadores, secuencias reguladoras de la traduccion
tales como sitios de union a ribosoma y sitios internos de entrada al ribosoma, potenciadores, silenciadores,
aislantes, elementos de limite, origenes de replicacion, sitios de unién a matriz y regiones de control de locus.

Los términos “union operativa” y “unido de manera operativa” (o “unido operativamente”) se usan de manera
intercambiable con referencia a una yuxtaposicion de dos o0 mas componentes (tales como elementos de secuencia),
en los que los componentes estan dispuestos de tal manera que ambos componentes funcionan normalmente y
permiten la posibilidad de que al menos uno de los componentes pueda mediar en una funcion que se ejerce sobre
al menos uno de los otros componentes. A modo de ilustracién, una secuencia reguladora de la transcripcion, tal
como un promotor, esta unida de manera operativa a una secuencia codificante si la secuencia reguladora de la
transcripcién controla el nivel de transcripcion de la secuencia codificante en respuesta a la presencia o ausencia de
uno o mas factores reguladores de la transcripcion. Una secuencia reguladora de la transcripcion esta generalmente
unida de manera operativa en cis con respecto a una secuencia codificante, pero no necesita estar directamente
adyacente a la misma. Por ejemplo, un potenciador es una secuencia reguladora de la transcripciéon que esta unida
de manera operativa a una secuencia codificante, aunque no sean contiguas.

Una “region funcional” o “parte funcional” de una proteina, polipéptido o acido nucleico es una proteina, polipéptido o
acido nucleico cuya secuencia no es idéntica a la proteina, polipéptido o acido nucleico de longitud completa, pero
conserva la misma funcién que la proteina, polipéptido o acido nucleico de longitud completa. Una region funcional
puede presentar mas, menos o el mismo ndmero de residuos que la molécula nativa correspondiente, y/o puede
contener una o mas sustituciones de aminoacido o nucleétido. En la técnica se conocen bien métodos para
determinar la funcidon de un acido nucleico (por ejemplo, funcién codificante, capacidad para hibridarse con otro
acido nucleico). De manera similar, se conocen bien métodos para determinar una funcién de proteina. Por ejemplo,
la funcion de union a ADN de un polipéptido puede determinarse, por ejemplo, mediante unién a filtro,
desplazamiento de movilidad electroforética o ensayos de inmunoprecipitacion. La escision de ADN puede
someterse a ensayo mediante electroforesis en gel. La capacidad de una proteina para interaccionar con otra
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proteina puede determinarse, por ejemplo, mediante coinmunoprecipitacién, ensayos de dos hibridos o
complementacion, tanto genética como bioquimica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “promotor” se refiere a un sitio de reconocimiento de un
polinucleétido (ADN o ARN) al que se une una ARN polimerasa. El término “potenciador” se refiere a un segmento
de ADN que contiene secuencias que pueden proporcionar transcripcion potenciada y en algunos casos pueden
funcionar de manera independiente de su orientacidon con respecto a otra secuencia de control. Un potenciador
puede funcionar de manera cooperativa o aditiva con promotores y/u otros elementos potenciadores.

Tal como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a cualquier elemento genético, tal como un
plasmido, fago, transposon, cdsmido, cromosoma, virus, virion, etc., que puede realizar replicacion cuando se asocia
con los elementos de control apropiados y que puede transferir secuencias génicas al interior de células. Por tanto,
el término incluye vehiculos de clonacion y expresion, asi como vectores virales y vectores de plasmido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “modular” se refiere a alterar de manera positiva o negativa.
Las modulaciones a modo de ejemplo incluyen un cambio de aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2%,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10%, aproximadamente el 25%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 75%, o aproximadamente el 100%.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aumentar” se refiere a alterar de manera positiva en al
menos aproximadamente el 5%, incluyendo, pero sin limitarse a, alterar de manera positiva en aproximadamente el
5%, en aproximadamente el 10%, en aproximadamente el 25%, en aproximadamente el 30%, en aproximadamente
el 50%, en aproximadamente el 75%, o en aproximadamente el 100%.

Tal como se usa en el presente documento, el término “reducir’ se refiere a alterar de manera negativa en al menos
aproximadamente el 5% incluyendo, pero sin limitarse a, alterar de manera negativa en aproximadamente el 5%, en
aproximadamente el 10%, en aproximadamente el 25%, en aproximadamente el 30%, en aproximadamente el 50%,
en aproximadamente el 75%, o en aproximadamente el 100%.

Tal como se usa en el presente documento, el término “alrededor de” o “aproximadamente” significa dentro de un
intervalo de error aceptable para el valor particular tal como se determina por un experto habitual en la técnica, que
dependera en parte de como se mide o determina el valor, es decir, de las limitaciones del sistema de medicién. Por
ejemplo, “aproximadamente” puede significar dentro de 3 o mas de 3 desviaciones estandar, segun la practica en la
técnica. De manera alternativa, “aproximadamente” puede significar un intervalo de hasta el 20%, preferiblemente
hasta el 10%, mas preferiblemente hasta el 5%, y todavia mas preferiblemente hasta el 1% de un valor dado. De
manera alternativa, particularmente con respecto a procesos o sistemas bioldgicos, el término puede significar
dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces, y mas preferiblemente dentro de 2 veces, de un
valor.

Il. Aislantes

Se han notificado varios casos de transformacion maligna relacionada con vector en entornos clinicos, asociados
con la activacion de oncogenes celulares mediante potenciadores codificados por vector (Baum et al. (2006),
Nienhuis et al. (2006), Ramezani et al. (2006)) y se han realizado o propuesto diversas modificaciones de vector
para reducir la genotoxicidad de vector (Baum et al. (2006), Nienhuis et al. (2006), Ramezani et al. (2006)). Se ha
reconocido una clase de elementos de ADN conocidos como aislantes de cromatina como un enfoque para mejorar
la seguridad y rendimiento de vectores (Emery (2011)).

Los aislantes son elementos de ADN que se producen de manera natural que ayudan desde los limites funcionales
entre dominios de cromatina adyacentes. Los aislantes se unen a proteinas que modifican la cromatina y alteran la
expresion génica regional. La colocacion de aislantes en los vectores descritos en el presente documento ofrece
diversos beneficios posibles incluyendo, pero sin limitarse a, 1) proteccion del vector frente a la variegacion por
efecto de posicion de la expresion mediante cromosomas flanqueantes (es decir, actividad de barrera, que puede
disminuir los efectos de posicion y el silenciamiento de vector); y 2) proteccién de cromosomas flanqueantes frente a
la trans-activacion por insercion de la expresion de genes enddgenos por el vector (bloqueo de potenciador). Hay
dos clases basicas de aislantes de cromatina: (a) aislantes de barrera que bloquean la intrusion de heterocromatina
de silenciamiento en regiones contiguas de cromatina abierta que son permisivas para la transcripcion, y (b)
aislantes de bloqueo de potenciador que impiden la activaciéon de la transcripcién mediada por potenciador de
regiones contiguas. Las secuencias que median en estas actividades pueden separarse fisicamente y son
mecanisticamente distintas (Recillas-Targa et al. (2002)). Los aislantes de cromatina no muestran por si mismos
actividades de represién o potenciacion de la transcripcion inherentes. Como tales, constituyen elementos ideales
para reducir la interaccion entre vectores de transferencia génica y el genoma de célula diana. Los aislantes pueden
ayudar a conservar la funcion independiente de genes o unidades de transcripciéon incorporados en un genoma o
contexto genético en el que su expresion puede verse influida de lo contrario por sefiales reguladoras dentro del
genoma o el contexto genético (véase, por ejemplo, Burgess-Beusse et al. (2002) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 99:
16433; y Zhan et al. (2001) Hum. Genet., 109: 471).

Los problemas creados por la mutagénesis por insercion de vectores virales se conocen ampliamente (Nienhuis
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(2013), Baum et al. (2006), Nienhuis et al. (2006)) al igual que la evidencia de que los riesgos de genotoxicidad
pueden reducirse mediante el uso de aislantes de cromatina (Arumugam et al. (2007), Emery (2011), Evans-Galea et
al. (2007), Rivella et al. (2000), Emery et al. (2000), Emery et al. (2002), Yannaki et al. (2002), Hino et al. (2004),
Ramezani ef al. (2003), Ramezani et al. (2008)). El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona
aislantes novedosos que son potentes aislantes de bloqueo de potenciador, y determinados aislantes presentan
adicionalmente actividad aislante de barrera. En vertebrados, la funcién de aislantes de bloqueo de potenciador esta
mediada a través del factor de union a ADN de dedos de zinc CTCF (Gaszner y Felsenfeld (2006), Wallace y
Felsenfeld (2007)). En general, se piensa que estos elementos funcionan mediante estructuras de bucle fisico, que
se establecen mediante interacciones mediadas por CTCF entre elementos aislantes adyacentes o mediante anclaje
mediado por CTCF de la fibra de cromatina a elementos estructurales dentro del nucleo. El primer aislante de
cromatina de vertebrados caracterizado esta ubicado dentro de la region de control de locus de B-globina de pollo.
Este elemento, que contiene un sitio hipersensible 4 (cHS4) a ADNasa |, parece constituir el limite en 5’ del locus de
B-globina de pollo (Prioleau et al. (1999) EMBO J. 18: 4035-4048). Una regién de 1,2 kb que contiene el elemento
cHS4 presenta actividades aislantes clasicas, incluyendo la capacidad de bloquear la interaccion de promotores de
gen de globina y potenciadores en lineas celulares (Chung et al. (1993) Cell, 74: 505-514), y la capacidad para
proteger casetes de expresion en Drosophila (Id.), lineas celulares transformadas (Pikaart et al. (1998) Genes Dev.
12: 2852-2862), y mamiferos transgénicos (Wang et al. (1997) Nat. Biotechnol., 15: 239-243; Taboit-Dameron et al.
(1999) Transgenic Res., 8: 223-235) frente a efectos de posicion. Gran parte de esta actividad esta contenida en una
region de 250 pb. Dentro de este tramo hay un elemento cHS4 de 49 pb (Chung et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 94: 575-580) que interacciona con la proteina de unién a ADN de dedos de zinc CTCF implicada en ensayos
de blogueo de potenciador (Bell et al. (1999) Cell, 98: 387-396).

Los aislantes, tales como cHS4, pueden bloquear la interaccidon entre potenciadores y promotores cuando se
colocan entre estos elementos (Evans-Galea et al. (2007), Chung et al. (1997), Bell et al. (1999), Ryu et al. (2007),
Ryu et al. (2008)). Varios estudios han demostrado la capacidad del aislante cHS4 para reducir el silenciamiento por
efectos de posicion de vectores gamma-retrovirales (Evans-Galea et al. (2007), Rivella et al. (2000), Emery et al.
(2000), Emery et al. (2002), Yannaki et al. (2002), Hino et al. (2004), Ramezani et al. (2006), Yao et al. (2003),
Nishino et al. (2006), Aker et al. (2007), Li y Emery (2008)), y vectores lentivirales (Bank ef al. (2005), Arumugam et
al. (2007), Puthenveetil et al. (2004), Evans-Galea et al. (2007), Ramezani et al. (2003), Aker et al. (2007), Ma et al.
(2003), Chang et al. (2005), Pluta et al. (2005)). Estos estudios disefiados de manera apropiada demostraron que la
inclusion de la version de 1,2 kb del aislante cHS4 aumentaba la probabilidad y/o sistematicidad de la expresion
transgénica de vector en al menos algunos entornos (Arumugam et al. (2007), Emery (2011), Evans-Galea et al.
(2007), Emery et al. (2002), Yannaki et al. (2002), Hino et al. (2004), Ramezani et al. (2006), Aker et al. (2007), Li 'y
Emery (2008), Pluta et al. (2005). Jakobsson et al. (2004)). No obstante, el grado de proteccion proporcionado por el
aislante cHS4 esta lejos de ser completo. Ademas, la inclusion del cHS4 de 1,2 Kb puede afectar de manera
adversa a los titulos de vector mientras que se ha demostrado que el nicleo de cHS4 mas pequefio es ineficaz
(Aker et al. (2007), Jakobsson et al. (2004)). En cambio, los aislantes del contenido dado a conocer en el presente
documento no afectan de manera adversa a los titulos de vectores virales, y son mas potentes y eficaces que el
aislante cHS4.

Los aislantes dados a conocer en el presente documento se identifican mediante enfoques genémicos, por ejemplo,
usando enfoques gendmicos para identificar aislantes que son potentes bloqueadores de potenciador asi como
aislantes de barrera del genoma humano. Los aislantes dados a conocer en el presente documento potencian la
seguridad de la terapia génica (por ejemplo, terapia génica de células madre, terapia génica de globina). Para la
terapia génica de las hemoglobinopatias, se requieren potenciadores potentes para lograr niveles terapéuticos de
expresion de gen de globina. Por tanto, los aislantes potentes representan un medio para proteger el entorno
genodmico frente a los potenciadores potentes de los vectores de integracion.

Los aislantes dados a conocer en el presente documento presentan una potente actividad de bloqueo de
potenciador. Por ejemplo, y no a modo de limitacién, un aislante de la presente divulgacién puede reducir la
actividad de un elemento potenciador en al menos aproximadamente el 10%, al menos aproximadamente el 20%, al
menos aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 50%, al menos
aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 65%, al menos
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98% o al menos aproximadamente el 99%. En determinadas realizaciones, los aislantes
presentan actividad de barrera ademas de actividad de bloqueo de potenciador. Los aislantes dados a conocer en el
presente documento disminuyen sustancialmente los riesgos de mutagénesis por insercion y genotoxicidad
asociados con vectores virales. Ademas, cuando se incorpora un aislante dado a conocer en el presente documento
en un vector, el aislante no afecta de manera adversa a los titulos de vector del vector. En determinadas
realizaciones, los aislantes (por ejemplo, aislante A1) aumentan la expresion in vivo del gen de globina o parte
funcional del mismo.

Segun la invencion, el aislante comprende un sitio de unién a CTCF de represor de la transcripcion, que tiene la
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secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 18, que se proporciona a continuacion:
CACCAGGTGGCGCT [SEQ ID NO: 18].

En una realizacion no limitativa, el aislante tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 1, que se
proporciona a continuaciéon, o una secuencia que es homologa en al menos aproximadamente el 95 por ciento, o
idéntica (homdloga) en al menos aproximadamente el 98 por ciento, a SEQ ID NO: 1. Este aislante que tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 1 se denomina aislante A1.

TCCTTCCTTTCTAAATGACGAGAGAGACAGAAGARTTCTTCARAGGTTAGTGTGTCCAGCATG
CAACCTTTCCTTCCTGGATGAGCATCCCTGGAGTAGGAGAGCCAGCCTGCCTCCTGCGCTGG
CACAGAGCCCGGTTCCCTAGACARACTGCCTCTCCARATCTGATGTCCAGCGCCACCTGETGT
CCACATCAAGCAGACACAATTAATAGTCAACCTGTTCAGGAAANCTGTGAGGGGGAAARARARA
AGAAAGAGCGATTTATGAAGGGAAAAGAARGTTTAGAGGATATGCCACGATTGGCTAG [SEQ
ID NO:1]

En determinadas realizaciones, el aislante comprende una secuencia de nucleétidos tal como se expone en SEQ ID
NO: 24, o una secuencia que es idéntica en al menos aproximadamente el 95 por ciento, o idéntica en al menos
aproximadamente el 98 por ciento, a SEQ ID NO: 24.

CCAATC GTGGCATATC CTCTAAACTT TCTTTTCCCT TCATAAATCC TCTTTCTTTT
TTTTCCCCCT CACAGTTTTC CTGRACAGGT TGACTATTAA TTGTGTCTGC
TTGATGTGGA CACCAGGTGGE CGCTGGACAT CAGATTTGGA GAGGCAGTTG
TCTAGGGAAC CGGGCTCTGT GCCAGCGCAG GAGGCAGGCT GGCTCTCCTA
TTCCAGGGAT GCTCATCCAG GAAGGAAAGG TTGCATGCTG GACACACTAA
CCTTGAAGAA TTCTTCTGTC TCTCTCGTCA TTTAGAAAGG AAGGA [SEQ ID NO:
2471.

En determinadas realizaciones, el aislante comprende una secuencia de nucleétidos tal como se expone en SEQ ID
NO: 25 (que es el complemento inverso de SEQ ID NO: 1), o una secuencia que es idéntica en al menos
aproximadamente el 95 por ciento, o idéntica en al menos aproximadamente el 98 por ciento, a SEQ ID NO: 25.

CTAGCCAATCGTGGCATATCCTCTARACTTTCT T I TCCCTTCATAAATCCTCTTTCTTTTTT
TTCCCCCTCACAGTTTTCCTGAACAGGTTGACTATTAATTGTGTCTGC TTGATGTGGACACC
AGETGGCGCTGGACATCAGATTTGGAGAGECAGTTGTCTAGGGAACCGGGCTCTEGTGCCAGT
GCAGGAGGCAGECTGEGCTCTCCTACTCCAGGBATGCTCATCCAGGAAGGARAAGGTTGCATGEL
TGGACACACTAACCTTGAAGRATTCTTCTGTCTCTCTCGTCATTTAGARAGGAAGGA [SEQ
ID NO:25]

En determinadas realizaciones, el aislante comprende una secuencia de nucleétidos tal como se expone en las
coordenadas de hg18 de 76229933 a 76230115 del cromosoma 1.

En determinadas realizaciones, el aislante comprende una secuencia de nucledtidos entre los residuos 68041 y
68160, o entre los residuos y 68041 y 68210, o entre los residuos 68041 y 68280, o entre los residuos 68005 y
68305, del clon RP11-550H2 del cromosoma 1 de Homo sapiens, n.° de registro de GenBank AC092813.2, o una
secuencia idéntica en al menos el 95 o el 98 por ciento a la misma.

Ill. Casetes de expresion

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona casetes de expresién que comprenden uno o
mas los aislantes dados a conocer anteriormente (por ejemplo, aislante A1). En determinadas realizaciones, un
casete de expresion comprende al menos un aislante que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID
NO: 1, y un gen de globina o una parte funcional del mismo operativamente unido a una regién LCR de B-globina.

Region LCR de B-globina

La agrupaciéon de genes de B-globina humana consiste en cinco genes incorporados dentro de una de muchas
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matrices de genes de receptores olfativos (Bulger et al., PNAS (1999); 96: 5129-5134). La agrupacién abarca mas
de 80 kb en el cromosoma 11p15.4, e incluye los cinco genes de tipo B expresados y elementos reguladores que
actian en cis que dirigen su expresion especifica de estadio durante la ontogenia (Forget (2001), Molecular
Mechanism of Beta Thalassemia. Steinberg MH et al., Eds. Disorders of Hemoglobin. Genetics, Pathophysiology and
Clinical Management, Cambridge University Press, Cambridge). Los genes estan dispuestos en el orden de su
expresion de desarrollo (Stamatoyannopoulos et al., (2001) Hemoglobin Switching. En: Stamatoyannopoulos G, et
al., Eds. Molecular Basis of Blood Disorders, W.B. Saunders, Filadelfia, PA), 5-&-Cy-Ay-yn-6-p-3'. La agrupacion de
genes de globina de tipo a (5-2-y&1-ya2-ya1-a2-a1-6-3’) esta ubicada muy cerca del telémero del brazo corto del
cromosoma 16 y abarca aproximadamente 40 kb. La expresion de genes codificados dentro de estas dos
agrupaciones independientes esta limitada a células eritroides y equilibrada de modo que la produccion de las
cadenas de tipo pB-globina coincide con la de las cadenas . Este equilibrio finamente ajustado se regula a niveles de
transcripcion, tras la transcripcion y tras la traduccion.

La expresion especifica de estadio de desarrollo se controla por varios elementos que actian en cis proximales o
distales y los factores de transcripcion que se unen a los mismos. En el caso del gen de B-globina (HBB), los
elementos reguladores proximales comprenden el promotor de B-globina y dos potenciadores aguas abajo, uno
ubicado en el segundo intron de B-globina y el otro aproximadamente 800 pb aguas abajo del gen (Antoniou et al.,
EMBO J. (1988); 7: 377-384; Trudel et al., Genes Dev. (1987); 1: 954-961; Trudel et al., Mol. Cell. Biol. (1987); 7:
4024-4029). El elemento regulador distal mas prominente es la LCR de B-globina, ubicada 50-60 kb aguas arriba del
HBB y compuesta por varias subregiones con sensibilidad intensificada a ADNasa | en células eritroides (Forget
(2001); Grosveld et al.,, Cell (1987); 51: 975-985; Talbot et al., Nature (1989); 338: 352). La propiedad mas
prominente de la LCR es su fuerte actividad potenciadora de la transcripciéon. Una secuencia de nucleétidos a modo
de ejemplo de la region de B-globina humana en el cromosoma 11 se expone en SEQ ID NO: 19 (n.° de registro de
GenBank: NG_000007.3), que se proporciona a continuacion:
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ggatcctcacatgagttcagtatataattgtaacagaataaaaaatcaattatgtattcaagtigetagtgtetta
agaggttcacatttttatctaactgattatcacaaaaatacttcgagttacttttcattataattoctgactacac
atgaagagactgacacgtaggtgecttacttaggtaggttaagbtaattitatccaaaaccacacaatgtagaaccta
agctgatteggecatagaaacacaatatgbggtataaatgagacagagggatttetetectbectatgetgtcaga
tgaatactgagatagaatatttagttcatctatcacacattaaacygggactitfacatttctgtctgttgaagattt
ggygtgtggggataactcaaggtatcatatccaagggatggatgaaggcaggtgactctaacagaaagggaaaggat
gttggraaggctatgttcatgaaagtatatgtaaaatccacattaagettettictgeatgecattggeaatgttta
tgaataatgtgtatgtaaaagtgtgctgtatattcaaaagtgtttcatgtgectaggggtgtecaaatactttgagt
ttgtaagtatatacttcoctotgtaatgtgtctgaatatctetatttacttgattectcaataagtaggtatcatagty
aacatctgacaaatgtttgaggaacaatttagtgtttacctattocaccaaaatttattaaatgoctaatctgtate
agatatacaattatctggegaaatectgtaattcoctaatttaaacagetgtgtagectaattagggataaaggcatyg
caaacccataatttgtgtaggttgaaatgagctatagaaaaatgoagtatatttatcagaagtotttagggteaty
aaaaggaatggtcaactgacactgecagggactcatatgtaagagataactaatgtgaagtgactttaaaggagaa
attagcagaagtbtoctttccatgtetectcatcatgttacaataacyggaagagattaaaacaacasatacattta
gacagcaatgtttatcctggttagatgtittaatctaaatctatecttggagtgttaaaatgeattigetoacctac
tttaaaatataaatgaaggtaggaacctgtagatacaaaaagttggagaaaaaaagacaataaagatgacaaaaat
ctattaatcecttgatagaaaatgagaagagataaaacactggtttacataaagaaaataagatggatagatagecag
atccttataasagtgataatttgagaaaadaaaatactecatattctgagtttcticacataszaataatacaaatet
getgtggtaagttacaaagagatagatetittatcattatataaaagatattttaaacagagttatacaacaaagyg
aacagactatgtcatatattctecacttatcactataaacatctcagaaaaatctgeaaaatcatttcatageattt
taaatagttaggaataatgtagaaaactgaaacagttctaagttibcccacaaacttagagtctcaaatgttgeatt
acctaacttacctygcaaatattittatacaaatttgcacatgctactctagtcaaaaatatatgbacattatgggta
trttetgtgtgtaacttggttectagttgettetttcagaaatagectetattttbgatttacctgatasaatcaca
ttectetecaaagecttetaaatacttecagactaactactetttagtacatctaagaagaaaagagbtttgtctc
ttatccacctctgagtcaaaaagcageatgtccatecaattggtacatagttoccacageoccacttagetetggat
tggagttctacttggcattgttitgcaactacatggacgtaaaatgcatggattetettgaaaaaatgtttctgeca
tgatgttctetgaaagagactaaccticcctegetttgeagagaaagactegtgtaatecttgacaatgtecatete
atctatttatteccecatgtctacccatatgtgaccttcatgtetttgetectaageeoctacatecteaatetacaca
ctaggatagtataaaagtaatagtaataatagtagtaatagtaataacaatacaatgattatggecttatactatac
acaagacactgttgatatattatttecatttagtattcacagtaactctgtgectcaagtactattgtaataccett
taagaggaggaaactgaggcacagggecctaaagtaatattecaagatgaagtggetactaactgacagagggcat
aattcaacteatgatatttggetctagaatacatgectctgaatcattatacaataataattcatgaggaaacattt
tttaaagectaagttatttgetctgaaataagacataatttggggtygagaaagettagattccatgaagtattaca
geatttggtagtctttttgecacteccaggtcttatttttactgettaaacataataaaacatatggttecagtatgee
tttgattttacaataatattoctgttatttitggaageacagggtgtgggataatgetaattactagtgattagta
ttgagaggtgacagegtgetggeagtecbeacagoectegetegetettggegectectetgectyggygeteccaca
ttggtggecacttgaggagcececctteageoggeegetgeactgtgggageecttttectgggetggecaaggecagage
cggcteccctoagetigecaggaggtghbggagggacagacgegggcaggaaccgggetgtgegecgtgettgaggga
gttcogggtgggeatgggcticogaggacooogeacteggagoocgacagecggececcaccggoecgegggeagtgagy
ggcttagcacctgggeeageragetgetgtgetecaattocotegecgggeettagetgocttococtgeggggecaggagcet
cgggacctgecagegegecatgectgagectocccacetteatgggetectgtgeggeccgagoctcgecgacgage
gocgooccectgetocagggeacccagtoccategaccacecaagggctgaagagtgogggoegeacggeagygggact
ggcaggcagctococectgeageccaggtgegggatecactgggigaageeggetaggotecctgagtttgotgggyga
tgcgaagaacccttatgtctagataagggattgtaaatacaccaattggecactetgtatctageteaaggtttgta
aacacaccaatcagcacccetgtgtctagetcagggtttgtgaatgecaccaatcaacactetatctagetactetgg
tggggccttggagaacctttatgtectagetcagggattgtaaatacaccaateggeagtetgtatctagetcaagyg
tttgtaaacacaccaatcageaccoctgtgtectagetcagggttigtgaatgeaccaatcaacactotgtatetage
tactctggtggggacgtggagaacctttatgtetagetecagggattgtaaatacaccacteggecagoctgtateta
gcetcaaggtitgtaaacacaccaatcageaccctgtgtctagetcagggtttgtgaatgecaccaatcaacactetg
tatctagetactoetggtggggactbtggagaacctitgtgtggacactctgtatetagetaatetggtggggacgtg
gagaacctttgtgtctagectcatggattgtaaatgeaccaatcagtgeoctgtcaaaacagaccactgggetctac
castcagraggatgtgggtggggccagataagagaataaaageaggoetgeccgagecagecagtggeaaceegeteg
ggtccecttecacactgtggaagettigttetttogototttgocaataaatctigetgetgetecactgttbgggtc
tacactgeetttatgagetgtaacgetcaccgegaaggtoctgeagettcactettgaageragegagaccacgaac
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ccaccgggaggaacgaacaactocagaggegooqgecttaagagetggaacgttcactgtgaaggtetgeagettea
ctcetgagecagogagaccacgaaceratcagaaggaagaaactoecgaacacatccaaacatcagaacgaacaaac
tocacacacgragecttttaagaactygtaacactcaccacgagggtecaecggettcattettgaagtcagtgaaace
aagaacccaccaattooggacacagtatgtcagaaacaatatgagtcactaaatcaatatacttctcaacaatttc
caacagcccttgeaattaacttgygecatgtgactggttgtgactaaaataatgtggagataataatgtgttactee
ctaaggcagagtgeocttetateatictotiteocttectetatgtggeagaaagtaaaagattctgaaatgataa
agtcaatcacaggaaggeacatggactectggeccactgettggaggagageactoaggaccatgaacatetgact
gtgacgtageaataaagaaacccacgtitcatatgaaactgettaaaattaatggcacaagreatgtrtttgatgtr
tgcacatttgtetttatttgtggertgrtttgettocacatcaateractcaaggeoctacattctgetataatgca
atttcaagttctttacaggcocgagaaaaatgaatctgaattocctgacctecaaaagtgatcaagatatttitagtt
caggctccaaaattttcteatttteataggtittoctegattgatcattattecatgatttgcaaggaatecattcaa
tgttttetaaatetattactgcatoctgacacatatgacattttaactatgtteccagatttitgaatgaagagtgt
agattttaaatgttttecaccacaaaaaataagtatgtgaactgygtggatttgttaattagecttatttaacecartt
aatattgtacacgtacaccaaagcatcatgttgtaccecatgaatacacacaattattatttgtcaatttaaaatyg
aaalaataaaaaataacaaaggcattagecuctgeattgectttaccoggteatectcacggtgactaacgcaaaas
acgttctatttcatcecttacaaacatcoctatetttgatgectetttgtectagatectoctateccctectgtttict
ctacgttatttatatgggtatcatcaccatectggacaacatcaggacagatatecetcaccaagecaatgttect
ctetatgttggetcaaatgtecttgaactittoctitecaccacoetttccacagtcaaaaggatattgbagtttaat
gcctecagagttcagettttaagettetgacaaattattottoctotttaggttetectttatguaatettetgtac
tgatggecatgtectttaactactatgtagatatctygetactacctgtattatgectetacctttattageagagt
tatctgtactgttiggcatgacaatcatttigttaatatgacttgectttoctitttetgetattcttgatcaaatgg
ctectotticttgotectctecatttetectgoctteacttggacgtgettcacgtagtctgtgettatgactggat
taaaaattgatatggacttatcctaatgttgtticgtecataatatgggtittatggtecattattatttectatgea
ttgatctggagaaggcticaatecttttactetttgtggaaaatatotgtasacettctggtteactetgetatag
caatttcagtttaggctagtaagcatgaggatgeotoottctetgatttttcocacagtetgttggtcacagaata
acctgagtgattactgatgaaagagtgagaatgttattgatagtcacaatgacaaaasaacaaacaactacagIcaa
aatgtttectetrtttattagtggattaratttectgacctatatctggeaggactorttagagaggtragetgaagc
tgctgttatgaccactagagggaagaagataccigoggagectaatggtccaagatggtggageccraagcaaggaa
gttgttaaggagcccttttgattgaaggtygggtgecocccaccttacagggacaggacatetggatactecteccay
tttetecagtttooctttttoctaatatatetoctgataasatgtetatactecactteccecatttetaataataaa
gcaaaggctagttagtaagacatcacettgeattttgaaaatgeecatagactttcaaaattattitecatacategyt
ctttctttatticaagagteragaaatggcaacattaccttigattcaatgtaatygaaagagetetotcaagaga
cagagaaaagaataatttaatttetttooccacaccteccttecctgtectottacecctatottecttecttetacce
tecocatttetetotectecatttetcagaagtatattttgaaaggattecatagoagacagctaaggetggtttrtee
taagtgaagaagtgatatigagaaggtagggttgeatgageectttocagttttttagrttatatacatctgtattyg
ttagaatgttttataatataaataaaattattteotcagttatatactagetatgtaacctgtggatatttecttaa
gtattacaagctatacttaactcactiggaaaactcaaataaatacctgeticatagttattaataaggatrtaagt
gagataatgcccatzagattoctattaataacagataaatacatacacacacacacacattgaaaggattcttact
ttgtgctaggaactaltaataayticattgatgcattatatcattaagttctaatttcaacactagaaggcaggtat
tatctaaatttcatactggatacctecaaactcataaagataattaaattgecttttgtcatatatttattcaaaa
gggtaaactcaaactatggettgtctaattttatatatcacectactgaacatgacectattgtgatattitataa
aattattotcaagttattatgaggatgttgaaagacagagaggatggggtgetatgoeccaaatecagoocteacaat
taagcetaagcagetaagagtcttgecagggtagtgtagggaccacagggttaagggggecagtagaattatactececa
ctttagtttcatttcaaacaatocatacacacacagecctgageacttacaaattatactacgetetatacttrt
gtttaaatgtataaataagtgyalyaaagaatagatagatagatagacagatagatgalagatagaataaatygett
geocttcatagetgtetecctacctitgttcaaaatgitectgtecagaccaaagtacettgecttcacttaagtaat
caattcctaggttatattctgatgtecaaaggaagtecaaaagatgtgaaaaacaatttetgacocacaacteatget
ttgtagatgactagatcaaaaaatttcagecatatecttaacagtgagtgaacaggaaatetectetttttecoctaca
tcteagateccagettctaagaccttcaattctcactettgatgcaacagacettggaagcatacaggagagetga
acttggtcaacaaaggagagaagrrrgttyggocrocaaaggeacagetcasactrttcaagectrecrecraatctta
aaggtaaacaagggtctcattictttgagaacttcagggaaaatagacaaggacttgectggtgettitggragygy
gagettgcactttoccectttetggaggaaatatttatecccaggtagttecoctttttgecaccagtegttetttyga
agagacttccacctgggaacagttaaacagceaactacaggeccttgaactgcacactttcagtecggtecteacag
ttgaaaagacctaagettgtgectgatttaageattiitgetcataaaacattgaattctaatetecctotcaace
ctacagtcacccatttggtatattaaagatgtgttgtctactgtctagtatcoctecaagtagtgtbcaggaattagt
catttaaatagtctgcaageraggagtggiggctcatgtctgtaattccageacttgagaggtagaagtgggagga
ctgcttgagetcaagagtttgatattatocctggacaacatageaagacctegtctotacttaagaaaaaaaaaaaas
attagecaggecatgtgatgtacacetgtagteceagetactcaggaggoecgaaatgggaggateocttgageteag
gaggteaaggebgeagtgagacatgatettgeccactgecacteragoectggacageagagtgasaccttgecteacyg
aaacagaatacaaaaacaaacaaacaaaaaactgetocgeaatrgegettecttgatgetctaccacataggtetygy
gractitgtacacattatctcattgetgttcataatigttagattaatittgtaatattgatattattcectagaaa
gctgaggoectcaagatgataacttttattliciggacttgtastagetitetetigtattecaccatgttgtaactL
tcttagagtagtaacaatataaagttattgtgagttittgcazacacagcaaacacaacgacccatatagacattg
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atgtgaaattgtcetattgtcaatttatgggaaaacaagtatgtactttttctactaagorattgaaasaggaataa
cagaacaagattgaaagaatacattttcoccgaaattacttgagtattatacaaagacaagoacgtggasctgagagg
agqggtrattgtecatgactggtgtgtggagacaaatgcaggtttataatagatgggatggecatetagegeaatgac
tttgccatcacttttagagagetettggggacceecagtacacaagaggggacgcagggtatatgtagacatctcat
tctttttettagtgtgagaataagaatagecatgacctgagtttatagacaatgageoettttctectotecracte
ageagetatgagatggettgeectgectetetactaggectgacteactccaaggoocageaatgggeaggygctety
tcagggotttgatageactatctgragagecagggeegagaaggggtggactecagagacteteactoecattace
gagcagggtttgettatttatgecatttaaatgatatatttaktttaaaagaaataacaggagactgeoeageectyg
gectgtgacatggaaactatgtagaatatittgggttocattttttrttecttctttcagttagaggaaaagggget
cactgcacatacactagacagaaagtcaggagetttgaatceraagoctgatcattteccatgtcatactgagaaagt
ccocaccecttotectgagectcagitictotttitataagtaggagtctggagtaaatgatttecaatggetcteat
ttcaatacaaaatttcogtitatiaaatgcatgagettctgttactecaagactgagaaggaaattgaacctgaga
cteattgactggraagatgtecccagaggctcoteattcagecaataaaattctcaccttocacccagygcoccactgagt
gtcagatttgratgractagttcacgtgtgtaaaaaggaggatgettetttectttgtattctecacatacctttag
gaaagaacttagcacccettoecacacagecateecaataacteatttcagtgactcaacccttgactttataaaag
tcttgggcagtatagageagagattaagagtacagatgetggagocagaccacczgagtgattagtgactecagttt
ctcttagtagttgtatgactcagtiteottcatectgtaaaatggagggttitttaattagtttgtt bt tgagaaagy
gretecactetgtcaceoceaaatgggagtgtagtggcaaaateteggetecactygcaacttgeactteccaggctecaayg
cggtocteccaccleaacateetgagtagetggaaccacaggtacacaccaccatacctegotaattotttgtate
tttggtagagatggggtttcacatgttacacaggatggtctoagactecggagetcaagecaatetgeccacetcag
cectteocaaagtgetgggattataageatgattacaggagttitaacaggetcataagattgttetgocagecegagt
gagttaatacatgcaaagagtttaaageagtgacttataaatgotaactactctagaaatgtttgetagtattttt
tgtttaactgeaateattettgetgcaggtgaaaactagtgrtctgtactttatgeccattecatctttaactgtaa
taatzazaataactgacatttattgaaggctatcagagactgtaattagtgetttgecataattaatcatatttaat
actcttggattctttcaggtagatactattattatccccattttactacagttaaaaaaactacctetcaacttge
tcaayeatacactctcacacacacaaacataaactactageoaaatagtagaattgagatttggtectaattatgto
tttgctcactatccaataaatatttattgacatgtacttcttggecagtctgtatgotggatgotggggatacaaag
atgtttaaattraagetecagtetetgettecaaaggecteccaggeccaagttatccattcagaaageattttta
ctctttgecatteocactgtttttoctaagtgactaaasaattacactttattegtoctgtgtectgototgggatgat
agtctgactttcoctaacctgagectaacateectgacatcaggaaagactacaccatgrggagaaggggtggtggt
trtgattgetgetgtettcagttagatggttaactttgtgaagttgaaaactgtggetetetggttgactgttaga
gttetggeacttgtecactatgectattatttaacaaatgecatgaatgcttcagaatatgggaatattatottetgyg
aatagggaatcaagttatattatgtaacccaggattagaagattettetgtgtgtaagaatttcataaacattaag
ctgtctagcaaaagcaagggcttggaaaatctgtgagetcctcaccatatagaaagettttaacccatecattgaat
aaatccctataggggattictacoctgageaaaaggcetggtcttgattasttoccaaactcatatagectctgagaa
agtctatgetgttaacgttttettgtotgetaccccatecatatgracaaraataaatgoaggoctaggeatgactyg
aaggctcotcteataattotiggttgeatgaatcagattatcaacagaaatgttgagacaaactatggggaageagy
gtatgaaagagctoetgaatgaaatggaaaccegraatgettoctgeoocattecagggetocageatgtagaaatetgy
ggotttgtgaagactggcbtaaaatcagaageoccattggataagagtagggaagaacctagagectacgetgage
aggtttccttcatgtgacagggagectectgoocogaacttecagyggatsetctottaagogtttectgetggaat
ctocteacttotatctggaaatggtttetecacagiccagecectggctagttgaaagagttaccecatgoagagge
cctectageatocagagactagtgeottagattoctactttecagegttggacaacctggatecactigeeccagtget
ctbccttagttectaccettogaccttgatectoctitatettectgaacoectgetgagatgatctatgtggggaga
atggettettitgagaaacatettettegttagbggeectgecectcattcccactttaatatcrcagaatcactataa
gaagaatataataagaggaataactctrattataggtaagggaaaattaagaggeatacgtgatgggatgagtaay
agaggagagggaaggattaatggacgataaaatctactactatttgttgagaccttttatagtctaatcaattttyg
ctattgttttecatectecacgetaactocataazaaaacactattattatctotattttgecatgacaagactgag
ctoagaagagtcaagcatttgectaaggtecggacatgtcagaggcagtgocagacctatgtgagactectgeageta
ctgetcatgggooctgtgobgractgatgaggaggatcagatggatggggcaatgaagcaaaggaatcattcigtyg
gataaaggagacagcocatgaagaagtctatgactgtaaatttgggageaggagtctotaaggacttggatttcaag
gaattttgactcagraaacacaagaccotcacggtgactttgegagetggtgtgecagatgtgtctatcagaggtt
ccagggaggetggagtggggteagyggetggecaccagetatocagggoccagatgggt tataggetggoaggetoay
ataggtggttaggtcaggtbggtggtgotgggtyggagtccatgacceccaggagecaggagagatagaccatgagt
agagggcagacatgggaaaggtgggggaggcacagcatagragecatttittcattctactactacatgggactgcro
coctatacecccagetaggggcaagtgecttgactoctatgttticaggatcatcatctataaagtaagagtaata
attgtgtctatctcatagggttattatgaggatcaaaggagatgeacactctetggaccagtygectaacagttca
ggacagagctatgggcettoctatgtatgggtcagtggtcteaatgtageaggraagttocagaagatageatcaac
cactgttagagatatactgoecagtotoagagoctgatgttaatttagecaatgggetgggacectoctocagtagaa
ccttectaaccageotgotgeagtcaaagtcgaatgeagetggttagactttttttaatgasagettagetttcatta
aagattaagctcctaagcagggcacagatgaaattgtetaacagecaactitgecatctasaaaaatctgactteac
tggaaacatggaagcccaaggtictgaacatgagaaatttttaggaatctgoacaggagttgagagggaaacaaga
tggtgaagggactagaaacracatgagagacacgaggaaatagtgtagatttaggetggaggtaaatgaaagagaa
gtgggaattaatacttactgaaatetttctatatgtcaggtgecattttatgatatttaataatectcattacatat
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ggtaattetgtgagatatgtattattgzacatactataattaatactaatgataagtaacacctottgagtactta
gratatgcetagaatcaaatttaagtttatcatatbgaggoegggoacggtggotcatatatgggattacatgoetygt
aatcccageactttgggaggecaaggeaattggatcacctgaggtcaggagttccagaceagoctggocaacatygg
tgaaaccecttctetactaaaaaatacaaaaaatecagocaggtgtgatggecacgegtetataatoccagetactea
ggaggctgaggcaggagaatcacttgaaccecaggaggtggaggttgoagtgagetaagattgcaccactgcactoc
agcctaggcgacagagtgagactecatctcaaaaaaaaaaaaagaagtttattatatgaattaacttagttitact
cacaccaatactcagaagtagattattaccreatttattgatgaggagoeccaatgtacttgtagtgtagatcaact
tattgaaagcacaagetaataagtagacaattagtaattagaagtcagatggtetgagetotectactgtetacat
tacatgagetettattaactggggactogaaaatcaaagacatgaaataatttgtecaagettacagaaccaccaa
gtagtaaggctaggatgtagaccecagttctgetacctotgaagacagtgttttttoracagecaaaacacaaactca
gatattgtggatgcgagaaattagaagtagatattectgecctgbggeecttgettettacttitacttettgteyg
attggaagrtgtggtecaagcecacagttgoagaccatacttecctcaaccataattgratttetbtcaggaaagttty
agggagaaaaaggtaaagacaaatttagaaacaacticagaataaagagatttctettgggttacagagattgte
atatgacaaattataageagacacttgagaaaactgaaggccecatgcectgeocaaattacectiigaceoet gyt
caagetgcaactttggttaaaggeagtgtitatgtgttatagtgttcatttactettctggtetaacccattgget
ccgtetteatoctgeagtgacctcagtgeocteagaaacatacatatgtttgtetagtttaagtttgtgtgaaatte
taactagcgtcaagaactgagggeactaaactatgciaggaatagtgetgtggtgotgtgataggtacacaagaaa
tgagaagaaactgeagattetetgeatetocetttgecgggtctgacaacaaagtttececaaartttaccaatge
aagccatttctccatatgctaactactttaaaatecatttggggettcacattgtetttctcatetgtaaaaagaat
ggaagaactcattectacagaactecctatgtettococtgatgggctagagttoctetttctcaaaaartagecat
Lallgtatttoecttotaagoocaaagotcagaggtctigtattgeccagtgacatgeacactggtcaaaagtaggct
aagtagaagggtactttcacaggaacagagagcaaaagaggltoggalygaalgagagggtaagtgagaaaagacaaat
gagaagttacaacatgatggcttgttgtctaaatatcticctagggaattattgtgagaggtctgaatagtgttgta
aaataagetgaateotgetgecaacattaacagtcaagaaatacctecgaataactgtacctocaattattetttaa
ggtagcatgraactgtaatagttgeatgtatatatttatcataatactgtaacagaaaacacttactgaatatata
ctgtgtccctagttetttacacaataaactaatctecatoctcataattectattagetaatacatattatcatecta
tatttcagagacttcaagaagttaagcaacttgctcaagatcatctaagaagtaggtgghatitctgggeteatnt
ggccccteoctaatctetcatggcaacatggetgoctasagtgttgattgecttaattcatcagggatgggeteata
ctcactgcagacctiaactggcatcctettttettatgtgatetgectgacoctagtagacttatgaaatitetga
tgagaaaggagagaggagaaaggcagagctgactgtgatgagtgatgaagylgoect tetcatctgggtaccagtgyg
ggectcotaagactaagteactotgtoteactgtgtettagecagttocttacagettgecctgatgggagatagag
aatgggtatectcocaacaaaaaaataaatttteatttctcaaggteocaacttatgttttcttaatitttaaaaaaa
tettgaccattetecactetcbazaataatecacagtgagagaaacatcttttecoccateccataaatacetet
atraaatatggraaatctgggoatggtgtctcacacctgtaatoccageactttgggaggetgaggtgggtggact
gettggagctcaggagttcaagacecatcttggacaacatggtgatacectgactoctacaaaaagtacaaaaattag
cetggeatggtggtgtgcacctgtaatoecagetattagggtggetgaggeaggagaattacttgaacecgyggagy
cgygaggttygcagtgagctgagatcgtgcoccactgcactecageetgggyggacagagecacattataattaactgrtat
tttttacttggactettgtggyggaataagatacatgttttattcttatttatgattcaagcactgeaaatagtett
tagcatccagcaggtygcttceaaaaccattigetgaatgattactatactttttacaagctcagetecectctatece
ttecageatecteatetetgattaaataagettcaghttttecttagttoctgttacatttetgtgtgtetecatt
agtgaccteccatagteocaagratgagoagttotggecaggoooctgtoggggtecagtgececaccecegecttet
ggttctgtgtaaccttotaagraaaccettoctggetcaagoacagraatgetgagtocatgatgagteatgotgacge
ttagggtgtgtgcceagatgttotocageoctagagtgatgactecctatetgggtecacageaggatgottacagoge
agatggcaaaaaaaaggagaagctgaccacctgactaaaactceacctcaaacggratcataaagaaaatggatge
ctgagacagaatgtgacatattctagaatatattatttcctgaatatatatatatatatacacatatacgtatata
tatatatatatatatatttigttgttatcaattgccatagaatgattagttattgtgaatcaaatatttatetigea
ggtggccetetatacctagaagoggeagaatcaggetttattaatacatgtgtatagatttttaggatctatacaca
tgtattaatatgaaacaaggatatggaagaggaaggcatgaaaacaggaaaagaaaacaaaccttetttgecatet
taaggeaccoctggacagetaggtggeaaaaggectgtgetgttagaggacacatgetcacatacggggteagate
tgacttggggtgetactgggaagetoctocatcttaaggatacatcocaggecagtebtggtgeat taggaagatgta
ggcaactetgatoctgagaggaaagaaacattcctccaggagagctaaaagyggt tcacctgtgtgegtaactgtga
aggactacaagaggalgaaaaacaatgacagacagacataatgcecttgtgggagaaaaaacaggagctcaaggggat
agagaaggcttccagaagaatggctitgaagetggettectgtaggagtteacagtggcaaagatgtttcagaaaty
tgacatgacttaaggaactatacaaaaaggaacaaatttaaggagaggcagataaattagttcaacagacatgcaa
ggaattttecagatgaatgttatgtcotecactgagettettgaggttagecagotgtgacggttttgcaggcccagyga
cccattacaggaccteacgtatacttgacactgtittttgtattcatttgtgaatgaatgacctettgtcagteta
cteggtttegetgtgaatgaatgatgtettgtcagectacttggtttegetaagageacagagagaagatttagty
atgctatgtasaaacttectttttggticaagtgtatghttgtgatagaaatgaagacaggctacatgatgoatat
Cctaacataaacacaaacattaagasagdaaatcaacctgaagagtatttatacagataacaaaatacagagagtga
gttaaatgtgtaataactgtggracaggcrggaatatgagecatttaaatcacaaatrtaattagaaanaaaacagh
ggggaaaaaattcratggatgggtcragaaagactagcattgttittaggttgagtggcagtgtitaaagggtgata
tcagactaaacttgaaatatgiggctaaataactagaatactetttattttttogtatcatgaatagragatatay
cttgatggeoccatgettggtttaacatecttgetgttocotgacatgaaatccttaattittgacaaaggygetat
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tcattttcattttatattgggeoctagaaattatgtagatggtectgaggaaaagtttatagettgtotattiotet
ctctaacatagtitgteageacaatgectaggetataggaagtactcaaagottgtiaaattgaattetatecttet
tattcaattctacacatggaggagaaactcatcagggatggaggcacgectetaaggaaggeaggtgtggetotge
aglgtgattgggtacttgcaggacgaaqgatggggtaggagtyggetaaccttccattectagtgeagaggteacag
cctaaacatcaaattocttgaggtgeggtggcteactectgtaatcacagecagtttgggacgcraaggtgggcaga
tcacttgaggteaggagttggacaccageecagecaacatagtgaaacctggtctctgettaaaaatataaaaatt
agctggacgtggtgacgggagectgtaatecaactacttgggagget gaggcaggagaategertgaaceggggag
gtggagtttgeactgageagagateatgecattgecactccagecteocagagogagactetgtctaaagaaaaacga
daacaaacaaacaaacaaacaaacaaaaccecatcaaartccctgaccgaacagaattetatotgattgttectetaa
cttatctaccattttecctocttaaagaaactgtgaacttecttcagetagaggggectggoctcagaagectetag
tcagcatccaagaaatacttgatgteactttggetaaaggtatgatgtgtagacaagetccagagatggtttctea
tttccatateccacecaccragetttocaattttaaageoccaattctgaggtagagactghgatgaacaaacacettyg
acaaaattcaacccaaagacteactttgoctagettcaaaatocttactcigacatatactcacagecagaaatta
geatgcactagagtgtgcatgagtgeaacacacacacacaccaattecatattetoetgteagaaaatectgttggt
ttttegtgaaaggatgttttcagaggctgaccecttgecttcacctececaatgotaccactetggtctaagtoactg
tcaccaccacctaaattatagectgtigacteataacaatettectgettetaccactgocccactacaatttette
ccaatatactatcecaaattagtcetttteaaaatgtaagtecatatatggtcacectetttgttcaaagtcttetgata
gtttectatatcatttataataaaaccazatecttacaattctctacaatagttgbteatgeatatattatgtita
ttacagatacatatatatagctetcatataaataaatatatatatttatgtgtatgtgtgtagagtgrotortetre
acaactctatgatgtaggtattattagtgtcccaaattttataatttaggactictatgatotecatotittatict
cececttcacogaateteatectacattggecttatigatattecttgaaaattctaageatcttacatctttaggy
tatttacatttgecrcattcoctatgecctaaatatttaatcatagtttecatataaatgggttecteatcatotatygg
gtactctctcaggtgttaactttatagtgaggactitectgecatactacttaaagtagecgataccectttecacect
gtcctaatcacactcectggectteatttecagththtttttttttetomatageacotaatotocattggtatataacat
gtttcatttgettatttaatgtcaagetetttecactatcaagtccatgaaaacaggaactitattectetattct
gtttttgtgctgtattcttagecaattttacaattttgaatgaatgaatgagcagtcaaacacatatacaactataa
ttaaaaggatgtatgctgacacatccactgctatgeacacataaagaaalcaagtyggagtagagetygaaglygetaa
geotgeatagagetagttagecctocgeaggeagageettgatgggattactgagttectagaattggacteatttg
ttttgtaggctgagatttgectettgaaaacttgttetgacraaaataaaaggctcaaaagatgaatatcgaaacca
gggtgttttttacactggaatttataactagagcacteatgtttatgtaagcaattaattgtticatcagtcaggt
aaaagtaaagaaaaactgtgccaaggeaggtagactaatgoaatatgecactaaagtaaacattrartteataggty
tcagatatggcttattcatecatcttcatgggaaggatggecttggectggacatecagtgttatgtgaggttcaaa
acacctctaggetataaggcaacagagetoctettttttttttctgtgetttectggotgtccaaatetctaatga
taageatacttctattcaatgagaatattctgtaagattatagttaagaat tytyyygagecattoogtetecttata
gttasatttgagcttottttatgatcactgtttttttaatatgetttaagttctggggtacatgtgeocatggtggt
ttgetgeacocatcaaccegteatctacattaggtatttctectaatgoctatocttecoectagesceecaceecea
acaggeceecagtgtgtgatgttececteoctgtgtecatggatcactggtitbbbttigtttttettettttttta
aagtctcagttaaatttttggaatgtaatttattttaoctggtatocctaggacttgeaagttatctggtcactttag
ccctcacgttitigatgataatcacatatitgtaaacacaacacacacacacacacacacacacatatatatatata
taaaacatatatatacataaacacacataacatatttatcgggcatttctgagcaactaatcatgeaggactetea
aacactaacctatagccottttctatgtatctactigtgtagaaaccaagcegtggggactgagaaggcaatagcagyg
ageattetgactetcactgectitagotaggococteoectcatcacagetcagecatagtectgagetaettatetat
atccacacacagtttctgacgetgeccagetatcaccateeocaagtetaaagaaaaaaataatgggtttgeccate
tctgttgattagaaaacaaaacaaaataaaataageecctaagcetcoccagaaaacatgactaaaccagecaagaaga
agaaaatacaataggtatatgaggagactggtgacactagtgtotgaatgaggotigagtacagaaaagaggetct
agcagcatagtggtttagaggagatgttictticcttcacagatgecttagectcaataagettgeggttgtggaa
gtttactttcagaacaaactoctgtggggetagaattattgatggetasaagaagececgggggagggaaaaatcat
tcagcatcctcacccttagtgacacaaaacagagyggggectggtittecatatttectcatgatggatgatctegt
taatgaaggtggtetgacgagatcatbgeticttccatttaagecttgctcacttgecaatectcagttitaacct
tctecagagaaatacacattttttattcaggasacatactatgttatagtttcaatactaaataatcanagtactg
aagatagratgrataggcaagaaaaagtecttagetttatgttgetgttgtttoagaatttaaaaaagatcaccaa
gtraaggacttctecagttctageactagaggtggaatettageatataatcagagotttttcaaaatttotagaca
taagattcaaagecctgeacttaaastagtctcatitgaattaactetitatatagattgaaagecacatictgaac
tacttcagagtattgtttratttctatgtrertagtteataaatacattaggeaatgecaatttaattaaaaaaace
caagaatttctragaattttaatcatgaaaataaatgaaggcatetttacttactcaaggtcccaaaaggtcaaag
aaaccagygaaagtasagetatatittcagecggaaaatgggatatttatgagttttotaagttgacagactcaagtett
taacctteagtgeecatcatytaggaaagtgtggcataactggetgatictggetttotactectttteccatta
aagatccoteoctgottaattaacattecacaagtaactetggtigtactttaggracagtggetecccgaggtecagte
acacaataggatgtetgtgetecaagttgocagagagagagattactettgagaatgagectcagecotggeteaa
actcacctgcaaacticgtgagagatgaggcagaggtacactacgaaageaacagttagaagctaaatgatgagaa
cacatggactcatagagggaaacaacgecatactggggectatcagaqgytygaggotgagagaaggagaggatecag
gaaaaatcactaatgdgatgctaagcgtaatacctgagtgatgaegatcatctatacaacaaacccocttgacatica
tttatctatgtaacaaacctgeacatectygtacatgtaccoctgaacttasaataaaagttgaaaacaagaaagca
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acagtttgaacacttgttatggtetattetctcattctttacaattacactagaaaatagecacaggetostgoa
aggragcecacagaattitatgacttgtgatatecaagtcattectggataatgoaaaatctaacacaaaatcacta
gaatcatttigcotracatctatttitgttctgagaatatagatttagatacataatggaagcagaataatitaaaat
ctggclaatltagaalecctaagecagetcttticctatcagtggtttacaagecttgtitatatttotoctatttta
aazaatazaaatasagtaagttatttgtggtaaagaatattcattaaagtatttatttcttagataataccatgaaa
aacattcagtgaagtgaagggcectactttacttaacaagaatctaatttatataatttttcatactaatagcatct
aagaacagtacaatatttgactettcaggttaaacatatgtecataaattagecagaaagatttaagaaaatattygy
atgtttecttgtttaaattaggeatettacagtttttagaatoctgecatagaacttaagaaattacaaatygctaaa
gcaaaccraaacaggeaygaattaatctteategaatttgggtgtttetttctaaaagtectttatacttaaatgt
cttaagacatacatagattttattttactaattttaattatatagacaataaatgaatattcttactgattacttt
tteogactgtcotaatetitetgatctatoctggatggecataacacttateteotetgaactttgggectetaatat
aggaaagaaaagraataatocatttticatyggtatctcatatgataaacaaataaaatgettaaaaatgageaggt
gaageaatttatcttgaaccaacaagcategaageaataatgagactgeocgeagoctacctgactictgagteag
gatttataagocttgttactgagacacaaacetygggectttcaatgotataacctttcttgaagetootecctace
acctttagecataaggaaacatggaatgggtcagatccectggatgcaagecaggtetggaaccataggeagraagyg
agagaagaaaatgtgggctctgecaactggetecgagggagoaggagaggatcaacecratactotgaatctaagag
aagactggtgtcecatactcectgaatgggaagaatgatgggattacccatagggettgtrttagggagaaaccogtte
tccaaactettggecitgagataccetyggtecttattocttggactttggeaatgtetgaccetcacattcaagtte
tgaggaagggccactgecttcatactgtggatctgtagecaaattccooctgaaaaccragagetgtatettaattg
gttaaaaaaaattatattatctcaacgactgttotictotgagtagocaaccotcageottggttcaagetacaagoa
getgagotgettottgtetagteattgttoctittatttecagtggatcaaatacgttcttteccaaacctaggatctt
gtettectaggetatatattttgtocccaggaagtcttaatetggggtecacagaacactagggggetgotgaagtt
tatagazaaaaaatctgtatttttacttacatgtaactgaaatttageattttettctactttgaatgoaaaggac
aaactagaatgacatcatcagtacctattgeatagttataaagagaaaceacagatattttcatactacaccatag
gtattgcagatcottttgtitttgtrttgtitgagatggagtttegetettattgoocaggetggagtgeagtgg
catgatttceggetcactgcaacctoccctiectgeattcaageaattctoctgectiggoctoctgagtagotggy
gattacaggcacctygecaccatgecagtctaatitttgtatttttagtagagatggggttlegecatgtiygecay
getggtettgaactoctgacctcagatgatctgecegecttggectectgaagtgetgggat tataggtgtgagee
accacgoctggeeocattgeagatacttitaattecacatttatetgeatcactacttggatcttaaggtagetgtag
acccaatectagatctaatgetttecataaagaagcaaatataataaatactataccacaaatgtaatgtttgatgt
ctgataatgatatttcagtgtaattaaacttageactectatgtarattatttgatgoaataaaaacatattttte
tagracttacagtctgecaaactggectgtgacacaaaaaaagtrttaggaattectggttttgtetgtgttageca
atggttagaatatatgctcagaaagataccattggttaatagctaaaagaaaatggagtagaaattcagtggectyg
gaataataacaatttgggcagtcattaagtcaggtgaagactitotggaatcataggagaaaagcaagygyagacatt
cttacttgecacaagtgtttbttbtttttttittttitatcacaaacataagaasatataataaataacaaagtca
ggttatagaagagagaaacgctettagtasacttggaatatggaatcococaaaggeacttgactigggagacagga
geratactgetaagtgaaaaagacgaagaacctctagggectgaacatacaggasattgtaggaacagaaattoot
agatctbggtggggeaaggggageccataggagaaagaaatggtagaaatggatggagacggaggeagaggtggacag
atcatgaggtcaagagatcgagaccatcotggraaacatggtgaastocegtctectactaaaaataaaaaaattay
ctgggcatggtggeatgegoctgtagtoccagetgeotegggagygctgaggcaggagaatcgtttgaacccaggagyg
cgaaggttgeagtgagctgagatagtgccattgoactecagtetggeaacagagtgagactecgtctcaaaaaaaa
aaaasaaagaaagaaagansaagadaaaganaaaagaaaaaataaatggatgtagaacaageccagaaggaggaacty
ggetggggeaatgagattatggtgatgtaagggacttttatagaattaacaatgetggaatttgtggaactetyget
tctattatteccccaateattacttctgtcacattgatagttaaataatttetgtgaatttattoccttgattetaa
aatatgaggataatgacaatggtattataagggcagattaagtgatatageatgageaatattettcaggoacatg
gatcgaattgaatacactgtaaatceccaacttccagttitcagetetaccaagtaaagagctagcaagtcatcaaaa
tgyggygacatacagaaaaaaaaaaggacactagaggaataataraccctygactectagectgattaatatatecgatt
cacttttttcteotgtttgatgacaaattctggetttaaataattttaggattttaggettetecageteccttecca
gtgagaagtataagraggacagacaggcaageaagaagagageocccaggcaatactcacaaagtagecaatygtoce
ctgtggteatagagaaatgaaaagagagaggattctctggaagroactggatgtaatotttictgtetgtectetet
agggaatcacccecaaggtactgtactttgggattaaggectttagteccactgtggactacttgetattetgtteag
tttctagaaggaactatgtacggtttttgtctcoctagagaaactaaggtacagaagttttgtttacaatgeacte
cttaagagagctagaactgggtgagattctgttttaacagetttattttettitteektggecctgttrtttgtcact
gtcaccacctttaaggraaatgitasatgecgetttggetgaaactttttttectatittgagatttgetectttat
atgaggctttcttggaaaaggagaatgggagagatggatatcattttggaagatgargaagagggtaaaaaagggg
acaaatggaaatttgtgttgragatagatgaggagecaacaasaaaagagectcaggatccagecacacattatcaca
aacttagtgtccatcocatcactgetgaceotetecggacetgactccaccectgagggacacaggteagecttgac
caatgactitttaagtaccatggagaacagjygggecagaacttcggeagtaaagaataaaaggccagacagagaggo
agcagcacatatctgcttoegacacagetygcaatcactageoaagetctecaggectggeatecatggtgeattttact
gctgaggagaaggctgecgtractagectgtggageaagatgaatgtggaagaggetggaggtgaagecttgggea

attttttgeatctectaattttgtatctgatatggtgteatttcatagactoctegtbgtttaccoctggacecaga
gattttttgacagectttggaaacctgtegicteectetgocateoctgggecaaccccaaggtcaaggeccatggeaa
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gaaggtgctgacttcectttggagatgetattaaaaacatggacaaccteaageccgectttgetaagetgagtgag
ctgcactgtgacaagetgeatgtggatoctgagaacttcaaggtgagtteaggtgoetggtgatgtgatttettgge
tttatatttitgacattaattgaagcrcataatcrtattggaaagaccaacaaacatctcagaaateatgggtegag
ctigatgtitagaacagcagacttictagtgagcataaccaaaacttacatgattcagaactagtgacagtaaaggac
tactaacagectgaatiggettaacttttcaggaaatcttgoccagaacttgatgtgtttatcccagagaattgtat
tatagaattgtagactigtbgaaagaagaatgaaatttggettttgetagatgaaagtecatttcaaggaaatagaa
atgcettattttatgtgggtecatgataatigaggtttagaaagagatttttgecaaaaaaaataaaagatttgctea
aagaaaaataagacacattttctaaaatatgttaaatttcoceccatcagtattgtgaccaagtgaaggettgtittecg
aatitgttggggattttaaactcecgetgagaactctitgcageacteacattetacarttacaaasattagacaat
tgcttaaagaaaaacagggagagagggaacccaataatactggtaaaatggggaagggggtgaggstgtaggtagyg
tagaatgttgaatgtagyggctcatagaataaaatigaacctaagetcatctgaatttittgggtgggracaaacct
tggaacagtittgaggtcagggttgtctaggaatgtaggtataaageegtttttgtttgttgtttottttttcate
aagttgtttiteggasacttctacteaacatgectgtgtgttatittgtecttttgectaacagetectgggtaacgt
gatggtgattattctggctacteactitggecaaggagttcaceoctgaagtgcagygctgectggeagaagetgetyg
tctgetgtegecattgecectggococcataagtaccactgagtbatertocagtttgoaggtgt toctgtgacootga
caccctectbetgcacatggggactgggotiggecttgagagasagecttotgtttaatagagtacattttotteca
gtaatcaaaaatigeaattttatetoctecatettttactettgtgttaaaaggaaaaagtgttcatgoggergagy
gatggagagaaacataggaagaaccaagagcttcoccttaagaaatgtatgggggettgtaaaattaatgtggatett
atgggagaattcecaggattecaaggaggatgatatgatggagaaaaatctttatcggggtgggaaaatggttaatt
aagtggacagagactoctaggeagtttttactgraccggggaaagaaggagctgttagtggtacetgagaaageay
atttgtggtacatgtcacttttecattaaaaacaaaaacaaaacaaaacaaaacttcatagatatccaagatatagy
ctagaattactattttaatttactcttatttacattttgaagtagctagettgtecacatgttttatgaaattgatt
tggagataagatgagtgtgtatcaacaatagectgetocttteccatgaaggatteccattatttcatgggttagetga
agctaagacacatgatatcattgtgcattatettctgatagaatgtaacatgcactaaaataaagttagagttagg
acctgagtygggaaagttttiggagagtgtgatgaagactttccgtgggagatagaatactaataaaggcttaaatt
ctaaaaccageaagetagggettcogtgacttgeatgaaacoggetctotggaagtagaagggagagtaagacatac
gtagaggactaggaaagaccagatagtacagggectggotacaaaaatacaagettttactatgetattgeaatas
taaacgataagcattaggatgttaagtgactecaggaaataagattttgggaaaaagtaatctgottatgtgeacaa
aatggattcaagtttgcagataaaataaaatatggatgatgattcaaggggacagatacaatggttcaaaceccaayg
aggagcagtgagtctgtggaatttgaaggatggacaaaggtggggtgagaaagacatagtattcocgactgactgtgyg
gagatgagaaggaagaaggaggtgataaatgactgaaagctoccagactggtgaagataacaggaggaaacecatygs
actgacctggtgacteteatgtgtygaagggtagagggatattaacagatttactttttaggaagtgebtagattgge
cagggagttttgaccttoaggtottgtgtetttecatatcaaggaacctttgeatttteccaagttagagtgecatat
tttggcaaatataactttattagtaattttatagtgetetcacattgatcagactrtttoctgbgaattactttty
aatttggctgtatatatcragaatatgggagagagacaaataattatigtagttgraggetatoaacaatactggt
ctctotgagecttataacctitcaatatgeccataaacagagtaaacagggattastcatggeactaaatatttte
acctagtcagtcaacaaatgggagcaatgtgeatittttgatacatactittatatatttatggggtacatgtgat
acttacatgcectagaacatgtgatgattaagtctagatatttaggatatecattgetitgagecatrttatcatttet
atgtattgagaaaatticaaatecteatttctagecattttgaaatatataataaatagtaattaactatagtcas
cectactcaaatatcaaacattatggettaatectictatcecaactgtgtttgtacctattaaccaacatetettaa
atcccecteccatacacacteacacttittccagectctgataactateattectactctictaccaccatgagaceea
cttrtttagetoccacagatgaataaaaacatgtgatatttgactttotgtatctggoettatittattatotatet
cttiggcataccaagagbttgtttttgttctgetteagggetttecaaitaacataatgacctoctggitecatecat
gttgctacaaatgacaagatttcattottittcatggcaaaatagtactgtgcaaaaatacaatttittaatcogt
tcatctgttgatagacacttaggttgatcccagaccttaactattgtgaatagtgettecaataaacatgagtgtaa
tgtgtecattggatatactgattteoctttettitggataaataaccactagtgagattgetggattgtatgatagt
tectgrotbttagrttactgagaaatettcatactgtbtitocataatggttgtactattttacattcccaccaacagt
gtgtaagaaagagttecctitictccatatectcacaaggatetgtattttttgtettttttgttaatagecegtt
tlaactagagtaagtagatatctbcattgtagtrttgattigecattococtgatecattagtgatgitgagaateete
tcatatgtttgttggtecatttgtatatcttttictgagaattgtetgttecatgtccttagectactititattygy
attgtttgttattttettgataatctatitgtgtteattttagagectggatattattettetgtecagatgtatag
attgtgaagattttctoccactotgtgggtigbetgtttattetgeagactettecttttgocatgecaaaagetet
ttagtttaatttagtecccagatatttbettigtttttatgtatttgeatttgtgttettggtcatgaaatectite
ctaagcraatgtgtagaagggtttttocgatgbtatttictagaattgtitacagtttcagggeztagatttaagte
cttgatccatcttgagttgatttttgtataaggtgagagatgaagatcocagtttecattctectacatgtagetoge
cagctatcecoecgcaccatbtgttgaatagggtgecctttececcractttatgittttgtttgoetttgtecaaagatea
gttggatgtaagtatttgagtttattbctgggttctetattetgttecattggtegatgtgectatttgtacacea
geatcatgetgttttggtgactatggocttattgtatagtttgaaatgaggtaatgtaatgecttecagattgtte
trtttbttagacttgettgtttattgggetecttttttggttccataagaattttaggattgttstttotagttetyg
tgaagactaatggtggtattttgatgggaattgeaatgaatttgtaggttgettetggeattatggecatttteac
aatattgattctacccatctatgagaatggeatgtgtttecattotttgtgtottatatgattactttcageogt
gttttgtagrittooctigtagatgleltlcacctectiggttaggtatatattococtaagttttogttttgetttgt
tttgttttttgeagetattgtaasaaggggttgagttcttgattttattctcagecttggtcattgetggtatgtaay
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aaagcaactceattggtgtacgttaattttgtatccagaaacttgetgaattattttatcagttctagggggtitt
ggaggagtctttagagttttctacatacacaatcatatcatcageaaacagtgacagtttgacttbctectttasaca
atttggatgtgetttactigttbtetotigtetgatigetecttgetaggacttoccagtaatatgttaaagagaagty
gtgagagtgggtatcecttigtcbeaticcagtittcagacagaatgettttaactttttecccattcaatataatgtt
ggctgtgtgtttaccatagetggctittattacattgaggtatgtectttgtaaaccgattttgectgagttttagt
cataaagtgatgttgaatitttgttgaatgeoagtttotgtggetatitgagataatcacatgatttttgtttecastt
ctettratgttgtgtatcacacttabtgacttgegtatgttaaaccatoegtgeatocotegeatgaaaccecactt
gatcatgggtittgatatgetgteggatgotattagetagtattttgtcaaggatgbtggecatetatgttcatecag
ggatattgatctgtagtgttttotitttbtoggttatgtocttteccagtittggtattaaggtgatactggettca
tagaatgaltttagggaggattctctecltictctatettgtagaatactgtcaataggattggtatcaattectictt
tgaatgtctggtagaattcagcotgtgaatetatetggtectggacttttttgttgttggtaaattittattateat
tteagtettgetgottattactggtotgttcagggtatctaattcttoctgacttaagetagageectgtatettt
ccaggaattogaacgtotoctttaggttitootagtttatgeatgtaaaggtgtteatagtagecttgaataatett
ttgtatttetgtggtatcagtaatagtatctectgbrttgtitetaattgaghittatttgeacttetetectettt
tettggttaatcttgotaatggtotatcagttrtatttatcttttcaaagaaccagetttttatttcatttagett
ttgtattttttigocagttgtitttaatttecatttagttctecoctcttatettagtitattcoctttcttttgetgygtt
ttggttetgtttgtttitgtitetctagtotettgtggtgtgaccttatattgtetgtetgtectettteagacte
tttgacatcegacatttagggetgtygaactoteocttbttageaccatetitgetgtatectagaggttttgataggtt
gtgtcactattgtoggtcagttcaagtaattttgttgttottattatactttaagttetgggatacatgtgeagaa
tgtgeaggtitgttacataggtatagatgrgecatggtggtttgectgeacecatcaacctgtecatectacattaggt
atttcttttaatgttatecctctoctaaccocctcacecccoccgacaggeecectggtgtgtgatgttecocctecctgt
gtccatgtgttctocatigttoaactococacttatgagtgagaacgtgtggtgtttggtttctctgttectgigtta
gtttgctcagaatgatggtticcaccttecatecatgtecctgeaaagacatgaactcatecatttttatggotgeat
agtattcecatggtgtatatgtgoecacattotetttatecattatatecgetgatggecatttgggttggttecaagt
ctttgctattgtgaatagtgccacaataaacatacgtgtgeacgtgtetttatagtagaatgatttctaatticttt
gggtatatacccagtaatgggattgetgggteaaacagtatttetggttetagatecttgaggaategecacacty
tctteocacaatggitgaactaatttacacacccatcaacagtgtaaaatttttoctattcttccacatcecteteca
gracctittgtttoctgactitttaataattgccattctaactggecatgagatggtatctecattgtggtitigatt
tgcatttctctaatgaccagtgatgatgagettocttttcatgtgtttettggecacataaatgacttectttagaga
agcatctgttecatatcctttgtecactttotgatggggtegttaggttttttettgtaaatttgttgaagttettt
gragattttggatgttageceoctitgtcagatggatagattgeaaaaattttotoccattotgtaggttgectgtte
actctgatgatagtcetitigetgtgragaagetetttagtttaattagateccatatgteaattttggectetget
gtcattgettttgatgtiitagtcgtgaattittgeccatgectatgbectgaatggtattgectaggtratettc
taggatttttatggttitaggtigeacatitaagtctttaatbtccaccttgagttaatttitgtataaggtgtaagg
aaggggtacagtttcagtittatgecatatogetagecagtttticcagcaccattfattaaatagegaattettte
tccattgettttgtgatgttigtoaaagateagatggtegtagatgtgtggecattatttectgaggettoctgttictyg
ttccactggtctatatatetgttttyggtaccagtaccatgetgtttttgttactgtagecttgtagtatagtttga
agtcaggtagcatcatgcctccagctttgrtoctrtiogtttaggattgtettggetatatgggotctLttttgate
ccatatgacatttaaagtagttttttctaatictttgaaaaaagtcagtggtagettgatggggatagecattigaat
ctataaatbactttgggcagtatggocatittaaagatattgattetitctatectatgagecatggaatgtttttce
atttgtttgtgtcctctcttatttecttgagecagtgagtggtttgtagectetecttgaagaggttecttcacatcee
ttagaagtigtatttctaggtattttattitattcbetttgeageaattgtgaatgggagt tcacceatgatttgy
ctctetgettgtctattattggtgtataggaacgettgtgatttctgeacactgattttgtatecttgagactttge
tgaagctgttatcagcttaagattttgggctigagatgacagggtctictaaatatacaatcatgrecatctgceaa
cagagacaatttgacttectetettoctatttgaatatgetttatttetttctettgectgattgtectggcgaga
acttccaatactatgttgagtaagagtagegagagggcatecttgtettagbgecggttttcaaagcaaatgattty
taaatttccatcttgatticattgttgacccaatgatcaticaggageaggttatttaatttccctgtatttgeat
ggttttgaaggttoctttigtagtigattoocaattttattotactgtggtetgagagagtgotteatataattte
aatttttaaaaatttattgaggettgtttigbggeatatcatatggectatettggagaaagttecatgtgetgat
gaatagaatgtgtattctgcagttgttgggtagaatgtcctgtaaatatecbtgttaagtccatttgttotttaaate
cattgtttcotttgtagactgtocttgatgacctgectagtgcagtcagbtggagtattgaagtececocecactattatta
tgttgctgtctagtctagtagtaattgttttataaattbtgggatctecagtattagatgeatatatattaagaate
gtaatattctcecccattggacaagggettttatcattatatgatgtecctetttgtoctitittaactgetgtttett
taaagtttgttttgtetgacataagaatagetgetttggectegettttggtgticcatttgtgtggaatgteatttt
ccaccectttaccttaagtttatgtgagtecttatgtgttaggtgagtctectgaaggeggeagataactggttgy
tgaattottatteattctgeaatteobgtarcttttaagtggageatttagtecatttacattcaacatcagtattyg
aggtgtgaggtactattceatbettogtggtatttgttygectgtgtatetttttatctgtatttitgttgtatatyg
toectatgggatttatgetttaaagaggtictgtttgatgtgettecagggtttatttcaagatttagageteott
trtatcagttettgtagtygttggettggtagtgecgaattctetecageatttgtttttetgaaaaacactgtgtatt
ttcttecatttgtgaagecttagtttecactggatataaaattottggetgataattgtttitgtttaacaaggetgaag
atagggccatattcacttctagettbtacggtttctgetgagaaatctgetgttaatctgataggttttctttcat
aggttacctggtagtitcacchcacagectocttaagattctetttgtctttagataactttggatactetgatgaca
atgtacctaggeaatgatattitigraatgaattteccaggtgittatbtgagettotigtatttggatatoctaggt
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ctctagraaggtgggggaagttttocttgattatttecctggataagttttccaaacttttagatttotottetet
ctcaggaatgectgattattcttaggtitgattgtttaacataatcccagatttettggaggetttgitecatatttt
cttattcotrtttbeotttgtettigtitggattgggttaattcaaaaactttgtettcaagetetgaatttcttetyge
ttggattctattgetgagactttctagageattittgecatttctataagtgcatecatteateccattghttectaa
gttttgaatgttttbtatttatgetatctetitaactgaagatttcteccecteatttcttgtatcatatttttegt
ttttttaaaattggacticaccttecteggatgectecttgattagettaataactgaccttctgaattatttte
aggtaaatcagggatrttottottggtriggatgrattgotggtgagetagratgatttrttgggggatgttaaaga
accttgtttttcatattaccagagttagtittetggttocttcteacttgggtaggetetgteagagggaaagtct
aggcctcaaggcetgagacrtitgtoccatgaggtgtteccttgatgtageacagrcceectttectaggegtegy
gettectgagagecgaactgtagtgattgttatctectettetggateoagecaccecatcaggtetacragacteea
ggctggtactggggtttgteotgeacagagtcttgtgacgtgaaccatctgtgggtctctcagecatagatacaace
acctgctccaatggaggtggcagaggatgaaatggactetgtgagggtecttact et tggttgttcaatgeactat
ctttgtgotggitggectoctgocaggaggtggeactttoctagaaageatcageagaggcagtcaggbggtggtgg
ctgggggggctggggcaccctagaactcccaagaatatatgecctitgtetteagetaccagggtgagtaaggaay
gaccatcaggtggggycaggactagtogtgtectgagetcagagtecteotigggeaggtetttetgtggetactety
ggaggatgggggtgtagtttecaggtcaatggatttatgtieoctaggacaattatggetgectotgebgtgteaty
caggtcatcaggaaagtgggggaaagcaagcagtcacgtgacttgecccagetecccatgecaactcaaaaggtigete
tcacttccagcgtgcaccectecoocgraacagcacegaatetgtttocatgeagtcagtgagecaaggctgagaact
tgooocaggetaccagetgogaaaccaagbagggetgtectacttecctgecagtggagtetgeacaccaaattoa
tgtceococcaccaacecccccactgececageecctagatetggecaggtggagattttetttttectgtecatettt
tcccagttoctotggeagoecteccaaatgaccectgtgaggcaaggeagaaatggeitoctaggggacecagaga
geccecacagggettittecoygetgetteotetaccectgtattitgettggecctetaaattgactecagetecagota
aggtecagaatettctectgtggbetagatettcaggttceccagtgaggatgtgtgtttgggggtagacggtecee
cttttecacttecacagtitgggeactcacaatatttggggtgtttecogggtectgoaggagoaatctgeticett
toagagggtgtgtgogttetotecagotttottgatttatttoctgroaggtggttetgeaaaaaaaattoctgatggy
agacttcacatgctgcectectgtgecatecgagtgggagetigcaatgtactictgetygectaccatetgecatcacect
ctaatttgteggtaatatgeattittaatcaatcttttittectetetetetetitttettctececcaaaactata
ctygecctittgatatcaaggaatcaaggacgtgatgttgaggggtgggeagtggatacactetitaceoccttaggga
getatatctagatitagatattgecaattcaagataacttaattgaaagcaaattcataatgaatacacacacaca
cacacacatctygeatgacaagatttttaatagttgaaagaataactaataattgtccacaggeaataagyggetttt
taagcaaaacagttgtgatasacaggtcattcettagaatagtaatccagecaatagtacaggttgettagagatta
tgtcattaccagagttaaaattctataatggettetcactecctaccactgaggacaagtttatgtecttaggtt
atgcticcctgaaacaataccacctgctatoctccactttacatatcaacggeactggtetttatctaactetet
ggcacagcaggagtttgttttectictgettcagagetttgaatttactattbcagettetaaactthatttggeaa
tgecetbeccatggeagattectictgbcattttgectoctgticgaatacttictocttaattteatocttagttaa
taatatctgaaattattttgttgtttaacttaatbattaattttatgtatgttetacctagattataatettcaga
ggaaagttttattctetgacttatttaacttaaatgeccactactttaaaaattatgacatttatttaacagatat
ttgctgaacaaatgtttgaaaatacatgggaaagaatgcttgaaaacacttgaaattgettgtgtaaagaaacagt
tttatcagttaggatttaatcaatgtcagaagcaatgatataggaaaaatcgaggaataagacagttatggataayg
gagaaatcaacaaactcttaaaagatatigoctcaaaagcataagaggaaataagggtttatacatgacttttaga
acactgcottggtttttggataaatggggaagttgtttgaaaacaggagggatectagatatteccttagtectgags
aggagcaattaagattcacttgtttagaggctgggagtggtggetcacgectgtaateccagaatttbgggagoec
aaggcaggcagatcacctgaggtecaagagttcaagaccaacctggecaacatggtgaaatcccatecbctacaaaaa
tacaaaaattagacaggcatgatggcaagtgectgtaatcccagetactigggaggctgaggaaggagaatigett
gaacctggaaggcaggagttgcagtgagoccgagatcataccactgecactcecagectgggtgacagaacaagactct
gtctcaaaaaaaaaaaagagagattcaaaagattcacttgtttaggeecttagegggcttagacaccagtctotoac
acattcttaaaggteaggetctacaaatggaaccraaccagacectcagatatggecaaagatectatacacaccea
tctcacagatcooctatecttaaagagacoctaatttgggtteacctecagtetetataatectgtaccageataccaa
taaaaatctttetcacccatecttagattgagagaagtcacttattattatgtgagtaactggaagatactgataa
gttgacaaatctttttctitectitettaticaactittatittaacticcaaagaacaagtgeaatatgtygcagce
tttgttgegeagygteaacatgtatetttetyggtettttagecgectaacactttgageagatataagecttacaca
ggattatgaagtctgaaaggattocaccaatattattataattectatecaacctgataggttaggggaaggtacag
ctetectecaataagecagatttecagagtttetgacgtecataatctaccaaggteatggategagttcagagaasa
aaaCaaaagraaaaccaaacotacesaaaaataasastcccaaagaaaaaataaagaaaaaaacageatgaatact
tcctgeratgttaagtggecaatatgbcagaaacageactgagttacagataaagatgtctaaactacagtgacat
cccagctgtcacagtgigtggactattagtcaataaaacagtocctgectcttaagagttgttotccatgcaaata
catgtcttatgtcttagaataagattocctaagaagtgaacctagcatttatacaagataattaattctaatecat
agtatctggtaaagagcattctaccatcatetttaccgageatagaagagctacaccaaaaccectgggtcatcage
cagcacatacacttatccagtgataaatacacatecatogggtgectacatacatacctgaataraaaaaaaatact
tttgetgagatgaaacagygegtgatttatticaaataggtracgyataagtagatattgaagtaaggattecagtaott
atattatattacataacattaatcectattectygractgaaactgttgetitataggatttttcacrtacactaatgag
zacttaagaygataatgyectadadcracaygagagtatattcaaagataagtatagcacttctatttggaaaccaa
tgcttactaaatgagactaagacgtgtcccatcaaaaatcctggacctatgectaaaacacatitcacaateccty
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aacttttcaaaaattggtacatgetttaactttaaactacaggectoactggagetacagacaagaaggtgaaaaa
cggctgacaaaagaagicctggtatettctatggtggygagaagaaaactagctaaagggaagaataaattagagaa
aaatrggaatgactgaatcggaacaagycaaaggctataaaaaaaattaagcagecagtatectertgggggecccet
tcocecacactatceteaatgrasatatctgtetgaaacggtecctggetaaactecaccooatgggttggecagectt
geocttgaccaatagocettgacaaggcaaacttgaccaatagtecttagagtateccagtgaggecaggggeoggoggao
tggctagggatgaagaatazaaggaagceacccttcagecagttceacacactegettctggaacgtectgaggttate
aataagetectagtecagacgeeatgggteatttecacagaggaggacaaggcetactatcacaagectgtggggcaa
ggtgaatgtggaagatygctyggagygagaaaccctgggaaggtaggetetggtgaccaggacaagggagggaaggaag
gaccotgtgeotyggraaaagrecaggbcgettctecaggatttgtggeacsttetgacgtcaaactgrcrogrca
atctcacaggetectggttgtetacccatggacceagaggttetttgacagetttggeaacchgtockhetgeotet
gecatcatgggcaaccecaaagtcaaggcacatggcaagaaggtgetgacttecttgggagatgecataaageace
tggatgatctcaagggeacctttgeecagebtgagtgaactgeactgtgacaagetgeatgtggatectgagaactte
caaggtgagteocaggagatgtttcagecactgttgeoctttagtetegaggeaacttagacaactgagtattgatetyg
agracageagggtgtgagetgtttgaagatactgggattgggagtgaagaaactygcagaggactaactgggeigag
acccagtggcaatgttttagggectaaggagtgecbctgaaaateragatggacaactttgacttigagaaaagay
aggtggaaatgaggaaaatgacttttctttattagatttoggtagaaagaactticacctttoococtatttitgtt
attcgttittazaacatctatctggaggcaggacaagtatggtcattaaaaagatgecaggcagaaggcatatattgyg
ctragtraaagtggggaacttitggtggecaaacatacattgetaaggetattectatateagotggacacatataa
aatgctgctaatgcttcattacaaacttatatectttaatteccagatggyggcaaagtatgtccaggggtgaggaa
caattgaaacatttgggctggagtagattttgaaagteagetetgtgtgtgtgbtgtgtgtgtgtgegegegtgtgt
ttgtgtgtgtgtgagagegtgigtticttttaacgttticagectacagratacagggttcatggrggcaagaaga
taacaagatttaaattatggcragtgactagtgctgraagaagaacaactacctgeatttaatgggaaagcaaaat
ctcaggctttgagggaagttaacataggcecttgattctgggrggaagettggtgtgtagttatectggaggecagget
ggagctctecagectcactatgggtteatetttattgbotectticatetcaacagetectgggaaatgtgetggtga
cocgttttggcaatcecatbtoggeaaagaatteaccectgaggtgecaggettectggecagaagatggtgactggagt
ggocagtgecotgtectecagataceactgagotcactgeccatgatgeagagetttecaaggataggetttatece
gcaagcaatcaaataataaatectatictgectaagagatcacacatggttgteticagttettbttttatgtetett
taaatatatgagccacaaagggttttatgtigagggatgtgtitatgtgtatttatacatggotatgtgtgttigt
gtcatgtgcacactccacactttttigtttacgttagatgtgggttttgatgagecaaataaaagaactaggcaata
aagaaacttgtacatgggagtictgcaagtgggagtaaaaggtgeaggagaaatectggttggaagaaagacctota
taggacaggactcctcagaaacagatgtrtbtggaagagatggggaaaggbtcagtgaagggggetgaacaccctto
cetggattgcageacageagcgaggaaggggcicaacgaagaaaaagtgbtccaagetttagyaagtcaaggtita
ggcagggatagccattctattttattaggggecaatactatttecaacggcatectggettttecteageeccttgtygag
gctctacagggaggtbtgaggtgttagagatcagagraggaaacaggtttitetitccacggtaactacaatgaagt
gatccttactttactaaggaacttttcattitaagtgttgacgeatgectaaagaggtgaaattaateecatacee
ttaagtbctacagactggtcacageatttcaaggagygagacetecattgtaagettctagggaggrggggacttaggt
gaaggaaatgagccagcagaagctcacaagtcagecatecagegtgtoatgbetecageageagaacageacgygteaga
tgaaaatatagtgtgaagaatttgtataacattaattgagaaggcagattcactggagticttatataatigaaag
ttaatgcacgttaataagcaagagtttagtitaatgtgatggtgttatgaacttaacgcottgbgtctecagaaaat
tecacatgctgaatcoccaacteccaattggetecatttgbggyggaggekttggaaaagtaatecaggtitagagga
gctecatgagagcagatcceccratcatagaattattttectecatcagaagecagagagattagecatttetettecotie
tggtraggacacagtgggaagteagecacctgraacocaggaagagageootgaccaggaaccagcagaaaagtga
gaaaaaatcoctgttgttgaagtcacccagtetatgetattttgttatageacettgeactaagtaaggeagatgaa
gaaacagaaaaaaataagcttcecggtgttcagtggattagaaaccatgttbatctcaggtttacaaatectccactty
tectectgtgoticagaataaaataccaactectactactcteatectgtaagatgcaaatagtaagecigageectic
tgtctaactttgaattetattttttettcaacgtactttaggettgtaatgtgtttatatacagtgaaatgtcaag
ctotttettrtatattictttotttocttttttttectecagectecagagttbtecacatgoectbectactttcagga
acttctttctccaaacgtottctgoetggoteratcaaatcataaaggacccact tcaaatgecatcackecactac
catttcacaattegeactotettbettogtoectttttttttttagtaaaacaagtttataaazaattgaaggaata
aatgaatggctacttcataggcagagtagacgraagggctactggttgesgatitttatbgttatbrttcaatagt
atgctaaacaaggggtagattatttatgectgeceattittagaccataaaagataacitectgatgtgeccatgye
attrttottoctittaattttatttcatttcattttaattbcgaaggtacatgtgecaggatgtgeaggettgttaca
tgggtaaatgtgtgtctttotggeottttagecatetgtatecaatgagragatataagetttacacaggateatga
agjatgaaagaatttcaccaatatrataataatttcaatcaacctgatagecttaggggataaactaatttgaagat
acagcttgccteocogataageccagaattccagagettctggeattataatictagcaaggttagagatcatggatcac
tttcagagaaaadcaaaaacaaacraaccaaaagaaaacagaactaaaaaaccaccataaatacttectacectg
ttaatggtccaatatgtcagaaacagceactgtgttagaaataaagotgtoctaaagtacactaatattegagttata
atagtgtgtggactattagtcaataaaaacaacecttgectctttagagttgtttticcatgtacacgeacatetta
tgtcttagagtaagattcectgagaagtgaacctageatttatacaagataattaatctaatecacagtaccetge
caaagaacattctaccatcatcectttactgageatagaagagcetacgecaaaaccectigggtecatcagecageacaca
cacttatccagtggtaaatacacatcatctggtgtatacatacatacctgaatatggaatcaaatatrttictaag
atgazacagtcatgatttatttcaaataggtacggataagtagatattgaggtaagecattaggtettatattatgt
aacactaatctattactgegetgaaactgtggetttatagaaattgttttcactgecactattgagaaattaagaga
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taatggeaaaagtcacaaagagtatattoaaaaagaagtatageactitttocttagaaaccactgetaactgaaa
gagactaagatttgtececgteaaaaatoctggacctatgectagaacacatttcacaateooctgaacttttcaaaa
attggtacatgctttagetitaaactacaggoectecactggagctagagacaagaaggtaaaasacggctgacaaaa
gaagleeltyggrateectetatgatgggagaaggaaactagetaaagygaagyaataaattagagaaaaactygaatga
ctgaatcggaacaaggcaaagygctatasaaaaaattageagtatectettgggggecectiecccacactatetea
atgraaatatctgtctgaaacggtecctagctaaactecaccecatgggttggecageettgecttgaccaatagee
ttgacaaggeaaacttgaccaatagtcecttagagtatccagtgaggecaggggecggeggetyggetagggatgasga
ataaaaggaagcacocttecagecagttecacacactegetictggaacgtetgaggttatcaataageteoctagtee
agacgccatgggteatttcacagaggaggacaaggctactatcacaageetgtggggcaaggtgaatgiggaagat
getggaggagaaaccoctgggaaggtaggetctggtgaccaggacaagggacggaaggaaggacoctgtgeetggca
agagtccaggtogctictecaggatttgtggcacettetgactgtcaaactigttetigleaatectecacaggotectyg
gttgtctacccatggacccagaggtictttgacagetttggcaacectgtectectgoctctgecatcatgggcaace
ccaaagtcaaggcacatggcaagaaggtgetgacttecttgggagatgecacaaagoacctggatgatctcaaggyg
cacctttgeoecagetgagtgaactgractgtgacaagetgeatgtggatectgagaacttcaaggtgaghcocagga
gatgtttcagecctgtitgectttagtetegaggcaacttagacaacggagtattgatctgageacageagggtgty
ageltgttigaagatactggggttgggggtgaagaaactgeagaggactaactgggctgagacccagtggtaatgtl
ttagggcctaaggagtgectctaaaaatctagatggacaattttgactttgagaaaagagaggtyggaaatgaggaa
aatgactttictttattagattccagtagaaagaacthtcatcttteecteatttbtgttgtttcaaaacatctat
ctggaggcaggacaagtatggtegttaaaaagatgcaggeagaaggeatatattggetecagtcaaagtggggaact
ttggtggccaaacatacattgetaaggctattcecctatatcagetggacacatataaaatgectgectaatgetteatt
acaaacttatatccoctttaatteocagatgggggraaagratgtecaggggtgaggaacaattgaaacatttgggetyg
gagtagattttgaaagtcagetetgtygtgtgbgtgtgtgtgtgegegegegegtgtgtgtgtgtgtgteagegtgt
gtttcrtttaacgteitcagoectacaacatracagggtteatggtggeaagaagatageaagatitaaattatggee
agtgactagtgcecttgaaggggaacaactacclgecatitaatgggaaggcaaaatctocaggetttgagggaagttaa
cataggcttgattotgggtggaagettggtgtgtagitatetggaggecaggetggagetetcagetcactatggy
ttcatctttattgtctecttteatetcaacagetectigggaaatgtgotggtyacegtttocggeaatecatttegyg
caaagaattcaccoctgaggtgeaggettectggeagaagatggtgactgcagtiggecagrgeoctgtectocaga
taccactgagectcactgeccatgattcagagetttcaaggataggetttattoctgoaagraatacaaataatazgat
ctattctgectgagagatocacacatgatttteticagetettttitttacatctttttaaatatatgagecacasag
ggtttatattgagggaagtgtgtatgtgtatttictgecatgocctgtttytgtitgtggtgtgrgecatgeoecteatu
tatttttatatgagatgtgeattttgatgagcaaataaaagcagtaaagacactigtacacgggagttectgeaagt
gggagtaaatggtgtaggagaaatcecggtgggaagaaagacctctataggacaggacttetcagaaacagatgttt
tggaagagatgggaaaaggticagtgaagacetgggggetggattgattgeagetgagtageaaggatggttctta
aggaagggaaagtgttccaagotttraggaattcaaggtrttagteaggtgtagraattetattttattaggaggaat
actatttctaatggcacttagoetticacageecttgtggatgectaagaaagtgaaattaateccatgeecteaa
gtgtgeagattggtcacagcatitcaagggagagacctcattgtaagactctgggggaggrggggacttaggtgta
agaaatgaatcagcagagygctcacaagtecagecatgageatgttatgtotgagaaacagaccageactgtgagatca
aaatgtagtgggaagaatitglbacaacattaattggaaggettacttaatggaatttttgtatagttggatgttag
tgcatctcectataagtaagagtttaatatgatggtgttacggacctaatgttigtghetoctcaaaattocacatget
gaatccecaactoecaactgaccttatetgtgggggaggettttgaaaagtaattaggtttagatgagetcataag
agcagatcoccatcataaaattattttecttatcagaagecagagagacaagecatttctetttecteccggtgagy
acacagtgagaagtcecegecatctgeaatecaggaagagaaccctgaccacgagtcagecttcagaaatgtgagaas
aaactctgttgttgaageeaccecagltetibtgtattttgttatagcaceltgcactgagtaaggecagatdaayadag
gagaaaaaaataagcottgggtitttgagtggactacagaccatgtttatctcaggtttgcaaageteooctegtece
ctatgtttcagtataaaatacctactcotactacteteatetataagacceaaataataagectgegeectictete
taactttgatitetectatttttacttcaacatgetitactctagectigtaatgtoctttacatacagtgaaatgt
aaagttctttatterttiitictttotttettitttetantcagectecagaatttggeacatgeeccttecttettt
caggaacttctecaacatctetgeetggetccatcatatcataaagetcccactteaaatgeagtecactaccgtt
cagaatatgeactttetticttrrttgttostigttitttttaagtcaaageaaatibcttgagagagraaagaaa
tazacgaatgactactgcataggcagagcagecocgagggocgetggbtgttecttttatggttatttottgatya
tatgttaaacaagttttggattatttatgecttetetttttaggecatatagggtaactttetgacattgecatgyg
catttttettttaatttaatttactgttaccttaaattcaggggtacacgtacaggatatgeaggtttgttttata
ggtaaaagtgtgccatggtttiaatggghttrtrttttottgtaaagttgtttaagtticttgtttactetggata
ttaggeectttgtcagaagaatagattggaaaatctttttoccatctgtagattgtetttegetetgatggtagte
tettttgeotgagcaggagetettragttraattagattecattggrecaatctetgettttgetgecaattgettte
acgctttcatcatgaaatotgtgeoogtgtitatatcatgaatagtalttyccttgatttttttetaggetttitat
agtttggggtutttecatttaagtctctaatecatectggagttaattttggataaggtataaggaaggagtecagtt
teatbtttcageatatggetagecagticteococatcattattaaattgaaaatoctttecceattgettgett
ttgtcaggtttcltaasagacragatggtigtaggtacaatatgoagtttettcaagtecatataatacratetgaaa
tetettattaattecatrocttttaglatgbtatgetggtctectetgetcactatagbgagggeaccattagecaga
gaatcotgtetgtetagttcatgtaagattoctcagaattaagaaaaatggatggecatatgaatgagacticatggat
gacatatggaatctaatatclatttgttgaattaatgeataagatgecaacagagagaagttgacaactygcaacgat
zacctggtattygatgatataagagtctatagatcacagtagaagcaataatcatggaaaacaattggaaatgggga
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acagceracaaacaagaaagaatcaatacttecaggaaagtgactgeaggtocacttttoctggagogggtgagagaa
aagtggaagttagragtaactgetgaattoctggttyggctgatggaaagatggggeagctgitcactggtacgeay
ggtttragatgtatgtacctaaggatatgaggtatggeaatgaacagaaattettttgggaatgagttstagggeo
attaaaggacatgacctgaagtticoctictgaggecagtececcacaactcaatataaatgtgtbttcctgratatagt
caaagttgccactietttttottecatatcatecgatetetgetettaaagataatettggttttgectcaaactgtt
tgtcactacaaactttecoccatgttoctaagtaaaacaggtaactgectotcaactatatcaagtagactaaaata
ttgtgtctotaatatcagaaattcagetttaatatattgggtttaactotttgaaatttagagtetocttgaaata
cacatgygggtgatttoctaaactttatticttgtaaggatttatctcaggggtaacacacaaaceageatectga
acctectaagtatgaggacagtaagecttaagaatataazataaactgtictetectotgecggtggaagtgtgeoo
tgtctattoctgaaattgettgttigagacgeatgagacgtgeagecacatgagacacgtgecagecagectgtggaat
attgtcagtgaagaatgbetttgectgattagatataaagaceagttaaacacagcattagactatagatcaageo
tgogccagacacaaatgacctaatgecrageacygggecacggaatectectatoctettgettgaacagageageac
acttctcacaacaacactattagatgttctgygecataatttitgtagatatgtaggatttgacatggactattgttcaa
tgattcagaggaaatctecttgticagataagtacactgactactaaatgygattaaaaaacacagtaataaaace
cagttttccccttactteoctagtitgtttettattctgetrtcttecaagttgatgectggatagaggtgtttatt
tctattctaaasagtgatgaaattggecgggegeggtggetcacacctgtaateccageactttgggaggctgagy
tgggcgyatcacgaggtcaggagatcaagaccatectggetaacatggtgaaaccecatcictactaaaaatacaa
aaaattagceccagagacagtggogggtgectgtagteceagetactegggaggetgaggeaggagaatggegtgaac
ctgggaggcagagettgoggtgagecagagatcgegecactgeacactorcagootgggtgacaaagegagacteeat
Cclcaazadaaadaaaaaaaaaaadasaaagdaagaaagaaagaaaaaaaaactgatgaaattgtgtattcaatgta
gtctcaagagaattgaaaaccaagaaagqetgtggeticticcacataaagectggatgaataacaggataacacy
ttgttacattgtcacaactoectgatocaggaattgatggectaagatattegtaattottatecttttecagttgtaa
cttattectatttgteageatbtecaggttattageggetgetgygegaagtecttgagaaataaactgeacactggat
ggtgggggtagtgtaggaaaatggaggggaaggaagtazagtitcaaattaagectgaacageaaagttecectyga
gaaggeocacctggattatatcagaaactegaatgteocatettgeaaracttocttgeoccaaacecccaccectggag
tcacaacccacccttgaccaatagattcattttactgagggaggcaaagggetggtcaatagatteattteactygy
gagaggraaagggctgggggooagagaggagaagtaaaagagecacacatgaageagecaatgecaggeatgettetgg
ctcatctgtgatcaccagyaaactoocagatctigacactgtagtgeattteactgetgacaagaaggctgctgeca
ccagectygtgaageraaggttaaggtgagaaggctggagetgagat tebgggeaggtaggtactggaageccgggaca
aggtgcadgaaaggcagaaagtgtitectgasagagggattagecegttgtettacatagtetgactttgecacetget
ctgtgattatgactatcccacagtetectggttgtetacacecatggacctagaggtactttgaaagttttggatate
tgggcetetgactgtgecaataatgggcaacceccaaagtcaaggeacatgygcaagaaggtgetgatetectteggaaa
agctgttatgctcacggatgacctcaaaggeacctttgetacactgagtgacctgeactgtaacaagetgeacgty
gaccctgagaacttectygytgagtagtaagtacactcacgetticttetttacecttagatatttgeactatgggt
acttttgaaagcagaggtggettictottgtgttatgagtocagetatgggatatgatatttcageagbtgggatttt
gagagttatgttgctgtaaataacataactaaaatttggtagagcaaggactatgaataatggaaggecacttace
atttgatagctctgaaaaacacatcttataaaaaattctggecaaaatcaaactgagtgtttttggatgagggaac
agaagttgagatagagaaaataacatcretectotggtcagegaaattttctataaaaattaatagbcactttoet
gcealagtoectggaggitagaaaaagalcaacigaacaaagtagtgggaagectgttaaaaagaggatlguttececte
cgaatgatgatggtatactttigtacgeatggtacaggattcttigttatgagtgtttgggaaaattgtatgtaty
tatgtatgtatgtatgtgatgactggggacttatectatecattactgttocttgaagtactattatectactett
taaaaggacgaagtceterasaaaaaaaatgaaacaatczcaatatgttggggtagtgagtiggeatagecaagtaag
agaaggataggacacaatgggaggtgcagggetgecagtcatattgaagetgatatetagoccataatggtgagag
ttgctcaaactetggtgaaaaaggatgtaagtgttatatctatttactgeaagtocagettgaggecttctattca
ctatgtaccattttebttittatcttcactecctocceagetettaggecaacgtgatattgatigtitbggeaacc
cacttcagegaggattttacectacagatacaggettettggeagtaactaacaaatgetgtagttaatgetgtag
cecacaagaccactgagtteoocotgtecactatgtitgtacctatggtecactatgtttgtacctatgtcecaaaat
createtectttagatgggggaggttggggagaagagecagtatectoectgetgartbtcagttoctgeatgataaaa
atagaataaagaaatatgctctctaageaatatecattgtacteotttttctgtotttatattttacectgattcage
caaaaggacgcactatttctgatggaaatgagaatgttggagaatgggagtttaaggacagagaagatacttctt
gcaatcctgcaagaaaagagagaactegtgyggtggatttagtggggtagttactectaggaaggggaaategtcto
tagaataagacaatgttittacagaaagggaggtcaatyggaggtactectttggaggtgtaagaggattgttggtag
tggtagaggtatgttaggactcaaattagaagttctgtataggctattatitgtatgaaactcaggatatagete
atttggtgactgeagttaacttctacttattttaaacaacatatitttbattatttataatgaagtggggatgggg
cttectagagaccaatcaagggcecaaaccttgaacttictettaacgtettecaatggtattaatagagaatatet
ctaaggeatgtgaactggctgbottggtittcatectgtacttcatctgetacctetgtgacectgaaacatattitatr
zattccattaagctgtgcatatgatagatttatcatatgtattticcttaaaggattitigtaagaactaattgaa
ttgatacctgtaaagtetttatcacactacccaataaataataaatetotttgttcagetetetgttictataaat
atgtacaagttttattgrtittagtyggtagtgattttattocteotttctatatatatacacacacatgtgtgeattce
ataaatatatacaatttttatgaataaaaaattattagecaatcaatattigaaaaccactgatttttgtttatgtga
gcaaacagcagattaaaaggctygagatttaggaaacagcacgttaagicaagttgatagaggagaatatggacatt
taaaagaygcagyatgatatasaattagggaaactggatgeayagaccagatgaagtaagaaaaatagectategtt
ttgagcaaaaatcactgaagtitctigeatatygagagtgacataataaatagggaaacgtagaaaattgattcaca
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tgratatatatatatagaactgattagacaaagtctaacttgggtatagtcagaggagettgetgtaattatattg
aggtgatggataaagaactgaagttgatgcaaacaatgaagttaagaaaaaaaatcgagtaagagaccattigIgge
agtgattgcacagaactgoaaaacattgtgaaacagagagtcagagatgacagctaaaatcoctgtetgtgaatga
aaagaaggaaatttattgacagaacageaaatgectacaagooecectgtttygatetggeaatgaacgtagecatt
ctgtggcaatcacttcaaactectgtacccaagacecttaggaagtatgtageacectcaaacctagaacctcaaa
gaaagaggttttagaagatataataccctttettctecagtitcatiaatoccaaaaccectitctcaaagtattt
cctetatgtbgtocaccccaaagagctecacceteaceatatetettgagtgggagcacatagataggeggtgetacea
totaacagettctgaaattectitgtecatatitttgagbecccactaataacccacaaageagaataaataceagt
tgetcatgtacaataatcactcaactgctgtettgtagecatacattaattaagcacattctttgaataattactgt
gtcocaaacaatcacacttiaaaatctecacacttgtgetatcocottgooctictgaatgticactectgtattttaaat
gaagagatgagggttgaabttectgtgttacttattgttcatttctegatgaggagttitcacattcaccttagt
ggaaaacacataagtacacatcttacaggaaaaatatacceaaactgacatgtageatgaatgetigtgratgtagt
catataaaatcttgtageaatgtaaacattetetgatatacacatacagatgtghctatatgrtctacacaatttct
tazgetecatgaacaaacattccatgcacacataagaacacacactygttacagatgcatacttgagtgeattgaca
aaattaccccagtcaatctagagaatitgeatitetgeatttgactoctgttagetttgtacatgetgticatttac
tctgggtgatgtcttteocteattttgecttgtctatettgtactecatactttaagtectaacttatatgttatet
caactaagaagcetatttttttttaattttaactgggettaaagecctgtectataaactectgctacaattatggget
ctttettataatatttagtgtttttoctactaatgtacttaatetgotecattgtatattectacecactaaatttita
acctcettttatggtagagacattgoettgtaaactcecttattteoctagtatitggagatgaaaaaagagattaaat
tatcecaaaattagatetetcottttctacattatgagtattacactabecatagagaagtttgtitgagacctaaac
tgaggaacctttggttctaaaatgactatgtgatatettagtatttataggtcatgaggttecttectctgectet
gotatagtttgattagtcaactaagcatgtgteatgecatttattcacatcagaatttcatacactaataagacatag
tatcagaagtcagtttattagttatatcagttagggtccatocaaggaaaggacaaaccattatcagttactecaace
tagaattaaatacagectcttaatagttaattatectigtattggaagagetaaaatatcaaataaacgacagtgea
gaaatctagatgttagtaacatcagaaaacctettcecegecattaggoectagaagggcagaaggagaaaatgtttat
accaccagagtoecagaaccagagoccataaccagaggtecactyggatticagtgagectagtgggtygctecttggaga
gagccagaactgtctaatggggdgeatcaaagtatcagecataaaasaccataaaaaagactgtetgetgtaggaga
toccgttcagagagagagagagaccagaaataatottgettatgetitecctecagecagtghttaccattgoagaat
gtacatgcgactgaaagggtgaggaaacctgggaaatgtcagttecteaaatacagagaacactgagggaaggaty
agazataaatgtgaaagcagacatgaatgeotaatigacagaaggaaactaggatgtgtccagtaaatgaataatta
cagtgtgcagtgattattgeaatgattaatgtattgataagataatatgaaaacacagaattcaaacagcagtygaa
ctgagattagaattygtggagageactggcatttaagaatgtcacacttagaatgtgtctectaggeattgtLcigty
catatatcatctcaatattcattatctgaaaattatgaattaggtacaaagetcaaataatttatttttteagget
agcaagaactttttttttttttttctgagatagageatbgotatggttgeccaggetggagtgeaatggecatgatc
caggetcactgcaacatetygocteoecaggttraagegattetecoctgectoagecteecaagtagetggeactacag
geatgtgeccaccaccatgectggetaattttetatitttagtagatagggggtttcaccatgttgyteaggetgat
ctcgaactectaacatcagygtgaltccacectocteggectetgaaagtgetgggatcacaggegtgageccaccaca
cccagcecaagaatgtgaattotgtagaaggatataacccatatttctetgacectagagtecttagtataccrece
ataccatgtygygclcatectecttacatacatiteccatetticacectacecttttcctttttgttteagetittea
ctgtygtcaaaatctagaaccttatctectacetgetectgaaaccaacagcaagttgacttocattctaacccacat
tggeattacactaattaaaatcgatactgagttectaaaatecatoggggatttiggggactatgtettactteatac
ttcettgagattteacattaaatgttggtgttcattaaaggbocticatttaactttgtattcatcacactottgy
attcacagttatatctaaactcttaaatacagectgtataateoccaatteccaactetgatttetaacctetgace
tccaacctcagtgecaaaccratatatcagacaatgtactgggctratttatatagatgtectataggeaccteag
actcagcatgggtatllcacttgttatactaaaactgtttebectiecagtyitttocatittagtcattagatage
tacttgeeccattcaccaaggtcacagattaaaateattteectacctctaatcaacagttegattotgocttcaatt
tgtceoctatctattaatecaccactettactgoocagtecaggtecteattgtitoctgaacaagagtagatgetatt
ctriccacttttagacettatectggetgoatgeggtggetcaggetigtasacecagecactttgggaggecaagy
caggcagatcacttgaggtcaggagttcaagaccagectgaccaacatggtgaaaccocecatetetactaaaaatace
aaastcagccgggegtgtggtgcatgectgeagtecocagetattcaggtggctgadggeaggagaattgettgaace
caggaggcagaggttgoggtdagoctagattgecaccattgeactetagettgygraatagggatgaaactecatet
cagaagagaaaagaaaaaaagaccttattectgttatacaaatectcteaatygcaatecatatagaataaacatgta
accagatctcecocaatgtgtaaaateatttecaggtagaacagaattaaagtgaaaagecaagtottiggaattaaca
gacaaagatcaaataacagtoctcatggoocttaagaatttacctaacattttttittagaatcaattttettatata
tgaattggaaacataattcoctcocticacaaacacattctaagattittaaggagatattgatgaagtacatcatcty
tecatttttaacaggtagtggtagtgattcacacageacattatgatotgttettgtatgttetgttecattetgta
ttettgacctggttgtattcttictgagetccagatccacatatctaagtacatctttttgeattttacaagagty
catacaatacaatgtatccaagactgtatttetgattttatogtaccactaaactcacaaatgtggcectattctt
gtgttcacgactgacatcaccgteatggtecaagtetgataatagaaatggecattgtcactttettecetactgea
acagaagcccageratttgteteccattttetetacttotaaaatacattteticactaagtgagaataatettet
aaagacacaaatcaaaccatgccaccacctttcttgaattattcaatatetrtegtiggetteccaggttacagaaa
aataacttgtaacaaagttliaaaggtcattcateogcectecteclictaccctatittataacatticocectigtgatea
gaatctceagygcacatcatecatctttetatatacaaataaagtcatatagtttgaactcacctctgygttactita
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atrasccaaatgeotgtaaaatgeatttgrtategetacgtgtiaagragtagttgattettrteoatttetgtgtaat
attctattctttgactataccgtaatitatcasttctactgitggtaagecatttaagtgygctaceggtittgaggt
tttatgattattgctgtecataageattetatacatgtecrttggatacacacatgeatgrgtitetgaatazetaa
zaatgtaattgctaggtaatagactiatcaagecatccageatttgtggatactattaaaggttttccaaaggggtt
atactattgtacagtgtcacceacagagttitgagtttctattgatcecatatcaccaccaaaatttgaactgteagt
cttatctetbotottgtetottttttoctettttttttocttoccttececctotecttcgtttetttttebetectet
totettetttectectettececticectttoctetttotottocctatecettetectectoctotocootoototttt
ctecotcetectectecattatttattttiecttettctocteccatececttecatectetectettccectettectee
tLcctttcteccatttettectectettoecttcaatecttectitiggatatgetcatgggtgtgtatttgtetge
cattgtgygcattatttgaaticagaaaagagtgaaasaactactgggatcticattectgggtctaattecacatit
ttttttaagaacacatctgtaaaaatgtictgtactageatattcccaggaacttegttaaatttaatetggetya
atatggtaaatctactttteoactttgeattetttotttagtcataccataattttasacattcaaaatatttgtat
ataatatttgatititatoctgtcatrtaaaatgttaaccrtaaaattcatgtttccagaacctatttcaataactggt
aaateaacactattcatttittaaatattcttbtaatggatatttatttcaatataataaaaaattagagttttac
tataggaagaatttaccaaaagaaggaggaagraagcaagtttaaactgrageaatagatrtgtecattccaacct
ctrasaattoeccttggagacaaaaatctcectagaggcaaagaagaacttiatattgagtcaacttgttaaaacatct
gettttagataagtittecttagtataaagqtgacagaaacaaataagttaaactctaagatacattecactatatta
gcctaaaacacttctgecaaaaatgaaactaggaggatattittagaaacaactgetgaaagagatgeggbtggggag
atatgtagaggagaacagggtttctgagtraagacacacatgacagaacagecaatctcagggcaagttaagggaa
tagtggaatgaaggttcatttttcattctecacaaactaatgaaaccetgeottatettaaaccaacctgetecactgyg
agcagggaggacaggaccagcataaaaggecagggcagagtegactgttgettacactttecttctgacataacagty
ttcactagcaacctcaaacagacaccatggtgcatctgactectgaggagaagactgctgtcaatgecectgrggyy
caaagtgaacgtggatgcoagttggtggtgaggccetgggeaggttggtatcaaggttataagagaggctoaaggay
gcaaatggaaactgggcatgtgtagacagagaagactettgggtttectgataggeactgactetetgteccttggg
ctgtttrectaccotcagattactggtggtctacecettggaccocoagaggtictttgagtectttggggatetgtan
tctectgatgetgttatgggraacectaaggtgaaggetcatggcaagaaggtgetaggtgectttagtgatggec
tggcrLcacctggacaacctcaagggeactttttctcagetgagtgagetgeactgtgacaagetgeacgtggateco
tgagaacttcagggtgagtocaggagatgettcacttttetetitttactitctaatecttacattttggttctttt
acctacetgetcticteccacatttttgrecattttactatattttatcatttaatgertctaaaattitgttaatt
ttttatttaaatattectgeatttttioctteocbcacaatetrgetattttaaattatttaatatectgtettcte
teceaaccccctcecttocatttttecttotctaacaacaactcaaattatgeataccagetetcacetgetaatis
tgracttagaataateocttotgtctctocacatgggtatgggagaggctccaactcaaagatgagaggeatagaar
actgttttagaggctataaatcattitacaataaggaataattggaattitataaattctgtagtaaatggaatrgg
aaaggaaagtgaatatttgattatgaaagactaggcagttacactggaggtggggcagaagtcgttgectaggagac
agocecateatcacactgatbtaatcaattaatttgtatetattaatetgtitatagtaattaatttgtatatgetat
atacacatacaaaattaaaactaatttggaattaatttgtatatagtattatacageatatatagcatatatgtac
atatatagactacatgctagttaagtacatagaggatgtghgtgtatagatatatgttatatgtatgecattcatat
atgtacttatttatgctgatgggaataacctgggcateaghtitgtctaagatttggogcagaaaaaaatggytgtt
ggctecagtttotcagaagecagtetttatiteletygttaaccatatgeatgtatectgectacelelbcteeycage
tcttgggecaatgtgetggtatgtgtygctggeccgeaacttbggeaaggaattcaccccacaaatgcaggctgecta
tecagaaggtggtggebggtgtggetaatgecctggetcacaagtaccattgagatectggactgtttectgataac
cataagaagaccctatttecctagattctattitetgaacttgggaacacaatgectacttcaagggtatyggette
tgcctaataaagaatgtteagetcaactteoctgattaattecacttatttcatttttrtgtccaggtgtgtaagaa
ggttectgaggetetacagatagggagecacttgtitatittacagagagtacatgggaaaagagaaaagcaayygyga
accgtacaaggeattaatgggtgacactictaccticrasagageagaaattatcaagaactettgatacaaagata
atactggcactgcagaggttctagyggaagacctcaaccctaagacatagecteaagagtaatgetacgattaaact
ccaacaatbtactgagaaaataatgtgctcaattaaaggcataatgattactcaagacaatgttatgrogterttet
tecteetteoctttgectgeacattgtagoocataatactataceccatcaagtgttoctgetocaagaaatagett
cctectettacttgececagaacatotetgtaaagaattectettatetteccatatttcagtecaagattcattyg
ctcacgtattacttgtgacctotottgacecccagecacaataaacttctoctatactacccaagaaatctttccaaa
ccoocteecccacaccattttitatatttttatatttticttatttatttecatgeacacacacacactcegtgettta
taagcaattetgectattetctacettettacatgectactgtgectcatattaaattcatcaatygggeagaaaga
aaatatttattcaagaaaacagtgaatgaatgaacgaatgagtaaatgagtaaatgaaggaatgattattecttge
ttragaacttetggaattagaggacaatattaataataccategeacagtgtttetttgttgttaatgetacaaca
tacaaagaggaagcatgecagteaacaaccgaacacttatttoctitetgatcataggagtaatatttttetocttg
agraccatttttgecataggtaaaattagaaggatitttagaactttcteagttgtatacatttttaaaaatetgt
attatatgcatgttgattaattttaaacttactigaatacctaaacagaatetgttgtttecttgtgtttgaaagt
gotttecacagtaactotgtetygtactgeoragaatatactgacaatgtgttatagttaactgtittgatcacaacat
tttgaattgactggcagcagaagetetitiatatccatgtgtiticcttaagtecattatacatagtaggeactgag
aactctttatatcetgaataagatatttaggaaccactggtttacatatcagaageagagetactcagggeattttyg
gggaagatcactitcacattectgagecatagggaagttctecataagagtaagatattaaaaggagatacttgtgty
gtattcogaaagacagtaagagagattgtagaccttatgatcttigatagggaaaacaaactacaticoctitetecaa
aagtcaaaaaaaaagagcaaatatagettactataccttctattecctacaccattagaagtagtcagtgagtctag
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gcaagatgttggecctaaaaatccaaataccagagaatteatgagaacatcacctggatgggacatgtgecgagea
cacacaattactatatgetaggeatigetatcticatattgaagatgaggaggtcaagagatgaaaaaagactigy
caccttgttgttatattaaaattatttgttadagtagagettttgtaagactctaggagtgtgggagetaaatgat
atgaaaaagaacctattgggtattaagttcatcactgagtgatgaaataatctigtacatcaagacccagtgatatyg
caatttacctatataacttgtacatgtacccoreoaaattitaaaatgasagttasaacaaagtataggaatggaatta
attcctecaagatttggetttaattttatttgataatitatcaaatgettgtttttettttctecactatgygegtge
tttataaactatgtteagtatgtctgaatgaaagggtgtgtgtgtgtgtgaaagagagggagagaggaagggaaga
gaggacgtaataatgtgaatttgagticatgaaaatttttcaataaaataatttaatgtcaggagaattaageeta
atagtctectaaatcatccatctottgagottcagageagtcctotgaattaatgectacatgtttgtaaaggetyg
ttcagactgaagcraagattetaccbctaaagagatgraatetcaaatttatctgaagactgtacctetgototoo
ataaattgacaccatggececacttaatgaggttaaaaaaaagctaattctgaatgaaaatctgageccagtggaygy
zaatattaatgaacaaggtgcagactgaaatataaattttictgtaataattatgeatatactttagecasagttct
gtetatgttgactttatigetttittggtaagaaatacaactttttasagtgaactaaactatectatttecasact
attttgtgtgtgtgeggtttgtttctatgggttetggttttecttggageatttttatttcattttaattaattaat
toetgagagebgotgagtogtgrttactgagagattgigtatctgogagagaagtetgtageaagtagetagactgt
geotgacctaggaacatatacagtagategetaaaargtctecactiogggaatbtttagactaaacagragageatyg
taraaaastactctagbcaagtgctgettitigaaacaasatgataaaaccacactceccatagatgagtgtcatgaty
tteatggaggaagttaatattcatectctaagtatacccagactagggecattetgatataaaacattaggactta
agaaagattaatagactyggagtaaaggaaatggacctetgtctetetegotgtetertitttgaggactigtatgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgttgtggtecagtggggetggaataaaagtagaatagacctgeacetgetg
tggcatccaticacagagtagaagcaagetcacaatagtgaagatgtcagtaagetttgaatagtttttcaggaact
ttgaatgetgatttagatttgaaactgaggetctgaccataaccaaatitgractatttattgeticoctgaaactt
atttgcectggtatgectgggetbtttgatggtocttagtatagettgeagecttgtecctgragggtattatgggtaa
tagaaagaaaagtctgegttacactctagicacactaagtaactaccattggaaaagcaaccecectgecttgaacce
aggatgatggtatetgeageagttgecaacacaagagaaggatecatagttcatcatttaaaaaagaaaacaaaat
agaaaaaggaaaactatttctgagcataagaagttgtagggtaagtetttaagaaggtgacaatttotgecaatea
ggatttcaaagctecttgettigacaatttbggtctttcagaatactataaatataacetatattataatttcataa
agtctgtgcatttictitgacocaggatatttgcaaaacacatat tcaaacttcegeagaacactttatttcacat
atacatgcctcttatatcagggatytyaaacaggytoettgaaaactgoctaaatctaaaacaatgetaatgeaggt
ttaaatttaataaaataaaatccasaatctaacagecaagtcaaatectgeatgittbtaacatttaaaatattttaa
agacgtcttttecocaggatteaacatgtgaaatctittctecagggataracgtgtgeoctagatcctcattgettta
gtottitacagaggaatgaatataaaaagaaaatacttaaattttatocctettacctotataatcatacatagge
ataattttttazcctaggctecagatagocatagaagaaccaaacactitectgegtgtgtgagaataatcagagtg
agattititcacaagtaccgatgagggttygagacaggtagaaaaagtgagagatctetatttatttagecaataat
agagaaageatttaagagaataaagraatggaaataagaaattitgtaaattitocttctgataactagaaatagagyg
atccagtttettttggtbaacctaaattttatitcattttattgtitttattttattttattttattttattttgty
taatcgtagtttcagagtgttagageigaaaggaagaagtaggagaaacatgcaaagiaaaagtataacacttitee
ttactaaaccgacatgggtttccaggtaggggcaggatteaggatgactgacagggeccttagggaacactgagac
cctacgotgacceteataaatgottgetacetttgetgttttaattacatettttaatagraggaageagaactetg
cacttcaaaagtttitectcacctgaggagttaatttactacaaggggaaaaagtacagggggatgggagaaagge
gatcacgttgggaagctatagagaaagaagagtaaattttagtaaaggaggttitaaacaaacaaaatataaagaga
aatagyaactltgaatcaaggaaatgattttaaaacgeagtattettagtggactagaggaaaaagataatctgage
caagtagaagaccttttcoccoctectaccectactttctaagtcacagaggettittgtioccccagacactettge
agattagtcraggcacaaacagtitagatgtecccagttaacctectatitgacaccactgattaceccecattgatag
tcacactttgggttgtaagtgactttttatttatttgtatttttgactgrattaagaggtctetagtttittatet
ctogtttcccasaacctaataagtaactaatgeacagagcacattgatrtgbtatttattectatttttagacataat
ttattagcatgcatgagraaattaagaaaaacaacaacaaatgaatgeatatatatgtatatgtatgtgtgtatat
atacacacatatatatatatattttitcttttcttaccagaaggttttaaticcaaataaggagaagatatgettag
aaccgaggtagagttttcatecattctgtectgtaagtatttigeatattctggagacgeaggaagagatecatet
acatatcccaaagetgaattatggtagacaaaactcetteocactittagtgeatcaacttcttatttgtgtaataag
aaaattgggaaaacgatcttcecaatatgettaccaagetgtgattccaaatattacgtaaatacacttgcaaaggag
gatgtlttttagtageaatttgtactgatggtatggggecaagagatatatettagagggaggget gagggtttgas
gtecaactoctaagecagtgecagaagagecaaggacacggtacggetgteatcacttagacctecacectgtggage
cacaccctagggtiggccaatctacteccaggageaggeaggecaggagecagggetgggeataaaagcaggygesa
gagcceatctattgettacatitgettictgacacaacigtgttcactagecaacctcaaacagacacealtggigeate
tgacteoctgaggagaagtectgeoegttactgeoctgtggegraaggtgaacgtggatgaagttggtggtgaggeect
gggraggttggtatcaaggttacaagacaggtttaaggagaccaatagaaactygggeatgtyggagacagagaagac
tottgggtttotgataggeactgactototetgectattggtctattticccacocttaggetgetggtggtctac
certggacccagaggtictttgagbectttggggatetgtecactectgatgetgttatgggeaaccectaaggtga
aggelteatggcaagaaagigercggtgectitagigatggectggercacctggacaacctecaagggeacctttge
cacactgagtgagectecactgtyacaagetgecacgtggatcctgagaactleagyglhgagtctatgggacgettga
tgttttectttceoocttettitotatggttaagttcatgteataggaaggggataagtaacagggtacagtttagaa
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tgggaaacagacgaatgattgeatcagtgtggaagictcaggatoegttttagtttettttatttgetgttecataac
aattgttttcttttgtttaattettgettbostetottotottotecgeaatttttactattatacttaatgectt
aacattgtgtataacaaaaggaaatatctctgagatacattaagtaacttaaaaaaaaactttacacagtectgect
agtacattactattiggaatatatgtgtgcttatttgeatattcataatctooctactitattticttttatttte
aattgatacataatcattatacatatttatgggttaaagtgtaatgttttaatatgtgtacacatattgaccaaat
cagggtaatttigeatttgtaattttaaagaaatgotttcttctottaatatacttttigtttatettatttetaa
tactttcectaatetaottbetttcagggecaataatgatacaatgtatecatgectetttgraccattctaaagaata
acagtgataatttctgggttaaggcaatagcaatatectgeatataaatattictgecatataaatigtaactgat
gtaagaggtttcatattgctaatagecagctacaateccagetaccattctgetttattttatggttgggataaggc
tggattattctgagtccaagetaggocettitgctaatcatgttcatacctcttatecttocteccacageotactygy
gcaacgtgctggtctgtgtygctgygcecatcactttggcaaagaattcacoccaccagtgraggctgectatcagaa
agtggtggetggtgtygetaatgecotggeccacaagtateactaagetegetitetbgotgtccaattteotatta
aaggttectttgttecctaagtecaactactaaactgggggatattatgaagggeocttgageatetggattetgaea
taataazaaacatttattttcattgecaatgatgtatttaaattatttctgaatattttactaaaaagggaatgtgg
gaggtcagtgeattiaaaacataaagaaatgaagagctagttcaaaccttgggaaaatacactatatcrtaaactc
catgaaagaaggtgaggctgcaaacagctaatgeacattggeoaacagoeccctgatgcatatgecttattecatecet
cagaaaaggattcaagtagaggcttgatttggaggttagagtttigeotatgetgtatttbacabtacttattgttt
tagectgteocteatgaatgtecttttcactaccecatttgettatectgeateetcagoottgacktecactcagttet
cttgcttagagataccacctttocectgaagtghtectteocatgttttacggegagatggtttctoctegeectgge
cactcagecttagtigtetetgttgtecttatagaggtctacttygaagaaggaaaaacaggggtcatggttgactg
toctgtgagoeetictbcocetgeececooccactcacagtgacceggaatetgeagrgeragtctcccggaactate
actcettteacagtetgetttggaaggactgggoettagtatgaaaagttaggactgagaagaatttgaaaggegget
ttttgtagettgatattcactactgtettattacoctgtcataggeccacceeaaatggaagtececattettecte
aggatgtttaagattageattcaggaagagatcagaggtetgetggetecettatcatgtecettatggtgettot
ggctctgeagttattageatagtgttaceatcaaccaccttaactteatttotettatteaatacctaggtaggta
gatgctagattctggaaataaaataetgagtctcaagtggtecttgtecteteteccagteaaattetgaatectagt
tggcaagattctgaaatcaaggoatataatcagtaataagtgatgatagaagggtatatagaagaattttatrata
tgagagggtgaaacccoctcaaaatgaaatgaaatcagacectigtcttacaccataaacaaaaataaatttgaatygyg
gttaaagaattaaactaagacctaaaaccataaaaatttttaaagaaatcasaagaagaaaattctaatattcacy
ttgeageegttttttgaatttgatatgagaagcaaaggcaacaaaaggaaaaataaagaagtgaggctacatcaaa
ctaaaaaatttccacacaasaaacaaaacaatgaacaaatgaaaggtgaaccatgaaatggeatatttgraaaccea
aatatttcttaaatattitgcttaatatccaaaatatataagaaacacagatgattcaataacaaacaaaaaatta
aaaataggaaaalaaaaaaatbasaaageagaaaatcctgecatitatggeagaattgatgaacctggaggatgta
aaactaagaaaaataagcctgacacaaasagacaaatactacacaaccttgetcatatgtgaaacataaaaaagtc
actetcatggaaacagacagtagaggtatagtitecaggggttgagggtgggacaatcaggaaactattacteaaa
gggtataaaatttcagttatgtgggatgaataaattctagatatetaatgtacageategtgactgtagttaattg
tactgtaagtatatttaaaatttgcaaagagagtagattttttttttottttagatggagtttbgetettgttcte
caggctggagtgcaatggraagatctiggotcactycaacctecgecicctgggttcaageaaatetoectgeetea
gecteocgagtagoetyggal tacaggeatgegacaccatgececcagetaatittgtattb b taghagagacgygott
tctecatgttggtcaggctgateogeetgectoggecacccaaagyggectgggattacaggegtgagoraccggace
tggeogagagtagatcttaaaageatttaccacaagaaaaaggtaactatgtgagataatgggtatgttaattage
ttgattgtggtaatcatttcacaaggtatacatatattaaaacateatgttgtacaccttaaatatatacaatttt
tatbtgtgaatgatacctcaataaagttgaagaatastaaaaaagaatagacatcacatgaattaaaaaactaaaa
aataaaaaaatgcatcttgatgattagaatigeattetitgatttiticagatacaaatatccatttgactgtttact
cttttccaaaacaatacaataaallltageacttiatcticatitteccectococcaatetataalttatatatatat
atattttagatattttgtatagttttactecctagatttctagtgttattattasatagtgaagaaatgtttaca
cttatgtacaaaatgttttgeoatgetttiettcatttctaacattctoctctaagtttattetatttitttetgatt
atocttaatattatctetrtotgetggaaatacattgttacttttggtttatctaaaaatggetteatttiettca
ttctagaatcatgttaaattaataccactcatgtgtaagtaagatagtggaataaatagaaatcecaaaaactaaat
cteactaaaatataataatgtgatetataaaastatagettttaaatttagettggaaataaaaaacaaacagtaa
ttgaacaactatacttttbgaaaagagtaaagtgaaatgcttaactgeatataccacaatcgattacacaattagg
tgtgaaggtaaaattcagtcacgaaaaaactagaataaaaatatgggaagacatgtatataatcttagacataaca
ctgttatttaattatcaacccaaagtagasaactatcaagggagaaataaattcagtcaacaataaaagcatttaag
aagttattctaggctgggageggtggetcacacctgeaattgragecactttgggaggectagacaggeggateacy
acgtcaggagttcaagatcagcrtggoeceacatagtgaaacctcatcgectactaaaaatataaaaacttageetgy
cgtggtggcagycatgtgtaateccageaatttgggaggetgaggcaggagaategettgatectgggaggeagag
gttgcagtgagecaagattgtgocactgeattccagecccaggtgacageatgagactecgtcacaaaaaaaaaaga
aaaazaaaaggggggggggageagtggagecaagatgaccgaataggascageteccagtectatagetececcategtg
agtgacgcagaagacgggtgatttectgeatticcaactgaggtaccaggttecatercacagggaagtgecaggeag
tgggtgraggacagtaggtgecagtgecactgtgeatgagecaaagcagyggogaggeatcacctecaceccgggaageac
aaggggteagggaattccctitoctagtcaaagaaaaggygtgacagatggcacctggaaaatcgggrracteoege
cctaatactgegetcettcrcaacaagoettaacasatgycacaccaggagattatateecatgectggeticagagaytl
cetacgcccatggagectegeteattgetageacageagtectgaggtcaaactgeaaggtggeagtgaggetgagy
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gaggggtgccecaccattgtecagocttgageaggtaaacasagecgectggaagetegaactgggtggageecace
acagctcaaggaggectgectgectetgtaggctccacetctaggggragggoacagacaaacaaaagacaacaag
aaccretgcagacttaaatgtocctgtectgacagetttgaagagagtagtggttcteecagcacatagettcagat
ctgagaacayycagactgectectcaagigggtocctgacceecgagtagectaactgggaggecateccecagtag
gggcagactgacacctcacatggetggtacticctetaagacaaaacticcagaggaatgatcaggcageageattt
geggttraccaatatecactgttetgeagecacegetgttgataceccaggaaaacagettctggagtygaceteca
gtaaactcCaacagacctgecagetgagggtectgactgttagaaggaaaactaacaaacagaaaggacatccacac
caaaaacccarctgtacatogocatcatcaaagaccaaaggtagataaaaccataaagatggggaaaaageagage
agaaaaactggacactctaaaaatgagagtgoectcteoctectecaaagtaacgeagotectcaccagocaatggaac
aaagctygggcagagaatgactttgacgagttgagagaggaaggcttcagaagatcaaactactccaagotaaagga
ggaagttcgaacaaacgycaaagaagtaaaaaactitgaaaaaaaattagatgaatggataactagaataaccsat
gcacagaagtoectiaaaggacctgatggagetgaaaaccaaggcaggagaactacgtgacaaatacacaagectca
gtaaccgatgagatcaactggaagasagggotatcaatgacgaaagatgaaatgaatgaaatgaageatgaagagaa
gtttagagaaaaaagaataaaaagaaacgaacaaagectocaagaaatatgggactatgtgasaagaccaaatecta
catctaattggtgtagetgaaagtgatggggagaatggaaccaagttggaaaacactetgecaggatattatecagyg
agaacttoccraatctagecaaggcaageceaaattcacattcaggaaatacagagaacgecacaaagatactecta
gagaasaagcaaciccaagacacataactgtcagattcaccaaagttgaaatgaaggaaaaaatygtrtaagggeagce
agagagaaaggtcgggtbacccacaaagggaageccatcagactaacagcectgatectatcggecagaaactectacaay
ccagaagaaagtgggggccaatatteaacattgttaaagaaaagaattttcaaccocagaattteatatecageecaa
actaagcticataagtgaaggagaaataaaatcectitacagacaagcaaatgrtgagagattttgtcaccacecagg
cctgocctacaagagotoctgaaggaagcactaaacatggaaaggaacaactagtabtcagocactgcaaaaacaty
ccaaattgtaaagaccatcaaggetaggaagaaactgeatcaacgageaaaataaccagctaacatcataatgaca
ggatcaaattcatacataacaatactcaccttaaatgtaaataggctaaatgctccaattaaaagacacagactgg
caaattggataaggagtcaagacccatectgigtielgtattecaggaaaccecatotocacgtyeagagacacacatay
gcetogaaataaaagyatggaggaatatctaccaagcaaatyggaaaacaaaaaaaggcaggyggttgeaatectagtc
toctgataaaacagatittaaaccaacaaagatcaaaagagacaaagaaggccattacataatggeaaagggatceta
ttcaagaagaagaactaactatactazatatatatgeaccraatacaggaccacceagattcataaaacaagtect
gagtgacctacaaagagacttagatgeccacacaataataatgggagacttbaacaccecactgteaacattagac
agatcaacgagacagaaagttaacaaggatatccaggaattggactcagetctgcaccaageagacctaatagaca
tctacagaactcteocacccecaaatcaacagaabatacattcttitcageaccacaccacacctatticcaaaactga
ccacatagttggaagtaaagctetectcagecaaatgtaaaagaacacaaactataacaaactgtotctcagaccac
agtgcaatcaaactagaactcaggattaagaaactcactcaaaaccactcagetacatggaaactgaacagectge
tcctgaatgactactgggtacataacaaaatgaaggeagaaataaagatgttotttgaaaccaacgagaacaaaga
cacaacacaccagaatototgagacacatteaaageagtgtgtagagggyaaatttatageactaaatgeccacaay
ggaaagcaggaaagatctaaasattgacacoctaacatcacaattaaaaaactagagaageaggagcaaacacatte
adaaagctaacagaagacaagaaataactaagatcagagcagaagtgaaggacatagagacacaaaaaaacccttea
aaaaaatcaatgaatccagaagctgttttcttgaaaagatcaacaaaaltgatagactgectageaagactaaltaaa
gaagaaaagagagaagaatcaaatagacgcaataaaaaatygacacggggtatcaccactgatcocacagaaataca
aactaccgtcagagaatactataaacacctctacgcaaataaactagaaaatctagaagaaatggataaattecte
gacacatacactctgcoraagactaaaccaggaagaagttgtatctectgaatagaccaataacaggetotgaaatty
aggcaataattraatagcettatcaaccaaaaaaagtecgggaccagtaggattceatrageegaattctaccagaggta
caaggaggagctggtaccatteettctgaaactattccaatcaatagaaaaagagggaatccteectaactecattt
tatgaggerageateatcotgatacraaagectyacagagacacaacaaaaaaagagaatgttacaccaatatect
tgatygaacattgatgcaaaaatcctcaataaaatactggcaaactgatecaccatgatcaagtggygoettcateect
gceatgraaggctggttoaacatacgaaaatcaataaacataatecagratataaacagaaccaaagacacaaace
atatgattatctcaatagatgeagaaaaggectttgacaaaattcaacaacgcttoatgetaaaaactectcaataa
attaggtattgatggcacatatctcaaaataataagagctatctatgacaaacccacagecaatatecatactgagt
ggacaaaaactggaagcattcectittgaaaactggcacaaggcagggatgecctctctecaccactectattcaaca
tagtgttgtaagttctyggeccagggcaatcaggcaggagaaggaaataaagggcattcaattaggaaaagaggaagt
gaaattgtceectgbitgcagatgacatgattgbatatetagaaaaccceceattgtctcageccaaaatectecttaag
ctgataageaactteagcaaagtctcaggatataaaatcagtgtgeaanaaatcacaagtattecctatgecaccasata
acagacaaacagagagccaaatcatgagtgaactcccattecacaattgeticaaagagaataaaatacctaggaalt
cecaacttacaagggatgbtgaaggacctcticaaggagaactacaaaccactgetcaatgaaataaaagaggataca
aacaaatggaagaacattccatgcteatgggtaggaagaatcaatategtygaaaatggtecatactgeccaaggtaa
tttatagattcaatgccatcceratcaagetaccaatgactitcttcacagaactggaaaaaactactttaaaget
catatggaaccaaaasagageccacatcaccaaggeaalecctaagocaaaagaacaaayctggaggcatecacgeta
cctgacttcaaactatactacaatgctacggtaaccaaaacageatggtactggtaccaaaacagagatetagace
aatggaacagaacagagccctcagaaataatgecogeatatectacaactatetgatetttgacaaacctgagagaaa
caagcaatggggaaaggattococtatttaataaatggtgetgggaaaactggetagecatatgtagaaagctgaaa
ctggatcecttocttacaccttatacaaaaattaattcaagatggattaaagacttacatgttagacctaaaacca
taaaaacoctagasaaaaacctaggeaataceattcaggacataggcatgggeaaggactrcatgtctaaaacace
aasagraatggraacasaagacadaatygacaaacgggatctaat taaactaaagagettecigeacagctaaagaa
actaccatcagagtgaacaggcaacctacaaaatgggagaaaatitttgecaatctacteatctgacaaagggctaa
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tatccagaatctacaatgaactcaaacaaatitacaagagaaaacaaacaaceccatcaaaaagbygygcaaaggat
atgaacagacacttcgeaaaagaagacatttatgtaatcaazaaaacacatgaaaaaatgectcatcatcactageca
tcagagaaatgcaaatcaaaaccacaatgagataccatetcacaccagttagaatggogatecattaaaaagtcagyg
azacaacaggtgctggagaggatgtggagaaacaggaacaacttttacactgtiggtgggactgtaaactagttca
accattgeggaagtcagtgtggeaattectcaggaatectagaactagaaataccatttgacccagececateccatta
ctgggtacatacccaaaggattataaatcatgetgetataaagacacatgeacacgtatgtttattgcageactat
teacaatagcaaagacttggaaccaacecaaatgtcraacaacgatagactggattaagaaaatgbyggcacatata
caccatggaatactatgeagccataaaaaatgatgagttecatgtectttgtagggacatggatgaagetggaaact
atcattctcagcaaactatcacaaggagaataaaccaaacacegeatgttecteactecataggrgggaattgaacaa
tgagaacacatggacacatgaagaggaacatcacactetggggactgttatgggutggggggeaggggcagggata
gcactaggagatatacctaatgctaaatgacgagttaatgggtgeagcacaccaacatggcacatgtatacatata
taacaaacctgcatgttgtgcacatgtacectaaaacttgaagtataataataaaaaaaagttatcctattaaaac
tgatctcacacatcogtagagocattatcaagtctitctetttgaaatagacagaaatttagtgttttctcagteca
gttaac [SEQ ID NO:19)

Se han identificado cinco sitios de sitio hipersensible (HS) en 5 (HS1-HS5) y un HS en 3’ en la LCR de B-globina
humana (Stamatoyannopoulos et al., (2001)). Los HS 1-4 en 5’ son sitios hipersensibles a ADNasa I. Los elementos
HS2 y HS3 son los elementos individuales mas potentes dentro de la LCR (Ellis et al., EMBO J. (1996), 15: 562-568;
Collis et al., EMBO J. (1990) 9: 233-240), tal como se corrobora por muchos grupos. Delecionar HS2 en el contexto
de BYAC en ratones transgénicos afecta gravemente a la formacion de sitios HS asi como a la expresion de todos
los genes de B-globina humana en cualquier estadio de desarrollo (Bungert et al., Mol. Cell Biol. (1999); 19: 3062-
3072). Se notificd que la delecion de HS2 reducia de manera minima la expresion de los genes de globina gy y Bhi
embrionarios en eritrocitos derivados de saco vitelino (Ley et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. (1998); 850: 45-53; Hug et al.,
Mol. Cell Biol. (1996); 26: 2906-2912). HS2 funciona principalmente como potenciador.

En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina comprende una regién de HS2. En ejemplo no limitativo,
la region LCR de B-globina comprende una region de HS2, una regién de HS3, y una region de HS4. En
determinadas realizaciones, la region de HS2, region de HS3 y region de HS4 dentro de la region LCR de B-globina
son contiguas. En una realizacién no limitativa, la regién LCR de B-globina consiste esencialmente en una region de
HS2, una regién de HS3 y una regidon de HS4. En otra realizacion, la region LCR de B-globina comprende dos sitios
de uniéon a GATA-1 introducidos en la unién entre la region de HS3 y la region de HS4. La region de HS3 puede
encontrarse entre la region de HS2 y la region de HS4. La longitud y la secuencia de la region de HS2 pueden variar.
La regidon de HS2 puede tener una longitud de desde aproximadamente 400 pb hasta aproximadamente 1000 pb,
por ejemplo, desde aproximadamente 400 pb hasta aproximadamente 500 pb, desde aproximadamente 500 pb
hasta aproximadamente 600 pb, desde aproximadamente 600 pb hasta aproximadamente 700 pb, desde
aproximadamente 700 pb hasta aproximadamente 800 pb, desde aproximadamente 800 pb hasta aproximadamente
900 pb, o desde aproximadamente 900 pb hasta aproximadamente 1000 pb. En una realizaciéon no limitativa, la
region de HS2 tiene una longitud de 860 pb. En un ejemplo no limitativo, la regién de HS2 tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 9, que se proporciona a continuacion:

GTATATGTGTATATATATATATATATATTCAGGAAATAATATATTCTAGAATATGTCA
CATTCTGTCTCAGGCATCCATTTTCTTTATGATGCOGTTTGAGGTGGAGTTTTAGTCAGG
TGGTCAGCTTCTCCELLELELEGCCATCTGCCCTETARGCATCCTGCTGGGGACCCAGAT
AGGAGTCATCACTCTAGGCTGAGAACATCTGGGCACACACCCTAAGCCTCAGCATGACTC
ATCATGACTCAGCATTGCTGTGCTTGAGCCAGAAGGTTTGCTTAGAAGGTTACACAGAAL
CAGAAGGCGGEGEGTGCEECACTGACCCCGACAGGEGCCTGGCCAGAATTGCTCATGCTTG
GACTATGGGAGGTCACTAATGGAGACACACAGAARTGTAACAGGAACTAMGGAAARACTG
AAGCTTATTTAATCAGAGATGAGATGCTGGAAGGGATAGAGGGAGCTGAGCTTGTARAR
AGTATAGTAATCATTCAGCAAATGGTTTTGAAGCACCTGCTGGATGCTAARACACTATTTT
CAGTGCTTGAATCATAAATAAGAATARAACATGTATCTTATTCCCCACAAGAGTCCAAGT
AADARATALCAGTTAATTATAATGTGCTCTGTCCCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACGAT
CTCAGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCCGGETTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCACCCT
AATAGCTGGGATTACAGETGCACACCACCATGCCAGGCTAATTTTTGTACTTTTTGTAGA
GGCAGGGTATCACCATGTTGTCCAAGATGGTCTTGAACTCCTGAGCTCCRAGCAGTCCAC
CCACCTCAGCCTCCCAAAGTGCT [SEQ ID NO:9]

En determinadas realizaciones, la region de HS2 tiene una longitud de aproximadamente 840 pb. En determinadas
realizaciones, la regién de HS2 tiene una longitud de aproximadamente 650 pb (por ejemplo, 646 pb). En
determinadas realizaciones, la regién de HS2 tiene una longitud de aproximadamente 420 pb (por ejemplo, 423 pb).

La longitud y la secuencia de la region de HS3 pueden variar. La region de HS3 puede tener una longitud de desde
aproximadamente 200 pb hasta aproximadamente 1400 pb, por ejemplo, desde aproximadamente 200 pb hasta
aproximadamente 300 pb, desde aproximadamente 300 pb hasta aproximadamente 400 pb, desde
aproximadamente 400 pb hasta aproximadamente 500 pb, desde aproximadamente 500 pb hasta aproximadamente
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600 pb, desde aproximadamente 600 pb hasta aproximadamente 700 pb, desde aproximadamente 700 pb hasta
aproximadamente 800 pb, desde aproximadamente 800 pb hasta aproximadamente 900 pb, desde
aproximadamente 900 pb hasta aproximadamente 1000 pb, desde aproximadamente 1000 pb hasta
aproximadamente 1100 pb, desde aproximadamente 1100 pb hasta aproximadamente 1200 pb, desde
aproximadamente 1200 pb hasta aproximadamente 1300 pb, o desde aproximadamente 1300 pb hasta
aproximadamente 1400 pb. En determinadas realizaciones, la region de HS3 tiene una longitud de
aproximadamente 1300 pb. En una realizacion no limitativa, la regiéon de HS3 tiene una longitud de 1308 pb. En una
realizacion no limitativa, la region de HS3 tiene una longitud de 1301 pb. En un ejemplo no limitativo, la region de
HS3 tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 5, que se proporciona a continuacion:

AAGCTTTCATTAAAAAARAGTCTAACCAGCTGCATTCGACTTTGACTGCAGCAGCTGETTA
GAAGGTTCTACTGGAGGAGGGTCCCAGCCCATTGCTAAATTARCATCAGGCTCTGAGACT
GGCAGTATATCTCTARCAGTGGTTGATGCTATCTTCTCGGAACTTGCCTGCTACATTGAGA
CCACTGACCCATACATAGGAAGCCCATAGCTCTGTCCTGAACTGTTAGGCCACTGGTCCA
GAGAGTGTGCATCTCCTTTGATCCTCATAATAMCCCTATGAGATAGACACAATTATTACT
CTTACTTTATAGATGATGATCCTGAAAACATAGGAGTCAAGGCACTTGCCCCTAGCTGGG
GGTATAGGGGAGCAGTCCCATGTAGTAGTAGAATGAARRATGCTGCTATGCTGTGCCTCC
CCCACCTTTCCCATGTCTGCCCTCTACTCATGGTCTATCTCTCCTGGLTCCTGGGAGTCA,
TGGACTCCACCCAGCACCACCAACCTGACCTAACCACCTATCTGAGCCTGCCAGCCTATA
ACCCATCTGGGCCCTGATAGCTGETEGECCAGCCCTGACCCCACCCCACCCTCCCTGGARC
CTCTCGATAGACACATCTGGCACACCAGCTCGCAARGTCACCGTGAGGGETCTTGTGTTTGC
TGAGTCAAAATTCCTTGAAATCCAAGTCCTTAGAGACTCCTECTCCCAAATTTACAGTCA
TAGACTTCTTCATGGCTGTCTCCTTTATCCACAGAATGATTCCTTTGCTTCATTGCCCCA
TCCATCTGATCCTCCTCATCAGTGCAGCACAGCGCCCATGAGCAGTAGCTGCAGAGTCTC
ACATAGGTCTGCGCACTGCCTCTGACATGTCCGACCTTAGGCARATGCTTGACTCTTCTGA

GCTCAGTCTTGTCATGGCAARATARAGATAATAATAGTGTTTTTTTATGGACGTTAGCGTG
AGGATGGAALRRCAATAGCAARATTGATTAGACTATARRAGETCTCAACARATAGTAGTAG
ATTTTATCATCCATTAATCCTTCCCTCTCCTCTCTTACTCATCCCATCACGTATGCCTCT
TAATTTTCCCTTACCTATAATAAGAGTTATTCCTCTTATTATATTCTTCTTATAGTGATT
CTGGATATTARAGTGECAATGAGGGGCAGGCCACTAACGAAGARGATGTTTCTCAARGAA
GCCATTCTCCCCACATAGATCATCTCAGCAGGGTTCAGGARGATARAGGAGGATCAAGGT
CGAAGGTAGGAACTAAGGARGAACACTGGGCAAGTGGATCC [SEQ ID NO:5])

En determinadas realizaciones, la regién de HS3 tiene una longitud de aproximadamente 850 pb (por ejemplo,
845 pb). En determinadas realizaciones, la regién de HS3 tiene una longitud de desde aproximadamente 280 pb
hasta aproximadamente 290 pb (por ejemplo, 280 pb y 287 pb).

De manera similar, la longitud y la secuencia de la regién de HS4 pueden variar. La region de HS4 puede tener una
longitud de desde aproximadamente 200 pb hasta aproximadamente 1200 pb, por ejemplo, desde aproximadamente
200 pb hasta aproximadamente 300 pb, desde aproximadamente 300 pb hasta aproximadamente 400 pb, desde
aproximadamente 400 pb hasta aproximadamente 500 pb, desde aproximadamente 500 pb hasta aproximadamente
600 pb, desde aproximadamente 600 pb hasta aproximadamente 700 pb, desde aproximadamente 700 pb hasta
aproximadamente 800 pb, desde aproximadamente 800 pb hasta aproximadamente 900 pb, desde
aproximadamente 900 pb hasta aproximadamente 1000 pb, desde aproximadamente 1000 pb hasta
aproximadamente 1100 pb, o desde aproximadamente 1100 pb hasta aproximadamente 1200 pb.

En determinadas realizaciones, la region de HS4 tiene una longitud de aproximadamente 1,0 kb o mas. En
determinadas realizaciones, la region de HS4 tiene una longitud de aproximadamente 1,1 kb. En determinadas
realizaciones, la region de HS4 tiene una longitud de aproximadamente 1150 pb (por ejemplo, 1153 pb). En una
realizacion no limitativa, la region de HS4 tiene una longitud de 1065 pb. En un ejemplo no limitativo, la region de
HS4 tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 6, que se proporciona a continuacion:
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TGAGCCCCTTTTCCTCTAACTGARAGARAGGAAARAMMARATGGARCCCAAMATATTCTACATA
GTTTCCATGTCACAGCCAGGGCTGGECAGTCTCCTGTTATTTCTTTTARAATARATATATCAT
TTAAATGCATAAATAAGCARACCCTGCTCGGGAATGGGAGGGAGAGTCTCTGCGAGTCCACCCC
TTCTCGGCCCTGGCTCTGCAGATAGTGCTATCAARGCCOTGACAGAGCCCTGCCCATTGCTGG
GCCTTGGAGTGAGTCAGCCTAGTAGAGAGGCAGGGCARGCCATCTCATAGCTGCTGAGTEGEGA
GAGAGAAAAGGGCTCATTGTCTATAAACTCAGGTCATGGCTATTCTTATTCTCACACTAAGAR
BAAGAATGAGATGTCTACATATACCCTGCETCCCCTCTTGTGTACTGEGELCCCCAAGAGCTC
TCTAARAGTGATGCCAAAGTCATTGCGCTAGATGCCATCCCATC TATTATAAACCTGCATTTG
TCTCCACACACCAGTCATGGACAATAACCCTCCTCCCAGETCCACGTGCTTGTCTTTGTATAA
TACTCAAGTAATTTCGGAARATGTATTCTTTCAATCTTGTTCTGTTATTCCTGTTTCAATGGC
TTAGTAGAAAAAGTACATACTTGTTTTCCCATARATTGACAATAGACAATTTCACATCARTGT
CTATATGGGTCGTTGTETTTGCTGTCTTTGCARAAACTCACAATAACTTTATATTGTTACTAC
TCTAAGAARGTTACAACATGGTGAATACAAGAGAARGCTATTACAAGTCCAGAARATARAAGT
TATCATCTTGAGGCCTCAGCT TTCTAGGAATAATATCAATATTACAAMATTTAATCTAACAAT
TATGAACAGCAATGAGATAATATGTACAAAGTACCCAGACCTATGTGGTAGAGCATCAAGGAA
GCGCATTGCGGAGCAGTTTITTTGTTTGTTTGTTTTTGTATTCTGTTTCGTGAGGCAAGETTTC
ACTCTGCTGTCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCAAGATCATGTCTCACTECAGCCTTGAC [SEQ

ID NO:6]

En un ejemplo no limitativo, la regiéon de HS4 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 7, que se
proporciona a continuacion:

TGAGCCCCTTTTCCTCTAACTCGAARGAAGGAAARARARAATGGRACCCARAATATTCTAL

ATAGTTTCCATGTCACAGCCAGGGCTEEGCAGTCTCCTGTTATTTCTT TTAAARTARATA
TATCATTAARTGCATAAATAAGCARACCCTGCTCGEGAATGGCAGGGAGAGTCTCTGGA

GTCCACCCCTTCTCGGCCCTGECTCTGCAGATAGTGCTATCARAGCCCTGACAGAGCCCT
GCCCATTGCTGGGCCTTGGAGTGAGTCAGCCTAGTAGAGAGGCAGGGCAAGCCATCTCAT
AGCTGCTGAGTGGCAGAGAGARAAGGGCTCATTGTCTATARACTCAGGTCATGGCTATTC
TTATTCTCACACTAAGAAARAGAATGAGATGTCTACATATACCCTGCGTCCCCTCTTETG
TACTGGEGCCCCCAAGACGCTCTCTARAAGTGATGGCAARGTCATTGCGCTAGATGCCATC
CCATCTATTATAAACCTGCATTTGTCTCCACACACCAGTCATGGACAATARCCCTCCTCC
CAGGTCCACGTGCTTGTCTTTGTATAATACTCAAGTAATTTCGGAARATGTATTCTTTCA
ATCTTGTTCTGTTATTCCTGTTTCAATGGCTTAGTAGAAARRGTACATACTTGTTTTCCC
ATARATTGACAATAGACAATTTCACATCAATGTCTATATGGGTCGTTGTGTTTGCTGTGT
TTGCAAAAACTCACAATAACTTTATATTGTTACTACTCTAAGARAGTTACAACATGGETGA
ATACAAGAGAAAGCTATTACAAGTCCAGAAAATARAMAGTTATCATCTTGAGGCCTCAGCT
TTCTAGGaATAATATCAATATTACAAAATTAATCTAACAATTATGAACAGCARTGAGAT

AATATGTACARAGTACCCAGACCTATGTGGTAGAGCATCARGGAAGCGCATTGCGGAGCA
GTTTTTTGTTTGTTTGTTTTTGTATTCTGTTTCGTGAGGCAAGGTTTCACTCTGCTGTCC
AGGCTGGAGTGCAGTGGCAAGATCATGTCTCACTGCAGCCTTGACAL [SEQ ID NO:7]

En determinadas realizaciones, la regiéon de HS4 tiene una longitud de menos de aproximadamente 1,0 kb, por
ejemplo, menos de aproximadamente 900 pb, menos de aproximadamente 700 pb, menos de aproximadamente 600
pb, o menos de aproximadamente 500 pb. En determinadas realizaciones, la region de HS4 tiene una longitud de
menos de aproximadamente 500 pb. En determinadas realizaciones, la regiéon de HS4 tiene una longitud de
aproximadamente 450 pb. En una realizacion no limitativa, la region de HS4 tiene una longitud de aproximadamente
446 pb. En un ejemplo no limitativo, la region de HS4 tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 8,
que se proporciona a continuacion:

TGGAACCCAARATATTCTACATAGTTTCCATGTCACAGCCAGGGCTGGECAGTCTCCTGTTAT
TTCTTTTAAAATARATATATCATTTAAATGCATAAATARAGCARACCCTGCTCGGGAATGGGAG
GGAGAGTCTCTGGAGTCCACCCCTTCTCGGCCCTGECTCTGCAGATAGTGCTATCAAAGCCCT
GACAGAGCCCTGCCCATTGCTGGGCCTTGGAGTGAGTCAGCCTAGTAGAGAGGCAGGGCAAGC
CATCTCATAGCTGCTGAGTGGGAGAGAGARARGGGCTCATTGTCTATAAACTCAGGTCATGGC
TATTCTTATTCTCACACTAAGAARARGARTGAGATGTCTACATATACCCTGCGTCCCCTCTTG
TGTACTGEGETCCCCAAGAGCTCTCTARRAGTGATGGCAAAGTCATTGCEGCTAGATGCCATCC
CATCT [SEQ ID NO:8]

En determinadas realizaciones, la regién de HS4 tiene una longitud de aproximadamente 280 pb (por ejemplo,
283 pb). En determinadas realizaciones, la region de HS4 tiene una longitud de aproximadamente 240 pb (por
ejemplo, 243 pb).
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En determinadas realizaciones no limitativas, la regiéon LCR de B-globina comprende una region de HS2 que tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 21, una region de HS3 que
tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y una region de HS4 que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8.

En una realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina comprende una region de HS2 que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 9, una region de HS3 que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ
ID NO: 5, y una regidon de HS4 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 7, tal como se
muestra en la figura 1.

En otra realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina comprende ademas una region de HS1, es decir, una
region LCR de B-globina que comprende una region de HS1, una region de HS2, una region de HS3, y una region de
HS4. En determinadas realizaciones, la regiéon de HS1, region de HS2, region de HS3 y region de HS4 dentro de la
region LCR de B-globina son contiguas. En una realizacién no limitativa, la regiéon LCR de B-globina consiste
esencialmente en una regién de HS1, una region de HS2, una region de HS3 y una regién de HS4. En otra
realizacion, la region LCR de B-globina comprende dos sitios de uniéon a GATA-1 introducidos en la unién entre la
region de HS3 y la region de HS4.

La longitud y la secuencia de la regién de HS1 pueden variar. En determinadas realizaciones, la region de HS1 tiene
desde aproximadamente 300 pb hasta aproximadamente 1500 pb de longitud, por ejemplo, desde aproximadamente
300 pb hasta aproximadamente 1100 pb de longitud. En determinadas realizaciones, la region de HS1 tiene una
longitud de aproximadamente 1,0 kb o mas, por ejemplo, aproximadamente 1,1 kb, aproximadamente 1,2 kb,
aproximadamente 1,3 kb, aproximadamente 1,4 kb, o aproximadamente 1,5 kb. En determinadas realizaciones, la
region de HS1 tiene una longitud de aproximadamente 1,1 kb. En un ejemplo no limitativo, la regiéon de HS1 tiene
una longitud de 1074 pb. En un ejemplo no limitativo, la regiéon de HS1 tiene la secuencia de nucleétidos expuesta
en SEQ ID NO: 2, que se proporciona a continuacion:

ARAGTAAACTTCCACAACCGCAAGCTTATTGAGGCTAAGGCATCTGTGAAGGRAAGAAACATCTCCTCTA
AACCACTATGCTGCTAGAGCCTCTTTTCTGTACTCAAGCCTCATTCAGACACTAGTGTCACCAGTCTCC
TCATATACCTATTGTATTITCTTCTTCTTGCTGGTTTAGTCATGTTTTCTGGGAGCTTAGGGGCTTATT
TTATTTTGTTTTGTTTTCTAATCAACAGAGATGGGCARACCCATTATTTTTTTCTTTAGACTTGGGATG
GTGATAGCTGGGCAGCGTCAGAAACTGTCTGTGGATATAGATAAGAGCTCGGACTATGCTGAGCTGTGA
TGAGGGAGGGACCTAGCCAAAGGCAGTGAGAGTCAGAATGCTCCTGCTATTGCCTTCTCAGTCCCCACG
CTTGGTTTCTACACAAGTAGATACATAGAAAAGGCTATAGGTTAGTGTTTGAGAGTCCTGCATGAGTTA
GTTGCTCAGAAATGCCCGATAAATATGT TATGTGTGTTTATGTATATATATGTTTTATATATATATATG
TETGTGTGTGTCTGTGCTGTGTCTTGTGT I TACAARATATGTGATTATCATCAAAACGTEGAGGGCTARAGT
GACCAGATAACTTGCAGGTCCTAGGATACCAGGARMATARATTACATTCCAARAAATTTARCTGAGACTT
TAABAAARAARARAARAAARAAANADLDMANCCAGTGATCCATGGACACAGGGAGGGGAACATCACACACT
GGGECCTGTTGEREGTGGGGGEECTAGGGGAAGGATAGCATTAGGAGARATACCTAATGTAGATGACGGG
TTGATGGGETGCAGCAAACCACCATGGECACATGTACCCCAGAACTTARAGCATATTAAAMANACAGTGAT
CATARAAGAAGCTCAAATTTAACTATAAGAGACCGAATGGCTCCCACAATTCTTAACTATAATCTTACA
GAATATTCTCATTGAATAGAAGTATGCTTATCATTAGAGATTTGGACAGCCAGGARRGCACAGAAARDAA
ARAAAAGGAGCTCTGTTGCCTTATAGCCTAGAGETGTTT [SEQ ID NO:2]

En determinadas realizaciones, la regiéon de HS1 tiene una longitud de menos de aproximadamente 1,0 kb, por
ejemplo, desde aproximadamente 400 pb hasta aproximadamente 700 pb, desde aproximadamente 400 pb hasta
aproximadamente 500 pb, desde aproximadamente 500 pb hasta aproximadamente 600 pb, desde
aproximadamente 600 pb hasta aproximadamente 700 pb, desde aproximadamente 700 pb hasta aproximadamente
800 pb, desde aproximadamente 800 pb hasta aproximadamente 900 pb, o desde aproximadamente 900 pb hasta
aproximadamente 1,0 kb. En determinadas realizaciones, la region de HS1 tiene una longitud de menos de
aproximadamente 700 pb. En determinadas realizaciones, la regién de HS1 tiene una longitud de aproximadamente
600 pb. En una realizacion no limitativa, la region de HS1 tiene una longitud de 602 pb. En un ejemplo no limitativo,
la region de HS1 tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 3, que se proporciona a continuacion:
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GGCATCTGTGAAGGAAAGARACATCTCCTCTAAACCACTATGCTGCTAGAGCCTCTTTTCTGTACTCAA
GCCTCATTCAGACACTAGTGTCACCAGTCTCCTCATATACCTATTGTATTYTCTTCTTCTTGCTGGTTT
AGTCATGTTTTCTGGGAGCTTAGGGGCTTAT T T TATTTTGT TTTGT TTTCTAATCAACAGAGATGGGCA
AACCCATTATTTTTTTCTTTAGACTTGGGATGGTGATAGCTGGGCAGCGTCAGAAACTGTGTGTGGATA
TAGATAAGAGCTCGGACTATGCTGAGCTGTGATGAGGGAGGCACCTAGCCARAGGCAGTGAGAGTCAGA
ATGCTCCTGCTATTGCCTTCTCAGTCCCCACGCTTGGTTTCTACACAAGTAGATACATAGARAAGGCTA
TAGGTTAGTGTTTGAGAGTCCTGCATGAGTTAGTTGCTCAGAAATGCCCGATAAATATGTTATGTGTGT
TTATGTATATATATGTTTTATATATATATATGTGTGTGTGTIGTGTGTGTGTCTGTTGTG T TTACARATA
TGTGATTATCATCAAARACGTGAGGGCTAAAGTGACCAGATAACTTGCAGG [SEQ ID NO: 3}

En determinadas realizaciones, la region de HS1 tiene una longitud de menos de aproximadamente 500 pb. En
determinadas realizaciones, la region de HS1 tiene una longitud de aproximadamente 490 pb. En una realizacion no
limitativa, la region de HS1 tiene una longitud de 489 pb. En un ejemplo no limitativo, la regiéon de HS1 tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 4, que se proporciona a continuacion:

GGCATCTGTGAAGGAAAGAARCATCTCCTCTAAACCACTATGCTECTAGAGCCTCTTTTCTGTACTCAA
GCCTCATTCAGACACTAGTGTCACCAGTCTCCTCATATACCTATTGTATTTTCTTCTTCTTGCTGETTT
AGTCATGTTTTCTGGGAGCTTAGGGECTTATTT TATTTTGTTTTGTTTTCTAATCAACAGAGATGGGCA
AACCCATTATTTTTTTCTTTAGACTTGGGATGGTGATAGCTGEGCAGCGTCAGAAACTGTGTGTGGATA
TAGATAAGAGCTCGGACTATGCTGAGCTCTGATGAGGGAGGGACCTAGCCAAAGGCAGTGAGAGT CAGA
ATGCTCCTGCTATTGCCTTCTCAGTCCCCACGCTTGGTTTCTACACAAGTAGATACATAGAARAGGCTA
TAGGTTAGTGTTTGAGAGTCCTGCATGAGTTAGTTGCTCACGAAATGCCCGATAAATATETTATGTGTGT
TTATGT [SEQ ID NO:4]

Recientes estudios han mostrado que HS2 no es especifica de eritroides, sino que se expresa en otros linajes y
lineas celulares (véanse el ejemplo 3 y la figura 7) y también esta presente en células madre embrionarias humanas
no diferenciadas (Chang et al., Stem cell reviews (2013); 9: 397-407). Debido a la actividad no eritroide de HS2, los
vectores de globina que contienen HS2 pueden suponer un riesgo para su uso seguro en el tratamiento clinico, por
ejemplo, para tratar a pacientes con talasemia y células falciformes. En determinadas realizaciones, la region LCR
de B-globina no comprende una region de HS2. En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no
comprende una secuencia central de HS2. Una secuencia central de HS2 proporciona una expresion de alto nivel
independiente de la posicién. Ademas, una secuencia central de HS2 conserva la actividad potenciadora de HS2.
Por ejemplo, la secuencia central de HS2 potencia la transcripcion de un gen de globina (por ejemplo, gen de B-
globina humana). Adicionalmente, una secuencia central de HS2 comprende uno o mas sitios de unién o motivos de
union para proteinas (por ejemplo, factores de transcripcion) ubicuas asi como especificas de tejido (por ejemplo,
especificas de eritroides), incluyendo, pero sin limitarse a, miembros de la familia de proteinas AP1 (por ejemplo,
NF-E2), GATA-1 (también conocido como “NF-E1” o “NFE1”), proteinas de dedos de Zn de tipo Krippel (por
ejemplo, proteinas ubicuas Spl e YY1, y factor restringido a eritroides factor de tipo Krippel eritroide (EKLF)), y
proteinas de hélice-bucle-hélice basicas (bHLH) (cajas E) (por ejemplo, USF y TAL1). Se requieren sitios de unién a
AP1 para la potenciacion e induccion (Moi y Kan (1990); Ney et al., (1990); Talbot y Grosveld (1991)). Ademas, la
union de NF-E2 puede provocar la alteracion de la cromatina reconstituida in vitro en HS2 (Armstrong y Emerson
(1996)). Mutaciones en los sitios de unién a GATA-1 pueden provocar una reduccion de la actividad potenciadora de
HS2 en ratones transgénicos (Caterina et al., (1994)). Aunque tanto sitios de unién a AP1 (por ejemplo, AP1/NF-E2)
como a GATA1 son importantes para la funcién principal, los ratones que carecen de estos factores no muestran
una expresion de gen de globina alterada (Weiss et al., 1994).

En determinadas realizaciones, la regién LCR de B-globina no comprende la longitud completa de una secuencia
central de HS2. En determinadas realizaciones, la secuencia central de una regidon de HS2 es una secuencia central
de HS2 humano. En una realizacion no limitativa, la secuencia central de HS2 humano comprende un par en tandem
de sitios de union para miembros de la familia de proteinas AP1 (por ejemplo, NF-E2) (denominados sitios de unién
a “AP1/NF-E2”) (por ejemplo, GCTGAGTCA, y GATGAGTCA), un sitio de unién para proteinas de dedos de Zn de
tipo Kruppel (por ejemplo, AGGGTGTGT), un sitio de union a GATA-1 (por ejemplo, CTATCT), y tres cajas E
(CANNTG, por ejemplo, CAGATG, y CACCTG). En una realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina no
comprende la longitud completa de una secuencia central de 388 pb de HS2 humano, que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 20 proporcionada a continuacion:
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TARGCTTCAGTTTTTCCTTAGTTCCTGTTACATTTCTGTGTGTCTCCATTAGTGACCTCCCATAGTCCA
AGCATGAGCAGTTCTGGCCAGGCCCCTETCGGGGT CAGTGCCCCACCCCCGCCTTCTGETTCTGTGTAA
CCTTCTAAGCAAACCTTCTGGCTCAAGCACAGCAATGCTGAGTCATGATGAGTCATGCTGAGGCTTAGS
GTGTGTGCCCAGATGTTCTCAGCCTAGAGTGATGACTCCTATCTGGETCCCCAGCAGGATGCTTACAGG
GCAGATGGCAAARRARAGGAGAAGCTGACCACCTGACTAAAACTCCACCTCARACGGCATCATARAGAA
AATGGATGCCTGAGACAGAATGTGACATATTCTAGAATATATT {SEQ ID NO:20]

La secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 20 corresponde a nucleétidos de la posicion 16671 a la
posicion 17058 de SEQ ID NO: 19 (n.° de registro de GenBank: NG_000007.3). En SEQ ID NO: 20, un sitio de unién
a AP1/NF-E2 que tiene la secuencia de nucleétidos de GCTGAGTCA esta ubicado de la posicion 175 a la posicion
183, un sitio de unién a AP1/NF-E2 que tiene la secuencia de nucleétidos de GATGAGTCA esta ubicado de la
posiciéon 185 a la posicion 193, un sitio de unién para proteinas de dedos de Zn de tipo Kriippel que tienen la
secuencia de nucledtidos de AGGGTGTGT esta ubicado de la posicion 205 a la posicion 213, dos cajas E, cada una
de las cuales tiene la secuencia de nucleotidos de CAGATG, estan ubicadas de la posicion 217 a la posicion 222, y
de la posicion 278 a la posicion 283, un sitio de unién a GATA-1 que tiene la secuencia de nucleétidos de CTATCT
esta ubicado de la posicion 246 a la posicion 251, una caja E que tiene la secuencia de nucleétidos de CACCTG
esta ubicada de la posicion 306 a la posicion 311.

En una realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina no comprende la longitud completa de una secuencia
central de 387 pb de HS2 humano, que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 21
proporcionada a continuacion:

TAAGCTTCAGTTTTTCCTTAGTTCCTGTTACATTTCTGTGTGTCTCCATTAGTGACCTCCCATAGTCCA
AGCATGAGCAGTTCTGGCCAGGCCCCTETCEGGETCAGTGCCCCACCCCCGCCTTCTGETTCTGTGTAR
CCTTCTAAGCAARCCTTCTGGCTCAAGCACAGCAATGCTGAGTCATGATGAGTCATGCTGAGGCTAGGG
TGTGTGCCCAGATGTTCTCAGCCTAGAGTGATGACTCCTATCTGGGTCCCCAGCAGGATGCTTACAGGS
CAGATGGCAAAARARAGGAGAAGCTGACCACCTGACTAARAACTCCACCTCAAACGGCATCATAAAGARD
ATGGATGCCTGAGACAGAATGTGACATATTCTAGAATATATT [SEQ ID NO:21]

En SEQ ID NO: 21, un sitio de unién a AP1/NF-E2 que tiene la secuencia de nucleétidos de GCTGAGTCA esta
ubicado de la posicién 175 a la posicion 183, un sitio de unién a AP1/NF-E2 que tiene la secuencia de nucleétidos
de GATGAGTCA esta ubicado de la posicién 185 a la posicién 193, un sitio de unién para proteinas de dedos de Zn
de tipo Kriippel que tienen la secuencia de nucleétidos de AGGGTGTGT esta ubicado de la posicién 204 a la
posicion 212, dos cajas E, cada una de las cuales tiene la secuencia de nucleétidos de CAGATG, estan ubicadas de
la posiciéon 216 a la posicion 221, y de la posicion 277 a la posicion 282, un sitio de union a GATA-1 que tiene la
secuencia de nucledtidos de CTATCT esta ubicado de la posicion 245 a la posicion 250, una caja E que tiene la
secuencia de nucleétidos de CACCTG esta ubicada de la posicion 305 a la posicién 310.

En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una region de HS2 que comprende una
secuencia central de HS2. Una region de HS2 que comprende una secuencia central de HS2 puede variar en cuanto
a la longitud y secuencia. En ejemplos no limitativos, una region de HS2 que comprende una secuencia central de
HS2 tiene desde aproximadamente 400 pb hasta aproximadamente 1000 pb, por ejemplo, desde aproximadamente
400 pb hasta aproximadamente 500 pb, desde aproximadamente 500 pb hasta aproximadamente 600 pb, desde
aproximadamente 600 pb hasta aproximadamente 700 pb, desde aproximadamente 700 pb hasta aproximadamente
800 pb, desde aproximadamente 800 pb hasta aproximadamente 900 pb, o desde aproximadamente 900 pb hasta
aproximadamente 1000 pb, de longitud. En una realizacion no limitativa, la regién LCR de B-globina no comprende
una region de HS2 de 840 pb (por ejemplo, la region de HS2 comprendida en el vector de globina TNS9 dado a
conocer en el documento U.S. 7.541.179). En una realizacion no limitativa, la region LCR de pB-globina no
comprende una region de HS2 de 860 pb. En una realizacion no limitativa, la regién LCR de B-globina no comprende
una region de HS2 de aproximadamente 650 pb. En un ejemplo no limitativo, la region LCR de B-globina no
comprende una region de HS2 de 646 pb (por ejemplo, la region de HS2 comprendida en el vector de globina
LentiGlobin™, también conocido como “B87”). En una realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina no
comprende una region de HS2 de aproximadamente 420 pb. En un ejemplo no limitativo, la region LCR de B-globina
no comprende una regiéon de HS2 de 423 pb (por ejemplo, la region de HS2 comprendida en el vector de globina
dado a conocer en Sadelain et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. (USA) (1995); 92: 6728-6732).

En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una regiéon de HS2 que conserva la
actividad potenciadora de HS2. En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una
region de HS2 que puede potenciar la transcripcion de un gen de globina (por ejemplo, gen de B-globina humana).
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En ejemplos no limitativos, la region LCR de B-globina no comprende una regiéon de HS2 cuya capacidad para
potenciar la transcripcién de un gen de globina (por ejemplo, gen de B-globina humana) es de no menos del 60%, no
menos del 70%, no menos del 80%, no menos del 90%, o no menos del 95% en comparacion con una region de
HS2 nativa.

En determinadas realizaciones, la region LCR de p-globina no comprende una region de HS2 que comprende uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete de los siguientes sitios de union: dos (un par en tdndem de) sitios de unién a
AP1/NF-E2 (por ejemplo, GCTGAGTCA, y GATGAGTCA), un sitio de unién para proteinas de dedos de Zn de tipo
Kruppel (por ejemplo, AGGGTGTGT), un sitio de unién a GATA-1 (por ejemplo, CTATCT), y tres cajas E (CANNTG,
por ejemplo, CAGATG, y CACCTG). En determinadas realizaciones, la regién LCR de p-globina no comprende una
region de HS2 que comprende seis de los sitios de unidon descritos anteriormente. Por ejemplo, en determinadas
realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una region de HS2 que comprende dos sitios de union a
AP1/NFEZ2, un sitio de unién para proteinas de dedos de Zn de tipo Kruppel, un sitio de unién a GATA-1, y dos, no
tres, cajas E. En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una region de HS2 que
comprende uno, no dos, sitios de unidon a AP1/NFE2, un sitio de unién para proteinas de dedos de Zn de tipo
Kruppel, un sitio de union a GATA-1, y tres cajas E. En determinadas realizaciones, la regién LCR de B-globina no
comprende una region de HS2 que comprende dos sitios de union a AP1/NF-E2, un sitio de unién a GATA-1, y tres
cajas E y no comprende un sitio de union para proteinas de dedos de Zn de tipo Kruppel. En determinadas
realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una region de HS2 que comprende dos sitios de union a
AP1/NF-E2, un sitio de union para proteinas de dedos de Zn de tipo Kruppel, y tres cajas E, y no comprende un sitio
de unién a GATA-1.

En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina comprende una region de HS1, una region de HS3, y una
region de HS4, y no comprende una region de HS2. En determinadas realizaciones, la region de HS1, region de HS3
y region de HS4 dentro de la region LCR de B-globina son contiguas. En una realizacion no limitativa, la region LCR
de B-globina consiste esencialmente en una region de HS1, una region de HS3 y una region de HS4. En otra
realizacion, la region LCR de B-globina comprende dos sitios de unién a GATA-1 introducidos en la unién entre la
region de HS3 y la region de HS4. La region de HS3 puede encontrarse entre la region de HS1 y la region de HS4.

En determinadas realizaciones no limitativas, la regiéon LCR de B-globina comprende una region de HS1 que tiene la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO:
23, una region de HS3 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y una regién de HS4 que
tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8, y la region LCR de B-
globina no comprende una regién de HS2.

En una realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina comprende una regiéon de HS1 que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 2, una region de HS3 que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ
ID NO: 5, y una region de HS4 que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 6, y la region LCR de
B-globina no comprende una region de HS2, tal como se muestra en la figura 2.

En una realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina comprende una regiéon de HS1 que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 3, una region de HS3 que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ
ID NO: 5, y una region de HS4 que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 8, y la region LCR de
B-globina no comprende una region de HS2, tal como se muestra en la figura 3.

En una realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina comprende una regiéon de HS1 que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 4, una region de HS3 que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ
ID NO: 5, y una region de HS4 que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 8, y la region LCR de
B-globina no comprende una region de HS2.

En determinadas realizaciones, la regiéon LCR de B-globina no comprende una region de HS1 o una region de HS2.
En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una secuencia central de HS1. Una
secuencia central de HS1 conserva la actividad de HS1, por ejemplo, actividad potenciadora, o que funciona como
elemento facilitador o regulador para anclar la actividad potenciadora de otras regiones de HS, por ejemplo, HS2-4.
Ademas, una secuencia central de HS1 comprende uno o mas sitios de unién o motivos de union para proteinas (por
ejemplo, factores de transcripcion) ubicuas asi como especificas de tejido (por ejemplo, especificas de eritroides),
incluyendo, pero sin limitarse a, GATA-1, y proteinas de dedos de Zn de tipo Krippel (por ejemplo, factor restringido
a eritroides EKLF).

En determinadas realizaciones, la regién LCR de B-globina no comprende la longitud completa de una secuencia
central de HS1. En determinadas realizaciones, la secuencia central de una region de HS1 es una secuencia central
de HS1 humano. En una realizacién no limitativa, la secuencia central de HS1 humano comprende dos sitios de
union a GATA-1 (por ejemplo, TTATCT, y CTATCA), y un sitio de union para EKLF (por ejemplo, CCACACACA). En
determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende la longitud completa de una secuencia central
de 286 pb de HS1 humano. En una realizacién no limitativa, la secuencia central de 286 pb de HS1 humano tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 22 proporcionada a continuacion:
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CTGAGCAACTAACTCATGCAGGACTCTCAAACACTAACCTATAGCCTTTTCTATGTATCTACTTGTGTA
GAAACCAAGCGETGGGGACTGAGAAGGCAATAGCAGGAGCATTCTGACTCTCACTGCCTTTGGCTAGGTC
CCTCCCTCATCACAGCTCAGCATAGTCCGAGCTCTTATCTATATCCACACACAGTTTCTGACGCTGCCC
AGCTATCACCATCCCAAGTCTAAAGAAAAALATAATGGGTTTGCCCATCTCTGTTGATTAGARANCARA
ACAARATARAR [SEQ ID NO:22)

En SEQ ID NO: 22, un sitio de unién a GATA-1 que tiene la secuencia de nucleétidos de TTATCT esta ubicado de la
posicion 173 a la posicion 178, un sitio de unién a GATA-1 que tiene la secuencia de nucleétidos de CTATCA esta
ubicado de la posicion 210 a la posicion 215, y un sitio de union para EKLF que tiene la secuencia de nucleétidos de
CCACACACA esta ubicado de la posicién 183 a la posicion 191.

En otra realizacion no limitativa, la secuencia central de 286 pb de HS1 humano tiene la secuencia de nucledtidos
expuesta en SEQ ID NO: 23 proporcionada a continuacion:

CTGRAGCAACTAATCATGCAGGACTCTCARACACTAACCTATAGCCTTTTCTATGTATCTACTTGTGTAG
AARCCAAGCGTGGEGACTGAGAAGGCAATAGCAGGAGCATTCTGACTCTCACTGCCTTTAGCTAGGCCC
CTCCCTCATCACAGCTCAGCATAGTCCTGAGCTCTTATCTATATCCACACACAGTTTCTGACGCTGCCC
AGCTATCACCATCCCAAGTCTARAGAARMAANTAATGGGTTTGCCCATCTCTGTTGATTAGAARACAAR
ACARANTAAA [SEQ ID NO:23]

La secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 23 corresponde a los nucledtidos de la posicion 21481 a la
posicion 21766 de SEQ ID NO: 19 (n.° de registro de GenBank: NG_000007.3). En SEQ ID NO: 23, un sitio de unién
a GATA-1 que tiene la secuencia de nucleétidos de TTATCT esta ubicado de la posiciéon 173 a la posicién 178, un
sitio de unién a GATA-1 que tiene la secuencia de nucledtidos de CTATCA esta ubicado de la posicién 210 a la
posicion 215, y un sitio de union para EKLF que tiene la secuencia de nucleétidos de CCACACACA esta ubicado de
la posicion 183 a la posicion 191.

En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una region de HS1 que comprende una
secuencia central de HS1. Una region de HS1 que comprende una secuencia central de HS1 puede variar en cuanto
a la longitud y secuencia. En ejemplos no limitativos, una region de HS1 que comprende una secuencia central de
HS1 tiene desde aproximadamente 300 pb hasta aproximadamente 1200 pb, por ejemplo, desde aproximadamente
300 pb hasta aproximadamente 400 pb, desde aproximadamente 400 pb hasta aproximadamente 500 pb, desde
aproximadamente 500 pb hasta aproximadamente 600 pb, desde aproximadamente 600 pb hasta aproximadamente
700 pb, desde aproximadamente 700 pb hasta aproximadamente 800 pb, desde aproximadamente 800 pb hasta
aproximadamente 900 pb, desde aproximadamente 900 pb hasta aproximadamente 1000 pb, desde
aproximadamente 1000 pb hasta aproximadamente 1100 pb, o desde aproximadamente 1100 pb hasta
aproximadamente 1200 pb, de longitud. En una realizacion no limitativa, la regién LCR de B-globina no comprende
una region de HS1 de aproximadamente 1,0 kb pb. En una realizacion no limitativa, la regiéon LCR de B-globina no
comprende una region de HS1 de aproximadamente 1,1 kb.

En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una regiéon de HS1 que conserva la
actividad de HS1, por ejemplo, actividad potenciadora, o que funciona como elemento facilitador o regulador para
anclar la actividad potenciadora de otras regiones de HS, por ejemplo, HS2-4. En determinadas realizaciones, la
region LCR de B-globina no comprende una region de HS1 que puede potenciar la transcripcion de un gen de
globina (por ejemplo, gen de B-globina humana). En ejemplos no limitativos, la region LCR de B-globina no
comprende una regiéon de HS1 cuya capacidad para potenciar la transcripcién de un gen de globina (por ejemplo,
gen de B-globina humana) es de no menos del 60%, no menos del 70%, no menos del 80%, no menos del 90%, o
no menos del 95% en comparacion con una region de HS1 nativa. En ejemplos no limitativos, la region LCR de -
globina no comprende una regién de HS1 cuya capacidad para anclar la actividad potenciadora de uno o mas de
HS2-HS4 es de no menos del 60%, no menos del 70%, no menos del 80%, no menos del 90%, o no menos del 95%
en comparacion con una region de HS1 nativa.

En determinadas realizaciones, la region LCR de p-globina no comprende una region de HS1 que comprende uno,
dos o tres de los siguientes sitios de unién: dos sitios de uniéon a GATA-1 (por ejemplo, TTATCT, y CTATCA), y un
sitio de unién para EKLF (por ejemplo, CCACACACA). En determinadas realizaciones, la regién LCR de B-globina
no comprende una regién de HS1 que comprende dos de los sitios de unién descritos anteriormente. Por ejemplo,
en determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina no comprende una region de HS1 que comprende dos
sitios de unidon a GATA-1 y no comprende un sitio de unién para EKLF. En determinadas realizaciones, la region
LCR de B-globina no comprende una region de HS1 que comprende uno, no dos, sitios de union a AP1/NFE2 y un
sitio de unién para EKLF.
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En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina comprende una regién de HS3 y una region de HS4, y la
region LCR de B-globina no comprende una regién de HS1 o una regiéon de HS2. En determinadas realizaciones, la
region de HS3 y region de HS4 dentro de la region LCR de B-globina son contiguas. En una realizacion no limitativa,
la regién LCR de B-globina consiste esencialmente en una regiéon de HS3 y una regién de HS4. En otra realizacion,
la region LCR de B-globina comprende dos sitios de unién a GATA-1 introducidos en la unién entre la region de HS3
y la regidon de HS4. La region de HS3 puede encontrarse entre el gen de globina o parte funcional del mismo y la
region de HS4.

En determinadas realizaciones, la region LCR de B-globina comprende una region de HS3 que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5 y una region de HS4 que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8, y la region LCR de B-globina no comprende una regiéon de HS1 o una
region de HS2.

En una realizacion no limitativa, la region LCR de B-globina comprende una regiéon de HS3 que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5 y una region de HS4 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ
ID NO: 6, y la region LCR de B-globina no comprende una regiéon de HS1 o una region de HS2, tal como se muestra
en la figura 4.

Gen de globina

Segun el contenido dado a conocer en el presente documento, el casete de expresion comprende un gen de globina
o una parte funcional del mismo. El gen de globina puede ser un gen de B-globina, un gen de y-globina, o un gen de
8-globina. En determinadas realizaciones, el casete de expresion comprende un gen de B-globina humana. Segun el
contenido dado a conocer en el presente documento, el gen de B-globina humana puede ser un gen de p-globina
humana silvestre, un gen de B-globina humana delecionado que comprende una o mas deleciones de secuencias de
intrones, o un gen de B-globina humana mutado que codifica para al menos un residuo de aminoacido anti-
falciformacion. En una realizaciéon no limitativa, un casete de expresion dado a conocer en el presente documento
comprende un gen de B-globina humana silvestre. En otra realizacion, el un casete de expresion dado a conocer en
el presente documento comprende un gen de pBA-globina humana que codifica para una mutacion de treonina a
glutamina en el codon 87 (BAT7Q). El residuo de glutamina en la posicion 87 en la cadena de gamma-globina
aumenta la actividad anti-falciformacion de la cadena gamma con respecto a la cadena beta, al tiempo que conserva
caracteristicas de unién a oxigeno de adulto de la cadena beta (Nagel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1979); 76:
670-672). En determinadas realizaciones, una parte funcional de un gen de globina tiene una identidad de al menos
el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%, o al menos el 99% con respecto a una secuencia de polinucleétido de
referencia silvestre correspondiente.

Promotores y potenciadores

Segun el contenido dado a conocer en el presente documento, el casete de expresion puede comprender ademas
un promotor de B-globina. En determinadas realizaciones, el promotor de B-globina esta posicionado entre el gen de
globina o parte funcional del mismo y la regién LCR de B-globina. La longitud y la secuencia del promotor de -
globina pueden variar. En determinadas realizaciones, el promotor de B-globina tiene desde aproximadamente 100
pb hasta aproximadamente 1600 pb de longitud, por ejemplo, desde aproximadamente 200 pb hasta
aproximadamente 700 pb, desde aproximadamente 100 pb hasta aproximadamente 200 pb, desde
aproximadamente 200 pb hasta aproximadamente 300 pb, desde aproximadamente 300 pb hasta aproximadamente
400 pb, desde aproximadamente 400 pb hasta aproximadamente 500 pb, desde aproximadamente 500 pb hasta
aproximadamente 600 pb, desde aproximadamente 600 pb hasta aproximadamente 700 pb, desde
aproximadamente 700 pb hasta aproximadamente 800 pb, desde aproximadamente 800 pb hasta aproximadamente
900 pb, desde aproximadamente 900 pb hasta aproximadamente 1000 pb, desde aproximadamente 1000 pb hasta
aproximadamente 1100 pb, desde aproximadamente 1100 pb hasta aproximadamente 1200 pb, desde
aproximadamente 1200 pb hasta aproximadamente 1300 pb, desde aproximadamente 1300 pb hasta
aproximadamente 1400 pb, desde aproximadamente 1400 pb hasta aproximadamente 1500 pb, o desde
aproximadamente 1500 pb hasta aproximadamente 1600 pb de longitud. En determinadas realizaciones, el promotor
de B-globina un promotor de B-globina humana que tiene aproximadamente 130 pb, aproximadamente 613 pb,
aproximadamente 265 pb, o aproximadamente 1555 pb, de longitud. En una realizacién, el promotor de 3-globina es
un promotor de B-globina humana que tiene aproximadamente 613 pb de longitud. En un ejemplo no limitativo, el
promotor de B-globina humana tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 10, que se proporciona a
continuacion:

41



10

15

20

25

30

ES 2746 529 T3

AAGCAATAGATGGCTCTGCCCTGACTTTTATGCCCAGCCCTGGCTCCTGCCCTCCCTECTCCT
GGGAGTAGATTGGCCAACCCTAGGGETETGGCTCCACAGGETCAGETCTAAGTCATGACAGCCG
TACCTGTCCTTGECTCTTCTGGCACTEGGCTTAGGAGTTGGACT TCARACCCTCAGCCCTCCCT
CTAAGATATATCTCTTGGCCCCATACCATCAGTACAAATTGCTACTAAAARCATCCTCCTTTG
CAAGTGTATTTACGTAATATTTGGAATCACAGCTTGGTAAGCATATTGAAGATCGTTTTCCCA
ATTTTCTTATTACACAAATAAGAAATTGATGCACTAAAAGTGGAAGAGTTTTGTCTACCATAA
TTCAGCTTTGGEGATATGTAGATGGATCTCTTCCTGCGTCTCCAGAATATGCARAAATACTTACA
GGACAGAATGGATGAAALCTCTACCTCAGTTCTARGCATATCTTCTCCTTATTTGGATTARAR
CCTTCTGGTARGARAANGAAARAALARTATATATATATATGTGTATATATACACACATACATATA
CATATATATGCATTCATTTGTTGTTGTTTTTCTTAATTITGCTCATG [SEQ ID NO:10]

En una realizacion, el promotor de B-globina es un promotor de B-globina humana que tiene aproximadamente
265 pb de longitud. En un ejemplo no limitativo, el promotor de B-globina humana tiene la secuencia de nucleétidos
expuesta en SEQ ID NO: 11.

AAGCAATAGATGGCTCTGCCCTGACTTTTATGCCCAGCCCTGGCTCCTGCCCTCCCTGCTCCT
GGGAGTAGATTGGCCAACCCTAGGGTGTGGCTCCACAGGETCGAGGTCTAAGTGATGACAGCCE
TACCTGTCCTTGGCTCTTCTGGCACTGGCTTACGGAGTTGGACTTCARACCCTCAGCCCTCCCT
CTAAGATATATCTCTTGGCCCCATACCATCAGTACAAATTCGCTACTAAAAACATCCTCCTTTG

CARGTGTATTTAC [SEQ ID NO:11}

Adicional o alternativamente, un casete de expresién dado a conocer en el presente documento puede comprender
ademas un potenciador en 3’ de B-globina humana. En determinadas realizaciones, el potenciador en 3’ de -globina
humana estd posicionado aguas arriba del gen de globina o parte funcional del mismo. En determinadas
realizaciones, el potenciador en 3’ de B-globina tiene desde aproximadamente 500 pb hasta aproximadamente
1000 pb de longitud, por ejemplo, desde aproximadamente 500 pb hasta aproximadamente 600 pb, desde
aproximadamente 600 pb hasta aproximadamente 700 pb, desde aproximadamente 700 pb hasta aproximadamente
800 pb, o desde aproximadamente 800 pb hasta aproximadamente 900 pb de longitud. En una realizacion, el
potenciador en 3’ de B-globina humana tiene aproximadamente 879 pb de longitud. En un ejemplo, el potenciador en
3’ de B-globina humana tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 12.

TAGGTATTGAATAAGAAAAATGAAGTTAAGGTGGTTGATGGTARACACTATGCTAATAAC
TGCACGAGCCAGAAGCACCATAAGGGACATGATAAGGGAGCCAGCAGACCTCTGATCTCTT
CCTGAATGCTAATCTTAAACATCCTGAGGAAGAATGGGACTTCCATTTGGEETGGGCCTA
TGATAGGGTAATAAGACAGTAGTGAATATCAAGCTACARMANGCCCCCTTTCARAATTCTT
CTCAGTCCTAACTTTTCATACTAARGCCCAGTCCTTCCAAAGCAGACTGTGAAAGAGTGAT
AGTTCCGGGAGACTAGCACTGCAGATTCCGGETCACTCTGAGTGGGGEGAGGCAGGGAAGA
AGGGCTCACAGGACAGTCAAACCATGCCCCCTGTTTTTCCTTCTTCAAGTAGACCTCTAT
AAGACAACAGAGRCAACTAAGGCTGACGTGGCCAGGCGAGGAGARACCATCTCGCCGTARA
ACATGGAAGGAACACTTCAGGGGAAAGGTGGTATCTCTAAGCAAGAGAACTGAGTGGAGT
CRAGGCTGAGAGATGCAGGATAAGCARATCCETAGTGAAAAGACATTCATGAGGACAGCT
AAAACAATAAGTAATGTAARATACAGCATAGCAARACTTTAACCTCCARATCARAGCCTCT
ACTTGAATCCTTTTCTGAGGGATGAATAAGGCATAGGCATCAGGGCCTCGTTGCCAATGETG
CATTAGCTGTTTGCAGCCTCACCTICTTTCATGGAGTTTAAGATATAGTGTATTTTCCCA
AGGTTTGAACTAGCTCTTCATTTCTTTATGTTTTAAATGCACTGACCTCCCACATTCCCT
TTTTAGTAARAATATTCAGAMATAATTTAAATACATCATTG [SEQ ID NO:12]

Ademas, un casete de expresion dado a conocer en el presente documento puede comprender ademas al menos un
potenciador especifico de eritroides. El casete de expresion dado a conocer en el presente documento permite la
expresion de un gen de globina (por ejemplo, gen de B-globina humana) de una manera especifica de eritroides. El
potenciador especifico de eritroides puede potenciar la expresion del gen de globina de una manera especifica de
eritroides. Por ejemplo, el potenciador especifico de eritroides carece de actividad potenciadora en tejidos no
eritroides. Particularmente, para la region LCR de B-globina que carece de una regiéon de HS2, que funciona
principalmente como potenciador de la expresioén, la adicidon de uno o mas potenciadores especificos de eritroides
puede compensar la actividad de potenciacion de una region de HS2. Ademas, los potenciadores especificos de
eritroides dados a conocer en el presente documento no disminuyen o reducen el titulo de un vector que comprende
el casete de expresion. La longitud del potenciador especifico de eritroides puede variar, por ejemplo, desde
aproximadamente 100 pb hasta aproximadamente 200 pb, desde aproximadamente 100 pb hasta aproximadamente
120 pb, desde aproximadamente 120 pb hasta aproximadamente 140 pb, desde aproximadamente 140 pb hasta
aproximadamente 200 (por ejemplo, desde aproximadamente 140 pb hasta aproximadamente 150 pb, desde
aproximadamente 150 pb hasta aproximadamente 160 pb, desde aproximadamente 160 pb hasta aproximadamente
170 pb, desde aproximadamente 170 pb hasta aproximadamente 180 pb, desde aproximadamente 180 pb hasta
aproximadamente 190 pb, o desde aproximadamente 190 pb hasta aproximadamente 200 pb). En determinadas
realizaciones, el potenciador especifico de eritroides tiene una longitud de desde aproximadamente 140 pb hasta
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aproximadamente 200 pb. En una realizacion no limitativa, el potenciador especifico de eritroides tiene una longitud
de 152 pb, que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 13, que se proporciona a continuacion:

TCTCCCACGCCCTGETCTCAGCTTGGGGAGTGETCAGACCCCAATGECGATARACTCTGGCAR
CTTTATCTGTGCaCTGCAGGCTCAGCCCCAACAGCTTTAGCTTTCACAAGCAGGCAGGGGAAG
GGAAACACATATCTCCAGATATGAGS [SEQ ID NO:13)

En una realizacion no limitativa, el potenciador especifico de eritroides tiene una longitud de 157 pb, que tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 14, que se proporciona a continuacion:

CTAAACCCCTCCCCCACCCTAGCCCCAAGCTTCATCTTAGCTCCACTCCTGACCCTATCCAGC
TAAAGGTCCCCACCCAGCTCCTGCCTATCTAGTCATTGCATATGGCAAGACTTGARAAGTCCTA
TCTCARAGCAGCAGAATTATCAGCTACGALT [SEQ ID NO:14]

En una realizacion no limitativa, el potenciador especifico de eritroides tiene una longitud de 141 pb, que tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 15, que se proporciona a continuacion:

CCATCCCCCAGCACTCCCTGCCCCCACAGCCCAGACTTGACCAACTCCCAGCTCCGCCTGGGA
CTTCCAGATATGEGGCCCCACCCTTGCAGGCCTTCEGGACGCTGAACATATTGACTATCTGCG
TGCCggABRAAGGGTG [SEQ ID NO:15)

En una realizacion no limitativa, el potenciador especifico de eritroides tiene una longitud de 171 pb, que tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 16, que se proporciona a continuacion:

AAAGGCTGGGGETEEGAGTAGCCGATTTGAAGCACT TGTTGGCCTACAGAGGTGTGGCAAGCA
GAGCACCTCAGAACTCAGGCGTACTGCCCGCCGECCCBAGCCCTGCGAGGGCCGATAGCEAGRS
TGTGGCCCTTATC TECACCCAGCAGAGCGCCGGLGGEGTACGGTC [SEQ ID NO:16]

En una realizacion no limitativa, el potenciador especifico de eritroides tiene una longitud de 195 pb, que tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 17, que se proporciona a continuacion:

CAGTTGCCTCAGCTGAGTATGTCTTCTAAAGATAATGTCGATTGTGTATGGCTGATGGGATTC
TAGGACCAAGCAACGAGGTTTTTTITTTTCCCCCACATACTTAACGTTTCTATATTTCTATTTG
BATTCGACTGGACAGTTCCATTTGAATTATTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGACACATTITATC
TTGCCA [SEQ ID NO:17]

Pueden identificarse y determinarse potenciadores especificos de eritroides mediante cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Los potenciadores especificos de eritroides pueden estar posicionados en la LTR en 3’
(aguas abajo) o la LTR en 5 (aguas arriba) de la region LCR de B-globina. En una realizacion, el al menos un
potenciador especifico de eritroides esta posicionado en la LTR en 5’ de la region LCR de B-globina, por ejemplo,
aguas arriba de la region de HS3. El casete de expresion puede comprender uno, dos, tres, cuatro o cinco
potenciadores especificos de eritroides. En una realizaciéon, el casete de expresién comprende un potenciador
especifico de eritroides. En otra realizacion, el casete de expresion comprende dos potenciadores especificos de
eritroides. En aun otra realizacion, el casete de expresion comprende tres potenciadores especificos de eritroides.
En determinadas realizaciones, el casete de expresiéon comprende cuatro potenciadores especificos de eritroides.
En una realizacién no limitativa, el casete de expresion comprende cinco potenciadores especificos de eritroides.

Aislantes

Segun el contenido dado a conocer en el presente documento, el casete de expresion comprende al menos uno de
los aislantes descritos anteriormente. Segun la invencion, un casete de expresion dado a conocer en el presente
documento comprende al menos un aislante que comprende la secuencia de sitio de union a CTCF expuesta en
SEQ ID NO: 18, por ejemplo, pero sin limitarse a, un aislante que comprende SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 25, tal
como un aislante que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 1 (es decir, aislante A1). En
diversas realizaciones no limitativas, el aislante puede incorporarse o insertarse en una o ambas LTR o en otra parte
en la regién de un casete de expresion dado a conocer en el presente documento que se integra en el genoma
celular. En una realizacion, el aislante esta posicionado en el extremo 3’ del casete de expresion. En una realizacion,
el aislante esta posicionado en el extremo 5’ del casete de expresion. En una realizacién, el casete de expresion
comprende dos del aislante que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 1, en el que un aislante
esta posicionado en el extremo 3’ y el otro aislante esta posicionado en el extremo 5’ del casete de expresion.

Los aislantes dados a conocer en el presente documento presentan una potente actividad de bloqueo de
potenciador. En determinadas realizaciones, los aislantes presentan actividad de barrera ademas de actividad de
bloqueo de potenciador. Los aislantes dados a conocer en el presente documento disminuyen sustancialmente los
riesgos de mutagénesis por insercion y genotoxicidad asociados con vectores virales. Ademas, cuando se incorpora
un aislante dado a conocer en el presente documento en un vector, el aislante no afecta de manera adversa a los
titulos de vector del vector. En determinadas realizaciones, los aislantes (por ejemplo, aislante A1) aumentan la
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expresion in vivo del gen de globina o parte funcional del mismo.

Con fines de ilustracion y no de limitacion, las figuras 1-4 muestran vectores recombinantes que comprenden
casetes de expresion a modo de ejemplo segun determinadas realizaciones del contenido dado a conocer en el
presente documento. La figura 1 muestra un vector recombinante que comprende un casete de expresion dado a
conocer en el presente documento que comprende un gen de BAT8A-globina humana, que esta operativamente
unido a una region LCR de B-globina que comprende una region de HS2 de 860 pb (por ejemplo, una que tiene la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 9), una region de HS3 de 1301 pb (por ejemplo, una que tiene la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5), y una region de HS4 de 1065 pb (por ejemplo, una que tiene
la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 7).

La figura 2 muestra un vector recombinante a modo de ejemplo que comprende un casete de expresion segun una
realizacion del contenido dado a conocer en el presente documento. La figura 2 muestra un vector recombinante que
comprende un casete de expresion dado a conocer en el presente documento que comprende un gen de pATE-
globina humana, que esta operativamente unido a una regién LCR de B-globina que comprende una region de HS1
de 1,1 kb (por ejemplo, una que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 2), una regién de HS3
de 1301 pb (por ejemplo, una que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 5), y una region de
HS4 de 1065 pb (por ejemplo, una que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 6).

La figura 3 muestra un vector recombinante a modo de ejemplo que comprende un casete de expresion segun una
realizacion del contenido dado a conocer en el presente documento. La figura 3 muestra un vector recombinante que
comprende un casete de expresion dado a conocer en el presente documento que comprende un gen de pATE-
globina humana, que esta operativamente unido a una regién LCR de B-globina que comprende una regién de HS1
de 602 pb (por ejemplo, una que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 3), una region de HS3
de 1301 pb (por ejemplo, una que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 5), y una region de
HS4 de 446 pb (por ejemplo, una que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 8).

La figura 4 muestra un vector recombinante a modo de ejemplo que comprende un casete de expresion segun una
realizacion del contenido dado a conocer en el presente documento. La figura 4 muestra un vector recombinante que
comprende un casete de expresion dado a conocer en el presente documento que comprende un gen de pATE-
globina humana, que esta operativamente unido a una regién LCR de B-globina que comprende una region de HS3
de 1301 pb (por ejemplo, una que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 5), y una region de
HS4 de 1065 pb (por ejemplo, una que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 6). El casete de
expresion mostrado en la figura 4 también comprende los cinco potenciadores especificos de eritroides siguientes
(mostrados como “EE5” en la figura 4): un potenciador especifico de eritroides que tiene la secuencia de nucledtidos
expuesta en SEQ ID NO: 13, un potenciador especifico de eritroides que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta
en SEQ ID NO: 14, un potenciador especifico de eritroides que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ
ID NO: 15, un potenciador especifico de eritroides que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO:
16, y un potenciador especifico de eritroides que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 17.

Tal como se muestra en las figuras 1-4, cada uno de los casetes de expresion comprende un aislante que tiene la
secuencia de nucleodtidos expuesta en SEQ ID NO: 1 (es decir, aislante A1). Ademas, tal como se muestra en las
figuras 1-4, cada uno de los casetes de expresion comprende un potenciador en 3’ de B-globina humana de 879 pb,
que esta posicionado aguas arriba del gen de B-globina humana. Ademas, tal como se muestra en las figuras 1-4,
cada uno de los vectores recombinantes comprende un elemento post-regulador de la hepatitis de la marmota
(WPRE) y una sefial de poliadenilacion de hormona de crecimiento bovina en la repeticion terminal larga (LTR) en 3’
del vector (por ejemplo, 3’ con respecto a la region Renla LTR en 3).

Ill. Vectores, nucleasas y sistemas de CRISPR-Cas

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona vectores y sistemas de administracion (por
ejemplo, unas nucleasas modificadas por ingenieria o que no se producen de manera natural o un sistema de
CRISPR-Cas) que comprenden los casetes de expresion descritos anteriormente. Los vectores y sistemas de
administracion son vehiculos de administracion adecuados para la introduccion estable de gen de globina (por
ejemplo, B-globina humana) en el genoma de una amplia gama de células diana para aumentar la expresion de la
proteina globina (proteina B-globina humana) en la célula.

En determinadas realizaciones, el vector es un vector retroviral (por ejemplo, gamma-retroviral o lentiviral) que se
emplea para la introduccion o transduccion del casete de expresion descrito anteriormente en el genoma de una
célula huésped (por ejemplo, una célula madre hematopoyética, una célula madre embrionaria, una célula madre
pluripotente inducida, o una célula endotelial hemogénica). En determinadas realizaciones, el vector retroviral
comprende un casete de expresion que comprende uno de los aislantes descritos anteriormente, por ejemplo,
aislante A1. El aislante puede estar posicionado en el extremo 3’ 0 5’ del casete de expresion. En una realizacion, el
aislante esta posicionado en el extremo 3’ del casete de expresion. Durante la transcripcion inversa e integracion de
vector, el aislante posicionado en el extremo 3’ se copia en el extremo 5’ del casete de expresion. La topologia
resultante coloca copias del aislante entre las regiones gendmicas ubicadas enlaLTR en 5" y la LTR en 3’ del virus
integrado y actividad potenciadora de la LTR en 5’ y el promotor de paquete interno, pero no contiene el potenciador
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en la LTR en 3'. Esta topologia puede disminuir la genotoxicidad, dando por tanto como resultado una formacion de
tumor reducida y supervivencia aumentada de los animales.

En determinadas realizaciones, el vector recombinante comprende ademas un elemento post-regulador de la
hepatitis de la marmota (WPRE) en la repeticion terminal larga (LTR) en 3’ del vector (por ejemplo, 3’ con respecto a
la region R en la LTR en 3’ del vector). En determinadas realizaciones, el vector recombinante comprende ademas
una sefal de poliadenilacion de hormona de crecimiento bovina ademas del WPRE en la repeticion terminal larga
(LTR) en 3’ del vector (por ejemplo, 3’ con respecto a la region R en la LTR en 3’ del vector). Una caracteristica
esencial de vectores de globina terapéuticos es lograr un alto titulo, suficiente para una transduccion eficaz de
células del paciente. Debido a su gran carga util, que comprende un gen, promotor, potenciadores y/o elementos de
LCR, los vectores lentivirales de globina tienen inherentemente un titulo bajo, complicando su fabricacion y limitando
su uso clinico. Este problema se complica adicionalmente por la incorporaciéon de elementos gendmicos adicionales
tales como un aislante, que aumentan adicionalmente el tamano del vector. E| WPRE puede aumentar el titulo del
vector recombinante. La adicién de una sefial de poliadenilacién de hormona de crecimiento bovina al WPRE puede
aumentar adicionalmente el titulo del vector recombinante. En determinadas realizaciones, el WPRE vy la sefial de
poliadenilacién de hormona de crecimiento bovina no estan comprendidos dentro del casete de expresion, y por
tanto, no se transfieren a las células transducidas con el vector recombinante. La incorporaciéon de estos elementos
para potenciar la produccion de vectores lentivirales de globina es esencial para producir titulos superiores y por
tanto para la utilidad clinica de los vectores descritos en esta solicitud.

En un ejemplo no limitativo, un casete de expresion dado a conocer en el presente documento puede clonarse en el
interior de un vector retroviral y puede impulsarse la expresién a partir de su promotor endégeno, a partir de la
repeticion terminal larga retroviral, o a partir de un promotor interno alternativo. También son adecuadas
combinaciones de vector retroviral y una linea de empaquetamiento apropiada, en las que las proteinas de capside
seran funcionales para infectar células humanas. Se conocen diversas lineas celulares productoras de virus
anfétropo, incluyendo, pero sin limitarse a, PA12 (Miller, et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5: 431-437); PA317 (Miller, et al.
(1986) Mol. Cell. Biol. 6: 2895-2902); y CRIP (Danos, et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 6460-6464).
También son adecuadas particulas no anfétropas, por ejemplo, particulas pseudotipadas con envuelta de VSVG,
RD114 o GALV y cualquier otra conocida en la técnica.

Los métodos de transduccion adecuados también incluyen el cultivo conjunto directo de las células con células
productoras, por ejemplo, mediante el método de Bregni, et al. (1992) Blood 80: 1418-1422, o cultivando con
sobrenadante viral solo o disoluciones madre de vector concentradas con o sin factores de crecimiento apropiados y
policationes, por ejemplo, mediante el método de Xu, et al. (1994) Exp. Hemat. 22: 223-230; y Hughes, et al. (1992)
J. Clin. Invest. 89: 1817.

Pueden usarse vectores virales de transduccion para expresar un gen de globina (por ejemplo, un gen de B-globina
humana) en una célula huésped (por ejemplo, células madre hematopoyéticas, una célula madre embrionaria, o una
célula madre pluripotente inducida). Preferiblemente, el vector elegido muestra una alta eficacia de infeccion e
integracion y expresion estables (véase, por ejemplo, Cayouette ef al., Human Gene Therapy (1997); 8: 423-430;
Kido et al., Current Eye Research (1996); 15: 833-844; Bloomer et al., Journal of Virology (1997); 71: 6641-6649;
Naldini et al., Science (1996); 272: 263 267; y Miyoshi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 10319, 1997). Otros
vectores virales que pueden usarse incluyen, por ejemplo, vectores adenovirales, lentivirales y virales
adenoasociados, virus vaccinia, un virus de papiloma bovino, o un virus del herpes, tales como virus de Epstein-Barr
(véase también, por ejemplo, los vectores de Miller, Human Gene Therapy (1990); 15-14; Friedman, Science (1989);
244: 1275-1281; Eglitis et al., Bio-Techniques 6: 608-614, 1988; Tolstoshev et al., Current Opinion in Biotechnology
(1990); 1: 55-61; Sharp, The Lancet (1991); 337: 1277-1278; Cornetta et al., Nucleic Acid Research and Molecular
Biology (1987)36: 311-322; Anderson, Science (1984); 226: 401-409; Moen, Blood Cells (1991); 17: 407-416; Miller
et al., Biotechnology (1989); 7: 980-990; Le Gal La Salle et al., Science (1993); 259: 988-990; y Johnson, Chest
(1995); 107: 77S-83S). Los vectores retrovirales estan particularmente bien desarrollados y se han usado en
entornos clinicos (Rosenberg et al., N. Engl. J. Med (1990); 323: 370; Anderson et al., patente estadounidense n.°
5.399.346).

El requisito de administracién e integracion eficaces hacen que los vectores retrovirales sean adecuados para
transducir un casete de expresion dado a conocer en el presente documento. Pueden derivarse vectores retrovirales
partir de tres géneros de retrovirus: los y-retrovirus (también conocidos como oncoretrovirus o retrovirus murinos de
tipo C), los lentivirus, y los spumavirus (también conocidos como virus espumosos). Estan disponibles varias
revisiones que detallan enfoques moleculares para la generacién de particulas de retrovirus defectuosos para la
replicacion (Cornetta et al. (2005); Cockrell & Kafri (2007)). El propio vector, que codifica para el ADNc o transgén
terapéutico, conserva las secuencias virales minimas necesarias para permitir el empaquetamiento en particulas
virales en una linea celular de empaquetamiento, la transcripcion inversa y la integracién. La célula de
empaquetamiento expresa las proteinas estructurales y enzimas necesarias que se requieren para ensamblar una
particula recombinante infecciosa que contiene la secuencia de vector y la maquinaria necesaria para su
transcripcion inversa e integracion en la célula transducida.

Aunque los aspectos de fabricacion de todos los tipos de vectores retrovirales siguen los mismos principios
generales, los vectores y-retrovirales, lentivirales y spumavirales difieren en algunas de sus propiedades biolégicas
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intrinsecas. Los gamma-retrovirus, incluyendo los virus de leucemia murina prototipico (VLM), infectan eficazmente
muchos tipos de células pero no pueden integrarse en células que no proceden a la fase S poco después de su
infeccion. En cambio, los lentivirus y sus derivados de vector pueden transducir células que no se dividen (Follenzi &
Naldini, 2002; Salmon & Trono, 2002) debido a su capacidad para translocarse al nucleo e integrarse en ausencia de
division celular (Lewis & Emerman, 1994; Goff, 2001). Otro atributo fundamental de vectores lentivirales es su
estabilidad gendmica relativa, tal como se establece para vectores lentivirales de globina (May et al., 2000), lo cual
contrasta con la inestabilidad genémica de vectores de globina basados en VLM (Leboulch et al., 1994; Sadelain et
al., 1995). Los vectores lentivirales y espumosos proporcionan ademas una mayor capacidad de empaquetamiento
(Kumar et al., 2001; Retwilm, 2007). Los tres tipos de vector se han usado satisfactoriamente para la transduccion
de HSC activadas por citocina (Miyoshi et al., 1999; Josephson et al., 2002; Leurs et al., 2003).

Estos tres sistemas de vector difieren en cuanto a sus patrones de integracion. El patrén de integracion de retrovirus
es semialeatorio y esta desviado hacia genes y sus inmediaciones en aproximadamente dos tercios de todos los
acontecimientos de integracion (Schroder et al., 2002; Wu et al., 2003; Mitchell et al., 2004; De Palma et al., 2005;
Trobridge et al., 2006). Sin embargo, hay diferencias sutiles y posiblemente significativas en cuanto a su distribucién
exacta. Los gamma-retrovirus tienen propension para integrarse aguas arriba de genes transcritos, mientras que los
lentivirus y vectores lentivirales seleccionan como diana toda la secuencia génica transcrita. Los vectores
€SpuUmos0s parecen ser menos propensos a integracion intragénica (Trobridge et al., 2006). En una realizacion, el
vector que comprende el casete de expresion es un vector de lentivirus. Los vectores pueden derivarse de virus de
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), virus de inmunodeficiencia humana 2 (VIH-2), virus de inmunodeficiencia del
simio (VIS), virus de inmunodeficiencia felina (VIF), virus de inmunodeficiencia bovina (VIB), virus de enfermedad de
Jembrana (VEJ), virus de anemia infecciosa equina (VAIE), virus de artritis y encefalitis caprina (VAEC) y similares.
En una realizacién no limitativa, el vector lentiviral es un vector de VIH. Los constructos basados en VIH son los mas
eficaces en la transduccion de células humanas.

El patron semialeatorio de la integracion de vector expone a los pacientes al riesgo de oncogénesis por insercion
cuando el vector trans-activa un oncogén cercano. Esto puede dar como resultado la expansion clonal (Ott et al,
2006; Cavazzana-Calvo et al, 2010), mielodisplasia (Stein et al, 2010) o leucemia (Hacein-Bey-Abina et al, 2003,
2008; Howe et al, 2008). Las estrategias de administracion génica dirigida, que usan una nucleasa modificada por
ingenieria o que no se produce de manera natural (incluyendo, pero sin limitarse a, nucleasas de dedos de zinc
(ZNF), meganucleasa, nucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion (TALEN)), o un sistema de CRISPR-
Cas, pueden reducir o incluso eliminar la preocupacion por oncogénesis por insercion que es inherente al uso de
vectores retrovirales.

Las células eucariotas usan dos mecanismos de reparacion del ADN diferenciados en respuesta a roturas de
cadena doble (DSB) de ADN: recombinacién homodloga (HR) y union de extremos no homdloga (NHEJ). La
activacion de la maquinaria de reparacion de HR depende del estado del ciclo celular, y esta restringida a las fases
S y G2; en cambio, la ruta de NHEJ es activa a lo largo de todo el ciclo celular. Desde el punto de vista mecanistico,
HR es un mecanismo de reparacion del ADN libre de errores, porque requiere un molde homologo para reparar la
cadena de ADN dafada. Por otro lado, NHEJ es un mecanismo de reparacion independiente de molde que no es
preciso, debido al procesamiento de extremos de ADN durante la reparacion que conduce a inserciones o
deleciones en el sitio de rotura del ADN (Moynahan y Jasin, 2010). Debido a su mecanismo basado en homologia,
se ha usado HR como herramienta para modificar por ingenieria de manera especifica del sitio el genoma de
diferentes especies. Desde un punto de vista terapéutico, se ha usado HR de manera satisfactoria para reparar
genes mutados, ofreciendo por tanto un enfoque prometedor al tratamiento mediado por células de enfermedades
monogénicas (Porteus et al, 2006).

El direccionamiento génico mediante HR requiere el uso de dos brazos de homologia que flanquean al transgén/sitio
diana de interés. Generalmente, se han usado ADN de plasmido convencionales para suministrar brazos de
homologia de 5-10 kb junto con transgenes para la seleccion positiva y negativa. Este método se usa habitualmente
para desactivar/insertar genes en células madre embrionarias de ratéon (mES) (Capecchi, 2005; figura 2B). En
células humanas, el uso de este enfoque ha permitido el direccionamiento génico con eficacias del orden de 107,
que son menores que en células mES y no resulta terapéuticamente practico. La eficacia de HR puede aumentarse
mediante la introduccion de roturas de cadena doble (DSB) de ADN en el sitio diana usando endonucleasas de corte
poco frecuente especificas, dando como resultado un aumento de mas de 1.000 veces en el direccionamiento
génico correcto (Jasin, 1996). El descubrimiento de este fendmeno motivo el desarrollo de métodos para crear DSB
especificas de sitio en el genoma de diferentes especies. Se han disefiado diversas enzimas quiméricas para este
fin a lo largo de la ultima década, concretamente nucleasas de dedos de zinc (ZFN), meganucleasas y nucleasas
efectoras de tipo activadoras de la transcripcion (TALEN).

Las ZFN son proteinas quiméricas modulares que contienen un dominio de unién a ADN (DBD) basado en ZF y un
dominio de nucleasa Fokl (Porteus y Carroll, 2005). El DBD esta compuesto habitualmente por tres dominios de ZF,
cada uno con una especificidad de 3 pares de bases; el dominio de nucleasa Fokl proporciona una actividad de
mellado de ADN, que se dirige mediante dos ZFN flanqueantes. Debido a la naturaleza modular del DBD, en
principio puede seleccionarse como diana cualquier sitio en un genoma. Sin embargo, dado que una Unica ZFN
puede unirse a, y mellar, ADN, existe posibilidad de un alto niumero de efectos fuera de la diana, dando como
resultado la activaciéon de la ruta de NHEJ que puede o bien introducir inserciones/deleciones o bien integrar el
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vector de direccionamiento de una manera no especifica. Recientemente se notificaron dominios de Fokl obligados
que pueden mellar su cadena de ADN respectiva Unicamente cuando forman un heterodimero (Doyon et al, 2011).
El uso de tales ZFN obligadas puede reducir los efectos genotdxicos de este enfoque.

Las meganucleasas (MN)/endonucleasas dirigidas (HE) son nucleasas de ADNcd que reconocen y escinden sitios
de ADN grandes (14-40 pb) con bajas frecuencias de escision en genomas eucariotas (Paques y Duchateau, 2007).
Aunque esto limita los posibles sitios diana, se han usado estructuras de MN-ADN como guia para modificar de
manera especifica residuos de interaccion con ADN con el fin de cambiar la especificidad de MN (Marcaida et al,
2010). Se ha modificado satisfactoriamente por ingenieria |-Crel para generar meganucleasas quiméricas que
seleccionan como diana los genes XPC y RAG1 humanos, y se ha mostrado que estimulan la actividad de HR en
células de mamifero sin genotoxicidad evidente (Redondo et al, 2008; Grizot ef al, 2009). Se necesitara comparar la
genotoxicidad de este enfoque con la de ZFN y nucleasas TALE.

Las TALEN son similares a ZFN excepto porque el DBD se deriva de efectores de tipo activadores de la
transcripcion (TALE), que son factores virulentos usados por bacterias fitopatdgenas (Herbers, 1992). El DBD de
TALE es modular, y esta compuesto por repeticiones de 34 residuos, y su especificidad de ADN esta determinada
por el nimero y orden de repeticiones (Herbers, 1992). Cada repeticidon se une a un tnico nucleétido en la secuencia
diana a través de tan soélo dos residuos (Boch, 2011). La ventaja con respecto a la tecnologia de ZFN es la rapida
construccion de DBD.

Varios estudios han usado estas enzimas quiméricas para estimular HR o bien para la adicién de genes o bien para
la reparacion de genes en su sitio diana (Paques y Duchateau, 2007; Urnov et al, 2010). Porteus disefi¢é una ZFN
para una secuencia de medio sitio a partir del HBB humano que rodea al nucleétido de mutacién de células
falciformes (Porteus, 2006). Esta ZFN selecciona como diana la secuencia y estimula la HR en una diana de ADN
quimérico cuando se combina con una ZFN que selecciona como diana el sitio de unién a Zif268. Ha habido
avances recientes en la seleccion como diana de genes en células CD34* de sangre de cordon umbilical. El uso de
lentivirus no integrantes para administrar ZFN y el ADN donante en estas células para seleccionar como diana el gen
de CCRS5 se notificd en Lombardo et al, 2007. Lombardo et al, 2007 mostraron la adicién de genes en este locus con
un direccionamiento correcto en el 80% de las células seleccionadas de manera positiva.

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona un sistema de nucleasa modificado por
ingenieria o que no se produce de manera natural que comprende un casete de expresion dado a conocer en el
presente documento, tal como se describié anteriormente. Las nucleasas adecuadas incluyen, pero no se limitan a,
ZFN, meganucleasas y TALEN. Una nucleasa dada a conocer en el presente documento comprende un dominio de
union a ADN y un dominio de escision de nucleasa. El dominio de uniéon a ADN de la nucleasa puede modificarse
por ingenieria para unirse a una secuencia de eleccion, por ejemplo, un sitio predeterminado. Un dominio de unién a
ADN modificado por ingenieria puede tener una especificidad de union diferenciada, en comparacion con una
nucleasa que se produce de manera natural. Los métodos de modificacion por ingenieria incluyen, pero no se limitan
a, disefo racional y diversos tipos de seleccion. Cualquier dominio de escision adecuado puede unirse de manera
operativa a un dominio de unién a ADN para formar una nucleasa. Por ejemplo, pueden fusionarse dominios de
union a ADN de proteinas de dedos de zinc (ZFP) a dominios de escision de nucleasa para crear ZFN, una entidad
funcional que puede reconocer su diana de acido nucleico prevista a través de su dominio de unién a ADN de ZFP
modificado por ingenieria y hacer que se corte el ADN cerca del sitio de uniéon a ZFP mediante la actividad nucleasa.
Véase, por ejemplo, Kim et al. Proc Nat'l Acad Sci USA (1996); 93(3): 1156-1160. Asimismo, pueden fusionarse
dominios de unién a ADN de TALE a dominios de escision de nucleasa para crear TALEN. Véase, por ejemplo, la
publicacion estadounidense n.° 20110301073.

El dominio de escision puede ser heterdlogo con respecto al dominio de unién a ADN, por ejemplo, un dominio de
union a ADN de meganucleasa y dominio de escisién de una nucleasa diferente. Los dominios de escision
heterdélogos pueden obtenerse a partir de cualquier endonucleasa o exonucleasa. Las endonucleasas a modo de
ejemplo a partir de las cuales puede derivarse un dominio de escision incluyen, pero no se limitan a, endonucleasas
de restriccion y endonucleasas dirigidas. Véase, por ejemplo, 2002-2003 Catalog, New England Biolabs, Beverly,
Mass.; y Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3379-3388. Se conocen enzimas adicionales que escinden el
ADN (por ejemplo, nucleasa S1; nucleasa de judia mungo; ADNasa | pancreatica; nucleasa de micrococos;
endonucleasa HO de levadura; véase también Linn et al. (eds.) Nucleases, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1993). Pueden usarse una o mas de estas enzimas (o regiones funcionales de las mismas) como fuente de dominios
de escision y semidominios de escision.

De manera similar, puede derivarse un semidominio de escisién a partir de la nucleasa descrita anteriormente que
requiere la dimerizacion para la actividad de escision. En general, se requieren dos proteinas de fusion para la
escision si las proteinas de fusidon comprenden semidominios de escision. Alternativamente, puede usarse una Unica
proteina que comprende dos semidominios de escision. Los dos semidominios de escision pueden derivarse a partir
de la misma endonucleasa (o partes funcionales de la misma), o cada semidominio de escisidon puede derivarse a
partir de una endonucleasa diferente (o partes funcionales de la misma).

En determinadas realizaciones, el sistema de nucleasa comprende un casete de expresién que comprende dos de
los aislantes descritos anteriormente, por ejemplo, dos del aislante que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta
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en SEQ ID NO: 1. Uno de los dos aislantes esta posicionado en el extremo 3’ del casete de expresion, y el otro
aislante esta posicionado en el extremo 5’ del casete de expresion.

El contenido dado a conocer en el presente documento también proporciona un sistema de CRISPR-Cas modificado
por ingenieria o que no se produce de manera natural que comprende el casete de expresion descrito anteriormente.
El sistema de CRISPR (repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas)-Cas (asociado
a CRISPR) es un sistema de nucleasa modificado por ingenieria basado en un sistema bacteriano que puede usarse
para la modificacion por ingenieria del genoma. Se basa en parte de la respuesta inmunitaria adaptativa de muchas
bacterias y arqueas. Cuando un virus o plasmido invade una bacteria, segmentos del ADN del invasor se convierten
en ARN de CRISPR (ARNcr) mediante la respuesta “inmunitaria”. Después el ARNcr se asocia, a través de una
region de complementariedad parcial, con otro tipo de ARN denominado ARNtracr para guiar una nucleasa de
CRISPR-Cas a una region homologa al ARNcr en el ADN diana denominada “protoespaciador”. La nucleasa de
CRISPR-Cas escinde el ADN para generar extremos romos en el DSB en sitios especificados por una secuencia
guia de 20 nucledtidos contenida dentro del transcrito de ARNcr. La nucleasa de CRISPR-Cas requiere tanto el
ARNcr como el ARNtracr para el reconocimiento y la escision de ADN especificos del sitio. El sistema se ha
modificado por ingenieria de tal manera que el ARNcr y el ARNtracr pueden combinarse para dar una molécula (el
“ARN guia individual’); y la parte equivalente a ARNcr del ARN guia individual puede modificarse por ingenieria para
guiar la nucleasa de CRISPR-Cas para seleccionar como diana cualquier secuencia deseada (véase Jinek et al.,
Science (2012); 337: 816-821). Por tanto, el sistema de CRISPR-Cas puede modificarse por ingenieria para crear
una DSB en una diana deseada en un genoma. En determinadas realizaciones, el sistema de CRISPR-Cas
comprende una nucleasa de CRISPR-Cas y un ARN guia individual. Los ejemplos adecuados de nucleasas de
CRISPR-Cas incluyen, pero no se limitan a, Cas1, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9
(también conocida como Csn1 y Csx12), Cas10, Csy1, Csy2, Csy3, Cse1, Cse2, Csc1, Csc2, Csa5, Csn2, Csm2,
Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmr1, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16,
CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csf1, Csf2, Csf3, Csf4, homdlogos de las mismas, o versiones modificadas de las
mismas. Estas nucleasas de CRISPR-Cas se conocen; por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de proteina Cas9
de S. pyogenes puede encontrarse en la base de datos SwissProt con el nimero de registro Q99ZW?2. En algunas
realizaciones, la nucleasa de CRISPR-Cas tiene actividad de escision de ADN, por ejemplo, Cas9. En determinadas
realizaciones, la nucleasa de CRISPR-Cas es Cas9. La nucleasa de CRISPR-Cas puede dirigir la escision de una o
ambas cadenas en la ubicacion de una secuencia diana (por ejemplo, un sitio de locus seguro gendmico).
Adicionalmente, la nucleasa de CRISPR-Cas puede dirigir la escision de una o ambas cadenas dentro de
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 200, 500, o mas pares de bases desde el primer o
el ultimo nucledtido de una secuencia diana.

Las nucleasas y el sistema de CRISPR-Cas dados a conocer en el presente documento permiten la administracion
dirigida del casete de expresion. En determinadas realizaciones, un sistema de CRISPR-Cas dado a conocer en el
presente documento o el dominio de unién a ADN de una nucleasa dada a conocer en el presente documento se
une a un sitio de locus seguro genémico. Una nucleasa o el sistema de CRISPR-Cas genera una rotura de cadena
doble en el sitio de locus seguro gendémico. Los sitios de locus seguros gendmicos son regiones intragénicas o
extragénicas del genoma humano que pueden adaptarse a la expresion predecible de ADN recién integrado sin
efectos adversos sobre el organismo o la célula huésped. Un locus seguro util debe permitir suficiente expresion
transgénica como para proporcionar niveles deseados de la proteina codificada por vector o ARN no codificante.
Ademas, un sitio de locus seguro gendmico no debe predisponer a las células a transformacion maligna ni alterar las
funciones celulares. Se describen métodos para identificar sitios de locus seguros gendmicos en Sadelain et al.,
“Safe Harbours for the integration of new DNA in the human genome”, Nature Reviews (2012); 12: 51-58;
Papapetrou et al., “Genomic safe harbors permit high B-globin transgene expression in thalassemia induced
pluripotent stem cells” Nat Biotechnol. (2011) enero; 29(1): 73-8, que se incorporan como referencia en su totalidad.
Un sitio de locus seguro genémico dado a conocer en el presente documento cumple uno o mas (uno, dos, tres,
cuatro, o cinco) de los cinco criterios siguientes: (1) distancia de al menos 50 kb desde el extremo 5’ de cualquier
gen (por ejemplo, desde el extremo 5’ del gen), (ii) distancia de al menos 300 kb desde cualquier gen relacionado
con cancer, (iii) dentro de una estructura de cromatina abierta/accesible (medido mediante escision de ADN con
nucleasas naturales o modificadas por ingenieria), (iv) ubicacién fuera de una unidad de transcripcion génica y (v)
ubicacion fuera de regiones ultraconservadas (UCR), microARN o ARN largo no codificante del genoma humano.
Dado que el acontecimiento de oncogénesis por insercion mas comun es la transactivacion de genes promotores de
tumor cercanos, los dos primeros criterios excluyen la parte del genoma humano ubicada cerca de promotores de
genes, en particular, genes relacionados con cancer, que son genes funcionalmente implicados en canceres
humanos o los homdélogos humanos de genes implicados en cancer en organismos de modelo. La proximidad a
genes de miARN es un criterio de exclusion porque los miARN estan implicados en la regulacion de muchos
procesos celulares, incluyendo proliferacion y diferenciacion celular. Dado que la integracion de vector dentro de una
unidad de transcripcion puede alterar la funcién génica mediante la pérdida de funcién de un gen supresor de tumor
o la generacion de un producto génico sometido a corte y empalme de manera aberrante, el cuarto (iv) criterio
excluye todos los sitios ubicados dentro de genes transcritos. También se excluyen UCR, que son regiones que
estan altamente conservadas a lo largo de multiples vertebrados y se sabe que estan enriquecidas para
potenciadores y exones, y ARN largos no codificantes. En determinadas realizaciones, el sitio de locus seguro
gendmico es un sitio de locus seguro gendmico extragénico. En determinadas realizaciones, el sitio de locus seguro
genodmico esta ubicado en el cromosoma 1.
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El contenido dado a conocer en el presente documento también proporciona polinucleétidos que codifican para los
sistemas de nucleasa descritos anteriormente, vectores que comprenden los polinucleétidos que codifican para los
sistemas de nucleasa descritos anteriormente, polinucleétidos que codifican para el sistema de CRISPR-Cas
descrito anteriormente, y vectores que comprenden los polinucledtidos que codifican para el sistema de CRISPR-
Cas descrito anteriormente.

Las nucleasas y polinucleétidos que codifican para estas nucleasas, y el sistema de CRISPR-Cas y polinucleétidos
que codifican para el sistema de CRISPR-Cas, pueden administrarse in vivo o ex vivo mediante cualquier medio
adecuado. Por ejemplo, nucleasas y sistema de CRISPR-Cas tal como se describen en el presente documento
pueden administrarse a una célula (por ejemplo, una célula madre hematopoyética, una célula madre embrionaria,
una célula madre pluripotente inducida, o una célula endotelial hemogénica) mediante un vector que comprende
polinucleétidos que codifican para la nucleasa o el sistema de CRISPR-Cas. Puede usarse cualquier vector
incluyendo, pero sin limitarse a, vectores de plasmido, vectores retrovirales (por ejemplo, vectores y-retrovirales,
vectores lentivirales y vectores de virus espumosos), vectores de adenovirus, vectores de poxvirus; vectores de virus
del herpes y vectores virales adenoasociados, etc. En una realizacién, el vector que comprende un polinucleétido
que codifica para una nucleasa descrita anteriormente o un sistema de CRISPR-Cas descrito anteriormente es un
vector lentiviral. En una realizacién particular, el vector lentiviral es un vector lentiviral no integrante. Se describen
ejemplos de vector lentiviral no integrante en Ory et al. (1996) Proc. Natl. A cad. Sci. USA 93: 11382-11388; Dull et
al., (1998) J. Viral. 72: 8463-8471; Zuffery et al. (1998) J. Viral. 72: 9873-9880; Follenzi et al., (2000) Nature Genetics
25: 217-222; publicacion de patente estadounidense n.° 2009/054985.

Adicionalmente, también pueden emplearse enfoques no virales para la expresién de un gen de globina en células.
Por ejemplo, puede introducirse una molécula de acido nucleico en una célula administrando el acido nucleico en
presencia de lipofeccion (Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84: 7413, 1987; Ono et al., Neuroscience
Letters 17: 259, 1990; Brigham et al., Am. J. Med. Sci. 298: 278, 1989; Staubinger et al., Methods in Enzymology
101: 512, 1983), conjugacion de asialoorosomucoide-polilisina (Wu et al., Journal of Biological Chemistry 263:
14621, 1988; Wu et al., Journal of Biological Chemistry 264: 16985, 1989), o mediante microinyeccion en
condiciones quirargicas (Wolff ef al., Science 247: 1465, 1990). Otros medios no virales para la transferencia génica
incluyen transfeccion in vitro usando fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporacion y fusion de protoplastos. Los
liposomas también pueden ser posiblemente beneficiosos para la administracion de ADN al interior de una célula. El
trasplante de genes normales al interior de tejidos afectados de un sujeto también puede lograrse transfiriendo un
acido nucleico normal al interior de un tipo de célula cultivable ex vivo (por ejemplo, una célula primaria autdloga o
heteréloga o progenie de la misma), tras lo cual la célula (o sus descendientes) se inyectan en el interior de un tejido
seleccionado como diana o se inyectan de manera sistémica. También pueden derivarse receptores recombinantes
u obtenerse usando transposasas. Puede obtenerse expresion transitoria mediante electroporacion de ARN.

IV. Células

La modificacion genética de células (por ejemplo, células madre hematopoyéticas, células madre embrionarias,
células madre pluripotentes inducidas y células endoteliales hemogénicas) puede lograrse transduciendo una
composicion de células sustancialmente homogénea con una un constructo de ADN o ARN recombinante (por
ejemplo, un vector o un sistema de administracion que comprende el casete de expresion descrito anteriormente). El
contenido dado a conocer en el presente documento proporciona células transducidas con los casetes de expresion
descritos anteriormente, células transducidas con los vectores descritos anteriormente, y células transducidas con
las nucleasas descritas anteriormente o con vectores que comprenden polinucleétidos que codifican para las
nucleasas, y célula transducida con el sistema de CARISPR-Cas descrito anteriormente o con vectores que
comprenden polinucleétidos que codifican para el sistema de CARISPR-Cas, que se denominan de manera colectiva
“células transducidas”. Tal como se describidé anteriormente, los vectores, nucleasas y sistema de CRISPR-Cas se
emplean para la transduccién del casete de expresion en las células para expresar un gen de globina (por ejemplo,
un gen de B-globina humana). En determinadas realizaciones, las células transducidas se administran a un sujeto
para tratar y/o prevenir una enfermedad, trastorno o estado hematopoyético. Los aislantes dados a conocer en el
presente documento pueden potenciar la eficacia de la transduccion del casete de expresion en células.

Las células transducidas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células madre, células progenitoras y células
diferenciadas. Tal como se usa en el presente documento, el término “progenitor’ o “células progenitoras” se refiere
a células que tienen la capacidad para autorrenovarse y diferenciarse para dar células mas maduras. Las células
progenitoras tienen una potencia reducida en comparacion con células madre pluripotentes y multipotentes. Muchas
células progenitoras se diferencian a lo largo de un Unico linaje, pero también pueden tener una capacidad
proliferativa bastante extensa.

En determinadas realizaciones, las células transducidas son células madre. Las células madre tienen la capacidad
para diferenciarse para dar los tipos de células apropiados cuando se administran a un nicho biolégico particular, in
vivo. Una célula madre es una célula no diferenciada que puede realizar (1) autorrenovacion a largo plazo, o la
capacidad para generar al menos una copia idéntica de la célula original, (2) diferenciacion a nivel de célula
individual para dar multiples, y en algunos casos un unico, tipos de células especializadas y (3) regeneracion
funcional in vivo de tejidos. Las células madre se subclasifican segun su potencial de desarrollo como totipotentes,
pluripotentes, multipotentes y oligo/unipotentes. Tal como se usa en el presente documento, el término “pluripotente”
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significa la capacidad de una célula para formar todos los linajes del cuerpo o soma (es decir, el embridon
propiamente dicho). Por ejemplo, las células madre embrionarias son un tipo de células madre pluripotentes que
pueden formar células de cada una de las tres capas germinales, el ectodermo, el mesodermo y el endodermo. Tal
como se usa en el presente documento, el término “multipotente” se refiere a la capacidad de una célula madre
adulta para formar multiples tipos de células de un linaje. Por ejemplo, las células madre hematopoyéticas pueden
formar todas las células del linaje de células sanguineas, por ejemplo, células linfoides y mieloides.

En determinadas realizaciones, las células transducidas son células madre embrionarias, células madre de médula
6sea, células madre de corddn umbilical, células madre de placenta, células madre mesenquimatosas, células
madre neuronales, células madre hepaticas, células madre pancreaticas, células madre cardiacas, células madre
renales, y/o células madre hematopoyéticas. En una realizacion, las células transducidas son células madre
hematopoyéticas (HSC). Las HSC dan lugar a células progenitoras hematopoyéticas (HPC) comprometidas que
pueden generar todo el repertorio de células sanguineas maduras a lo largo de toda la vida de un organismo. El
término “célula madre hematopoyética” o “HSC” se refiere a células madre multipotentes que dan lugar a todos los
tipos de células sanguineas de un organismo, incluyendo linajes mieloide (por ejemplo, monocitos y macréfagos,
neutrdfilos, basofilos, eosindfilos, eritrocitos, megacariocitos/plaquetas, células dendriticas) y linfoide (por ejemplo,
células T, células B, células NK). Cuando se trasplantan al interior de seres humanos o animales que reciben
radiacion letal, las células progenitoras y madre hematopoyéticas pueden volver a poblar la reserva de células
hematopoyéticas eritroides, neutréfilos-macréfagos, megacariocitos y linfoides.

Las HSC pueden aislarse o recogerse de médula dsea, sangre de cordon umbilical o sangre periférica. Las HSC
pueden identificarse segin determinados marcadores fenotipicos o genotipicos. Por ejemplo, las HSC pueden
identificarse por su pequefio tamafio, ausencia de marcadores de linaje (lin), baja tincién (poblacion secundaria) con
colorantes vital tales como rodamina 123 (rodaminaAPAGADAS, también denominadas rolo) o Hoechst 33342, y
presencia de diversos marcadores antigénicos sobre su superficie, muchos de los cuales pertenecen a la agrupacion
de serie de diferenciacion (por ejemplo, CD34, CD38, CD90, CD133, CD105, CD45, Terl 19, y c-kit, el receptor para
factor de células madre). En una realizacion, la célula transducida es una HSC CD34".

En una realizacion, la célula transducida es una célula madre embrionaria. En otra realizacion, la célula transducida
es una célula madre pluripotente inducida. En aun otra realizacion, la célula transducida es una célula endotelial
hemogénica.

Aunque las HSC son el vehiculo natural para restaurar la hematopoyesis a largo plazo, su uso tiene algunas
limitaciones importantes. La primera es su relativa escasez, lo cual puede impedir eventualmente la terapia con HSC
autdlogas cuando el producto celular recogido es demasiado pequefio. La segunda es la dificultad para realizar
pruebas de bioseguridad tales como analisis de sitio de integracion y por consiguiente para seleccionar células con
sitios de integracion elegidos, dado que las HSC adultas no pueden replicarse in vitro. La tercera limitacion es que la
recombinacién homaologa usando las tecnologias actuales es practicamente imposible, poniendo por tanto en peligro
la aparicion de correccion génica. Todas estas limitaciones se deben en ultima instancia al hecho de que las HSC
adultas no pueden expandirse in vitro sin perder su potencia de células madre. Estas limitaciones explican la
importancia critica de vectores virales tales como vectores gamma-retrovirales y lentivirales, que son notablemente
rapidos y eficaces en lograr una transferencia génica estable. Esto es esencial cuando se trata con HSC que s6lo
estan disponibles en cantidades limitadas.

El uso de células ES y madre pluripotentes inducidas (iPS) para la terapia génica de globina se da a conocer en Moi
et al., Haematol, 1 de marzo, 2008; 93(3): 325-330. Las células madre embrionarias (ES) pueden someterse a
direccionamiento y correccién génicos, lo cual requiere una division celular in vitro no limitada sin perder la
multipotencia. Chang et al., Proc Natl Acad Sci USA 2006; 103: 1036-40 proporcionaron prueba de concepto de la
viabilidad del enfoque de recombinaciéon homologa en ratones con anemia de células falciformes. Takahashi et al.
Cell 2006; 126: 663-76 notificaron la reprogramacion satisfactoria de fibroblastos para dar un estado de tipo madre
embrionario. Se produjeron células obtenidas mediante este proceso de diferenciacion inversa, denominadas células
madre pluripotentes inducidas (iPS), exponiendo cultivos de fibroblastos en masa embrionarios o jovenes adultos a
vectores gamma-retrovirales que codificaban para 4 factores de transcripcion, que son fisiolégicamente activos en
las células madre embrionarias, pero se desactivan generalmente cuando progresa la diferenciacion. Las células
cultivadas formaron colonias similares a colonias de células ES. Estos hallazgos se han confirmado y extendido por
terceros a fibroblastos tanto de ratébn como humanos (Meissner et al., Nat Biotechnol 2007; 25: 1177-81; Nakagawa
et al., Nat Biotechnol 2007; 26: 101-6; Okita et al., Nature 2007; 448: 313-7; Park et al., Nature 2007; 451: 141-6;
Takahashi et al., Nat Protoc 2007; 2: 3081-9; Takahashi K et al., Cell 2007; 131: 861-72; Wernig et al., Nature 2007;
448: 318-24; Yu J et al., Science 2007; 318: 1917-20). Rudolf Jaenisch y colaboradores lograron una terapia génica
satisfactoria en un modelo de ratéon de enfermedad de células falciformes, usando recombinacién homodloga en
células iPS de tipo ES (Hanna et al., Science 2007; 318: 1920-3). Hasta ahora se ha aplicado el procedimiento
principalmente a fibroblastos recogidos a partir de una biopsia de piel, que después se induce que se conviertan en
iPS mediante transduccién con vectores retrovirales que codifican para cuatro factores de transcripcion de células
madre. Las iPS pueden someterse a la correccién de la mutacion de SC mediante técnicas de recombinacion
homologa convencionales y después pueden diferenciarse in vitro para dar cantidades ilimitadas de células madre
hematopoyéticas. El procedimiento completo termina con el trasplante autélogo de las HSC corregidas al interior del
raton donante original, cuya enfermedad de SC se habra curado ahora. Esta técnica no sélo es util para la
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recombinacién homodloga, sino que también puede potenciar la transferencia de gen de globina mediada por
lentivirus para el tratamiento de p-talasemia proporcionando un medio para realizar analisis de sitio de integracion
detallado y expansion celular in vitro adecuada antes de administrar células por infusion al interior del receptor.

La célula del contenido dado a conocer en el presente documento puede ser autéloga (“propia”) o no autéloga (“no
propia”, por ejemplo, alogénica, singénica o xenogénica). Tal como se usa en el presente documento, “autélogo” se
refiere a células del mismo sujeto. Tal como se usa en el presente documento, “alogénico” se refiere a células de la
misma especie que difieren genéticamente de la célula en comparacion. Tal como se usa en el presente documento,
“singénico” se refiere a células de un sujeto diferente que son genéticamente idénticas a la célula en comparacion.
Tal como se usa en el presente documento, “xenogénico” se refiere a células de una especie diferente de la célula
en comparacion. En determinadas realizaciones, la célula es autdloga, por ejemplo, se administra una célula
transducida con el casete de expresién dado a conocer en el presente documento a un sujeto a partir del cual se
recoge la célula, por ejemplo, la célula se recoge a partir de médula 6sea, sangre de corddon umbilical, sangre
periférica y/o tejido adiposo del sujeto. En determinadas realizaciones, la célula se obtiene o se recoge a partir de la
médula ésea de un sujeto.

En determinadas realizaciones, antes de la transduccion con el casete de expresion, se estimula previamente la
célula, por ejemplo, en presencia de una o mas citocinas (por ejemplo, IL-3, IL-1a, IL-6, ligando de Kit (también
conocido como “factor de células madre (SCF)’), y ligando de FIt-3), y/o una o mas glicoproteinas (por ejemplo,
trombopoyetina y fibronectina). En un ejemplo no limitativo, la célula se estimula previamente en presencia de
ligando de FIt-3, SCF, trombopoyetina, interleucina 3 y fibronectina. La célula puede estimularse previamente
durante aproximadamente 24 horas o mas, por ejemplo, aproximadamente 48 horas, o aproximadamente 36 horas.
Posteriormente, se transduce la célula con un casete de expresién dado a conocer en el presente documento, o un
vector u otro sistema de administracion que comprende tal casete de expresion. La transduccién puede realizarse en
una célula nueva o en una célula congelada. Se aisla ADN gendmico de la célula para determinar el nimero de
copias de vector y analizar el sitio de integracion o estructura de vector integrado, por ejemplo, mediante analisis por
transferencia de tipo South y/o mediante PCR cuantitativa. Para la cuantificacion de ARNm de globina (por ejemplo,
analisis de transgenes de B-globina humana), se extrae ARN total a partir de la célula. Puede usarse un ensayo de
extension de cebadores cuantitativo para la cuantificacion de ARNm de globina.

V. Composiciones y formulaciones

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden
una célula transducida dada a conocer en el presente documento tal como se describié anteriormente y un portador
farmacéuticamente aceptable. Tal como se usa en el presente documento, “portador farmacéuticamente aceptable”
incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcion, y similares que son fisioldgicamente compatibles,
incluyendo medios de cultivo celular farmacéuticamente aceptables. El portador farmacéuticamente aceptable puede
ser adecuado para administracion parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraperitoneal),
espinal o epidérmica (por ejemplo, mediante inyeccion, infusion o implante). Dependiendo de la via de
administracion, el compuesto activo, por ejemplo, la célula transducida, puede recubrirse en un material para
proteger el compuesto frente a la accion de acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen dispersiones o disoluciones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de dispersion o disoluciones inyectables estériles. El uso de tales
medios y agentes para principios farmacéuticamente activos se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en
que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con las células transducidas, se contempla el uso de
los mismos en las composiciones farmacéuticas de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas del contenido dado a conocer en el presente documento pueden comprender
ademas uno o mas polipéptidos, polinucleédtidos, vectores que comprenden los mismos, células transducidas, etc.,
tal como se describe en el presente documento, formulados en disoluciones farmacéuticamente aceptables o
fisioldgicamente aceptables para su administracion a una célula o un animal, ya sean solos, o en combinacion con
una o mas de otras modalidades de terapia. Si se desea, las composiciones farmacéuticas del contenido dado a
conocer en el presente documento pueden administrarse en combinaciéon con otros agentes, incluyendo, pero sin
limitarse a, citocinas, factores de crecimiento, hormonas, moléculas pequefias o diversos agentes
farmacéuticamente activos. Cualquier agente adicional que no afecte de manera adversa a la capacidad de la
composicion para administrar la terapia génica prevista puede incluirse en las composiciones.

En las composiciones farmacéuticas del contenido dado a conocer en el presente documento, los expertos
habituales en la técnica conocen bien la formulaciéon de disoluciones de portador y excipientes farmacéuticamente
aceptables, al igual que el desarrollo de regimenes de tratamiento y dosificacion adecuados para usar las
composiciones particulares descritas en el presente documento en una variedad de regimenes de tratamiento,
incluyendo, por ejemplo, formulacién y administracion oral, parenteral, intravenosa, intranasal e intramuscular.

Las composiciones farmacéuticas del contenido dado a conocer en el presente documento pueden administrarse por
via parenteral (por ejemplo, por via intravenosa, intramuscular o intraperitoneal) tal como se describe, por ejemplo,

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2746 529 T3

en la patente estadounidense n.° 5.543.158; patente estadounidense n.° 5.641.515 y patente estadounidense n.°
5.399.363. Pueden prepararse disoluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacoldgicamente
aceptables en agua mezcladas de manera adecuada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También
pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos o en aceites. En
condiciones habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el
crecimiento de microorganismos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de dispersion o disoluciones inyectables estériles. El uso de tales
medios y agentes para principios farmacéuticamente activos se conoce en la técnica. Excepto en la medida en que
cualquier agente o medio convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso de los
mismos en las composiciones farmacéuticas de la invencién. También pueden incorporarse compuestos activos
complementarios en las composiciones.

Las composiciones terapéuticas deben ser normalmente estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composicién puede formularse como una disolucién, microemulsion, liposoma u otra estructura
ordenada adecuada para una alta concentracion de farmaco. El portador farmacéuticamente aceptable puede ser un
disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol
y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse,
por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de
particula requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro de sodio en la
composicion. Puede proporcionarse absorcion prolongada de las composiciones inyectables incluyendo en la
composicion un agente que retarda la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Las composiciones farmacéuticas del contenido dado a conocer en el presente documento pueden proporcionarse
de manera conveniente como preparaciones liquidas estériles, por ejemplo, disoluciones acuosas isotonicas,
suspensiones, emulsiones, dispersiones o composiciones viscosas, que pueden tamponarse a un pH seleccionado.
Las preparaciones liquidas son normalmente mas faciles de preparar que los geles, otras composiciones viscosas y
composiciones solidas. Adicionalmente, las composiciones liquidas son algo mas convenientes de administrar,
especialmente mediante inyeccion. Por otro lado, pueden formularse composiciones viscosas dentro del intervalo de
viscosidad apropiado para proporcionar periodos de contacto mas prolongados con tejidos especificos. Las
composiciones liquidas o viscosas pueden comprender portadores, que pueden ser un disolvente o medio de
dispersion que contiene, por ejemplo, agua, solucion salina, solucién salina tamponada con fosfato, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido, y similares) y mezclas adecuadas de los mismos.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando las composiciones del contenido dado a conocer
en el presente documento en la cantidad requerida del disolvente apropiado con diversas cantidades de los demas
componentes, segun se desee. Tales composiciones pueden estar en mezcla con un portador, diluyente o excipiente
adecuado tal como agua estéril, solucion salina fisioldgica, glucosa, dextrosa, o similares. Las composiciones
también pueden liofilizarse. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes, dispersantes o emulsionantes (por ejemplo, metilcelulosa), agentes tamponantes del pH, aditivos
gelificantes o de potenciacion de la viscosidad, conservantes, agentes saborizantes, colores y similares,
dependiendo de la via de administracion y la preparacion deseada. Pueden consultarse textos convencionales, tales
como “REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCE”, 172 ediciéon, 1985, incorporado en el presente documento
como referencia, para preparar preparaciones adecuadas, sin experimentacion excesiva.

Pueden afadirse diversos aditivos que potencian la estabilidad y esterilidad de las composiciones, incluyendo
conservantes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y tampones. La prevencién de la accion de
microorganismos puede garantizarse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico y similares. Puede provocarse la absorcion prolongada de la forma
farmacéutica inyectable mediante el uso de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Las composiciones pueden ser isotonicas, es decir, pueden tener la misma presion osmoética que la sangre y el
liquido lagrimal. La isotonicidad deseada de las composiciones del contenido dado a conocer en el presente
documento puede lograrse usando cloruro de sodio u otros agentes farmacéuticamente aceptables tales como
dextrosa, acido bodrico, tartrato de sodio, propilenglicol u otros solutos organicos o inorganicos. Se prefiere
particularmente cloruro de sodio para tampones que contienen iones de sodio.

Para la administracion parenteral en una disolucidon acuosa, por ejemplo, la disolucién debe tamponarse de manera
adecuada si es necesario y hacer en primer lugar que el diluyente liquido sea isoténico con glucosa o solucion salina
suficiente. Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de componentes indicados anteriormente, segun
se requiera, seguido por esterilizacion por microfiltracion. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los demas componentes
requeridos de los indicados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de disoluciones
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inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son secado a vacio y secado por congelacion
(liofilizacion) que proporcionan un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional a partir de
una disolucién previamente esterilizada por filtracion de los mismos.

En determinadas realizaciones, las composiciones pueden administrarse mediante pulverizaciones intranasales,
inhalacion y/u otros vehiculos de administracion de aerosol. Se describen métodos para administrar genes,
polinucleétidos y composiciones de péptidos directamente a los pulmones mediante pulverizaciones de aerosoles
nasales, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 5.756.353 y la patente estadounidense n.° 5.804.212. Se
describen métodos de administracion de farmacos usando compuestos de lisofosfatidil-glicerol, por ejemplo, en la
patente estadounidense n.° 5.725.871. Se describe la administracion de farmacos transmucosa en forma de una
matriz de soporte de politetrafluoroetileno, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 5.780.045. Las
composiciones del contenido dado a conocer en el presente documento pueden formularse para su administracion
encapsuladas en una particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una nanoesfera, una nanoparticula o similares. La
formulacién y el uso de tales vehiculos de administracion pueden llevarse a cabo usando técnicas conocidas y
convencionales. Las formulaciones y composiciones del contenido dado a conocer en el presente documento
pueden comprender uno o mas represores y/o activadores que comprenden una combinacion de cualquier nimero
de polipéptidos, polinucleétidos y moléculas pequenas, tal como se describen en el presente documento, formulados
en disoluciones farmacéuticamente aceptables o fisioldgicamente aceptables (por ejemplo, medio de cultivo) para su
administracion a una célula o un animal, o bien solos o bien en combinaciéon con una o mas de otras modalidades de
terapia.

En determinados aspectos, el contenido dado a conocer en el presente documento proporciona formulaciones o
composiciones adecuadas para la administracion de sistemas de vector viral (es decir, transduccion mediada por
virus) incluyendo, pero sin limitarse a, vectores retrovirales (por ejemplo, lentivirales). Las formulaciones a modo de
ejemplo para administracion ex vivo también pueden incluir el uso de diversos agentes de transfeccion conocidos en
la técnica, tales como fosfato de calcio, electoporacion, choque térmico y diversas formulaciones de liposomas (es
decir, transfeccion mediada por lipidos). Los liposomas son bicapas lipidicas que atrapan una fraccion de liquido
acuoso. El ADN se asocia de manera espontanea a la superficie externa de liposomas cationicos (gracias a su
carga) y estos liposomas interaccionaran con la membrana celular.

El experto en la técnica puede determinar facilmente la cantidad de células y aditivos, vehiculos y/o portador
opcionales en composiciones y que van a administrarse en métodos del contenido dado a conocer en el presente
documento. Normalmente, cualquier aditivo (ademas de la(s) célula(s) transducida(s) y/o agente(s)) esta presente en
una cantidad de desde aproximadamente el 0,001% hasta aproximadamente el 50% en peso) disolucién en solucion
salina tamponada con fosfato, y el principio activo esta presente en el orden de microgramos a miligramos, tal como
desde aproximadamente el 0,0001% en peso hasta aproximadamente el 5% en peso, desde aproximadamente el
0,0001% en peso hasta aproximadamente el 1% en peso, desde aproximadamente el 0,0001% en peso hasta
aproximadamente el 0,05% en peso, desde aproximadamente el 0,001% en peso hasta aproximadamente el 20% en
peso, desde aproximadamente el 0,01% en peso hasta aproximadamente el 10% en peso, o desde
aproximadamente el 0,05% en peso hasta aproximadamente el 5% en peso. Para cualquier composicion que va a
administrarse a un animal o ser humano, y para cualquier método de administracion particular, debe determinarse la
toxicidad, tal como determinando la dosis letal (DL) y DL50 en un modelo de animal adecuado, por ejemplo, roedor
tal como ratén; y, la dosificacion de la(s) composicion/composiciones, concentracién de componentes en la misma y
momento de administracion de la(s) composicién/composiciones, que provocan una respuesta adecuada. Tales
determinaciones no requieren experimentacion excesiva a partir del conocimiento del experto en la técnica, esta
divulgacion y los documentos citados en el presente documento. Y el momento para administraciones secuenciales
puede determinarse sin experimentacion excesiva.

VI. Usos y métodos

Los vectores y otros sistemas de administracion (nucleasas y sistemas de CRISPR-Cas) que comprenden el casete
de expresion dado a conocer en el presente documento proporcionan métodos de terapia génica mejorados. Tal
como se usa en el presente documento, el término “terapia génica” se refiere a la introduccion de un polinucledtido
en el interior del genoma de una célula que restaura, corrige o modifica el gen y/o la expresién del gen. En diversas
realizaciones no limitativas, un vector dado a conocer en el presente documento u otro sistema de administracion
(por ejemplo, una nucleasa o un sistema de CRISPR-Cas) comprende un casete de expresion que comprende un
gen de globina o una parte funcional del mismo que codifica para una proteina globina (por ejemplo, proteina p-
globina humana), que proporciona beneficios curativos, preventivos o de mejora para un sujeto al que se le ha
diagnosticado o que se sospecha que tiene una enfermedad, trastorno o estado del sistema hematopoyético. El
vector u otros sistemas de administracion (por ejemplo, una nucleasa y el sistema de CRISPR-Cas) puede infectar y
transducir la célula in vivo, ex vivo o in vitro. En realizaciones ex vivo e in vitro, las células transducidas pueden
administrarse entonces a un sujeto que necesita terapia. El contenido dado a conocer en el presente documento
contempla que los vectores y otros sistemas de administracion (por ejemplo, nucleasas o sistemas de CRISPR-Cas),
particulas virales y células transducidas del contenido dado a conocer en el presente documento van a usarse para
tratar, prevenir y/o mejorar una enfermedad, trastorno o estado del sistema hematopoyético en un sujeto, por
ejemplo, una hemoglobinopatia.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “hemoglobinopatia” o “estado hemoglobinopatico” incluye
cualquier trastorno que implica la presencia de una molécula de hemoglobina anémala en la sangre. Los ejemplos
de hemoglobinopatias incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de células
falciformes (SCD) de hemoglobina, anemia de células falciformes y talasemias. También se incluyen
hemoglobinopatias en las que esta presente una combinacién de hemoglobinas anémalas en la sangre (por ejemplo,
enfermedad de células falciformes/Hb-C).

Tal como se usa en el presente documento, “talasemia” se refiere a un trastorno hereditario caracterizado por
produccion defectuosa de hemoglobina. Los ejemplos de talasemias incluyen o y B-talasemia. Las B-talasemias
estan provocadas por una mutacion en la cadena de beta-globina, y puede producirse en una forma mayor o menor.
En la forma mayor de B-talasemia, los nifios son normales en el nacimiento, pero desarrollan anemia durante el
primer afio de vida. La forma leve de B-talasemia produce glébulos rojos pequefios y las talasemias estan
provocadas por la delecién de un gen o genes de la cadena de globina. La a-talasemia resulta normalmente de
deleciones que implican a los genes HBA1 y HBA2. Ambos de estos genes codifican para a-globina, que es un
componente (subunidad) de hemoglobina. Hay dos copias del gen HBA1 y dos copias del gen HBA2 en cada
genoma celular. Como resultado, hay cuatro alelos que producen a-globina. Los diferentes tipos de una talasemia
resultan de la pérdida de alguno o todos de estos alelos. El sindrome de Hb de Bart, la forma mas grave de
talasemia, resulta de la pérdida de los cuatro alelos de a-globina. La enfermedad de HbH esta provocada por una
pérdida de tres de los cuatro alelos de [alfa]-globina. En estos dos estados, un acortamiento de [alfa]-globina impide
que las células produzcan hemoglobina normal. En vez de eso, las células producen formas andémalas de
hemoglobina denominadas hemoglobina de Bart (Hb Bart) o hemoglobina H (HbH). Estas moléculas de hemoglobina
andmala no pueden transportar oxigeno de manera eficaz a los tejidos del cuerpo. La sustitucion de hemoglobina
normal por Hb de Bart o HbH provoca anemia y los demas problemas de salud graves asociados con una talasemia.

Tal como se usa en el presente documento, el término “enfermedad de células falciformes” se refiere a un grupo de
trastornos de la sangre genéticos recesivos y autosomicos, que resultan de mutaciones en un gen de globina y que
se caracterizan por glébulos rojos que adoptan una forma falciforme, rigida, anémala. Se definen por la presencia de
gen BS que codifica para una variante de cadena de B-globina en la que se sustituye acido glutamico por valina en la
posicién de aminoacido 6 del péptido, y un segundo gen B que tiene una mutacidon que permite la cristalizacion de
HbS conduciendo a un fenotipo clinico. Tal como se usa en el presente documento, el término “anemia de células
falciformes” se refiere a una forma especifica de enfermedad de células falciformes en pacientes que son
homocigoéticos para la mutacion que provoca HbS. Otras formas comunes de enfermedad de células falciformes
incluyen HbS/B-talasemia, HbS/HbC y HbS/HbD.

En determinadas realizaciones, el contenido dado a conocer en el presente documento es para su uso en métodos
de terapia génica para tratar, prevenir o mejorar una hemoglobinopatia que se selecciona del grupo que consiste en:
enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de células falciformes (SCD) de hemoglobina, anemia de células
falciformes, anemia hereditaria, talasemia, B-talasemia, talasemia mayor, talasemia intermedia, o-talasemia y
enfermedad de hemoglobina H. En una realizacion no limitativa, la hemoglobinopatia es p-talasemia. En otra
realizacion no limitativa, la hemoglobinopatia es anemia de células falciformes

En diversas realizaciones no limitativas, vectores u otros sistemas de administracion (por ejemplo, nucleasas o
sistemas de CRISPR-Cas) que comprenden un casete de expresion dado a conocer en el presente documento se
administran mediante inyeccion directa a una célula, tejido u 6rgano de un sujeto que necesita terapia génica, in
vivo. En diversas otras realizaciones, se transducen células in vitro o ex vivo con vectores u otros sistemas de
administracion (por ejemplo, nucleasas o sistemas de CRISPR-Cas) del contenido dado a conocer en el presente
documento, y opcionalmente se expanden ex vivo. Después se administran las células transducidas a un sujeto que
necesita terapia génica, por ejemplo, dentro de una formulacién farmacéutica dada a conocer en el presente
documento.

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona un método de proporcionar una célula
transducida a un sujeto. En diversas realizaciones no limitativas, el método comprende administrar (por ejemplo, por
via parenteral) una o mas células (una poblacion de células) transducidas con un casete de expresioén dado a
conocer en el presente documento o un vector u otro sistema de administracién (por ejemplo, una nucleasa o
sistema de CRISPR-Cas) que comprende tal casete de expresion al sujeto.

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona un método de tratamiento de una
hemoglobinopatia en un sujeto. En diversas realizaciones no limitativas, el método comprende administrar una
cantidad eficaz de una célula transducida dada a conocer en el presente documento o una poblaciéon de las células
transducidas dadas a conocer en el presente documento (por ejemplo, HSC, células madre embrionarias, o iPSC) al
sujeto.

Para el tratamiento, la cantidad administrada es una cantidad eficaz en la produccién del efecto deseado. Una
cantidad eficaz puede proporcionarse en una o en una serie de administraciones. Una cantidad eficaz puede
proporcionarse en un bolo o mediante perfusion continua. Una “cantidad eficaz” (o “cantidad terapéuticamente
eficaz”) es una cantidad suficiente para producir un resultado clinico beneficioso o deseado tras el tratamiento. Una
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cantidad eficaz puede administrarse a un sujeto en una o mas dosis. En términos de tratamiento, una cantidad eficaz
es una cantidad que es suficiente para aliviar, mejorar, estabilizar, revertir o ralentizar la progresion de la
enfermedad, o reducir de otro modo las consecuencias patoldgicas de la enfermedad. La cantidad eficaz se
determina generalmente por el médico segin cada caso y esta dentro de las habilidades de un experto en la técnica.
Normalmente se tienen en cuenta varios factores cuando se determina una dosificacion apropiada para lograr una
cantidad eficaz. Estos factores incluyen edad, sexo y peso del sujeto, el estado que esta tratandose, la gravedad del
estado y la forma y concentracion eficaz de las células inmunosensibles administradas.

En un ejemplo no limitativo, tras la administracion de una o mas de las células transducidas dadas a conocer en el
presente documento, se extrae sangre periférica del sujeto y se miden los niveles de hemoglobina. Un nivel
terapéuticamente relevante de hemoglobina se produce tras la administracion de una o mas de las células
transducidas dadas a conocer en el presente documento. Un nivel terapéuticamente relevante de hemoglobina es un
nivel de hemoglobina que es suficiente (1) para mejorar o corregir la anemia, (2) para restaurar la capacidad del
sujeto para producir glébulos rojos que contienen hemoglobina normal, (3) para corregir la eritropoyesis ineficaz en
el sujeto, (4) para corregir la hematopoyesis extramedular (por ejemplo, hematopoyesis extramedular esplénica y
hepatica), y/o (5) para reducir la acumulacién de hierro, por ejemplo, en tejidos y érganos periféricos. El nivel
terapéuticamente relevante de hemoglobina puede ser de al menos aproximadamente 7 g/dl de Hb, al menos
aproximadamente 7,5 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 8 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 8,5 g/dl de
Hb, al menos aproximadamente 9 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 9,5 g/dl de Hb, al menos
aproximadamente 10 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 10,5 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 11 g/dl de
Hb, al menos aproximadamente 11,5 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 12 g/dl de Hb, al menos
aproximadamente 12,5 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 13 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 13,5 g/dl
de Hb, al menos aproximadamente 14 g/dl de Hb, al menos aproximadamente 14,5 g/dl de Hb, o al menos
aproximadamente 15 g/dl de Hb. Adicional o alternativamente, el nivel terapéuticamente relevante de hemoglobina
puede ser de desde aproximadamente 7 g/dl de Hb hasta aproximadamente 7,5 g/dl de Hb, desde aproximadamente
7,5 g/dl de Hb hasta aproximadamente 8 g/dl de Hb, desde aproximadamente 8 g/dl de Hb hasta aproximadamente
8,5 g/dl de Hb, desde aproximadamente 8,5 g/dl de Hb hasta aproximadamente 9 g/dl de Hb, desde
aproximadamente 9 g/dl de Hb hasta aproximadamente 9,5 g/dl de Hb, desde aproximadamente 9,5 g/dl de Hb
hasta aproximadamente 10 g/dl de Hb, desde aproximadamente 10 g/dl de Hb hasta aproximadamente 10,5 g/dl de
Hb, desde aproximadamente 10,5 g/dl de Hb hasta aproximadamente 11 g/dl de Hb, desde aproximadamente
11 g/dl de Hb hasta aproximadamente 11,5 g/dl de Hb, desde aproximadamente 11,5 g/dl de Hb hasta
aproximadamente 12 g/dl de Hb, desde aproximadamente 12 g/dl de Hb hasta aproximadamente 12,5 g/dl de Hb,
desde aproximadamente 12,5 g/dl de Hb hasta aproximadamente 13 g/dl de Hb, desde aproximadamente 13 g/dl de
Hb hasta aproximadamente 13,5 g/dl de Hb, desde aproximadamente 13,5 g/dl de Hb hasta aproximadamente 14
g/dl de Hb, desde aproximadamente 14 g/dl de Hb hasta aproximadamente 14,5 g/dl de Hb, desde
aproximadamente 14,5 g/dl de Hb hasta aproximadamente 15 g/dl de Hb, desde aproximadamente 7 g/dl de Hb
hasta aproximadamente 8 g/dl de Hb, desde aproximadamente 8 g/dl de Hb hasta aproximadamente 9 g/dl de Hb,
desde aproximadamente 9 g/dl de Hb hasta aproximadamente 10 g/dl de Hb, desde aproximadamente 10 g/dl de Hb
hasta aproximadamente 11 g/dl de Hb, desde aproximadamente 11 g/dl de Hb hasta aproximadamente 12 g/dl de
Hb, desde aproximadamente 12 g/dl de Hb hasta aproximadamente 13 g/dl de Hb, desde aproximadamente 13 g/dl
de Hb hasta aproximadamente 14 g/dl de Hb, desde aproximadamente 14 g/dl de Hb hasta aproximadamente
15 g/dl de Hb, desde aproximadamente 7 g/dl de Hb hasta aproximadamente 9 g/dl de Hb, desde aproximadamente
9 g/dl de Hb hasta aproximadamente 11 g/dl de Hb, desde aproximadamente 11 g/dl de Hb hasta aproximadamente
13 g/dl de Hb, o desde aproximadamente 13 g/dl de Hb hasta aproximadamente 15 g/dl de Hb. En determinadas
realizaciones, el nivel terapéuticamente relevante de hemoglobina se mantiene en el sujeto durante al menos
aproximadamente 6 meses, durante al menos aproximadamente 12 meses (o 1 afio), durante al menos
aproximadamente 24 meses (o 2 afios). En determinadas realizaciones, el nivel terapéuticamente relevante de
hemoglobina se mantiene en el sujeto durante hasta aproximadamente 6 meses, durante hasta aproximadamente
12 meses (o 1 afio), durante hasta aproximadamente 24 meses (0 2 afios). En determinadas realizaciones, el nivel
terapéuticamente relevante de hemoglobina se mantiene en el sujeto durante aproximadamente 6 meses, durante
aproximadamente 12 meses (o 1 afio), durante aproximadamente 24 meses (o 2 afos). En determinadas
realizaciones, el nivel terapéuticamente relevante de hemoglobina se mantiene en el sujeto durante desde
aproximadamente 6 meses hasta aproximadamente 12 meses (por ejemplo, desde aproximadamente 6 meses hasta
aproximadamente 8 meses, desde aproximadamente 8 meses hasta aproximadamente 10 meses, desde
aproximadamente 10 meses hasta aproximadamente 12 meses), desde aproximadamente 12 meses hasta
aproximadamente 18 meses (por ejemplo, desde aproximadamente 12 meses hasta aproximadamente 14 meses,
desde aproximadamente 14 meses hasta aproximadamente 16 meses, o desde aproximadamente 16 meses hasta
aproximadamente 18 meses), o desde aproximadamente 18 meses hasta aproximadamente 24 meses (por ejemplo,
desde aproximadamente 18 meses hasta aproximadamente 20 meses, desde aproximadamente 20 meses hasta
aproximadamente 22 meses, o desde aproximadamente 22 meses hasta aproximadamente 24 meses).

En determinadas realizaciones, el método comprende administrar una o mas células transducidas con un vector
recombinante que comprende un casete de expresion dado a conocer en el presente documento tal como se
describié anteriormente. El nimero de copias de vector del vector recombinante en las células que proporcionan el
nivel terapéuticamente relevante de hemoglobina (por ejemplo, 9-10 g/dl) en el sujeto es de desde aproximadamente
0,5 hasta aproximadamente 2, desde aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 1, o desde aproximadamente 1
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hasta aproximadamente 2 numeros de copias de vector por célula. En determinadas realizaciones, el numero de
copias de vector del vector dado a conocer en el presente documento es de aproximadamente 0,5,
aproximadamente 0,6, aproximadamente 0,7, aproximadamente 0,8, aproximadamente 0,9, aproximadamente 1,0,
aproximadamente 1,1, aproximadamente 1,2, aproximadamente 1,3, aproximadamente 1,4, aproximadamente 1,5,
aproximadamente 1,6, aproximadamente 1,7, aproximadamente 1,8, aproximadamente 1,9, o aproximadamente 2,0
numero de copias de vector por célula.

En determinadas realizaciones, el sujeto carece de donante coincidente de antigeno leucocitario humano (HLA). En
determinadas realizaciones, la célula transducida procede del mismo sujeto. En una realizacion, la célula
transducida procede de la médula ésea del mismo sujeto. Por tanto, la administracion de las células transducidas no
produce el riesgo de enfermedad de injerto contra huésped en el sujeto. EI método no requiere inmunosupresion
para prevenir el rechazo de injerto, por ejemplo, el método no comprende administrar un agente inmunosupresor al
sujeto.

El contenido dado a conocer en el presente documento también proporciona un método de aumento de la proporcion
de glébulos rojos o eritrocitos en comparacién con glébulos blancos o leucocitos en un sujeto. En diversas
realizaciones no limitativas, el método comprende administrar una cantidad eficaz de una célula transducida dada a
conocer en el presente documento o una poblacién de las células transducidas dadas a conocer en el presente
documento (por ejemplo, HSC, células madre embrionarias o iPSC) al sujeto, en el que la proporcion de células de
progenie de gldbulos rojos de las células madre hematopoyéticas se aumenta en comparacion con las células de
progenie de globulos blancos de las células madre hematopoyéticas en el sujeto.

Sin desear limitarse a ninguna teoria particular, una ventaja importante proporcionada por el casete de expresion,
vectores y otros sistemas de administracion (por ejemplo, nucleasas y sistemas de CRISPR-Cas), composiciones, y
métodos del contenido dado a conocer en el presente documento es la alta eficacia de la terapia génica de globina
que puede lograrse administrando poblaciones de células que comprenden porcentajes inferiores de células
transducidas en comparacion con los métodos existentes. Esto proporciona ventajas de seguridad importantes
asociadas con probabilidades reducidas de mutacion, transformacion o activacion de oncogenes perjudiciales de
genes celulares en células transducidas. Las células transducidas pueden administrarse como parte de un trasplante
de médula 6sea o de sangre de cordon umbilical en un individuo que se ha sometido o no a terapia de ablacion de
médula ésea.

Una consideracion con respecto al uso terapéutico de las células transducidas dadas a conocer en el presente
documento con el casete de expresion descrito en el presente documento (“células transducidas”) es la cantidad de
células necesarias para lograr un efecto 6ptimo. La cantidad de células transducidas que van a administrarse variara
para el sujeto que esté tratandose. En una realizacion, se administran desde aproximadamente 1 x 10* hasta
aproximadamente 1 x 10° células/kg, desde aproximadamente 1 x 10° hasta aproximadamente 1 x 108 células/kg,
desde aproximadamente 1 x 108 hasta aproximadamente 1 x 107 células/kg, desde aproximadamente 1 x 107 hasta
aproximadamente 1 x 102 células/kg, desde aproximadamente 1 x 108 hasta aproximadamente 1 x 10° células/kg, o
desde aproximadamente 1 x 10° hasta aproximadamente 1 x 10'° células/kg de las células transducidas dadas a
conocer en el presente documento a un sujeto. Pueden administrarse células mas eficaces en nimeros incluso
menores. En algunas realizaciones, se administran al menos aproximadamente 1 x 108 células/kg, al menos
aproximadamente 2 x 108 células/kg, al menos aproximadamente 3 x 108 células/kg, al menos aproximadamente 4 x
108 células/kg, o al menos aproximadamente 5 x 108 células/kg de las células transducidas dadas a conocer en el
presente documento a un sujeto. La determinacion precisa de lo que se considerara una dosis eficaz puede basarse
en factores individuales para cada sujeto, incluyendo su tamario, edad, sexo, peso y estado del sujeto particular. Los
expertos en la técnica pueden determinar faciimente las dosificaciones a partir de esta divulgacion y del
conocimiento en la técnica.

En diversas realizaciones, los casetes de expresion, vectores y otros sistemas de administracion (nucleasas y
sistemas de CRISPR-Cas), composiciones y métodos del contenido dado a conocer en el presente documento
ofrecen métodos de terapia génica mejorados usando terapia génica ex vivo y trasplante autélogo. El trasplante de
células transducidas con el casete de expresion o al interior de sujetos que tienen una hemoglobinopatia da como
resultado la correccion a largo plazo de la enfermedad.

Pueden administrarse una o mas células transducidas dadas a conocer en el presente documento mediante
cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, administracion parenteral (por ejemplo,
administracion intramuscular, administracién intravenosa, administracion subcutdanea o administracion
intraperitoneal), administracion espinal, y administracion epidérmica. En una realizacion no limitativa, se administran
una o mas células transducidas a un sujeto por via intravenosa. Pueden administrarse una o mas células
transducidas dadas a conocer en el presente documento mediante inyeccion, infusion o implante. En una realizacion
no limitativa, se administran una o mas células transducidas mediante inyeccion. En otra realizacion no limitativa, se
administran una o mas células transducidas mediante inyeccion intravenosa.

Los sujetos pueden tener una forma avanzada de enfermedad, en cuyo caso el objetivo de tratamiento puede incluir
mitigacion o inversion de la progresion de la enfermedad, y/o mejora de los efectos secundarios. Los sujetos pueden
tener una historia del estado, para el que ya se han tratado, en cuyo caso el objetivo terapéutico incluira
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normalmente una disminucioén o retardo del riesgo de recidiva.
VII. Kits

El contenido dado a conocer en el presente documento proporciona kits para el tratamiento o la prevencion de una
hemoglobinopatia. En una realizacion, el kit comprende una composicion terapéutica o profilactica que contiene una
cantidad eficaz de una célula transducida con el casete de expresion dado a conocer en el presente documento en
forma de dosificacion unitaria. En una realizaciéon no limitativa, el kit comprende uno o mas casetes de expresion
dados a conocer en el presente documento. En determinadas realizaciones, el kit comprende uno o mas vectores
que comprenden un casete de expresion dado a conocer en el presente documento. En algunas realizaciones, el kit
comprende un recipiente estéril, que puede ser una caja, una ampolla, una botella, un vial, un tubo, una bolsa, un
saco, un envase de tipo blister, u otras formas de recipiente adecuadas conocidas en la técnica. Tales recipientes
pueden fabricarse de plastico, vidrio, papel laminado, lamina de metal u otros materiales adecuados para contener
medicamentos.

Si se desea, la célula transducida se proporciona junto con instrucciones para administrar la célula a un sujeto que
tiene o corre el riesgo de desarrollar una hemoglobinopatia. Las instrucciones incluiran generalmente informacion
sobre el uso de la composicion para el tratamiento o la prevencion de una hemoglobinopatia. En otras realizaciones,
las instrucciones incluyen al menos uno de los siguientes: descripcion del agente terapéutico; calendario de
dosificacion y administracion para el tratamiento o la prevencion de una hemoglobinopatia o sintomas de la misma;
precauciones; advertencias; indicaciones; contraindicaciones; informacion de sobredosis; reacciones adversas;
farmacologia en animales; estudios clinicos; y/o bibliografia. Alternativa o adicionalmente, el kit puede incluir
instrucciones para transducir una célula con el uno o mas casetes de expresion y/o vectores que comprenden tales
casetes de expresion. Las instrucciones pueden imprimirse directamente en el recipiente (cuando esta presente), o
como etiqueta aplicada al recipiente, o como hoja, folleto, tarjeta o carpeta independiente suministrada en o con el
recipiente.

Ejemplos

La practica del contenido dado a conocer en el presente documento emplea, a menos que se indique lo contrario,
técnicas convencionales de biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular,
bioquimica e inmunologia, que estan dentro del alcance del experto en la técnica. Tales técnicas se explican
completamente en la bibliografia, tal como, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, segunda edicién (Sambrook,
1989); “Oligonucleotide Synthesis” (Gait, 1984); “Animal Cell Culture” (Freshney, 1987); “Methods in Enzymology”
“Handbook of Experimental Immunology” (Weir, 1996); “Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells” (Miller y Calos,
1987); “Current Protocols in Molecular Biology” (Ausubel, 1987); “PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis,
1994); “Current Protocols in Immunology” (Coligan, 1991). Estas técnicas son aplicables a la producciéon de los
polinucledtidos y polipéptidos del contenido dado a conocer en el presente documento, y, como tales, pueden
tenerse en cuenta en la realizacion y practica del contenido dado a conocer en el presente documento. En las
siguientes secciones se comentaran técnicas particularmente utiles para realizaciones particulares.

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a los expertos habituales en la técnica una divulgacion y
descripcion completas de cémo realizar y usar los casetes de expresion, vectores, sistemas de administracion y
métodos terapéuticos del contenido dado a conocer en el presente documento, y no se pretende que limiten el
alcance de lo que los inventores consideran como su invencion.

Ejemplo 1: Descubrimiento de aislantes novedosos

Los problemas creados por la mutagénesis por insercion de vectores virales se conocen ampliamente (Nienhuis
(2013), Baum et al. (2006), Nienhuis et al. (2006)) al igual que la evidencia de que los riesgos de genotoxicidad
pueden reducirse mediante el uso de aislantes de cromatina (Arumugam et al. (2007), Emery (2011), Evans-Galea et
al. (2007), Rivella et al. (2000), Emery et al. (2000), Emery et al. (2002), Yannaki et al. (2002), Hino et al. (2004),
Ramezani et al. (2003), Ramezani et al. (2008)). Se han desarrollado enfoques que permiten la identificacion eficaz
de aislantes de bloqueo de potenciador en el genoma humano. Estos nuevos aislantes son cortos, en promedio de
150 pb, y no afectan de manera adversa a los titulos de vectores virales y son varias veces mas potentes que el
aislante cHS4. Se usan enfoques gendmicos para descubrir los aislantes de barrera y de bloqueo de potenciador
mas potentes del genoma humano. Para terapia génica de las hemoglobinopatias, se requieren potenciadores
potentes para lograr niveles terapéuticos de expresion de gen de globina. Por tanto, los aislantes potentes pueden
proporcionar unos medios para proteger el entorno genémico de los potenciadores potentes de los vectores de
integracion.

Varios estudios han demostrado la capacidad del aislante cHS4 para reducir el silenciamiento por efecto de posicion
de vectores gamma-retrovirales (Evans-Galea et al. (2007), Rivella et al. (2000), Emery et al. (2000), Emery et al.
(2002), Yannaki et al. (2002), Hino et al. (2004), Ramezani et al. (2006), Yao et al. (2003), Nishino et al. (2006), Aker
et al. (2007), Li y Emery (2008)), y vectores lentivirales (Evans-Galea et al. (2007), Ramezani et al. (2003),
Puthenveetil et al. (2004), Arumugam et al. (2007), Bank et al. (2005), Aker et al. (2007), Ma et al. (2003), Chang et
al. (2005), Pluta et al. (2005)). Los estudios que estaban disefiados de manera apropiada demostraron que la
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inclusion de la version de 1,2 kb del aislante cHS4 aumenté la probabilidad y/o sistematicidad de expresion de
transgén de vector en al menos algunos entornos (Arumugam et al. (2007), Evans-Galea et al. (2007), Emery et al.
(2002), Yannaki et al. (2002), Hino et al. (2004), Ramezani et al. (2006), Aker et al. (2007), Li y Emery (2008), Pluta
et al. (2005), Jakobsson et al. (2004)). No obstante, el grado de proteccion proporcionado por el aislante cHS4 esta
lejos de ser completo. Ademas, la inclusion del cHS4 de 1,2 Kb puede afectar de manera adversa a los titulos de
vector mientras que se ha demostrado que el nicleo de cHS4 mas pequefio es ineficaz (Aker et al. (2007),
Jakobsson et al. (2004)).

Se sometieron a prueba los efectos sobre la genotoxicidad usando un ensayo in vivo basado en la cuantificacion de
la formacién de tumor en ratones. Los vectores aislados mediante aislante A1 disminuyeron la formacion de tumor
inducida por integracion de vector aleatoria en quimeras hematopoyéticas en comparaciéon con ratones que
recibieron controles sin aislar o aislados con cHS4.

Para evaluar los efectos sobre los titulos de vector, se introdujo aislante A1 en la region de copia doble de un vector
lentiviral de tercera generacion que expresaba GFP a partir de un promotor de paquete constitutivo, y se midieron
los titulos virales y la expresion de GFP. El aislante A1 no afecté de manera adversa a la expresion de GFP de
vector.

En el ensayo de genotoxicidad in vivo, una linea celular transducida con vectores gamma-retrovirales produjo
tumores tras el trasplante en ratones y permitié la cuantificacion de efectos genotoxicos midiendo las tasas de
supervivencia libre de tumor. Se cuantificaron los efectos de un aislante sobre la genotoxicidad mediante el nimero
de tumores formados en los ratones y las tasas de supervivencia libre de tumor. Se insert6 aislante A1 en la parte
proximal de la LTR en 3’, a partir de la cual se copia en la LTR en 5’ durante la transcripcion inversa e integracion de
vector. La topologia resultante pone copias del aislante entre las regiones gendmicas ubicadas en 5’ y 3’ del provirus
integrado y la actividad potenciadora de la LTR viral en 5’ y el promotor Pgk interno, pero no contiene el potenciador
en la LTR en 3. Esto puede disminuir la genotoxicidad dando por tanto como resultado una disminucion de la
formacién de tumor y un aumento de la supervivencia de los animales. Se usaron vectores indicadores gamma-
retrovirales flanqueados con aislante A1 o regiones de control para transducir la linea celular dependiente de factor
de crecimiento 32D, y se trasplantaron 10 subcombinaciones independientes para cada vector al interior de ratones
C3H/Hed singénicos. Los 10 ratones en los que se trasplantaron células transducidas simuladas permanecieron
libres de tumores derivados de células 32D, mientras que casi todos los ratones en los que se trasplantaron células
32D transducidas con vectores que no contenian insertos o contenian un espaciador neutro de 790 pb desarrollaron
tumores dentro de una mediana de 16 semanas (figura 5B). Flanquear este vector con el aislante cHS4 retraso la
aparicion de la formacion de tumor en varias semanas, y redujo la frecuencia de animales que desarrollaron tumores
hasta 6 de 10. En cambio, s6lo dos de 10 animales desarrollaron tumores tras el trasplante con células 32D
transducidas con el vector flanqueado con aislante A1 (figura 5B). La frecuencia de animales con tumores y el
numero de acontecimientos de transduccion de vector en las subcombinaciones originales sugirieron que flanquear
el vector con aislante A1 redujo la tasa global de formacion de tumor 12 veces, desde 46,9 tumores por 10° provirus
hasta 3,9 tumores por 10° provirus (figura 5C). En comparacién, el aislante cHS4 redujo la tasa global de formacién
de tumor 2,8 veces (hasta 16,9 tumores por 10° provirus), mientras que el espaciador neutro no tuvo ningln efecto
estadisticamente apreciable sobre la tasa de formacion de tumor. Estos resultados indican que los aislantes de
bloqueo de potenciador descubiertos pueden reducir sustancialmente los riesgos de mutagénesis por insercion y
genotoxicidad.

Ejemplo 2: Caracterizacion de vectores de globina que comprenden al menos un aislante.

Se genero un casete de expresion dado a conocer en el presente documento (denominado “casete de expresion 17;
tal como se muestra en la figura 1), que comprende aislante A1, y un gen de BA-globina humana que codifica para
una mutacién de treonina a glutamina en el codon 87 (BAT87Q) operativamente unido a una regién LCR de B-globina
que comprende una region de HS2 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 9, una regién de
HS3 que tiene la secuencia de nucledétidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y una regién de HS4 que tiene la secuencia
de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 7. El fundamento para usar la cadena f variante () es facilitar la deteccion
del gen de B-globina codificado por vector, distinguiéndolo de cadenas beta endégenas o transfundidas. El residuo
de glutamina (GLN) en la posicién 87 en la cadena de y-globina aumenta la actividad anti-falciformaciéon de la
cadena gamma con respecto a la cadena 3, mientras que conserva las caracteristicas de union a oxigeno de adulto
de la cadena B (Nagel et al. (1979)). En el vector 1, una mutacion puntual que altera el codon 87 (BAT87Q, o B87)
sustituye la treonina normal por glutamina y aumenta la actividad anti-falciformacion de la cadena B codificada por
vector. Esta cadena 87 se ha usado de manera segura en un paciente con HbE-talasemia (Cavazzana-Calvo et al.
(2010)).

Se incorporo6 el casete de expresion 1 o se introdujo en un vector de lentivirus (denominado “vector 1”). Se introdujo
el vector 1 en células de médula 6sea de ratones C57BL/6-Hbb th3/+ y se trasplantaron a pacientes singénicos
sometidos a radiacion letal tal como se describié anteriormente (May et al. (2000), May et al. (2002), Lisowski et al.
(2007)). El titulo de vector de V1 era comparable al de un vector de lentivirus que comprende un casete de expresion
que carece de aislante A1. Se comparo la expresion de B-globina del vector 1 con la de un vector de lentivirus
(denominado “vector 2”) que comprende un casete de expresion que carece de un aislante y comprende un gen de
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B-globina humana silvestre operativamente unido a una regién LCR de pB-globina que comprende una region de HS2
que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 9, una regiéon de HS3 que tiene la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y una region de HS4 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en
SEQ ID NO: 6. En comparacion con el vector 2, la expresion de B-globina del vector 1 normalizada con respecto a
las copias de vector era equivalente o estaba ligeramente aumentada, sugiriendo un beneficio afiadido para la
expresion in vivo proporcionado por los elementos de barrera flanqueantes, tal como se muestra en la figura 6.

Ejemplo 3: Evaluacién de la actividad potenciadora en células K562 no eritroides

Se evaluo la actividad potenciadora de HS2 en células K562 no eritroides. Tal como se muestra en la figura 7, la
expresion de GFP en células K562 transducidas con vectores impulsada por un promotor minimo no unido a ningin
potenciador (“vacio”, HS2, HS3-4, HS2-3-4 o el potenciador runx1 usado como control positivo (“RUNX1"). La
expresion de fondo era del orden o el 0,01% (“vacio”), pero aumenté mas de 10 veces con HS2-3-4 (“Lcr9”, 0,17%).
Esta potenciacion se debia principalmente a HS2 (0,15%) pero no a HS3-4 (0,05%). Todas las lineas celulares se
transdujeron de manera comparable (numero de copias de vector medio de 2,5). Los resultados respaldan que HS2,
pero no HS3-HS4, puede suponer un riesgo oncogénico en células progenitoras y madre hematopoyéticas no
eritroides.

Ejemplo 4: Potenciadores especificos de eritroides novedosos

Tal como se muestra en las figuras 8 y 9, cinco potenciadores especificos de eritroides sustituyeron a HS2: intron 1
de ALAS, intrén 8 de ALAS, BLVRB, PPOX y espectrina alfa. Los inventores han mostrado que la totalidad de estos
cinco potenciadores son potenciadores potentes, y carecen de actividad potenciadora en tejidos no eritroides, y no
reducen el titulo de vector.

Ejemplo 5: Aumento de la produccién de vector lentiviral de globina mediante modificaciones de LTR en 3’

Una caracteristica esencial de los vectores de globina terapéuticos es lograr un titulo alto, suficiente para la
transduccion eficaz de células de pacientes. Debido a su gran carga util, que comprende un gen, promotor,
potenciadores y/o elementos de LCR, los vectores lentivirales de globina tienen de manera inherente un titulo bajo,
lo cual complica su fabricacion y limita su uso clinico. Este problema se complica adicionalmente por la incorporacion
de elementos gendmicos adicionales tales como un aislante, que aumenta adicionalmente el tamafio del vector.

Los inventores exploraron diferentes modificaciones de la repeticion terminal larga (LTR) en 3’ de vectores de
globina para aumentar el titulo de vectores de globina. Se evaluaron mas de 62 variaciones, numeradas de 1 a 62,
modeladas en un vector de lentivirus que comprende un gen de -globina humana operativamente unido a una
region LCR de B-globina que comprende una region de HS2 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ
ID NO: 9, una regién de HS3 que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y una regién de HS4
que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 7. Dicho de otro modo, todos los vectores n.° 1 a
vector 62 comprenden una regién LCR de B-globina que comprende una region de HS2 que tiene la secuencia de
nucleodtidos expuesta en SEQ ID NO: 9, una region de HS3 que tiene la secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ
ID NO: 5, y una region de HS4 que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 7. El vector n.° 18
sirvid como referencia, que comprende una deleciéon U3 convencional en la LTR en 3. El vector n.° 1 (no
representado) comprendia una LTR completa, es decir, silvestre, que no podia usarse de manera clinica. En las
figuras 10A y 10B se representan modificaciones de la LTR en 3’, y sus titulos se muestran en las figuras 11y 12 (el
eje Y muestra el nimero de copias de vector de disoluciones madre de vector producidas y sometidas a prueba en
condiciones estrictamente idénticas). Se midieron las titulaciones en repeticiones triples, realizadas en paralelo por
dos operarios, y se repitieron en multiples experimentos.

Tal como se muestra en las figuras 11y 12, el vector n.° 55 mostré de manera repetida un titulo superior. Este vector
comprende un elemento post-regulador de la hepatitis de la marmota (WPRE) y una sefial de poliadenilacion de
hormona de crecimiento bovina en 3’ con respecto a la regiéon R en la LTR en 3'. Por tanto, el elemento WPRE no se
transfiere a las células transducidas.

La incorporaciéon de estos elementos para potenciar la produccion de vectores lentivirales de globina es esencial
para proporcionar titulos superiores y por tanto para la utilidad clinica de los vectores descritos en esta solicitud.
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A partir de la descripcion anterior, resultara evidente que pueden realizarse variaciones y modificaciones en el
contenido dado a conocer en el presente documento descrito en el presente documento para adaptarlo a diversos
usos y condiciones. La invencion es tal como se define en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Casete de expresidon que comprende un aislante y un gen de globina o una parte funcional del mismo
operativamente unido a una region de region de control de locus (LCR) de B-globina, en el que el aislante
comprende:

(a) la secuencia de sitio de union a CTCF expuesta en SEQ ID NO: 18, opcionalmente el aislante
comprende la secuencia de acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 25; o

(b) la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 1.

Casete de expresion segun la reivindicacion 1, en el que el aislante tiene la secuencia de nucleétidos
expuesta en SEQ ID NO: 1.

Casete de expresion segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la region LCR de pB-globina
a. no comprende una region de sitio hipersensible 2 (HS2) a ADNasa |, y opcionalmente
i. la region LCR de B-globina no comprende una secuencia central de HS2; y/o

ii. la region LCR de B-globina no comprende una region de HS2 que conserva la actividad potenciadora
de HS2;

b. comprende una region de sitio hipersensible 1 (HS1) a ADNasa |, una regiéon de sitio hipersensible 3
(HS3) a ADNasa I, y una region de sitio hipersensible 4 (HS4) a ADNasa |, y opcionalmente la region de
HS3 esta posicionada entre la region de HS1 y la region de HS4;

c. no comprende una region de HS1, y opcionalmente
i. la region LCR de B-globina no comprende una secuencia central de HS1;
ii. la region LCR de B-globina no comprende una region de HS1 que conserva la funcion de HS1; y/o

iii. la region LCR de B-globina comprende una region de HS3 y una region de HS4, y opcionalmente la
region de HS3 esta posicionada entre el gen de globina o parte funcional del mismo y la region de HS4;
ylo

d. comprende una regién de HS2, una regién de HS3, y una regién de HS4, y opcionalmente que
comprende ademas una region de HS1.

Casete de expresion segun la reivindicacion 3, en el que la secuencia central de HS2 tiene la secuencia de
nucleoétidos expuesta en SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 21.

Casete de expresion segun la reivindicacion 3 6 4, en el que la regién de HS1 tiene aproximadamente
1,1 kb de longitud, aproximadamente 600 pb de longitud, o aproximadamente 490 pb de longitud.

Casete de expresion segun la reivindicacion 5, en el que la region de HS1 tiene la secuencia de nucleétidos
expuesta en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4.

Casete de expresion segun la reivindicacion 3, en el que la secuencia central de HS1 tiene la secuencia de
nucleoétidos expuesta en SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23.

Casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en el que la regién de HS3 tiene
aproximadamente 1300 pb de longitud.

Casete de expresion segun la reivindicacion 8, en el que la region de HS3 tiene la secuencia de nucleétidos
expuesta en SEQ ID NO: 5.

Casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-9, en el que la regién de HS4 tiene
aproximadamente 1,1 kb de longitud o aproximadamente 450 pb de longitud.

Casete de expresion segun la reivindicacion 10, en el que la region de HS4 tiene la secuencia de
nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8.

Casete de expresion segun la reivindicacion 3, en el que

e. la region LCR de B-globina comprende una regiéon de HS1, una regién de HS3, y una region de HS4 y no
comprende una region de HS2, en el que

i. la region de HS1 comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 2, la region de HS3

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

ES 2746 529 T3

comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y la region de HS4 comprende la
secuencia de nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 6;

ii. la region de HS1 comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 3, la regiéon de
HS3 comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y la region de HS4 comprende
la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 8; o

iii. la region de HS1 comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 4, la regién de
HS3 comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y la region de HS4 comprende
la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 8; o

f. la region LCR de B-globina comprende una region de HS3 y una region de HS4 y no comprende una
region de HS1 o una region de HS2, en el que la regidon de HS3 comprende la secuencia de nucledtidos
expuesta en SEQ ID NO: 5y la region de HS4 comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID
NO: 6; o

g. la region LCR de B-globina comprende una region de HS2, una region de HS3, y una region de HS4, y la
region de HS2 comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 9, la region de HS3
comprende la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 5, y la regién de HS4 comprende la
secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 7.

Casete de expresion segun la reivindicacion 3, en el que la region LCR de B-globina comprende una region
de HS2, una region de HS3, y una regiéon de HS4 y la region de HS2 tiene 860 pb de longitud, y/o la region
de HS3 tiene aproximadamente 1300 pb de longitud, y/o la region de HS4 tiene aproximadamente 1,1 kb de
longitud.

Casete de expresion segun la reivindicacion 13, en el que la region de HS2 comprende la secuencia de
nucleotidos expuesta en SEQ ID NO: 9, y/o la region de HS3 comprende la secuencia de nucledtidos
expuesta en SEQ ID NO: 5, y/o la regidon de HS4 comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ
ID NO: 7.

Casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que el gen de globina se
selecciona del grupo que consiste en gen de 3-globina, gen de y-globina y gen de d-globina.

Casete de expresion segun la reivindicacion 15, en el que el gen de globina es gen de B-globina humana, y
opcionalmente el gen de B-globina humana se selecciona del grupo que consiste en un gen de p-globina
humana silvestre, un gen de B-globina humana delecionado que comprende una o mas deleciones de
secuencias de intrones, y un gen de B-globina humana mutado que codifica para al menos un residuo de
aminodcido anti-falciformacion.

Casete de expresion segun la reivindicacion 16, en el que el gen de B-globina humana es gen de BA-globina
humana que codifica para una mutacién de treonina a glutamina en el codén 87 (BA-T879).

Casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, que comprende un aislante que
tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 1, o que comprende dos aislantes que tienen
cada uno la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 1.

Casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-18, que comprende ademas:

h. un promotor de B-globina, y opcionalmente el promotor de B-globina esta posicionado entre el gen de
globina o parte funcional del mismo y la region LCR de B-globina;

i. un potenciador en 3’ de B-globina humana, y opcionalmente el potenciador en 3’ de B-globina humana
esta posicionado aguas arriba del gen de globina o parte funcional del mismo; y

j. al menos un (por ejemplo, uno, dos o tres) potenciador especifico de eritroides, y opcionalmente el al
menos un potenciador especifico de eritroides esta posicionado entre el gen de globina o parte funcional del
mismo Y la region LCR de B-globina.

Casete de expresion segun la reivindicacion 19, en el que

k. el promotor de B-globina es un promotor de B-globina humana que tiene aproximadamente 610 pb de
longitud y opcionalmente tiene la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 10, o tiene
aproximadamente 265 pb de longitud, y opcionalmente tiene la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ
ID NO: 11;

I. el potenciador en 3’ de B-globina humana tiene aproximadamente 880 pb de longitud, y opcionalmente el
potenciador en 3’ de B-globina humana tiene la secuencia de nucledétidos expuesta en SEQ ID NO: 12; y/o
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m. el al menos un potenciador especifico de eritroides tiene una secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17.

Casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en el que el casete de expresion
permite la expresion del gen de globina o una parte funcional del mismo en un mamifero, opcionalmente la
expresion se restringe a tejido eritroide.

Vector recombinante que comprende el casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones
1-21, y opcionalmente en el que el vector recombinante es un vector retroviral, y opcionalmente en el que el
vector recombinante es un vector de lentivirus.

Vector recombinante segun la reivindicacion 22, que comprende ademas: un elemento post-regulador de la
hepatitis de la marmota (WPRE) en la repeticion terminal larga (LTR) en 3’ del vector, y/o una sefial de
poliadenilacion de hormona de crecimiento bovina en la repeticion terminal larga (LTR) en 3’ del vector.

Sistema de nucleasa modificado por ingenieria o que no se produce de manera natural que comprende el
casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-21.

Sistema de nucleasa segun la reivindicacion 24, en el que la nucleasa se selecciona del grupo que consiste
en una nucleasa de dedos de zinc modificada por ingenieria o que no se produce de manera natural (ZFN),
una meganucleasa modificada por ingenieria o que no se produce de manera natural, y una nucleasa
efectora de tipo activador de la transcripcion (TALEN) modificada por ingenieria o que no se produce de
manera natural, y/o la nucleasa comprende un dominio de unién a ADN y un dominio de escision de
nucleasa, y/o la nucleasa se une a un sitio de locus seguro genémico, y opcionalmente

n. la nucleasa genera una rotura de cadena doble (DSB) en el sitio de locus seguro gendémico,
o. el sitio de locus seguro gendmico es un sitio de locus seguro genémico extragénico,
p. el sitio de locus seguro genémico esta ubicado en el cromosoma 1, y/o

g. el sitio de locus seguro gendémico cumple la totalidad de los cinco criterios siguientes: (1) distancia de al
menos 50 kb desde el extremo 5’ de cualquier gen (por ejemplo, desde el extremo 5’ del gen), (ii) distancia
de al menos 300 kb desde cualquier gen relacionado con cancer, (iii) dentro de una estructura de cromatina
abierta/accesible (medido mediante escisién de ADN con nucleasas naturales o modificadas por ingenieria),
(iv) ubicacion fuera de una unidad de transcripcion génica y (v) ubicacion fuera de regiones
ultraconservadas (UCR), microARN o ARN largo no codificante del genoma humano.

Sistema de CRISPR-Cas modificados por ingenieria o que no se producen de manera natural que
comprende el casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-21.

Sistema segun la reivindicacion 26, en el que el sistema de CRISPR-Cas comprende una nucleasa de
CRISPR-Cas y un ARN guia individual, y opcionalmente el sistema de CRISPR-Cas se une a un sitio de
locus seguro genémico.

Polinucledtido que codifica para el sistema de nucleasa segun la reivindicacion 24 6 25 o el sistema de
CRISPR-Cas segun la reivindicacion 26 6 27.

Vector que comprende el polinucleétido segun la reivindicacién 28, y opcionalmente el vector es un vector
lentiviral.

Célula transducida con el casete de expresion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-21, el vector
recombinante segun la reivindicacion 22 6 23, el sistema de nucleasa segun la reivindicacion 24 6 25, el
sistema de CRISPR-Cas segun la reivindicacion 26 6 27, o el vector segun la reivindicacion 29.

Célula segun la reivindicacion 30, en la que la célula se selecciona del grupo que consiste en una célula
madre hematopoyética, una célula madre embrionaria, una célula madre pluripotente inducida, y una célula
endotelial hemogeénica, y opcionalmente la célula se transduce ex vivo, y opcionalmente la célula madre
hematopoyética es una célula madre hematopoyética CD34".

Composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de la célula segun la reivindicacién 30 6 31
y un portador farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 32 para su uso en el tratamiento de una
hemoglobinopatia, opcionalmente en la que la hemoglobinopatia se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de células falciformes (SCD) de hemoglobina, anemia de
células falciformes, anemia hereditaria, talasemia, p-talasemia, talasemia mayor, talasemia intermedia, a-
talasemia y enfermedad de hemoglobina H.
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Kit para tratar una hemoglobinopatia que comprende la célula segun la reivindicacion 30 6 31, y
opcionalmente que comprende ademas instrucciones escritas para usar la célula para tratar a un sujeto que
tiene una hemoglobinopatia, y/o en el que la hemoglobinopatia se selecciona del grupo que consiste en
enfermedad de hemoglobina C, enfermedad de células falciformes (SCD) de hemoglobina, anemia de
células falciformes, anemia hereditaria, talasemia, p-talasemia, talasemia mayor, talasemia intermedia, a-
talasemia y enfermedad de hemoglobina H.

Célula segun la reivindicacion 30 6 31 para su uso en el tratamiento de una hemoglobinopatia en un sujeto,

0 para su uso en la restauracion de la capacidad de un sujeto para producir glébulos rojos que contienen
hemoglobina normal.
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Q Ensayo de genotoxicidad de vector gamma-retroviral
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(a) Basandose en la distribucion de posicion para la fraccion de receptores sin tumores;
(b) Basandose en el nimero de células inicial y las tasas de transduccion iniciales;
(c) Basandose en la prueba de la Z para dos proporciones.

FIG. 5
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