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DESCRIPCION
Una hemoglobina fetal mejorada para la correccién génica de la anemia falciforme
Campo de la invencion

La invencion descrita en el presente documento generalmente se refiere a métodos para determinar el quimerismo
minimo de células madre hematopoyéticas (HSC) y la dosis de genes para la correccion de una enfermedad
hematopoyética; en particular, en un modelo in vivo. La invencidon también se refiere a vectores de expresion
lentivirales SIN modificados para aumentar un titulo viral y a varios métodos para aumentar tales titulos, asi como a
vectores de expresion capaces de mejorar dichos titulos. La invencion también se refiere a secuencias de aisladores
funcionales derivadas del aislador de cromatina CHS4 para ayudar a aumentar la seguridad de los vectores de
integracion y aumentar la expresion. La invencion también se refiere a métodos para la correccion génica de
enfermedades o para reducir los sintomas de las mismas, tales como anemia falciforme y B-talasemia. La invencion
se refiere ademas a varios vectores de expresion capaces de corregir genéticamente la anemia falciforme o la B-
talasemia, o reducir los sintomas de las mismas.

Antecedentes
Correccion génica y disefio vectorial

La correccion génica exitosa de enfermedades, mediada por células madre hematopoyéticas (HSCs), depende de la
expresion génica estable, segura y dirigida de cantidades terapéuticas. Los vectores de expresion son fundamentales
para el proceso de correccion génica y, en consecuencia, €l tema de una investigacion considerable. Aunque los
avances significativos en el disefio vectorial han mejorado la eficacia de la terapia génica, ciertos obstaculos clave han
surgido como barreras para una aplicacion clinica exitosa. Entre esos obstaculos, la genotoxicidad del vector esta
entre las mas formidables, como lo demuestra la aparicién de terapia génica relacionada con leucemia en pacientes
en ensayos de X-SCID, como se describe en este documento. Como resultado, los vectores gamma-retrovirales y los
vectores lentivirales se han modificado a un disefio auto-inactivador (SIN) para eliminar los potenciadores ubicuamente
activos en la region U3 de las repeticiones terminales largas (LTR) (como se describe el presente documento). El
disefio SIN se ha mejorado para aumentar los titulos de los vectores. Posteriormente se han empleado varios métodos
para mejorar la expresion transgénica.

Como una medida adicional de expresion de estabilizacién, muchos vectores ahora estan disefiados con elementos
aislantes de cromatina que reducen los efectos de posicion de la cromatina. Si bien estos aisladores pueden mejorar
los perfiles de seguridad y expresion de ciertos vectores, en algunos casos un efecto secundario indeseable es la
disminucion de los titulos en comparacién con las versiones no aisladas. Los aisladores personalizados se han
disefiado para proporcionar un aislamiento 6ptimo sin bajar los titulos.

Asi, existe la necesidad en la técnica de un disefio del vector de expresién mejorado, dirigido a estabilizar de forma
segura la expresion de transgenes, mientras se mantienen titulos virales clinicamente relevantes.

Determinacion de parametros criticos de correccion en anemia falciforme

Expresar una enorme cantidad de hemoglobina fetal/antifalciformacion indudablemente corregira la enfermedad, como
se ha demostrado, pero no es practicamente posible en un entorno clinico. Como ejemplo, se realizé una terapia
génica inicial para la deficiencia de adenosina desaminasa (ADA) sin acondicionamiento, y no fue terapéutica, a pesar
de que se injertaron unas pocas células madre con genes marcados, y fue evidente una ventaja selectiva para los
linfocitos con correccion génica frente a ADA (como se describe en el presente documento). En un ensayo posterior,
se usaron 4 mg/kg de busulfan antes del trasplante, como acondicionamiento, lo que dio como resultado una dosis de
células madre corregidas genéticamente adecuada y células T modificadas genéticamente (como se describe en el
presente documento). Asi, existe la necesidad en la técnica de establecer métodos para determinar los umbrales para
la correccion génica antes de embarcarse en estudios clinicos.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un gen de gammaglobina humana mutado que codifica una proteina que incluye la
SEC ID NO: 1. En algunas realizaciones, el gen de la gammaglobina humana mutado puede tener una identidad de
secuencia del 70% o mayor que la SEQ ID NO: 2.

En el presente documento se describen métodos para usar un gen de gammaglobina humana mutado que codifica
una proteina que incluye la SEQ ID NO: 1 para corregir genéticamente la anemia falciforme o la 3-talasemia o reducir
los sintomas de la misma, incluyendo el método identificar a un sujeto que necesita tratamiento para anemia falciforme
o B-talasemia; transfectar células madre hematopoyéticas autdlogas (HSCs) con un lentivirus modificado que incluye
el gen de gammaglobina humana mutad que codifica una proteina que incluye la SEQ ID NO: 1; y trasplantar las HSC
transfectadas al sujeto.

En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto humano. En algunas realizaciones, el sujeto se trata con
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acondicionamiento de intensidad reducida antes del trasplante.

En algunas realizaciones, el lentivirus modificado incluye ademas una secuencia sefial de poliA heterdloga inversa de
una secuencia viral 3 'LTR en una cadena principal de vector lentiviral SIN estandar; y una o mas secuencias USE
derivadas de una sefial de poliA tardia de SV40 en una region de delecion de U3 de una cadena principal de vector
lentiviral SIN estandar. En algunas realizaciones, el lentivirus modificado incluye ademas una o mas secuencias de
aisladores funcionales de longitud reducida derivadas de CHS4 flanqueantes. En algunas realizaciones, el lentivirus
modificado incluye ademas una region de control de locus de beta-globina. En algunas realizaciones, el lentivirus
modificado incluye ademas un elemento potenciador especifico del linaje eritroide.

En algunas realizaciones, la hemoglobina fetal posterior al trasplante supera al menos el 20%; las células F pueden
ser al menos 2/3 de los glébulos rojos circulantes; la hemoglobina fetal por células F puede ser de al menos 1/3 de la
hemoglobina total en los gldbulos rojos falciformes; y al menos un 20% de HSCs modificadas genéticamente pueden
repoblar la médula 6sea del sujeto.

Las realizaciones de la invencion también abarcan vectores de expresion lentivirales capaces de corregir
genéticamente la anemia falciforme o la B-talasemia o reducir los sintomas de la misma, incluyen un gen de gamma-
globina humana mutado que codifica una proteina en la SEC ID NO: 1. En algunas realizaciones, el vector de expresion
lentiviral incluye ademas una secuencia sefial de poliA heterdloga inversa de una secuencia viral LTR 3' en una cadena
principal de vector lentiviral SIN estandar; y una o mas secuencias USE derivadas de una sefial de poliA tardia de
SV40 en una region de delecién de U3 de una cadena principal de vector lentiviral SIN estandar. En algunas
realizaciones, el vector de expresion lentiviral incluye ademas una o mas secuencias de aisladores funcionales de
longitud reducida derivadas de CHS4 flanqueantes. En algunas realizaciones, el vector de expresion lentiviral incluye
ademas uno o mas elementos de una region de control de locus de beta-globina clonada en orientacion inversa a una
unidad transcripcional viral. En algunas realizaciones, el vector de expresion lentiviral incluye ademas un elemento
potenciador especifico de linaje eritroide.

Breve descripcion de las figuras

Los expertos en la materia entenderan que los dibujos, descritos a continuacioén, son solo para fines ilustrativos. Los
dibujos no pretenden limitar el alcance de las presentes ensefianzas de ninguna manera.

La Figura 1 representa titulos del estandar y LV-SIN destripado (a) Una representacion esquematica de los lenti-
provirus SIN. sSIN-GFP, sBG-6 y sFIG son LV-SIN portadores de GFP, el gen de la $-globina (BG) o el ADNLV-SINc
de Fanconi Anemia A, -IRES- GFP respectivamente. dsSIN-GFP, sBG-1 y ds-FIG son sus contrapartes destripadas.
SD = sitio donante de empalme. SA = sitio aceptor de empalme. secuencia de empaquetado W. cPPT: tracto central
de polipurina. Se indican el gag (360 bp) y el fragmento env que contiene el RRE (~ 850 bp). (b) El virus obtenido
después de la infeccion de células MEL y el analisis de células que expresan GFP y hfB-globina con diferentes
iteraciones del disefio "SIN". Los titulos se expresan como Ul/ml de sobrenadante concentrado (n=3).

La Figura 2 representa las construcciones BG SIN-LV. Una representacion esquematica de 10 formas provirales SIN-
lentivirales (sBG-1 a sBG-10). Todos los vectores contienen BG (HS2, 3 y 4 elementos de la LCR, el (promotor 8 y
gen) y cPPT. Se muestran fragmentos de Gag (630 bp o 360 bp), RRE, env. * indica una mutacién puntual que
interrumpe la SA.

La Figura 3 representa los titulos virales de BG LV-SIN (a) Los sobrenadantes virales de los vectores lentivirales sBG-
1 a sBG-10 SIN se concentraron 1400 veces y se titularon en células MEL monitorizando las células positivas de -
globina mediante citometria de flujo (n=4). (b) Aumento de veces con inclusién de elementos-cis. Los titulos se
normalizaron al del vector completamente destripado (sBG-1), que se consider6 1. El disefio sBG-6 mostré un aumento
marcado en los titulos.

La Figura 4 representa el efecto de los elementos-cis del LV sobre la estabilidad y expresion del provirus. (a) Integridad
proviral: analisis de transferencia Southern de células MEL transducidas con sBG-127 a sBG-10, restringidas con Aflll
que corta las LTR virales y sondeadas con un fragmento de hB-globina. Todos los vectores SIN se transmiten de
manera estable. (b) Expresion de hp-globina en células MEL: analisis de diagrama de puntos de células MEL
transducidas con sBG-1 a sBG-10 de un experimento representativo; Las IMF se indican en la esquina superior
derecha del diagrama de puntos.

La Figura 5 representa las transcripciones de ARNv en las células de empaquetamiento. Andlisis de transferencia
Northern de (A) ARN total de células de empaquetamiento 293T transfectadas con plasmidos SIN LV y sondadas con
un fragmento de hB-globina marcado con 32P. El panel inferior muestra el mismo punto hibridado con una sonda 18S
como control de carga. Una banda de longitud completa del tamafio esperado es visible para todos los vectores. *
indica vectores en los que SA esta presente y son visibles tanto la longitud completa como las bandas empalmadas.
Un pequefio esquema de las secuencias-cis del vector se muestra arriba de los carriles del vector para representar la
secuencia de empaquetamiento W; R: RRE; SA: sitio aceptor de empalme en el fragmento env ; SG: fragmento corto
gag (360 bp); LG: fragmento largo gag (630 bp) en vectores. (B) ARN citoplasmatico para vectores con y sin RRE del
mismo experimento mostrado en el panel A, que muestra la eficacia de la exportaciéon de ARNv al citoplasma. Las
relaciones citoplasmatico/total cuantificadas con fosfoimager se muestran en la Figura 6E.
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La Figura 6 representa el empaquetamiento de ARNv en virones (a) Un andlisis de transferencia de puntos
representativo en ARNv extraido de la serie sBG de sobrenadantes de virus que muestra que la cantidad de ARNv es
proporcional a los titulos infecciosos. El virus se realizd a partir de los diez vectores y se concentré de forma idéntica
como se describe, y la transferencia de puntos se sonded con un fragmento de B-globina. NC = control negativo.
Cuatro diluciones diferentes para cada vector se cargaron por duplicado en el experimento representativo mostrado.
Se realizaron un total de tres experimentos (B) recuentos de fosfoimager obtenidos en la transferencia de 28 puntos
que se muestra en el panel (A). (C) Cuantificacion relativa de ARNv de los tres experimentos. (D) actividad de p24 en
virus concentrado de todos los vectores (n=2). (E) Relacion de ARN citoplasmatico/total a partir de 2 analisis de
transferencia Northern (NB) en células de empaquetamiento (la relacién de ARN citoplasmatico/total se normalizé al
valor para el vector completamente destripado que carece de RRE (SBG-1) y de ARN 18S (para cargar) en dos
experimentos independientes. Los vectores analogos con y sin RRE se marcan como [, Il y Il para permitir
comparaciones faciles).

La figura 7 representa construcciones de vectores y disefio experimental. A. El vector lentiviral auto-inactivador (SIN)
que porta el gen hp-globina y los HS2, HS3 y HS4 de la region de control de locus se muestra como sBG. Usando
esta cadena principal, se generaron una serie de vectores para incorporar el nicleo de cHS4 59 250 bp, 2 repeticiones
en tandem del nucleo, 5' 400 bp o0 59800 bp de cHS4, y el aislador cHS4 de 1,2 Kb de longitud completa. Los vectores
sBG400S y sBG800S ademas de los espaciadores de ADN inerte central portan 1 bacteridfago. B. Esquema de
analisis in vitro e in vivo: las células MEL se transdujeron con varios vectores para obtener clones MEL de copia Unica
y la expresién de hp-globina y el analisis de ChIP se realizé en clones diferenciados. El analisis in vivo se realizé
usando células LSK donantes Hbb™3* transducidas con vector trasplantadas en receptores Hbb"¥* irradiados
letalmente y analizados a los 6 meses después del trasplante. Los trasplantes secundarios se realizaron para el
analisis de CFU-S. C. Grafica de FACS representativa que muestra células que expresan hf-globina (% hp+) para
clon MEL de copia Unica no aislada (sBG, verde) y aislada (sBG-I, rosa) con coeficiente de variacion (CV) de expresion
mostrada por flechas.

La Figura 8 representa células que expresan -globina humana en clones MEL. A. Proporcion de células que expresan
hB-globina (% hB+) en clones MEL. Cada circulo representa una copia Unica individual del clon MEL. B. Valores CV
de la expresion de hp-globina de cada clon. Las medias se representan con una linea horizontal y la media 6 SEM de
% de células MEL hp+ y el CV de la expresion de hp-globina para cada vector se indican en el cuadro anterior. Los
circulos rellenos representan clones representativos seleccionados para el analisis de ChiIP. * P<0,05 por ANOVA, en
comparaciéon con sBG.

La Figura 9 representa la expresion de 3-globina humana en RBCs y una copia Unica de CFU-S secundaria. A. Se
muestran histogramas FACS representativos (% hB + RBC se indican dentro del histograma). B. Datos acumulativos
sobre el porcentaje de hf3 + RBCs normalizados a la copia de vector. C. El coeficiente de variacion (CV) de la expresion
de hp en RBCs. D. Datos acumulativos sobre % de células hg+/CFU-S. Cada circulo representa un Unico integrante
individual CFU-S. E. EI CV de la expresion de hf en el CFU-S individual. Los nimeros sobre los diagramas de barras
representan la media 6 SEM y los valores significativamente diferentes de los controles de ANOVA estan marcados
con un asterisco. * P<0,05; ** P<0,01.

La Figura 10 representa el analisis de chlP que muestra las histonas marcadas activas y represivas en el nicleo 5'
250 bp cHS4 y el promotor hp en clones de células MEL. A. Mapa de la forma proviral del vector. Las flechas muestran
la posicién de los pares de cebadores utilizados para PCR y qPCR; y las lineas representan fragmentos de aisladores.
B-C. Los ChlIP con anticuerpos contra el control IgG, acH3, acH4, H3K4-me2, H3K9-me3 y H3K27-me3 y cebadores
de PCR semicuantitativos para la region promotora de (-globina D-F ChIP con anticuerpos contra AcH3 y AcH4 (D),
H3K4-me2 (E); H3K9-me3 y H3K27-me3 (F) seguido de qPCR usando cebadores que amplifican el nucleo de cHS4
(paneles izquierdos) y el promotor de hf3-globina (panel derecho) en clones agrupados (mostrados en la Figura 2A). *
P<0,05; ** P<0,01.

La Figura 11 representa la expresion de B-globina humana en ratones. A. Parametros de RBC, reticulocitos y copias
de vectores. Los valores representan medias + SEM. Hb = hemoglobina, MCV = volumen corpuscular medio, MCHC
= concentracion de hemoglobina corpuscular media, copia de vector = copias de vectores en leucocitos mediante
gPCR. B. Analisis mediante HPLC de la proteina B-globina humana en los lisados de la sangre como porcentaje de la
hemoglobina total [hB-ma/(hB-ma + mB-ma)]. Los datos se normalizan a copia de vector/célula en leucocitos. * P<0,05;
** P<0,01.

La Figura 12 representa el efecto de la region de 3'400 bp del aislador cHS4. A. Disefio vectorial del vector sBG34,
El cHS4 de longitud completa se muestra para comparacion. B-C. Proporcion de células h+ (B) y el coeficiente de
variacion de la expresion de hp de sBG34%° (C) en clones MEL. Cada circulo representa un Unico clon MEL integrante.
Las medias se representan con una linea horizontal y la media + SEM se representa en la figura. D-E. El porcentaje
de hp-globina + RBC (D) y el CV de la expresion de hp (E) en ratones. F-G. células (F) que expresan h@-globina y el
CV de la expresion de hb (G) en una sola copia CFU-S seguido del trasplante secundario. Cada circulo representa
CFU-S individual. Se muestran los valores medios + SEM y P-. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

La Figura 13 representa el efecto de la combinacion del nucleo 5' con las regiones 3' 400 bp del aislador cHS4. A.
Disefio vectorial de sBG®%°. EI cHS4 de longitud completa se muestra para comparacién. B. Proporcion de células hp+
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y C. CV de la expresion de hb-globina en clones MEL sBG®%°. Cada circulo representa una copia Unica del clon MEL.
Las medias se representan con una linea horizontal y la media + SEM se indica sobre cada grupo. D. Porcentaje de
RBC que expresan hbglobina en ratones trasplantados. E. Porcentaje de células que expresan hp-globina en una sola
copia CFU-S de ratones secundarios. F- G. Cromatina ChlIP activa y represiva seguida por PCR semicuantitativa (F)
0 gPCR (G) de la region central de cHS4 o la region promotora de hp-globina.

La Figura 14 representa patrones de cromatina sobre los 3'400 bp y su interaccién con la region central de 5'. A. Un
mapa de LTR 3' que muestra la ubicacion del aislador de 1,2 kb de longitud completa y la posicion de los cebadores
usados en el analisis de ChlIP. Los vectores probados con las regiones centrales indicadas se representan debajo del
mapa B ChIP con anticuerpos contra AcH3 y AcH4, H3K4-me2 y H3K9-me3 y H3K27-me3 seguido de una PCR
semicuantitativa de la region 3'400 en los provirus en sBG34%°, sBG®%, sBG-I. C-D ChIP con anticuerpos contra USF-
1y CTCF seguido de PCR semicuantitativa (C) o qPCR (D) para la regién central. E-F ChIP con anticuerpos contra
USF-1 y CTCF seguido de PCR semicuantitativa (C) o gPCR (D) para la region de 3/400 bp de los provirus sBGC,
sBG3400 sBG5%° y sBG-I en grupos de tres clones MEL de copia Unica. (G) Figura S1 Histogramas representativos
(FACS) que muestran células que expresan hb en CFU-S de copia Unica control, sBG, sBGC, sBG2C, sBG400 y sBGlI.
El % de células hp+ se indica dentro del histograma. (H) Expresién de ARN mensajero (ARNm) de 3-globina humana
en CFU-S secundaria Unica copia de sBG, sBGC, sBG2C, sBG400 y sBG-I mediante gPCR. La expresion de a-globina
murina sirvié como control interno contra el cual se normalizé la expresion de hf3-globina. Los valores de P se muestran
en la figura. ** indica P<0,01. (I) Se muestran los cebadores y sondas utilizados en la inmunoprecipitacion de cromatina
(ChIP). 'F' representa cebador directo y 'R’ representa cebador inverso. (J) Analisis de sitio de insercion en clones MEL
de copia unica de sBG no aislado y vector sBG-I| aislado con aciertos génicos segun http://genome.ucsc.edu.

La figura 15 representa titulos virales de vectores lentivirales con insertos en el LTR 3' que eran inversamente
proporcionales a la longitud del inserto LTR. (A) Representacion esquematica de los vectores lentivirales. Todos los
vectores se basaron en sBG, un vector lentiviral SIN que porta el gen de la B-globina, el promotor de la 3-globina y los
elementos de la region de control del locus HS2, HS3 y HS4. Se insertaron diferentes fragmentos del sitio cHS4 en la
region U3 del sBG de LTR 3' (que se muestra arriba del vector sBG). Se hicieron insertos de tamario similar
reemplazando la region inversa del nucleo de cHS4 con espaciadores de ADN inerte del ADN del fago lambda (que
se muestra debajo del vector sBG). (B) Los titulos virales de los vectores aislados disminuyeron a medida que aumenté
la longitud del inserto del aislador. Los titulos reflejan el virus concentrado creado simultaneamente para todos los
vectores en cada experimento (n=4). Todos los titulos fueron significativamente mas bajos que los titulos del vector
de control sBG (p<0,01; ANOVA de 1 via). (C) Los titulos cayeron con la insercién de una longitud creciente de un
espaciador de ADN inerte inversa del nucleo. Los titulos de los vectores lentivirus aislados (barras sombreadas) son
similares a los que contienen espaciadores de ADN inertes en la LTR (barra abierta) en cuatro experimentos
independientes. Los titulos de sBG con un espaciador de 400bp fueron ligeramente superiores (* p<0,05). (D) El vector
sBG?C, que porta repeticiones en tandem del nucleo de cHS4 recombinado con alta frecuencia. Se muestra una
representacion esquematica de los vectores provirales sBG-l y sBG?C, cuando estan intactos o cuando los elementos
centrales se recombinan con la pérdida de uno o dos nucleos con la regién sondeada y el sitio de restriccion de la
enzima usada (Aflll). El tamafio de la banda esperada se muestra adyacente a cada dibujo vectorial. El panel derecho
es el analisis de transferencia Southern que muestra una Unica banda esperada de 8Kb para la poblacion de células
MEL transducidas con sBG-I, y dos bandas en la poblacion de células MEL transducidas con sBG?®, que representan
sBG?2C con pérdida de uno o ambos ntcleos.

La Figura 16 representa cantidades similares de ARN viral que se produjeron a partir de los vectores aislados y no
aislados en células de empaquetamiento. El andlisis de transferencia Northern en las células de empaquetamiento
293T después de la transfeccion con vectores sBG y sBG-I mostro la longitud esperada de ARN viral. La membrana
se hibridé con una sonda de p-globina marcada con 2P (panel superior) y 18S (panel inferior) como control de carga.
Una banda esperada de 7,3Kb y 8,5Kb corresponde a sBG y se detecté ARN viral de sBG-I. El ARNr 18S y 28S se
sondeo de forma no especifica con esta sonda. No se detectaron bandas recombinantes extrafias con ninguno de los
dos vectores. Las relaciones cuantificadas de fosfoimager de ARN viral y ARNr 18S de ambos vectores se enumeran
debajo de los carriles y no muestran diferencias en la cantidad de ARN-v entre los dos vectores.

La Figura 17 representa que la produccién de virus no se vio afectada por la insercion de cHS4 en la actividad de
transcriptasa inversa de LTR 3' (A) en sBG y sobrenadantes virales sBG-I es similar (23 + 5 vs. 27+3; n=3, p>0,5). (B)
los niveles de p24 detectados en la preparacion viral concentrada son los mismos con sBG y sBG-l. (2,9+0,5 x10°
versus 1,7+0,5 x105 n=3, p>0,1) (C) El andlisis de transferencia por puntos de ARN viral extraido del sobrenadante
viral de sBG y sBG-I muestra cantidades similares de ARN viral empaquetado en viriones en ambos vectores. Tenga
en cuenta que 4 diluciones diferentes de ARN viral se cargaron por duplicado para los dos vectores. La membrana se
hibridé con una sonda de p-globina marcada con 32P. Solo se muestra uno de los dos experimentos representativos.
(D) Se cuantificé la cuantificacion de fosfoimager de dos experimentos independientes y mostré cantidades similares
de ARN viral en los viriones sBG y sBG-l (1,9+0,7 x10° vs. 1,9£0,6 x10® n=2, p>0,5).

La Figura 18 representa la cinética de la transcripcion inversa y la translocacion nuclear en el elemento del aislador
portador del vector lentivirus en el LTR. En el panel (A) se ilustra un esquema del proceso de transcripcion inversa y
translocacion nuclear de lentivirus. A la derecha, un resumen de los ensayos de g-PCR realizados para analizar varias
etapas del proceso. Linea delgada: ARN; linea gruesa: ADN. Cuadrados abiertos: tracto de polipurina (PPT). Circulo
abierto: sitio de union de cebado (BPS). El inserto de ADN LTR 3' se ilustra en el primer diagrama de transferencia de
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cadena. Se muestran las posiciones de los ensayos de g-PCR. El ADN de las células MEL después de la infeccion
con el virus sBG y sBG-l se recogio6 en diferentes momentos después de la infeccion y se analizd6 mediante gPCR.
Linea continua: sBG. Linea discontinua: sBGIl. (B) La cinética de la transcripcion inversa antes de la primera
transferencia de cadena (R/U5) no muestra diferencia entre los dos virus. (C-D) Después de la transferencia de la
primera cadena (U3/R y Psi) hay una disminucion en la eficacia de la transcripcion inversa en presencia del aislador.
(n=3)

La Figura 19 representa la insercion de cHS4 en la integracion viral afectada LTR. El ADNc viral lineal se circulariza 'y
es la forma que integra; los circulos 1-LTR y 2-LTR representan productos de integracion abortiva de recombinacion
homologa y union final no homologa, respectivamente. Por lo tanto, los circulos 1y 2-LTR se usan como marcadores
de translocacién nuclear. (A) Hay circulos reducidos de 2-LTR, analizados mediante gPCR en el ADN extraido de
células MEL infectadas en diferentes momentos después de la infeccién con virus, lo que sugiere una translocacion
nuclear reducida o una union final no homologa. (B) Analisis de transferencia Southern de células MEL 72 h después
de la infeccién con la misma cantidad de virus sBG y sBG-l. La digestion de Stul del ADN genémico permite la
identificacion de circulos 1-LTR, circulos 2-LTR, ADN lineal y ADN integrado (un frotis) para sBG y sBG-I. Los tamarios
de banda esperados se muestran para ambos vectores. Mientras que los circulos y 1-LTR y 2 lineales se ven en el
carril sBG, no se detectan ADN lineales o circulos 2-LTR en el carril de sBG-I. Sin embargo, los circulos 1-LTR son
casi tan prominentes como en el carril de sBG. Las relaciones relativas de los circulos lineales, 1-LTR y 2 sugieren un
aumento de los productos de integracion abortiva recombinada con el vector sBG-l y, por lo tanto, dan como resultado
una integracion ineficaz. (C) Las células MEL transducidas con sBG y sBGI muestran integrantes provirales intactos
(7,5Kb y 8,0 Kb respectivamente). Hubo una diferencia de 8 veces en los recuentos de fosfoimager de las dos bandas.
El niumero de copias de vectores por celda también se cuantificé mediante gPCR y se representa debajo de los carriles.

La Figura 20 representa la hipétesis del mecanismo por el cual la secuencia del aislador disminuye el titulo viral. En el
VIH de tipo natural, las moléculas lineales de ADNc se translocan al niicleo donde un pequefio porcentaje se somete
a recombinacion y ligadura de unién final para formar circulos 1y 2-LTR, respectivamente. Solo la forma lineal es el
precursor inmediato del provirus integrado. En el caso de vectores LV aislados, se muestra un aumento en la formacién
del circulo 1-LTR, debido a la presencia de una secuencia U3 mas larga que podria facilitar un aumento en la
recombinacion homologa. Este proceso agota la cantidad de ADN viral disponible para la integracion, asi como la
cantidad de formacién del circulo 2-LTR, como se muestra en el presente documento. La disminucion de la cantidad
de ADN disponible para la integracion podria explicar la pérdida de titulos para el vector lentiviral que porta insertos
grandes en el LTR. (B) Una adicion adicional de un casete interno PGK-MGMT de 1,2Kb al vector BG-l, denominado
BGM-I, no redujo mas los titulos (C) Un disefio optimizado del vector da como resultado titulos de virus razonables sin
pérdida de actividad del aislador. Una secuencia de 650 bp de cHS4, optimizada para la actividad del aislador a través
de un analisis de funcién de estructura. Se descubrié que un vector que contiene este fragmento de 650 bp (sBG650)
tenia titulos ~ 2 veces mas bajos que el vector sBG no aislado (n=3). (D) La PCR para la presencia de insertos LTR
3' en provirus derivados de clones MEL de copia Unica muestra una transmision estable de todos los insertos excepto
los presentes como repeticiones en tdandem. Las células MEL se clonaron de agrupaciones con transferencia de genes
<5%. Se detectaron clones de copia Unica usando cebadores de B-globina y confirmados por un gPCR usando
cebadores que abarcaban la region v. La PCR con cebadores que abarcan el nucleo de 250 bp se realizé en los clones
de copia Unica, ya que estas secuencias del nicleo eran comunes a todos los vectores. El inserto cHS4 de 1,2Kb en
el vector sBG-I fue confirmado adicionalmente por cebadores de PCR que abarcan el nucleo 5' y el extremo 3' de
cHS4. (E) cebadores de PCR.

La Figura 21 representa ratones sG°G que se sometieron a un trasplante después del acondicionamiento mieloablativo
tienen una alta produccién de HbF que es estable y estable en ratones primarios y secundarios. Los ratones sG°G que
eran completamente quiméricos para lo sRBCs de los donantes se analizaron en diferentes momentos. La proporciéon
de células HbF (A) y F (B) en sangre de ratones individuales, segun lo determinado mediante analisis de HPLC de
intercambio ionico y analisis FACS, respectivamente, se muestra en diferentes puntos de tiempo después de los
trasplantes primarios y secundarios. (C) La cantidad de HbF en sangre directamente correlacionada con la proporcion
de células F. (D) La cantidad de HbF producida fue directamente proporcional al niumero de copias del vector en la
médula 6sea. Cada simbolo representa un ratén (y consistentemente representa el mismo ratén en particular en todos
los paneles). (E) Parametros hematoldgicos de ratones sGPG que se sometieron a trasplante después del
acondicionamiento mieloablativo. Hb indica hemoglobina; MCV, volumen corpuscular medio; MCH, hemoglobina
corpuscular media; RDW, ancho de distribucion de gldbulos rojos; Plt, plaquetas; pri, ratones primarios; y sec, ratones
secundarios. * Los valores de P representan la comparacion de ratones control primarios con el grupo sG°G. Las
comparaciones estadisticas de ratones secundarios no se realizaron ya que solo un ratén control secundario estaba
vivo en el momento del analisis.

La Figura 22 representa ratones sGPG que se sometieron a un trasplante después del acondicionamiento
mieloablativo, lo que resultd en la correccion de parametros hematoldgicos que se correlacionaron con la expresion
de HbF. Hubo una reducciéon sostenida en los reticulocitos (A), y un aumento en los nimeros de hematocrito (B) y
RBC (C) con el tiempo. (D) La leucocitosis disminuyd con la normalizacion de los recuentos de WBC. Los datos
mostrados representan los valores medios (+ SEM) de los ratones sG"G (n = 5; *) y los ratones que se sometieron a
un trasplante control (n = 10; O). Una estrella representa los valores medios en ratones BERK que fueron donantes
de HSC para los trasplantes sG°G y control. (E-G) La disminucion de reticulocitos, y el aumento de los nimeros de
hematocrito y RBC se correlaciond con la proporcion de células F en ratones individuales. (H) Los recuentos de
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leucocitos disminuyeron pero se normalizaron cuando las células F excedieron el 60%. Los recuentos de leucocitos,
contados con un analizador automatico, eran representativos de los leucocitos circulantes, ya que solo se observaron
RBCs nucleados ocasionales en frotis periféricos. Cada punto/simbolo de datos en los paneles E-H representa un
raton sGPG y los simbolos para ratones individuales se han mantenido consistentes, para rastrear ratones individuales.
Una estrella representa los valores medios en ratones BERK que fueron donantes de HSC para los trasplantes sG*G
y control. La Figura 23 representa ratones sG°G que se sometieron a un trasplante después del acondicionamiento
mieloablativo, lo que resultd en la correccién de los parametros funcionales de RBC en ratones primarios y
secundarios. (A) Frotis de sangre periférica que muestran numerosas células falciformes irreversibles (ISC) en un
raton que se sometié a un trasplante control y una escasez de ISC en un ratén sGPG. (B) Cuantificacion de ISC en
frotis de sangre periférica de ratones BERK que no se sometieron a trasplante (n = 5), ratones control (n = 3) y ratones
sGPG (n = 5). (* P <,05; ** P <,01). (C) La desoxigenacién de la sangre induce la falciformacion de los RBCs en un
raton control; la falciformacion esta ausente en gran medida en un ratén sGPG. (D) Cuantificacion de RBCs falciformes
tras hipoxia graduada (por tonometria) en los ratones sGPG (*), en comparacion con los ratones control (O). (E)
Capacidad de deformacion de RBC mediante analisis LORCA en ratones sGPG, control y normales (C57, circulo con
x en el centro) analizados a las 18 semanas en receptores de trasplante primario. Se observaron datos similares en
receptores secundarios. El flujo a bajo (3 Pa) y alto (28 Pa) esfuerzo de cizalla esta representado por areas
sombreadas. (F) Vida media de RBC (determinada por marcaje de biotina in vivo) en ratones sGPG, ratones
control/BERK y ratones normales después de trasplantes primarios. Se observaron resultados similares en receptores
secundarios. (G) Correccion de la patologia del 6rgano en ratones sG®G que se sometieron a un trasplante con
acondicionamiento mieloablativo. 2+ infarto de higado indica 2 a 3 infartos/seccion; 3+ infarto de higado, mas de 3
infartos/seccion; y EM, extramedular. Se observa congestion leve de los vasos del bazo con RBCs falciformes cuando
se restaura la arquitectura esplénica.

Esto no se nota cuando la arquitectura esplénica se ve borrada por la eritropoyesis extramedular. Hiperplasia eritroide
esplénica: severa es la obliteracion completa de los foliculos esplénicos; moderado, mas de 1 foliculo
presente/seccion; y leve, preservacion de foliculos con evidencia de islas eritroides. Médula 6sea: la eritropoyesis
normal indica M/E = 5:2; hiperplasia eritroide leve, M/E = 2:1; hiperplasia eritroide moderada, M/E = 1:1; e hiperplasia
eritroide severa, M/E = 1:3. La eritropoyesis de la médula ésea se expresa como relacion mieloide-eritroide (M/E). Los
numeros entre paréntesis indican la caracteristica histolégica observada en el nimero de ratones/nimero total de
ratones analizados en ese grupo.

La Figura 24 representa la expresion de HbF y la correccion funcional en ratones sG°G que se sometieron a un
trasplante después de un acondicionamiento de intensidad reducida, separados en 2 grupos: ratones con HbF de 10%
0 mas (sG”G>10) y ratones con HbF de menos de 10 % (sG*G<10). (A) HbF en ratones BERK individuales 18 semanas
después del trasplante de HSC BERK transducidas con sGPG, después del acondicionamiento de intensidad reducida.
(B-C) Expresion estable y alta de HbF y repoblacion de células F en supervivientes a largo plazo analizados a los 11
meses. (D) Gréfico de recuadro y bigote que muestra los nimeros de copia del vector en ratones sG> G<10 y sG*G>10,
con el numero medio de copias del vector indicado por la linea. Los simbolos en los paneles A C representan grupos
de ratones: O = control (HbF 0%), ¥ = sGPG<10 (HbF <10%) y * = sG*G>10 (HbF> 10%). (E) La proporcion de ISC
se redujo (P <,04) en ratones sG*G<10, pero se redujo notablemente en ratones sG*G>10 (P <,001), en comparacion
con los ratones control. (F) La desoxigenacion graduada por tonometria demuestra una reduccion significativa en la
formacion a presiones parciales de oxigeno fisiolégicamente relevantes (PO2) en ratones sG°G>10, mientras que los
RBC de ratones sGPG<10 falciformes similares a los controles. (G-H) La capacidad de deformacion de los RBC mostro
una mejora muy variable en la capacidad de deformacion en ratones sG”G<10. Por el contrario, la capacidad de
deformacion de los RBC en ratones sG*G>10 mejoro significativamente a alto y bajo esfuerzo de cizalla (P<,001). Los
simbolos representan grupos de ratones: O, control; ¥, sG*G<10; e, sG°G>10; y (circulo con x en el centro), ratones
de tipo natural (C57BL/6). Los rectangulos sombreados en gris son representativos del esfuerzo de cizalla bajo y alto
a través de microvasos y vasos grandes, respectivamente. Las barras de error indican SEM.

La Figura 25 representa la correccion de la patologia de los 6rganos en ratones sG°G*10 que se sometieron a un
trasplante después de un acondicionamiento de intensidad reducida y una mejor supervivencia general. (A) Secciones
tefiidas con hematoxilina-eosina representativas de un rifion, higado y bazo de ratones sG*G>10 y sG*G<10 48 a 50
semanas después del trasplante de acondicionamiento de intensidad reducida y un control BERK de 3 meses. La
informacion de adquisicion de imagenes esta disponible en datos suplementarios. (B) La curva de supervivencia de
Kaplan-Meier mostr6 una supervivencia significativamente mejorada de los ratones sG®G>10 en comparacion con los
ratones control/sG?G<10 a las 50 semanas. La supervivencia a las 24 semanas se denota mediante una linea vertical
discontinua para comparar con la supervivencia de los ratones sG°G en el modelo de trasplante mieloablativo. (C)
Parametros hematologicos de ratones sG°G que se sometieron a trasplante seguido de un acondicionamiento de
intensidad reducida. Parametros hematoldgicos y abreviaturas como se indica en la figura. Los valores de P
representan comparaciones de ratones control con sG*G210 a 12 (*), 18 (1) y 24 (1). (D) Patologia de 6rganos en
ratones sG’G que se sometieron a trasplante después de un trasplante de intensidad reducida. E-M indica
extramedular; y 1 + infarto de higado. 1 infarto/seccién. * Congestion de vasos y presencia de RBC falciformes en los
vasos. En particular, los vasos congestionados eran visibles en los bazos solo cuando se reducia la hiperplasia
eritroide que afectaba la arquitectura esplénica. La terminologia utilizada para cuantificar la patologia de los 6érganos
es la misma que se documenta en la figura.

La Figura 26 representa el efecto de HbF, células F y el porcentaje de células HbF/F requeridas para la mejora
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funcional en la supervivencia y la capacidad de deformacion de los RBC. (A) Vida media de RBC. El panel izquierdo
muestra un raton sGPG representativo inyectado con biotina con células F marcadas con biotina (cuadrantes superiores
derechos) y células no F (cuadrantes inferiores derechos) determinadas por FACS. El panel derecho muestra la
supervivencia de las células F (cuadrado hueco con circulo sélido en el centro), en comparacion con las células no F
(circulo hueco con circulo sdlido en el centro) en ratones sG°G (n = 4); ratones de tipo natural (A); y ratones Berkeley
(0). (B) Una cohorte de ratones sG"G analizados para la supervivencia de RBC in vivo, basada en el porcentaje de
células HbF/F. Cada simbolo representa un grupo de ratones con porcentaje de HbF y numero de ratones enumerados
en la leyenda de la tabla adyacente. (C) Todos los ratones sG"G y control (n = 34) que se analizaron para determinar
la capacidad de deformacion de los RBC se dividieron en grupos basados en la proporcion de células F 0%, 1% a
33%, 33% a 66%, y mas de 66 %, y la capacidad de deformacion de los RBC totales en estos ratones se trazd con un
esfuerzo de cizalla bajo (3 Pa, A) y alto (28 Pa, triangulo hueco invertido). La capacidad de deformacion
significativamente mejorada sobre los controles control se denota por * (P<,05) y ** (P <,01). Las barras de error
indican SEM

La Figura 27 representa la proporcion de HSC transducidas en ratones sGPG. Se muestran las partes en los modelos
de trasplante mieloablativo (A) y de intensidad reducida (B). La proporcion de HSC transducidas con sG°G se
determiné mediante colonias de bazo (30-36 colonias/ratén) mediante tincion intracelular con HbF y HbS. Cada barra
representa un raton individual. (A) En el modelo de trasplante mieloablativo, los simbolos debajo de cada barra (que
representan un ratén) son consistentes con los simbolos en los ratones etiquetados. (B) En el grupo de intensidad
reducida, la médula 6sea se aspird con éxito de 8 ratones a las 24 semanas y los ratones fueron seguidos durante 24
semanas adicionales. La expresion de HbF en sangre periférica mediante HPLC y el nimero de copias de médula
6sea de los respectivos ratones a las 24 semanas se marcan debajo de cada barra.

La Figura 28 muestra la mejora en la supervivencia de ratones después de una terapia génica exitosa.

La Figura 29 representa la correccion de la talasemia en ratones Hbb™%* con el vector sGbG. La hemoglobina (Figura
29A) y el hematocrito (Figura 29B) se corrigieron a niveles normales con aproximadamente un 20% de expresion de
HbF (Figura 29C). Los recuentos de reticulocitos (Figura 29D) también se redujeron significativamente, mostrando un
recambio reducido de células eritroides.

La Figura 30 representa el mapa vectorial anotado para el vector sG°GM.
La Figura 31 representa la secuencia del vector sG®GM, junto con las diversas regiones de la secuencia.

La Figura 32 representa una expresion superior de HbF del vector sG®GM. La expresion de HbF del vector sGPGM en
ratones falciformes Berkeley muestra una expresién de HbF superior por copia del vector, cuando se compara con el
vector sGPG (Figura 32A). Los ratones falciformes trasplantados con células madre hematopoyéticas transducidas con
sGP GM muestran una reduccion en el recuento de reticulocitos que es proporcional a la produccién de HbF (Figura
32B). Los ratones con 30% o mas de HbF producida a partir del vector sGPGM tienen recuentos de reticulocitos casi
normales. Los valores normales de reticulocitos se representan a través del rectangulo sombreado.

La Figura 33 representa la expresion de HbF del vector sGPGM en comparacion con el vector sG’G en ratones
falciformes. La expresion de HbF del vector sG’GM en ratones falciformes Berkeley (Figura 33A) y ratones falciformes
UAB knock-in (Figura 33B) muestra una expresion de HbF superior por copia de vector, en comparacién con el vector
sGPG. Los ratones falciformes trasplantados con células madre hematopoyéticas transducidas con sG*GM muestran
una correccion superior de la anemia (Figuras 33C-D) y una reduccién de la reticulocitosis (Figuras 33E-F) que es
proporcional a la produccion de HbF. Los ratones con 30% o mas de HbF producida a partir del vector sG°GM tienen
recuentos de reticulocitos casi normales y correccion del fenotipo falciforme.

Descripcion de la invenciéon

Se refiere a la Solicitud no provisional de EE. UU. No. 12/928,302, presentada el 6 de diciembre de 2010, publicada
como solicitud de patente de EE. UU. No. 2011-0294114 y a la Solicitud provisional No. 61/267.008, presentada el 4
de diciembre de 2009. También se refiere a un vector del gen de la gammaglobina humana para la correccién génica
de la anemia de células falciformes en un modelo de ratén humanizado y determinantes criticos para la correccion
exitosa de la misma como se describe en "A novel human gamma-globin gene vector for genetic correction of sickle
cell anemia in a humanized mouse model: critical determinants for successful correction”. Blood (2009) 114: 1174-
1185 Perumbeti A, Higashimoto T, Urbinati F, Franco R, Meiselman H et al.

A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que comunmente entiende un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Singleton et
al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 3rd ed., J. Wiley & Sons (Nueva York, NY 2001); Marzo, Advanced
Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure, 5% ed., J. Wiley & Sons (Nueva York, NY 2001); y Sambrook
y Russel, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (Cold Spring Harbor,
NY 2001), proporcionan a un experto en la materia una guia general de muchos de los términos utilizados en la
presente solicitud.

Como se usa en el presente documento, el término "SIN" es una abreviatura de auto-inactivacion.
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Como se usa en el presente documento, el término "VIH" es una abreviatura del virus de inmunodeficiencia humana.
Como se usa en el presente documento, el término "GFP" es una abreviatura de proteina verde fluorescente.

Como se usa en el presente documento, el término "ADNCc" es una abreviatura de ADN complementario.

Como se usa en este documento, el término "LTR" es una abreviatura de repeticion terminal larga.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia de USQO" se refiere a un elemento de secuencia aguas
arriba.

Como se usa en el presente documento, el término "poliA" es una abreviatura de poliadenilacion.

Como se usa en el presente documento, el término "cHS4" es una abreviatura de elemento hipersensible de sitio 4 de
pollo.

Como se usa en el presente documento, el término "HSC" es una abreviatura de células madre hematopoyéticas.
Como se usa en el presente documento, el término "GOI" es una abreviatura de gen de interés.
Como se usa en el presente documento, el término "HbF" es una abreviatura de hemoglobina fetal.

Como se usa en el presente documento, el término "RBC" es una abreviatura de glébulo rojo. Como se usa en el
presente documento, el término "IDUA" es una abreviatura de alfa-L-iduronidasa.

Como se usa en el presente documento, el término "LCR" es una abreviatura de la region de control de locus.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a cualquier miembro del reino animal. En algunas
realizaciones, un sujeto es un paciente humano.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento”, "tratar”, "tratar”, "corregir" y similares, con respecto
a una afeccion especifica, se refieren a obtener un efecto farmacolégico y/o fisioldgico deseado. El efecto puede ser
profilactico en términos de prevenir total o parcialmente una enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser
terapéutico en términos de una cura parcial o completa de una enfermedad y/o un efecto adverso atribuible a la
enfermedad. El "tratamiento”, como se usa en este documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un
sujeto, particularmente en un ser humano, e incluye: (a) prevenir que la enfermedad ocurra en un sujeto que puede
estar predispuesto a la enfermedad pero que aun no ha sido diagnosticado como tenerlo; (b) inhibir la enfermedad, es
decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresion de la enfermedad y/o aliviar
uno o mas sintomas de la enfermedad. El "tratamiento" también puede abarcar la administracién de un agente o la
administracion de una terapia para proporcionar un efecto farmacolégico, incluso en ausencia de una enfermedad o
afeccion. El término "tratamiento” se usa en algunas realizaciones para referirse a la administracion de un compuesto
de la presente invencion para mitigar una enfermedad o un trastorno en un huésped, preferiblemente en un sujeto
mamifero, mas preferiblemente en humanos. Por lo tanto, el término "tratamiento” puede incluir incluye: prevenir que
ocurra un trastorno en un huésped, particularmente cuando el huésped esta predispuesto a adquirir la enfermedad,
pero aun no se le ha diagnosticado la enfermedad; inhibiendo el desorden; y/o aliviar o revertir el trastorno. En la
medida en que los métodos de la presente invencion estan dirigidos a prevenir trastornos, se entiende que el término
"prevenir" no requiere que el estado de la enfermedad sea completamente frustrado (ver el Noveno Diccionario
Colegiado Webster). Mas bien, como se usa en el presente documento, el término prevencion se refiere a la capacidad
del experto en la materia para identificar una poblacion que sea susceptible a trastornos, de modo que la administracion
de los compuestos de la presente invencion pueda ocurrir antes del inicio de una enfermedad. El término no significa
que el estado de la enfermedad deba evitarse por completo.

Como se usa en el presente documento, los términos "mutado”, "mutacién”, "mutante” y similares, se refieren a un
cambio en una secuencia, tal como una secuencia de nucleétidos o aminoacidos, de un patrén nativo, de tipo natural,
estandar o version de referencia de la secuencia respectiva, es decir, la secuencia no mutada. Estos términos pueden
referirse a uno o mas genes mutados, como los acidos desoxirribonucleicos, acidos ribonucleicos y similares, o uno o
mas productos génicos mutados, como las proteinas. Un gen mutado puede dar como resultado un producto génico
mutado. Un producto génico mutado diferira del producto génico no mutado en uno o mas residuos de aminoacidos.

En algunas realizaciones, un gen mutado que da como resultado un producto génico mutado puede tener una identidad
de secuencia del 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o mas de la secuencia de nucleétidos no mutada correspondiente.
En algunas realizaciones, un gen mutado que da como resultado un producto génico mutado puede tener una identidad
de secuencia del 96%, 97%, 98%, 99% o mayor a la secuencia de nucledtidos no mutada correspondiente. El gen
mutado en la presente invencion es un gen de gammaglobina humana mutada que codifica una proteina que
comprende la SEC ID NO: 1.

En algunas realizaciones, el gen de gamma-globina humana mutado se usa para corregir genéticamente la anemia

falciforme o la B-talasemia o reducir los sintomas de la misma, incluidas las etapas de identificar a un sujeto que
necesita tratamiento para la anemia de células falciformes o la B-talasemia; transfectar células madre hematopoyéticas
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autdlogas (HSCs) con un lentivirus modificado que comprende el gen gamma-globina humano mutado; y trasplantar
las HSC transfectadas en el sujeto.

En algunas realizaciones, la hemoglobina fetal posterior al trasplante supera al menos el 20%; las células F constituyen
al menos 2/3 de los glébulos rojos circulantes; la hemoglobina fetal por células F representa al menos 1/3 de la
hemoglobina total en los globulos rojos falciformes; y al menos el 20% de HSC modificadas genéticamente repobla la
médula ésea del sujeto. En algunas realizaciones, la hemoglobina fetal posterior al trasplante supera el 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50% o mas. En algunas realizaciones, la hemoglobina fetal posterior al trasplante supera el 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o mas. En algunas realizaciones, las células F constituyen al menos
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o mas de los glébulos rojos circulantes. En algunas realizaciones, la hemoglobina
fetal por células F representa al menos 1/3 de la hemoglobina total en los glébulos rojos falciformes. En algunas
realizaciones, la hemoglobina fetal por células F representa al menos 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95% o mas de la hemoglobina total en los glébulos rojos falciformes. En algunas realizaciones, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95 %, o mas, las HSC modificadas
genéticamente repoblan la médula dsea del sujeto.

Elementos cis esenciales y la optimizacion del disefio vectorial

Como se describe en el presente documento, se realizé una experimentacion para determinar si las secuencias cis no
codificantes de lentivirus desempefiaban un papel especifico en la exportacion de ARN, el empaquetamiento o la
expresion de B-globina. El ciclo de vida del vector se estudié en los virus auto-activadores (SIN), portadores del gen
de la B-globina y la regién de control del locus (BG), o ADNc de GFP. El analisis sistematico comenzo con un lentiviral
SIN minimo completamente "destripado" que portaba soélo la region de empaquetado; y el lentiviral SIN que contienen
elementos cis de VIH crecientes, junto con un gamma retrovirus SIN para identificar elementos cis 6ptimos para incluir
en la cadena principal SIN-LV. Para clonar el vector sSIN-GFP, el LTR 3' de una estructura principal de SIN-LV
estandar utilizada previamente, como se describe en este documento, se modificé para mejorar la terminacién de la
transcripcién. Especificamente, se afiadio la sefial de poliadenilacion de la hormona de B-crecimiento inversa del LTR
3'y se afadié una secuencia USE derivada de la sefial de poliadenilacion tardia de SV40 en la delecién de U3.

Como se describe adicionalmente en el presente documento, el retrovirus de gamma SIN o un GFP destripado/minimo
de lentiviral SIN que codifica GFP genero titulos elevados y medié una alta expresion de GFP. Sin embargo, el gamma
retrovirus SIN o el lentiviral SIN destripado que codifica BG o un transgén grande de tamario similar tenian titulos
apenas detectables en comparacion con el lentiviral SIN que portaba elementos cis. La adicién sistematica de
elementos cis demostré que Rev/RRE era lo mas esencial, seguido de secuencias aceptoras de empalme gag y env,
para el ensamblaje/empaquetamiento eficaz de particulas de lentivirus, no para la exportacién de ARNm. Sin embargo,
estas secuencias cis de VIH eran prescindibles para transgenes mas pequefios. Estos estudios identifican elementos
cis clave de lentivirus y el papel que desempefian en vectores que portan insertos grandes, y tienen implicaciones
importantes para la terapia génica.

En unarealizacion, se describe en el presente documento un método para aumentar el titulo de un vector de expresion
lentiviral SIN modificado en comparacién con un vector de expresion lentiviral SIN estandar. En otra realizacion, el
vector de expresion lentiviral SIN se modifica insertando una secuencia sefial de poliadenilacion heterdloga (poliA)
inversa de una secuencia de repeticion terminal larga viral 3' en una cadena principal de vector lentiviral SIN estandar.
En otra realizacion, la sefial poliA es la secuencia sefial de la hormona de crecimiento bovina poliA. En otra realizacion,
el vector lentiviral SIN se modifica insertando una o mas de una secuencia potenciadora de poliA inversa (secuencia
USE) en un LTR 3' de una cadena principal de vector lentiviral SIN estandar. En otra realizacion, la secuencia USE se
deriva de la sefial de poliA tardia de SV40. En otra realizacion, se insertan 2-3 copias de la secuencia USE en un LTR
3' de una cadena principal de vector lentiviral SIN estandar. En otra realizacion, se insertan de 2 a 10 copias de la
secuencia de USO en un LTR 3' de una cadena principal de vector lentiviral SIN estandar. En otra realizacion, se
insertan 3-5 copias de la secuencia USE en un LTR 3' de una cadena principal de vector lentiviral SIN estandar. En
otra realizacidon, una o mas copias de la secuencia USE se inserta en la region U3. En ofra realizacion, la sefial de
poliA de la hormona de crecimiento 8 y una o mas copias de la secuencia de USO derivada de la sefial de poliA tardia
de SV40 se incorporan al vector de expresion. En otra realizacion, el vector de expresion contiene un gen de interés
(GOI). En ofra realizacion, el gen esta operativamente unido a un promotor. En otra realizacion, el promotor es un
promotor especifico de linaje. En otra realizacion, el promotor es un promotor especifico eritroide. En otra realizacion,
del GOI es B-globina. En otra realizacién, el GOl es gamma-globina. En otra realizacion de la invencion, el gen de
gamma-globina esta bajo el control de elementos reguladores de B-globina. En otra realizacion, el vector se usa para
tratar la anemia falciforme mediante terapia génica. En otra realizacion, el vector se usa junto con acondicionamiento
de intensidad reducida para tratar la anemia falciforme. En otra realizacion, el lentiviral SIN comprende una variedad
de lentivirus derivados de bovinos, equinos, felinos, ovinos/caprinos o primates. En otra realizacion, el lentiviral SIN es
un lentiviral SIN derivado del VIH. En otra realizacion, el vector lentiviral SIN modificado se introduce en una célula
eucariota por transfeccion.

En una realizacion, la presente descripcion proporciona un método para disefiar un vector lentiviral SIN recombinante
y menos seguro, y por lo tanto menos recombinigénico y mas seguro para la expresion de pequefios transgenes
terapéuticos que no requieren elementos cis extensivos para la eficacia. En otra realizacion, los pequefios transgenes
terapéuticos son de igual tamafio o mas pequefos que la proteina verde fluorescente (GFP). En otra realizacion, los
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pequenos transgenes terapéuticos son mas pequefos que la -globina humana.
Elementos aislantes de cromatina

Como se describe en el presente documento, los elementos aislantes de cromatina evitan la propagacion de la
heterocromatina y el silenciamiento de los genes, reducen los efectos de posicion de la cromatina y tienen una
actividad de bloqueo mejorada. Estas propiedades son deseables para la expresion predecible consistente y la
administracion segura de transgenes con vectores de integracion aleatoria. Superar los efectos de la posicion de la
cromatina puede reducir el nimero de copias requeridas para un efecto terapéutico y reducir el riesgo de genotoxicidad
de los vectores. La genotoxicidad del vector se ha convertido en un area de estudio intenso desde la aparicion de
leucemia relacionada con la terapia génica en pacientes en los ensayos de X-SCID. Los vectores gamma-retrovirales
y los vectores lentivirales se han modificado a un disefio auto-inactivador (SIN) para eliminar los potenciadores
ubicuamente activos en la region U3 de las repeticiones terminales largas (LTR). Se ha insertado un sitio 4
hipersensible a ADNsa de 1,2Kb (cHS4) del locus de p-globina de pollo en el LTR 3' para permitir su duplicacién en el
LTR 5' en vectores de gamma retrovirus y lentivirus. Los vectores aislados tienen efectos de posicion de cromatina
reducidos y proporcionan una expresion general consistente y, por lo tanto, mejorada. Se realizé6 una comparacion
lado a lado de los vectores de lentivirus aislados y no aislados de cHS4 que portaban hf-globina y la regién de control
de locus, y resulté en el descubrimiento de que los vectores aislados mostraban una expresion consistente y
predecible, independientemente del sitio de integracion en la progenie diferenciada de células madre hematopoyéticas,
lo que resulta en una expresion general 2-4 veces mayor. La evidencia reciente también sugiere que los vectores de
lentivirus aislados con cHS4 pueden reducir el riesgo de activacion por insercion de oncogenes celulares. A pesar de
los efectos beneficiosos de los vectores aislados, también conducen a una reduccion significativa en los titulos con la
insercion del elemento de aislador cHS4 de 1,2Kb de longitud completa en el LTR 3' de los vectores lentivirus. Hay
informes similares de disminucién de titulos virales o transmision inestable con vectores de gamma retrovirus que
contienen inserciones en el 3' LTR. Esta reduccién en los titulos se vuelve practicamente limitante para la ampliacion
de la produccion de vectores para ensayos clinicos, especialmente con vectores que portan casetes de expresion
relativamente grandes, como el gen de la B-globina humana (hB) y la regién de control de locus (LCR), que tienen
titulos moderados incluso sin elementos aislantes.

No se han abordado los efectos de las inserciones de fragmentos exdgenos en el LTR en el ciclo de vida viral. Por lo
tanto, se estudié el mecanismo por el cual se inserté cHS4 u otros insertos en los titulos inferiores viricos LTR 3' de
los vectores lentivirales. La LTR grande inserta titulos mas bajos a través de una restriccion posterior a la entrada en
la transcripcion inversa, y aumenta la recombinacion homaéloga en las LTR del ADNc viral, reduciendo asi la cantidad
de ADN del virus disponible para la integracion. Estos resultados tienen implicaciones importantes para el disefio
vectorial para la terapia génica clinica. Los estudios sobre el elemento (cHS4) del sitio 4 hipersensible de pollo, un
aislador prototipico, han identificado motivos CTCF y USF-1/2 en los 250 bp proximales de cHS4, denominados
"nucleo”, que proporcionan actividad de bloqueo potenciador y reducen los efectos de posicion. Sin embargo, el ndcleo
por si solo no aisla eficazmente los vectores virales. Mientras que el cHS4 de longitud completa tiene excelentes
propiedades aislantes, su gran tamafio compromete severamente los titulos de los vectores. Se realizd un analisis de
estructura-funcion de los vectores lentivirus flanqueantes de cHS4 y se analizo la expresién transgénica en la progenie
clonal de células madre hematopoyéticas y se analizaron los cambios epigénicos en cHS4 y el promotor transgénico.

Como se describe adicionalmente en el presente documento, el nucleo solo redujo la variedad clonal en la expresion.
La actividad unica del aislador residia en las secuencias distales de cHS4 de 400 bp, que cuando se combinaban con
el nacleo, restauraban la actividad completa del aislador y abrian marcas de cromatina sobre el promotor transgénico
y el aislador. Estos datos consolidan la actividad del aislador conocida del ntcleo 5' canénico con un nuevo elemento
3' 400 bp con propiedades similares al nucleo. Juntos, tienen excelentes propiedades aislantes y titulos virales. Estos
datos tienen implicaciones importantes con respecto a la comprensién de la base molecular de la funcién del aislador
y el disefio vectorial de terapia génica.

En una realizacién, la presente descripcidon proporciona un método para aumentar el titulo de vectores lentivirales
mediante la incorporacion de uno o mas aisladores de cromatina de longitud reducida que contienen partes funcionales
de un aislador de cromatina de longitud completa. En otra realizacion, las partes funcionales se derivan de un unico
tipo de aislador de cromatina de longitud completa. En otra realizacién, el aislador funcional de longitud reducida
comprende partes funcionales de dos o mas variedades separadas de aisladores de cromatina. En otra realizacion, el
aislador de cromatina de longitud reducida funcional se deriva de un elemento (cHS4) de sitio 4 hipersensible de pollo.
En otra realizacion, el aislador funcional de longitud reducida es un aislador derivado de cHS4 de 650 pares de bases
o menos. En otra realizacién, uno o mas aisladores derivados de cHS4 de longitud reducida se combinan con otras
modificaciones con un vector de expresion de lentiviral SIN para aumentar el titulo y mejorar la estabilidad de la
expresion transgénica. En otra realizacion, se afiaden uno o mas aisladores derivados de cHS4 de longitud reducida
a un vector que contiene una secuencia sefial (poliA) de poliadenilaciéon heteréloga inversa de una LTR 3' viral y una
secuencia USE en la delecion de U3.

Enfermedad de anemia falciforme
La enfermedad de anemia falciforme (por sus siglas en inglés, SCD) afecta al gen de la $-globina y es uno de los

defectos génicos mas comunes, lo que resulta en la produccién de una globina falciforme defectuosa (HbS, comprende
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dos moléculas normales de globina pflcome y dos moléculas de globina, denominadas como af%,). La HbS polimeriza
tras la desoxigenacién y cambia la forma de los globulos rojos discoides (RBCs) a formas extrafias de
falciformes/gancho. Los RBCs falciformes obstruyen la microvasculatura, causando dolorosos eventos isquémicos
agudos de organos y dafio crénico de érganos que acorta la vida util de los pacientes con SCD a 45 afios. Esta
enfermedad afecta a mas de 110,000 americanos, con 1000 recién nacidos con SCD nacidos cada afio y casi 1000
bebés nacidos con esta enfermedad anualmente en Africa.

Las opciones terapéuticas para SCD son extremadamente limitadas e implican un trasplante de células madre
hematopoyéticas (HCT) de la médula 6sea. HCT esta disponible solo para el 10-15% de los pacientes con donantes
de hermanos normales compatibles y a menudo se asocia con efectos secundarios inmunes graves. La hemoglobina
fetal (HbF, compuesta de globinas a y y, azy2) se produce durante la vida fetal y los primeros 6-9 meses de edad y
tiene fuertes propiedades anti-falciformes y protege al bebé de la falciformacion en el primer afio de vida. De hecho,
las personas con persistencia hereditaria de HbF que tienen SCD son asintomaticas. La hidroxiurea, un farmaco
quimioterapéutico que aumenta la HbF, esta aprobada por la FDA para mejorar los sintomas de SCD. Sin embargo,
la hidroxiurea no funciona para todos los pacientes y, debido a la ingesta diaria de por vida, se asocia con un
cumplimiento deficiente. Por lo tanto, se necesitan mejores opciones terapéuticas para SCD.

La correccion génica de las células madre autélogas de la médula 6sea (células madre hematopoyéticas) con un
vector lentivirus que codifica el gen de la y-globina podria producir permanentemente la produccién de la HbF anti-
falciforme, evitando asi la anemia falciforme eritrocitica. Este método tiene ventajas sobre las terapias disponibles en
la actualidad, incluida su disponibilidad para todos los pacientes, particularmente aquellos que no tienen un hermano
donante compatible, y el hecho de que seria un tratamiento Unico, que da como resultado una correccion de por vida
y carente de cualquier efecto secundario inmune. Un enfoque efectivo de terapia génica revolucionara la forma en que
se trata la SCD y mejorara los resultados de los pacientes con este trastorno devastador.

Determinacion de parametros criticos de la correccion de la enfermedad: anemia falciforme

Como se describe en el presente documento, la administracion lentiviral de y-globina humana bajo elementos de
control reguladores de 3-globina en HSC da como resultado una expresion de HbF posnatal suficiente para corregir
SCA en ratones. La cantidad de HbF y HSC transducidas se redujo, utilizando acondicionamiento de intensidad
reducida y multiplicidad variable de infeccion (MOI), para evaluar los parametros criticos necesarios para la correccion.
Una cuantificacion sistematica de los indices funcionales y hematologicos de RBC, la patologia de los érganos y la
duracién de la vida fueron criticos para determinar la cantidad minima de HbF, células F, células HbF/F y HSC
modificados genéticamente necesarios para revertir el fenotipo falciforme.

Como se describe adicionalmente en el presente documento, la mejoria de la enfermedad se produjo cuando la HbF
excedio el 10%, las células F constituyeron dos tercios de los RBCs circulantes, y las células HbF/F representaban un
tercio de la hemoglobina total en los glébulos rojos; y cuando aproximadamente el 20% de las HSC modificadas con
sGPG repoblaron la médula. La correccion génica se mantuvo en receptores de trasplante primario o secundario
seguidos a largo plazo. El presente estudio describe un método para determinar el quimerismo minimo de HSC para
la correccion de una enfermedad hematopoyética en un modelo in vivo, lo que contribuiria al disefio de dosis de células
y regimenes de acondicionamiento para lograr HSC genéticamente corregidos en ensayos clinicos en humanos.
Ademas, este estudio aborda la dosis del gen y la dosis de células madre hematopoyéticas modificadas por el gen
necesarias para la correccion de un defecto genético.

En una realizacion, la presente descripcion proporciona un método para determinar el quimerismo minimo de HSC
para la correccion de una enfermedad hematopoyética en un modelo in vivo. En otra realizacion, el acondicionamiento
de intensidad reducida antes del trasplante se usa como un método para variar el quimerismo de HSC. En otra
realizacion, la proporcion de HSC transducidas y copia/célula del vector varia transduciendo las células en un intervalo
de MOI (30-100). En otra realizacién, el MOI es 20-120. En otra realizacion, el quimerismo minimo determinado y la
dosis génica se pueden usar para disefiar regimenes de dosis y acondicionamiento celular para lograr HSC
genéticamente corregidas equivalentes en ensayos clinicos en humanos. En otra realizacion, el acondicionamiento de
intensidad reducida se usa antes del trasplante en un entorno clinico para reducir la morbilidad relacionada con el
trasplante. En otra realizacion, la enfermedad hematopoyética es anemia falciforme. En otra realizacion, la enfermedad
hematopoyética es la B-talasemia.

Terapia génica para la enfermedad de células falciformes a través de la gamma globina mutante

Como se describe en el presente documento, un gen de y-globina mutante mejorado se ha disefiado a partir de un
vector lentivirus, sG°GM. Este vector tiene una mayor tendencia a formar HbF y mejores propiedades anti-falciformes,
lo que resulta en una correccion superior de SCD en modelos de ratén SCD homocigotos estrictos. El gen disefiado
para la y-globina tiene una mayor afinidad para unirse a la a-globina sin alterar su funcién, mejorando asi en gran
medida la eficacia de la formacion de HbF en los RBCs y dando como resultado un efecto anti-falciformacién mucho
mas eficaz que corregira el fenotipo SCD.

Como se describe adicionalmente en el presente documento, el vector sG?GM disefiado tiene una tendencia dos veces
mayor a formar HbF que el gen de y-globina nativo del vector sGPG y corrige facilmente los ratones falciformes UAB
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eficazmente. Ambos vectores corrigen SCD en ratones falciformes Berkeley. Por lo tanto, el vector sG®GM proporciona
el doble de la cantidad de HbF por copia de vector en ratones falciformes en comparacion con el vector sGbG. Ademas
de proporcionar una mayor cantidad de HbF, la HbF mutante producida por el vector sG’GM también confiere RBCs
falciformes con una vida util mucho mas larga en comparacion con la HbF natural, debido a la reduccion de la
falciformacion. Por consiguiente, este vector puede corregir eficazmente la MSC en pacientes humanos.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor la invencion reivindicada y no deben interpretarse como
limitantes del alcance de la invencion. En la medida en que se mencionen materiales especificos, es meramente para
fines de ilustracion y no pretende limitar la invencion.

Ejemplo 1

Los elementos Cis lentivirales necesarios para el empaquetado eficaz de casetes transgénicos grandes como la -
globina

Este estudio investigd si las secuencias cis no codificantes de lentivirus desempefiaron un papel especifico en la
exportacion de ARN, el empaquetamiento o la expresion de B-globina. El ciclo de vida del vector se estudié en los
auto-inactivadores del lentivirus-(SIN), portadores del gen de la B-globina y la region de control de locus (BG), o ADNc
de GFP. El analisis sistematico comenzé con un lentivirus SIN minimo completamente "destripado” que portaba solo
la region de empaquetado; y lentivirus SIN que contienen elementos cis de VIH crecientes, junto con un gamma-
retrovirus-SIN. Se descubrié que (i) el gamma retrovirus SIN o un GFP destripado/minimo lentiviral SIN que codificaba
GFP generaba titulos elevados y mediaba la expresion de GFP alta. (ii) Sin embargo, el gamma-retrovirus-SIN o el
lentiviral SIN destripado que codifica BG o un transgén grande de tamafio similar tenian titulos apenas detectables en
comparacion con el lentiviral SIN que portaba los elementos cis. (iii) La adicion sistematica de elementos cis demostrd
que Rev/RRE era mas esencial, seguido de secuencias aceptoras de empalme gag y env, para el
ensamblaje/empaquetamiento eficaz de particulas de lentivirus, no para la exportacion de ARNm. Sin embargo, estas
secuencias cis de VIH eran prescindibles para transgenes mas pequefios. Estos estudios identifican elementos cis
clave de lentivirus y el papel que desempefian en vectores que portan insertos grandes, y tienen implicaciones
importantes para la terapia génica.

Ejemplo 2
Expresion de BG del SIN-yRV destripado

Se ha postulado que los YRV no pueden expresar con éxito la h-globina debido a la interferencia transcripcional entre
los fuertes elementos promotores/potenciadores de YRV LTR y el potenciador interno de LCR. SRS11.SF es un SIN-
YRV que codifica el ADNc de GFP bajo el control de un promotor/potenciador interno del virus de formacién de foco
de bazo (SFFV). El SFFV-GFP en SRS11.SF se reemplaz6 con BG, un casete de expresion que se utilizd con éxito
en un SIN-LV estandar para lograr la expresion terapéutica de la B-globina humana en la talasemia, para generar
SRS11.BG. La razén para usar SRS.11, a pesar de la notoriedad de B-globina y RV fue: (i) contiene la region minima
de empaquetado (W), carece de secuencias de gag y puede portar una carga util de vector mas largo, pero retiene
titulos extremadamente altos; (ii) porta una eliminacion U3 de 400 bp larga del LTR 3', comparable a la eliminacién en
SIN-LV. (iii) Los elementos LCR grandes nunca se han probado en yRV debido a restricciones en la carga util del
vector.

Los titulos infecciosos y la expresion de los vectores SRS11.BG y SRS11.SF yRV se compararon en la linea celular
de eritroleucemia murina (MEL). La expresion de la proteina p-globina humana era casi indetectable a partir de células
MEL transducidas con SRS11.BG, en contraste con la alta expresion de GFP en células transducidas con SRS.11 SF.
Los titulos virales no concentrados de SRS11 BG versus SRS11.SF vector fueron 6,8 + 5x103 Ul/mL versus 4 + 0,2x10°
Ul/mL. Las transcripciones de ARN viral (ARNv) apenas se detectaron en células 293T con el SRS11.BG mediante
analisis de transferencia Northern (datos no mostrados). Por lo tanto, la produccion de ARNv de BG y particulas virales
a partir de yRV, incluso aquellas optimizadas para un disefio SIN y una alta carga util de vectores, se vio gravemente
afectada.

Ejemplo 3
Expresion de transgenes grandes/pequefios a partir de LV estandar o destripado/minimo

En contraste con el SIN- y RV usado en el presente documento, el SIN-LV "estandar" cominmente usado retiene
partes relativamente grandes de secuencias virales que representan aproximadamente el 20-25% del genoma del
VIH. Estos elementos cis son: el LTR (634 bp para VIH LTR de tipo natural (wt) o 235 bp para SIN-LV LTR), la sefial
de empaquetamiento W (150 bp), la parte 5' del gen gag (300 o 600 bp), secuencias env que incluyen el elemento de
respuesta rev (RRE, 840 bp) y el tracto tejido/tracto de polipurina (cPPT) del gen pol (120 bp).

Para examinar el requisito de secuencias cis para GFP versus BG, el casete CMV-GFP se clond en a) las secuencias
cis que contienen SIN-LV "estandar» enumeradas anteriormente (sSIN-GFP), y b) un SIN-LV minimo "destripado”
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donde la secuencia gag, RRE y el resto de las secuencias env se eliminaron y solo se retuvo la region W (dsSIN-GFP;
Fig. 1A). Los titulos del minimo dsSIN-GFP LV fueron solo 2 veces mas bajos que los titulos del LV sSIN-GFP
"estandar» Fig. 1B; p<0,01; n = 3. En marcado contraste con los vectores GFP, la diferencia en titulos de los vectores
BG LV-SIN, sBG-6 y sBG-1 estandar analogos y destripados BG fue de 1100 veces p <0,01; n = 4; (Fig. 1B).
Claramente, las secuencias no codificantes de LV son necesarias para la produccion de particulas de LV y/o para la
expresion de B-globina; y estas secuencias tienen un efecto pronunciado en los titulos infecciosos de LV que codifican
el gen de la B-globina, pero no en los que codifican GFP. A continuacion, los vectores se construyeron con un casete
transgénico de tamafio similar, CMV-FANCA-IRES-GFP (FIG) como sBG (Fig. 1A) en el SIN LV "estandar" (sFIG) o
destripado (dsFIG). La misma dependencia de la FIG en las secuencias cis del LV: los titulos del vector dsFIG fueron
tres ordenes de magnitud mas bajos que los de sFIG (Fig. 1B). Por lo tanto, los elementos cis del LV son prescindibles
para insertos pequefios, pero necesarios para titulos altos de insertos grandes.

Ejemplo 4
Construcciones del LV disefiadas para estudiar el papel de las secuencias cis

Para estudiar qué secuencias cis del LV particulares eran importantes para este efecto, y en qué etapa del ciclo de
vida del vector afectaban, se cloné una serie de diez vectores SIN-LV; todos ellos con el casete BG pero con diferentes
elementos cis no codificantes lentivirales (Fig. 2). La razén para estudiar secuencias especificas de env (RRE y SA) y
gag en el contexto de BG fue: (i) El elemento RRE en el fragmento env en un LV "estandar" facilita el transporte de
transcripciones no empalmadas/empalmadas individualmente desde el nlcleo después de la unién con la proteina
Reuv. (ii) Los sitios de empalme env juegan un papel fundamental en la estabilidad del ARNv y su disponibilidad para
el empaquetamiento, y la ausencia de secuencias conocidas de aceptor de empalme inversa (SA) da como resultado
actividad de la secuencia represora (CRS) que actta en cis, lo que dificulta la acumulacion citoplasmatica de ARN de
VIH-1. (iii) Una parte del gen gag se retiene en vectores para ayudar al empaquetamiento de ARNv. Las secuencias
gag promueven el plegamiento de la estructura secundaria de ARN de la sefial de empaquetamiento, facilitan la
interaccion del ARNv con las proteinas Gag durante la formacion de particulas y son importantes para la dimerizacion
del ARNv. Las secuencias asignadas al sitio donante de empalme 5' y los primeros 360 bp del gen gag dirigen el
ARNmMm viral sin empalmar y empalmado individualmente a compartimentos subnucleares especificos desde donde se
exporta con la ayuda de Rev/RRE.

El primer vector (sBG-1) mantuvo solo la sefial de empaquetamiento (que contiene el sitio donante de empalme 5') y
el cPPT/tejido (Fig. 2). A partir de este vector, el RRE, el resto del fragmento env que contiene el SA y dos fragmentos
gag de diferentes tamaros (360 bp y 630 bp) se clonaron secuencialmente en sBG-2, sBG-3, sBG-5 y sBG-6. Para
verificar la actividad del aceptor de empalme (SA), la secuencia en el fragmento env fue mutada por mutagénesis
especifica de sitio de PCR (sBG-4). En los ultimos cuatro vectores, todo el fragmento eny, incluido el RRE, se elimind
por primera vez, dejando solo la version larga y corta de los fragmentos gag (sBG-9, sBG-10); o adicionalmente
afadido RRE (sBG-7, sBG-8) inversa de los fragmentos gag largos y cortos.

Ejemplo 5
Titulos virales con inclusiéon de diferentes secuencias cis del VIH

Los vectores sin el elemento RRE (sBG-1, sBG-9 y sBG-10) tenian un titulo concentrado que variaba de 5,5 + 2,1x10°
Ul/mL a 1,7 £ 1,4x108 Ul/mL, que era de 2-3 6rdenes de magnitud menor que los vectores que llevan la secuencia
RRE (sBG-2 a sBG-8; p<0,01). De hecho, cuando solo se afadio la secuencia RRE a sBG-1 para generar sBG-2, el
titulo aumentd en mas de 100 veces (5,5 * 2,1x105 Ul/mL versus 8,7 % 6,5x107 Ul/mL; p <0,01; Fig. 3).

La adicién del fragmento env que contiene el sitio SA aumento los titulos de los vectores 3-5 veces: 2,9 + 0,9x108
Ul/mL para sBG-3 versus 8,7 + 0,7x10 7 Ul/mL para sBG-2 (p <0,01). Este efecto fue especifico para el SA, ya que los
titulos del vector sBG-4, que contiene la secuencia env con un SA mutado, fueron 1,1 + 0,61x10% Ul/mL, y fueron
similares a los del sBG-2 que solo transporta el RRE (sBG4 vs. sBG-3 p <0,01). La adiciéon de un fragmento largo y
corto de gag a env (RRE y SA) que contiene los vectores sBG-5 y sBG-6, respectivamente, mostré un aumento
adicional en los titulos en ~ 4-5 veces, con titulos de sBG-6 llegando a 6,3 x108 Ul/ml (sBG-4 frente a sBG-5 y sBG-6
p <0,01). Los datos sugirieron que la parte mas larga de gag no era necesaria para titulos altos de BG. Sin embargo,
los titulos de los vectores que portan solo los fragmentos gag cortos/largos, sin RRE y env de fueron bajos (sBG-9 y
sBG-10), en comparacion con aquellos que también contienen RRE (sBG-7 y sBG-8; p<0,01). Los titulos de sBG-7,
8, 9 y 10 variaron de 9,4 *+ 4,7x10% Ul/ml a 1,4 % 0,4x108 Ul/ml. Los titulos mejoraron mas de 3 a 5 veces con la
inclusion de env de SA. Por lo tanto, el fragmento gag solo, o la combinacién gag/RRE no fue suficiente para conferir
titulos 6ptimos a los vectores BG, lo que sugiere que las secuencias cis del VIH-1 actuaron cooperativamente.

Para estudiar si el fuerte efecto del RRE sobre los titulos virales dependia de Rev, el vector sBG-6 se empaqueté con
y sin Rev. En estos experimentos, el sistema de empaquetamiento se cambié de 3 plasmidos a un sistema de 4
plasmidos, en donde Rev y Gag-Pol se proporcionaron a partir de diferentes plasmidos. Los titulos de sBG-6 fueron
aproximadamente 400 veces mas altos con Rev (3,8 + 0,3x107 Ul/mL) que sin la proteina Rev (9,4x % 5,8x10* Ul/ml;
p <0,01), lo que demuestra la interaccion de Rev con RRE fue necesario para titulos altos.

Tomados en conjunto, estos datos indican que VIH-1 Rev/RRE, gag y env de SA fueron criticos para titulos altos de
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LV que transportan una carga grande como BG o FIG, aunque son prescindibles para casetes pequefios basados en
GFP.

Ejemplo 6
Papel de los elementos cis del LV en el ciclo de vida del vector

Con el fin de evaluar el papel de los elementos cis del LV en la estabilidad y expresion proviral, se realizé un analisis
de transferencia Southern gendmico en células MEL transducidas.

Sorprendentemente, dadas las dificultades previas con los reordenamientos genémicos de hB-globina que contiene y
RV, solo se detectd una banda proviral del tamafio esperado en la mayoria de los LV Fig. 4A. Algunos vectores de
titulo bajo eran indetectables al nivel de sensibilidad de una transferencia Southern. El posterior analisis de
transferencia Northern en las células de empaquetamiento confirmé que los transcritos de ARNv de longitud completa
esperados se generaron a partir de todo el LV (Fig. 5A), confirmando que el LV que porta el casete BG grande no
requiere secuencias cis para una transmisién estable.

Para determinar si las secuencias cis del LV afectaban el nivel de expresion de los provirus BG integrados, las células
MEL se transdujeron con los vectores sBG-1 a sBG-10 en un intervalo de multiplicidad de infeccion. La intensidad de
fluorescencia media (MFI) se comparé en grupos de células MEL con un porcentaje similar de células que expresan
hB-globina (15-20%), excepto en vectores con titulos bajos, donde solo se pudo lograr un pequefio porcentaje de
transferencia génica. El MFI de la poblacién de células MEL transducidas fue comparable entre todos los vectores
(que van desde 62 a 110 unidades arbitrarias), incluido el de los vectores de bajo titulo (Fig. 4B). Por lo tanto, los
elementos cis del LV no jugaron un papel importante en la regulacion de la expresion de BG.

Con el fin de determinar el papel de RRE, gagy env de SA en la produccién de ARNv y la exportacion citoplasmatica,
las etapas del ciclo de vida del vector que podrian perjudicar la generacién de ARNv de longitud completa en las
células de empaquetamiento, su posterior exportacion citoplasmatica, ensamblaje y empaque en particulas de
vectores fue estudiado.

ARN EI ARN total, citoplasmatico y nuclear se fracciond a partir de células de empaquetamiento 293T transfectadas
con sBG-1 a través de sBG-10. La Figura 5A muestra un analisis de transferencia Northern en el ARN total sondeado
con la sonda de hB-globina. Se determinaron correctamente las bandas de tamafio de ARNv intacto de todos los
vectores, incluidos los vectores sin RRE (sBG-1, sBG-9 y SBG-10). Las transcripciones de ARNv empalmadas y no
empalmadas solo estaban presentes para los vectores sBG-3, sBG-5 y sBG-6, ya que estos vectores portan el sitio
env de SA. Por lo tanto, no se produjo un empalme aberrante apreciable en ninguno de los esqueletos del LV, lo que
confirma la falta de recombinacion del gen de la hp-globina y los elementos LCR, y los resultados contrastantes
informados con y RV.

Significativamente, todos los vectores con titulos muy bajos, incluidos sBG-1, sBG-9 y sBG-10 que no contienen RRE,
produjeron ARNv en cantidades que eran comparables o superiores a los vectores de titulo mas altos (sBG-5 y sBG-
6) Dado que este hallazgo fue inesperado, la transferencia Northern se repiti6 en un experimento separado, con
fraccionamiento de ARN total y citoplasmatico, con resultados idénticos.

Rev/RRE se ha caracterizado mejor por la exportacion de ARNv de longitud completa al citoplasma. Por lo tanto, la
siguiente etapa fue determinar si RRE contribuy6 a titulos altos a través de la exportacion de ARNv. El analisis de
transferencia Northern mostré cantidades similares de ARNv en el citoplasma de vectores analogos sin o con RRE
(sBG-1 versus sBG-2, sBG10 versus sBG-8 y sBG-9 versus sBG-7; Fig. 5B). La relacién de ARN citoplasmatico a ARN
total en transferencias Northern de dos experimentos separados se muestra en 6E. Las transcripciones de ARNv
citoplasmatico fueron solo 2 veces mayores en sBG-2, en comparacion con sBG-1. Lo contrario se observé con los
vectores sBG-10 y sBG-9, donde las transcripciones de ARNv citoplasmatico fueron ~ 2 veces mas altas que los
vectores analogos sBG-8 y sBG-7, que contenian el RRE. Dado que la diferencia en titulos entre vectores con y sin
RRE fue de 2-3 6rdenes de magnitud, RRE probablemente jugé un papel minimo en el aumento de la exportacion
nuclear de transcripciones de ARNv a través de estos vectores.

Ejemplo 7
Los elementos cis del LV, incluyendo el RRE, mejoran el empaquetamiento

Después se determiné el efecto de las secuencias cis sobre la eficacia del empaquetamiento analizando los niveles
de ARNv, p24 y la transcriptasa inversa (RT) viral asociada en particulas de virus purificadas de los diez vectores
procesados de manera idéntica. La Figura 6A muestra un analisis representativo de transferencia de puntos de sBG1
a través de LV de sBG-10. La cantidad de ARNv detectado es proporcional al titulo del vector para la mayoria de los
vectores, segun lo determinado por el analisis de fosfo-imager, lo que indica un bloqueo en la eficacia de
empaquetamiento en vectores que carecen de secuencias cis (Fig. 6B-C).

Hubo algunas excepciones que sugirieron que las secuencias cis pueden tener algun efecto en las etapas posteriores
a la entrada de células objetivo: el ARN en las células 293T vy los titulos infecciosos de sBG-2 y sBG-4 fueron
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comparables, aunque el ARNv de sBG-4 fue 4 veces mayor. Parece que el ARNv de sBG-4, incluso cuando se
empaqueta mas eficazmente, puede no ser estable después de la entrada de la célula objetivo debido a la ausencia
de env de SA, que se sabe que estabiliza el ARN. sBG-6 y sBG-7 tenian la misma cantidad de ARNv pero el titulo de
sBG-7 fue 4-5 veces menor; aqui de nuevo sBG-7 no tenia la env de SA. sBG-5, que contiene la region inhibidora de
gag, tenia un ARNv mas alto, pero titulos mas bajos.

En general, la cantidad de ARNv de BG empaquetada en particulas virales se correlaciono con la transduccion/titulos
infecciosos en las células diana, a pesar de los altos niveles de ARNm producidos en las células de empaquetamiento
con los 10 vectores. La actividad de p24 fue similar en todas las preparaciones de virus concentrados (Fig. 6D), lo que
sugiere que las particulas virales similares (que no contienen ARNv) se formaron eficazmente con todos los vectores.

Ejemplo 8
Tamanio, carga util y titulo de yRV y LV

Los titulos del LV estandar que portan BG son bajos para comenzar, y requieren una gran concentracion. Sin embargo,
los titulos caen precipitadamente (en tres 6rdenes de magnitud) con la eliminacion de los elementos cis del VI. Quizas
estas secuencias LV protegen el ARNv largo de la degradacién en las células de empaquetamiento mientras
promueven el ensamblaje, mientras que el ARNv corto de GFP se empaqueta eficazmente sin tales requisitos. El titulo
bajo del BG LV 'destripado' no proviene del ARN antisentido que surge del promotor del gen de la B-globina insertado
en la orientacion inversa con respecto al transcrito de ARNv LTR 5' en células 293T. No hubo transcripcion antisentido
en la transferencia Northern con ninguno de los vectores. Ademas, las transcripciones de 3-globina son especificas
de eritroides y no se producen en células 293T. Ademas, el casete FIG que era similar en tamafio a BG, pero en
sentido de orientacién también tuvo el mismo efecto en titulos que BG.

Ejemplo 9
Elementos cis y ciclo de vida del vector

Varios resultados Unicos e inesperados surgieron de este estudio: (i) en células de empaquetamiento, se produjeron
grandes cantidades de transcripciones con todo BG LV en contraste con ARN apenas detectable con BG yRV. Una
posibilidad es que las secuencias minimas del VI (regiones R, U5 y)) confieran estabilidad al ARNv de BG en
compartimentos subcelulares especificos. Por lo tanto, se observan grandes cantidades de ARNv en las células 293T
incluso del LV destripado, una diferencia esencial del BG yRYV. (ii) BG ARNv tenia el tamafio esperado y se exportd
eficazmente al citoplasma incluso en ausencia de Rev/RRE, lo que contradice la creencia de que el éxito de los 'genes
de globina' en LV es secundario a las funciones arquetipicas de RRE de prevenir el empalme y exportacion de ARNv.
(iv) el ARNv se empaquetd eficazmente en viriones cuando el LV destripado codificé un pequefio transgén tal como
GFP. Estos datos confirman que las secuencias cis del LV, ademas de la secuencia de empaquetamiento minima,
son prescindibles para pequefios transgenes.

Ejemplo 10
Papel de RRE en el empaquetamiento

La interaccion Rev/RRE fue mas critica para el empaquetamiento y la produccion de virus de titulo alto, mientras que
la funcién bien establecida de Rev/RRE en la exportacion del ARNv gendmico y la supresion del mensaje empalmado
no fue prominente en BG LV. En el virus del VIH de tipo natural, se requiere la presencia de Rev/RRE a lo largo de
toda la ruta de transporte y utilizacion de ARNm para la estabilizacion, la localizacién subcelular correcta y la traduccion
eficaz de ARNm que contiene RRE. Los datos presentados aqui confirman y amplian un estudio reciente que muestra
que RRE tuvo un efecto menor en los niveles de ARNv citoplasmatico, pero redujo los titulos virales aproximadamente
100 veces. Ademas, muestra que el requisito de Rev/RRE es especifico para grandes transgenes, pero prescindible
para casetes de expresion pequerios. A diferencia de un informe anterior en la literatura, la presente investigacion no
vio un papel de RRE en la estabilizacion de ARNv, ya que se observaron cantidades iguales o mayores de ARNv con
vectores sin RRE. El mecanismo probable es la capacidad de RRE de participar en el ensamblaje y empaquetamiento
viral.

Ejemplo 11
Papel de las secuencias env de SA 'y gag

Se ha demostrado que la presencia de env de SA estabiliza el genoma viral, lo que resulta en una mayor produccion
de virus. La presencia de SA también puede estabilizar el ARNv a un nivel posterior a la entrada, ya que algunos
vectores sin el env de SA, en comparacion con los vectores analogos con el env de SA, tenian el mismo ARN-v pero
tenian una transduccion/titulo mas bajo en las células diana. La secuencia gag, con una mutacion de codon de inicio
para evitar la traduccioén de la proteina gag, ayuda a la produccion de LV durante el empaque viral. En este estudio se
determind que este requisito era especifico para casetes transgénicos grandes. También se demostré que la
eliminacion de una secuencia inhibidora presente entre 414 bp y 631 bp del gen gag que previamente se ha
demostrado que disminuye la estabilidad de los ARN que contienen gag, aumentd los titulos en 3,5 veces.
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En conclusion, esta investigacion describe las etapas en el ciclo de vida viral afectado por las secuencias cis no
codificantes cuando LV codifica casetes transgénicos grandes; y su dispensabilidad para transgenes mas pequefios
como GFP. Estos resultados proporcionan una nueva vision en el disefio vectorial LV. El LV destripado/minimo podria
disefiarse para pequefios transgenes terapéuticos, que serian menos recombinogénicos y mas seguros en
aplicaciones de terapia génica.

Ejemplo 12
Diseno vectorial virales

LV: para clonar el vector sSIN-GFP, se modificé el LTR 3' de una cadena principal SIN-LV estandar utilizado
previamente para mejorar la terminacién de la transcripcion: se afiadio la sefial de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento 8 inversa del LTR 3'y una secuencia USE derivada sefal de poliadenilacion tardia de SV40 se afadio en
la delecion de U3. El dsSIN-GFP se obtuvo eliminando el fragmento Clal-Nrul del plasmido sSIN-GFP. Se clond un
sitio de clonacién multiple (MCS-Clal-Eco471l, Xhol, Smal, Sall, EcoRI:
CCATCGATAGCGCTCTCGAGCCCGGGGTCGACGAATTCC) en los sitios Clal y EcoRI de sSIN. El casete de -
globina-LCR (BG) se clond en orientacion inversa en los sitios Xhol y Smal y esta construccion original se denominé
sSIN-BG. Se obtuvo sBG-0 eliminando la region entre Eco4711l y Nrul, dejando solo la secuencia de empaquetamiento
de VIH-1 (W) siguiendo el LTR 5' de sSIN-BG. EI cPPT se clond en el sitio sBG-0 Clal (sBG-1). Los fragmentos de
PCR para RRE, RRE-env, gag corto (360 bp), gag largo (630 bp) se clonaron en el sitio romo Xhol, y estos vectores
se denominaron sBG-2, sBG-3, sBG-10, sBG-9, respectivamente. Secuencias de cebadores, donde F denota
cebadores directos y R denota cebadores inversos:

RRE_F: ATAAACCCGGGAGCAGTGGGAATA;

RRE_R: ACATGATATCGCAAATGAGTTTTCC;

ENV_R: ACATGATATCATACCGTCGAGATCC;

GAG_F: ACTGCTCTCGAGCAATGGGAAAAAATTCGGT;
GAG_1R: ACTGCTCTCGAGGCAGCTTCCTCATTGATG;
GAG_2R: ACTGCTCTCGAGATCAGCGGCCGCTTGCTGT.

Se insert6 una mutacion de cambio de marco en la secuencia 5' de gag en el coddn de inicio para desactivar el sitio
de inicio de gag, usando el cebador Gag F que inserta el dinucleétido CA en el gag ATG. Los vectores SBG-7 y SBG-
8 se obtuvieron clonando fragmentos de PCR gag largo y gag corto en el sitio Xhol de SBG-2. Se realizd una mutacion
puntual para interrumpir el sito SA en la secuencia env usando los cebadores MutSA F
(TATCGTTTCGAACCCACCTCC) y MutSA_R (GGAGGTGGGTTCGAAACGATA) para generar sBG-4 (la secuencia
CA wt SA dentro del fragmento Env fue mutada en CGA). Se obtuvo sBG-5 clonando el fragmento de PCR gag largo
en el sitio Xhol de sBG-3. El pLAsmiDO I RV: SRS11.SF r RV FUE PROPORCIONADO AMABLEMENTE POR LOS DRS. AXEL
SCHAMBACH Y CHRISTOPHER BAUM, (HANNOVER, ALEMANIA). EN EL VECTOR SRS11.BG, LA B-GLOBINA-LCR HUMANA (BG), SE
CLONO EN ORIENTACION INVERSA EN EL SITIO PSTI DEL PLASMIDO DEL VECTOR RETROVIRAL SRS11.SF. TODOS LOS DIBUJOS
ANIMADOS DE VECTORES SE REPRESENTAN EN LA FIGURA 2.

Ejemplo 13
Produccién de virus

El LV se produjo por co-transfeccion transitoria de células 293T, como se describié previamente usando los plasmidos
del vector, el empaquetado (A8.9) y los plasmidos de la envoltura (VSV-G); El sobrenadante que contiene el virus se
recogio a las 60 horas después de la transfeccion y se concentrd por ultracentrifugacion. Todos los vectores en un
experimento se empaquetaron simultaneamente y el virus se concentré 1400 veces de todos los sobrenadantes virales
por ultracentrifugacion a 25.000 rpm. Los titulos virales se determinaron infectando células de eritroleucemia de ratén
(MEL) o células HT1080 con dilucién en serie de virus concentrado, diferenciandolas y analizandolas para determinar
la expresion de HbA o GFP mediante un clasificador de células activado por fluorescencia (FACS) como se describio
anteriormente. y RV se produjeron de manera similar pero no concentrada. Todas las transfecciones y la valoracion
posterior se realizaron por triplicado. El empaquetamiento de los vectores, con y sin Rev, se realizd siguiendo un
método similar, excepto que el plasmido de empaquetamiento A8.9 se reemplazé con pMDLg/pRRE y pRSV-Rev. La
relacion del plasmido vector: pM-DLg/pRRE: pRSV-Rev: VSV-G fue 4:4:3:1.

Ejemplo 14
Lineas celulares

La linea de células de eritroleucemia murina (MEL) y las células 293T se mantuvieron en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Mediatech, Inc., Herndon, VA) suplementado con suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor al
10% (US Biotechnologies, Inc, Parker Ford, PENSILVANIA). Se indujo a las células MEL a diferenciarse en DMEM
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que contenia FBS al 20% y 5 mM de N, N'-hexametilen bisacetamida (Sigma), como se describié previamente en la
técnica.

Ejemplo 15
Tincion de HbA y analisis FACS

La metodologia utilizada para etiquetar la $-globina humana usando el anticuerpo anti-HbA humano fue como se
describio previamente. Brevemente, las células se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 60 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron una vez con solucion salina tamponada con fosfato (BPS) y el sedimento se resuspendioé en
metanol al 100% durante 5 minutos. Las células fijadas se lavaron después con BPS, y se bloqued la union de
anticuerpos inespecificos (Ab) usando leche en polvo sin grasa al 5% durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, las células se lavaron en BPS, se granularon y se permeabilizaron. Las células se dividieron en 2
tubos y se tifieron con isotiocianato de anti-zeta globina-fluoresceina (FITC) Ab (1 ug/10® células) como control
negativo o con anti-HbA-FITC Ab (0,1 ug/108 células) (Perkin Elmer, Waltham, MA) durante 30 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad. El Ab sin unir se eliminé mediante un lavado final con BPS antes de analizarlos en FACS
Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Ejemplo 16
Transferencia Northern total y ARN citoplasmatica

Las células 293T se cultivaron y se lavaron en BPS 72 horas después de la transfeccion. El aislamiento del ARN
nuclear y citoplasmatico se obtiene con una incubacion de 7 minutos en hielo con tampén NEB (Tris-HCI 10Mm pH
7,4; NaCl 10mM, MgCI2 3mM; IGEPAL al 5%). Después de la centrifugacion, se afiadid6 ARN-STAT (Tel-Test, INC,
Texas) al sobrenadante que contiene ARN citoplasmatico, y se procedié a la extraccion de ARN siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ARN total se extrajo de células 293T usando ARN-STAT. La transferencia de Northern
se realizo segun el protocolo estandar. La transferencia se hibridé con una sonda B-globina marcada con 32P. Para
normalizar la carga de ARN, las membranas fueron despojados y re-sondaron con una sonda 18S marcada con 32PS.
Para probar la pureza de las membranas de ARN citoplasmatico, se despojaron y se volvieron a probar con una sonda
marcada con 3?P especifica para la sonda de intron GAPDH que no detectd transcripcion intronica en la preparacion
citoplasmatica.

Ejemplo 17
Transferencia Southern genémica

ElI ADN gendmico se realizé en ADN aislado de células MEL transducidas y se digirieron 10ug de ADN gendmico con
la enzima Aflll y se realizd la transferencia Southern segun el protocolo estandar. La transferencia se hibridé con un
fragmento HS2 de la sonda LCR de B-globina. Se extrajo ARNb de transferencia de puntos de ARNm de los mismos
voliumenes de virus concentrados utilizando el Mini Kit de ARNv de QlAamp (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, el virus se lis6 en condiciones altamente desnaturalizantes y después se unié a una
membrana a base de gel de silice. los contaminantes se lavaron eficazmente en dos etapas de lavado y el ARNv se
eluyé en 30 yl de DEPC-agua. Después de la elucion, el ARNv se traté durante 20 minutos a temperatura ambiente
con ADNsa |, la ADNsa | de grado de amplificacién (Invitrogen, Carlsbad, CA) se inactivé incubando la muestra a 65°.
El ARNv se desnaturalizé después en 3 vol de tampdn de desnaturalizacion (65% de formamida, 8% de formaldehido,
MOPS IX) durante 15 minutos a 65°. Después de la desnaturalizacién se afiadieron 2 vol. de 20X SSC enfriados con
hielo y el ARN se unié a una membrana de nylon por aspiracion a través de un aparato de transferencia de puntos. La
transferencia se hibridé con una sonda especifica de B-globina marcada con 2P y se expuso a una pelicula de rayos
X durante la noche.

Ejemplo 18
Aisladores de cromatina - generalmente

Los aisladores de cromatina separan los dominios transcripcionales activos y bloquean la propagacion de la
heterocromatina en el genoma. Los estudios sobre el elemento del sitio 4 hipersensible de pollo (cHS4), un aislador
prototipico, han identificado motivos CTCF y USF-1/2 en los 250 bp proximales de cHS4, denominados "nucleo”, que
proporcionan actividad de bloqueo potenciador y reducen los efectos de posicion. Sin embargo, el nucleo por si solo
no aisla eficazmente los vectores virales. El cHS4 de longitud completa tiene excelentes propiedades aislantes, pero
su gran tamafio compromete severamente los titulos de los vectores. Se realizé un analisis de estructura-funcion de
los vectores lentivirus flanqueantes de cHS4 y se analiz6 la expresion transgénica en la progenie clonal de células
madre hematopoyéticas y se analizaron los cambios epigénicos en cHS4 y el promotor transgénico. El nucleo solo
redujo la variedad clonal en la expresion. La actividad Unica del aislador residia en las secuencias distales de cHS4
de 400 bp, que cuando se combinaban con el ndcleo, restauraban la actividad completa del aislador y abrian marcas
de cromatina sobre el promotor transgénico y el aislador. Estos datos consolidan la actividad del aislador conocida del
nucleo 5' canénico con un nuevo elemento 3' 400 bp con propiedades similares al nucleo. Juntos, tienen excelentes
propiedades aislantes y titulos virales. Estos datos tienen implicaciones importantes con respecto a la comprension

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2747 817 T3

de la base molecular de la funcién del aislador y el disefio vectorial de terapia génica.
Ejemplo 19
Construcciones vectoriales y disefio experimental

Los vectores de lentivirus auto-inactivadores fueron disefiados para incorporar el "nucleo" de 5' 250 bp (sBGC), dos
repeticiones en tandem del nucleo (sBG2C), 5' 400 bp (sBG400), 5' 800 bp (sBG800) o el aislador (sBG-I) 1,2 Kb de
longitud completa. Todos los vectores portaban el gen y el promotor de la 3-globina humana y el potenciador de la
region de control de locus. Los diferentes fragmentos de aislador se clonaron en la orientacion hacia adelante en la
region U3 de 3 'LTR, de modo que, tras la transcripcion inversa, el provirus integrado en las células objetivo tiene el
LTR 3' aislado copiado en el LTR &', y flanquea la expresion de hB-globina casete en ambos extremos. Para evaluar
si los elementos fuera del nucleo de 5' 250 bp simplemente proporcionaban un andamiaje espacial, también se
probaron vectores con espaciadores de ADN inerte inversa del nucleo, sBG400S y sBG800S. Todos los vectores se
compararon con el control no aislado, sBG (Figura 7A).

Primero, las células MEL se infectaron con cada uno de los vectores lentivirus y se identificaron clones MEL integrantes
individuales (Figura 7B). Todos los analisis se realizaron solo en clones MEL de copia Unica que portaban hf-globina
y se verificd que tenian secuencias de aislador intactas por PCR, y se sometieron a gPCR para el nimero de copias
del vector; La expresion de hf3-globina se analizé mediante FACS: 1) el porcentaje de células que expresan hf3-globina
(% de células hB+) se uso para determinar los efectos de posicién cromosémica, y 2) la variacién de la expresion de
la expresion de hp-globina en células dentro de un clon , segun lo determinado por el coeficiente de variacion (CV),
se utilizé para determinar la variedad clonal en la expresion (Figura 7C). El analisis de ChlIP se realizé en las histonas
sobre las regiones aislantes y el promotor del gen h3-globina en los diferentes provirus para estudiar las modificaciones
epigenéticas. Los efectos de la posicion de la cromatina de estos vectores se confirmaron in vivo, en RBC de ratones
con talasemia Hbbth3/+ trasplantados con HSC transducidas con vector 24 semanas después del trasplante. Después
se realizaron trasplantes secundarios y se analizaron las CFU-S de un solo integrante después de los trasplantes para
determinar la proteina hB-globina y el ARNm. En ratones, el analisis hematoldgico y la HPLC para la proteina hp-
globina se realizaron adicionalmente para cuantificar la expresion.

Ejemplo 20
Regiones de cHS4 necesarias para proteger de los efectos de posicion de la cromatina

Segun los resultados anteriores, un porcentaje muy alto de células hf3+ estaba presente en los clones sBG-I de un
solo integrante en comparacion con los clones de control sBG (P<0,01); el % de células h3+ en los clones sBGC,
sBG2C, sBG400 y sBG800 no fueron significativamente diferentes de los clones de control sBG (Figura 8A) Para
garantizar que la presencia de cHS4 en el LTR no sesgaba la integracion, y que el analisis era realizado en distintos
clones, mediante LM PCR y secuenciacion del sitio de integracion en diez clones sBG o sBG-I MEL seleccionados al
azar. Las inserciones ocurrieron cerca/en genes distintos entre clones aislados y no aislados, sin sesgo aparente. La
presencia del nucleo de cHS4 (sBGC), o secuencias extendidas del aislador inverso del nucleo, hasta 800 bp, no
aumenté aun mas el % de células h3+; tampoco lo hicieron las repeticiones en tandem de la secuencia central, a pesar
de que esta ultima ha demostrado conferir un efecto de bloqueo potenciador en sistemas basados en plasmidos.

Otro fendmeno visto con la expresion transgénica es la variedad clonal, definida como niveles variables de expresion
en células hijas con el mismo sitio de integracion. Una forma cuantitativa de determinar la variedad clonal es mediante
el analisis FACS de clones transducidos y el calculo del coeficiente de variacion (CV) de expresion del transgén
alrededor de la expresion promedio del transgén en el clon. EI CV es una medida de variabilidad sin unidades calculada
como la relacién entre la desviacion estandar de la muestra (DE) y el promedio de la muestra. Se observé un alto CV
en los clones sBG no aislados (Figura 2B). El CV se redujo significativamente en todos los vectores que contenian el
nucleo de 5' 250 bp. Estos resultados se confirmaron en clones derivados de vectores que portaban espaciadores de
ADN inertes inversos al nucleo: sBG400S y sBG800S, lo que demuestra que la reduccion de CV era especifica del
nucleo del aislador, y en contraste con los datos sobre el % de células hf+, que requirié que el aislante de longitud
completa estuviera presente.

Fue notable que la PCR para secuencias de aisladores mostré ausencia de las secuencias de aisladores solo en
provirus sBG2C, con 6 de 24 clones (25%) de clones MEL que tenian ambas copias del ndcleo eliminadas de ambos
LTR. No se observo delecion de las secuencias aislantes en los clones de todos los demas vectores. El analisis de
transferencia Southern de los grupos MEL de sBG2C confirmé la delecion de una/ambas copias del nucleo en la
mayoria de las células. La transcripcion inversa de secuencias repetidas, que se sabe que producen eventos de
recombinacién en vectores retrovirales, probablemente causé una transmision inestable del vector con secuencias
centrales repetidas. Este efecto del nucleo frente al cHS4 de longitud completa se confirmé in vivo, en ratones con
talasemia. Se analizaron los RBC de sangre periférica para determinar la expresion de hf-globina 6 meses después
del trasplante. El analisis FACS en los RBC de los grupos de ratones sBG, sBGC, sBG2C, sBG400 y sBG-I (los
graficas representativos que se muestran en la Figura 9A) muestran que el % de RBC h+ fue significativamente
mayor solo en el grupo de ratones sBG-I, en comparacién con sBG grupo de ratones, como los datos en las células
MEL; y el CV fue significativamente menor en todos los vectores que portaban el nucleo (P<0,01; Figura 9B-C).
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Tomados en conjunto, estos datos indican que se requiere el cHS4 de longitud completa para proteger contra los
efectos de la posicion cromosémica.

Ejemplo 21
Efectos de la posicion de la cromatina en la progenie clonal de HSC murino después de trasplantes secundarios

Los efectos de la posicion de la cromatina se confirmaron a continuacién en una sola copia secundaria de CFU-S. El
ensayo de unidades formadoras de colonias secundarias de bazo (CFU-S) se considera el ensayo mas estricto que
es un 'estandar de oro' para estudiar los efectos epigénicos de los elementos aislantes de cromatina en células
derivadas de células madre hematopoyéticas. Notablemente, no se observaron mediante FACS CFU-S transducidos
que fueron positivos mediante PCR para secuencias especificas de vectores que no expresaban hB-globina, lo que
es consistente con los resultados informados sobre la falta de silenciamiento transgénico con vectores de lentiviral SIN
especificos de eritroides. El andlisis FACS para (1) % de células hB+ y (2) eritroblastos positivos para TER-119 no
mostré diferencias en el porcentaje de células TER-119+ entre los diferentes grupos de vectores (no se muestra). Sin
embargo, un porcentaje significativamente mayor de células hf3+ solo estaba presente en CFU-S secundario con el
vector sBG-I. Nuevamente, el CV fue significativamente menor en CFU-S transducido con todos los vectores que
portan el nucleo, en comparacion con sBG transducido CFU-S no aislado (Figura 3D-E). El analisis de RT-PCR en
tiempo real en seis CFU-S seleccionados al azar de cada grupo de ratones mostré que, en comparacion con el vector
sBG, la expresion de ARNm a partir del CFU-S de sBG-I fue aproximadamente 2 veces mayor. Sin embargo, la
expresion de CFU-S transducida de sBGC, sBG2C y sBG400 no fue significativamente diferente de la CFU-S de sBG.
Tomados en conjunto, estos datos indican que las secuencias centrales de 5' 250 bp en sBGC, sBG400, sBG400S,
sBG800 y sBG800S redujeron especificamente la variedad clonal de la expresion de hB-globina. Sin embargo, se
requirié el elemento cHS4 de longitud completa para mejorar la probabilidad de expresion de diferentes eventos de
integracion.

Ejemplo 22

Patrones de acetilacion y metilacion de histonas en la region central y la region promotora de p-globina en vectores
aislados

A continuacion, las modificaciones epigenéticas que acompanan a los efectos especificos observados con las diversas
regiones aislantes se determinaron comparando los niveles relativos de las marcas de histona activa acH3, acH4 y
H3K4me2 y las marcas de histona represiva H3K9me3 y H3K27me3 entre diferentes provirus en clones MEL. El
analisis de chips se realizé en el nicleo de cHS4 en tres clones representativos que se agruparon para cada vector
(los clones elegidos se muestran como circulos rellenos en la Figura 8A) mediante PCR semicuantitativa (Figura 10B-
C) y PCR en tiempo real) (Figura 10D-F). Los clones que llevan los integrantes del vector sBG-lI mostraron un
enriquecimiento de aproximadamente 6 veces las marcas de cromatina activa y disminuyeron las marcas de cromatina
represiva sobre el fragmento "ndcleo" de cHS4, en comparacion con sBGC, sBG400 y sBG800, tres vectores que
portaban el "nucleo".

Las modificaciones de histona se analizaron sobre el promotor de h-globina en el vector no aislado (sBG) y todos los
demas vectores, que portaban el "nlcleo", para evaluar si las diferencias en los patrones de histona sobre el promotor
transgénico en vectores pueden haber contribuido a la reduccién de la variedad clonal. Hubo una reduccion pequefia
pero significativa en los patrones de cromatina represiva H3K27me3 con los provirus sBGC, sBG400 y sBG800, en
comparacion con el provirus sBG no aislado (Figura 10F, panel derecho). Sin embargo, con el provirus sBG-I, donde
estaba presente la actividad maxima del aislante, la region promotora de la hp-globina habia reducido notablemente
los patrones de cromatina represiva.

Estos datos muestran que las secuencias "centrales" y la extension del nucleo hasta los 5' 800 bp de cHS4 redujeron
las marcas de activacion sobre el promotor transgénico en pequefia medida. Sin embargo, una reduccion importante
en las modificaciones de histonas reprimidas sobre cHS4 y la regién promotora del transgén solo se produjo cuando
las secuencias distales 3' 400 bp de cHS4 estaban ademas presentes.

Ejemplo 23

Parametros hematolégicos en ratones con talasemia trasplantados con HSC transducidos con vectores no aislados y
aislados

La anemia, la reticulocitosis y otros indices de RBC mejoraron incluso con el vector sBG (Figura 11A), segun los
informes publicados con vectores de lentivirus de hf3-globina no aislados. La hemoglobina de los ratones trasplantados
control fue de 7,7 + 0,2 gm/dL y el grupo de ratones sBG fue de 10,4 + 0,7, con 1,2 copias de vectores por célula.
Cabe destacar que el grupo de ratones sBG-I tenia una hemoglobina mas alta y el recuento de reticulocitos mas bajo,
a pesar de tener la mitad de las copias de vectores por célula en comparacion con el grupo de ratones sBG
(hemoglobina 11 + 0,2 gm/dL; 0,6 copias de vectores por célula). Cuando se normaliza la eficacia de transduccion,
esto equivale a un aumento de 5,2 gm en la hemoglobina por copia de vector en ratones sBG-I sobre ratones control,
en contraste con un aumento de 2,3 gm en la hemoglobina por copia de vector en los ratones sBG. Los parametros
de RBC de los ratones experimentales mostraron una mejora significativa (Figura 11A; tenga en cuenta que estos
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datos no estan normalizados para el nimero de copias de vectores). La mejora en estos indices fue mayor con los
ratones sBG-l, aunque no significativamente diferente a menos que se normalice para la copia del vector.

El analisis mediante HPLC para la proteina h-globina en sangre confirmé una expresion significativamente mayor de
hB-globina solo en los ratones sBG-I: el 43 + 3% de la hemoglobina total en los glébulos rojos se obtuvo de la h§3-
globina (h2ma2) en ratones sBG-I en comparacion a 19 + 6% en los ratones sBG, mientras que en el grupo de
ratones sBGC, sBG400 y sBG2C no fue significativamente diferente del control (Figura 11B). La expresion de hfp-
globina humana y los parametros hematoldgicos en el grupo de ratones sBG2C fueron similares a los observados en
el grupo de control no aislado.

Ejemplo 24
Actividad del aislador en la region 3'400 de cHS4

Dado que los 5' 800 bp de cHS4 solo redujeron el CV, mientras que la actividad completa del aislador se restablecio
con el aislador de 1,2 Kb de longitud completa. Se generd un vector que portaba solo la region distal/3' 400 bp de los
clones MEL derivados de cHS4 (sBG3'400) y los ratones se trasplantaron con células LSK transducidas con sBG3'400.
Tenga en cuenta que, a diferencia de los vectores descritos anteriormente, este vector no contiene las secuencias de
"nucleo" de 5250 bp (Figura 12A). El vector sBG3'400 no tuvo efecto sobre el % de células hp+ en clones MEL o el %
de RBC hf+ en ratones (Figura 6B, D), un efecto comparable a los clones sBG, o aquellos que portan el "nicleo" de
5' 250 bp (sBGC). Sin embargo, como todos los vectores que llevan el nucleo 5', sBG3'400 redujo significativamente
el CV de la expresion de hB-globina en clones MEL y en RBC (Figura 12C, E).

La cantidad de proteina hp-globina en los ratones sBG3'400, determinada mediante analisis HPLC, no fue
significativamente diferente de la sBG (17,5 £ 3% versus 19,5 + 5,6%), pero fue al menos 2 veces menor que la
observada en el ratén-sBG-I (43 £ 3%; P<0,01) (Figura 12F). En general, la 3' 400 bp de cHS4 tuvo una actividad muy
similar al nicleo de 5' 250 bp (Figura 9): redujo la variedad clonal, reflejada en un CV reducido de la expresion de hf-
globina en clones MEL y en RBC, pero no tuvo efecto sobre la parte de hf3-globina que expresa los glébulos rojos. Se
confirmaron los efectos "similares al nicleo" de la 3' 400 bp en una Unica copia secundaria de CFU-S secundaria
(Figura 12G-H), con resultados similares a los del vector sBGC (Figura 9D-E). La region 3' 400 no tiene secuencias
de consenso conocidas para CTCF o USF-1, y esta region no ha sido analizada previamente. Cabe sefialar que ni el
nucleo 5' ni la 3' 400 bp, cuando estan presentes solos, fueron capaces de mejorar la probabilidad de expresion de
integrantes/proteger de los efectos de posicion.

Ejemplo 25
Actividad del aislador del "nucleo" 5' combinado con la 3' 400 bp

Cuando se combinaron el nucleo de 5' 250 bp y las secuencias de 3' 400 bp del aislador cHS4 (vector sBG650; Figura
13A), este vector se comportdé de manera similar al vector sBG-I - en clones MEL, en RBCs de ratones trasplantados
y en CFU-S secundaria. La proporcion de células que expresan hf3-globina en clones sBG650 MEL y RBC (Figura
13B-D) fue significativamente mayor en comparacion con los clones sBG (P <0.001), y fue similar a los clones sBG-I.
Asimismo, el CV de los clones sBG650 fue comparable a los clones sBG-I (Figura 13C). La expresién de hf3-globina
en el RBC de ratones primarios fue comparable a la de los ratones sBG-I (Figura 13D). La cantidad de proteina hf-
globina en los ratones sBG650, determinada mediante analisis HPLC, no fue significativamente diferente de los
ratones sBG-1 (41 + 2,6% versus 43 + 3%, respectivamente), pero fue al menos 2 veces mayor que eso visto en los
ratones sBG (19 + 6%; P <0,01). Cinco meses después del trasplante, se realizaron trasplantes secundarios para
generar CFU-S, lo que confirmé que el vector sBG650 restablecié una actividad aislante similar a la observada con el
vector sBG-I (Figura 13E). La configuracién de cromatina sobre el nicleo en los provirus sBG650 (Figura 13F) mostré
la restauracion de los patrones de cromatina abiertos tanto sobre el nlcleo del aislador como sobre el promotor de la
B-globina, idénticos a los observados en los provirus sBG-I (Figura 10).

Ejemplo 26
Modificaciones epigenéticas en la region de 3'400 bp de cHS4 y su interaccion con el nucleo

La configuracion de cromatina de la parte distal de 3' 400 bp de cHS4 no se ha estudiado previamente. Los patrones
de histonas se analizaron primero sobre la region 3' 400 bp (sBG3'400) cuando estaban presentes solos (sBG3'400),
o cuando se combinaron con el nucleo 5' (en sBG650 y sBG-I) (Figura 14). Los patrones de acetilacion y metilacion
de las histonas en la region 3'400 del provirus sBG3'400 (Figura 14B) fueron similares a los observados en la region
central de 250 bp en el provirus sBGC (Figura 10). Sin embargo, en los provirus sBG650 y sBG-l, las secuencias de
3' 400 bp tuvieron marcas de acetilaciéon aumentadas y represion reducida, lo que demuestra una vez mas que la
combinacioén de los extremos proximal y distal de cHS4 es necesaria para los patrones de cromatina abierta. Este
efecto era una reminiscencia del analisis de ChIP sobre la region central 5' o la regiéon promotora de (3-globina en sBG-
| (Figura 10D y F) o sBG650 (Figura 13F y G). Tomados en conjunto, el analisis génico y epigénico indicé que los
extremos 5' y 3' del aislante funcionaban como dos nucleos, que interactuaban para modificaciones epigenéticas de
la cromatina en el aislador y el promotor, para impartir una actividad aislante adecuada.
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La regiéon 3' 400 bp, sin embargo, no tiene motivos conocidos de CTCF o USF-1, que hayan demostrado impartir
bloqueo potenciador y actividad de barrera, respectivamente, a cHS4. Es concebible; sin embargo, que CTCF y/o
USF-1 tal vez puedan ser reclutados para la region 3'400. Usando anticuerpos contra USF-1 y CTCF, la cromatina se
inmunoprecipitdé a partir de los provirus sBGC, sBG3'400, sBG650 y sBG-I de clones MEL. El analisis de ChIP se
realizé mediante PCR semicuantitativa y g°PCR. Cuando se usaron cebadores en la region central para amplificar los
productos ChIP, fue evidente el reclutamiento de CTCF y USF-1 en la region central 5' (Figura 14C-D), como se
anticipd y se mostré anteriormente. Curiosamente, cuando se usaron cebadores de la region 3'400 para amplificar los
productos ChlIP, el provirus sBG3'400 mostré enriquecimiento en CTCF, aunque a niveles algo mas bajos que los
observados en la region central. Mas notablemente, sin embargo, los provirus sBG650 y sBG-l mostraron
enriquecimiento tanto USF-1 en la region 3' 400 bp, un efecto visto cuando tanto el niucleo proximal como las
secuencias distales de 400 bp estaban presentes. La region 3' 400 bp, cuando estaba presente sola en sBG3'400, no
se unia al USF-1 (Figura 14E-F). Estos datos indican que la region 3' 400 bp interactia con CTCF a pesar de la falta
del consenso de CCCTC, lo que puede explicar la actividad "similar al nucleo" en esta region y la interaccién entre la
region central 5'y la region 3' 400 de la region del aislador cHS4 (en sBG-1 o sBG650) probablemente se produce a
través de USF-1.

Ejemplo 27
Titulos vectoriales con el aislador cHS4 de 650 bp

El cHS4 de 1,2 Kb reduce notablemente los titulos de los vectores de lentiviral SIN, limitando la produccion de virus a
gran escala para ensayos en humanos. Recientemente se ha demostrado que el mecanismo de reduccion de titulos
se debe especificamente a la longitud del inserto en el LTR 3'. En comparacion con sBG, sBG650 tenia titulos muy
razonables que eran solo 2,5 + 0,9 veces mas bajos que sBG, en contraste con titulos de sBG-I 10,4 + 2 veces mas
bajos (n = 3). Por lo tanto, este aislador optimizado puede usarse para el disefio vectorial de terapia génica mas
seguros que proporcionarian una expresion uniforme y, por lo tanto, mas alta y serian escalables a la produccion a
gran escala.

Nosotros y otros hemos demostrado previamente que el aislador cHS4 de longitud completa protege los vectores
virales contra los efectos de la posicion cromosémica. Sin embargo, los profundos efectos perjudiciales sobre los
titulos virales han impedido su utilidad. Los intentos de usar solo los 5' 250 bp de cHS4, caracterizado por ser el nucleo
del aislador, han fallado en los vectores virales a pesar de la actividad significativa del nucleo en los sistemas basados
en plasmidos, y la pérdida de la actividad del aislador con mutaciones en estas regiones.

Se ha demostrado que las regiones que rodean el aislador cHS4 y el promotor de la B-globina tienen marcas
constitutivamente mas altas de cromatina activa en la ubicacion nativa. El cHS4 previene la propagacion de
heterocromatina al dominio de B-globina, incluso cuando los dominios de heterocromatina adyacentes tienen altas
marcas represivas de histona, H3K9me3 y H3K27me3. Los clones que portaban los integrantes del vector sBG-I
mostraron un enriquecimiento de las marcas de cromatina activas y una notable disminucion de las marcas de
cromatina represivas sobre el nucleo de cHS4 en comparacion con los vectores sBGC, sBG400 y sBG800, donde no
se observaron diferencias significativas en estas marcas epigenéticas.

Mecanicamente, se ha demostrado que el elemento USF-1/2 en el aislador recluta enzimas modificadoras de histonas
en el nucleo e interactia con la histona lisina metil transferasa SET7/9 y el factor asociado a la proteina de union a
p300/CREB (PCAF), aumentando asi marcas de cromatina activa. Sin embargo, no se observo tal aumento en acH3,
acH4 y H3K4me2 sobre el nacleo o los 3' 400 bp cuando flanquearon el transgén en los vectores sBGC, sBG400,
sBG800 y sBG3'400. Este efecto requeria que el vector llevara el cHS4 de longitud completa (sBG-I, Figura 10 y 14)
o el vector sBG650 combinado de nucleo y 3'400 bp (Figura 13 y 14). El analisis de ChIP sobre el promotor de hf-
globina mostré que, en comparacion con un vector no aislado, el nucleo solo redujo las marcas de cromatina represiva
sobre el promotor en cierta medida (Figura 10F), lo que puede explicar la reduccién en CV de los vectores que portan
el ndcleo. Sin embargo, el nicleo dependia de la region de 3'400 bp y, por el contrario, la region de 3' 400 bp dependia
del nucleo para el alto grado de acetilacion de histonas y estaba ausente de marcas represivas minimas en ambas
regiones.

Los modelos propuestos para explicar el efecto de cHS4 sobre la cromatina circundante incluyen la proteccion contra
el silenciamiento transgénico mediante la exclusién de proteinas de union a metil-CpG; de hecho, se ha demostrado
que cHS4 bloquea el silenciamiento por vectores retrovirales. No se observo la extincion de la expresion de B-globina
a lo largo del tiempo, incluso con el vector no aislado en ratones, o los clones MEL mantenidos hasta 6 meses en
cultivo (datos no mostrados) Esto puede deberse a varios elementos USF-1 en los sitios hipersensibles de LCR de -
globina, que han demostrado interactuar con los elementos de la caja E ubicados en HS2 y en el promotor del gen de
la B-globina. Es concebible que esta resistencia al silenciamiento conferida por el LCR pueda anular cualquier actividad
observada con el nucleo de cHS4. Estos resultados contrastan con los de Panell et al. de que los retrovirus, incluidos
los derivados del VIH-1, silencian predominantemente un gen indicador de beta-globina de la regiéon de control de
locus (LCR) en ratones transgénicos. Se analizd la metilacién y posteriormente se informé que habia una falta de
metilacion y extincion de CpG en la expresion con vectores de lentiviral SIN especificos para eritroides in vivo, en
receptores primarios y secundarios. Estos datos sugieren que en los vectores eritroides, que de otro modo resisten el
silenciamiento mediante la metilacién del promotor, el cHS4 de longitud completa pudo modificar los patrones de
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histona sobre el promotor transgénico y sobre si mismo para reducir los efectos de posicion.

Curiosamente, el analisis in silico de la region 3' 400 bp no revel6 sitios de union a CTCF o USF1, sino sitios para
multiples factores de transcripcién conocidos. Cualquiera de estos factores de transcripcion, o tal vez una proteina
nueva, puede ser el socio que interactia con el CTCF y/o USF-1. CTCF regula directamente el equilibrio entre las
marcas de cromatina activas y represivas mediante la union al complejo de cohesina. Estos datos revelan que la region
3' 400 bp también puede interactuar con CTCF: aunque la co-inmunoprecipitacion de 3'400 bp y CTCF del provirus
sBG3'400 (Figura 14C-F) no tuvo éxito.

Curiosamente, los 3'400 bp co-inmunopreciparon con el anticuerpo USF-1 solo cuando las secuencias del nicleo 5'
también estaban presentes, lo que sugiere que el USF-1 probablemente forma un puente entre el extremo 5'y 3' del
cHS4 para reducir los efectos de posicion. Seria importante determinar si los elementos dentro de 3' 400 bp reclutan
acetilasas de histonas que se unen a USF-1 o complejos de cohesina y/o nucleofos-fmina para afectar los efectos de
posicion.

En ultima instancia, se realizé un analisis génico y epigénico sistematico de la actividad del aislador del cHS4 in vitro
e in vivo y se identificd una nueva actividad "similar a un nucleo" en los 3' 400 bp. Sin embargo, el 3' 400 bp de cHS4,
que no contiene sitios de consenso para USF o CTCF, se une a CTCF, mientras que USF-1 parece unir y unir el nicleo
5"y los 3' 400 bp de cHS4. Los nuevos sistemas de vectores flanqueados por la secuencia optimizada de '650 bp' de
cHS4, pueden proporcionar un excelente aislamiento del transgén sin pérdida significativa en los titulos virales y tienen
importantes implicaciones de seguridad y eficacia para la terapia génica.

Ejemplo 28
Materiales y métodos - vectores lentivirales

Todos los vectores se obtuvieron clonando los diferentes fragmentos de aisladores en sitios Nhel/EcoRV en la region
U3 de LTR 3' del plasmido lentiviral, como se describe. Este plasmido portaba el gen de la $-globina humana (h) y sus
elementos reguladores (BG). Todos los fragmentos de aislador se amplificaron por PCR usando el plasmido aislante
pJCI3-1 (proporcionado amablemente por el Dr. Gary Felsenfeld, NIH, MD) y se verificaron mediante secuenciacion,
como se describe. La clonacién del vector h3-globina con y sin el aislante cHS4 de 1,2 kb se ha descrito anteriormente.
El vector sBG1C se clond insertando el producto de PCR del aislador del nicleo EcoRI/Xbal 250 bp en sBG en los
sitios de restriccion BamHI/EcoRI del plasmido bpS. Después se afiadié una segunda copia del nucleo de 250 bp en
el plasmido bpS de 1 nucleo en los sitios EcoRI/Kpnl, obteniendo asi el plasmido bpS de 2 nucleos. Las dos copias
en tandem del nucleo de 250 bp se aislaron después digiriendo el plasmido bpS-2nucleo con Kpnl/Xbal, y después se
clonaron en el vector sBG, obteniendo sBG2C. Los vectores sBG400 y sBG800 se obtuvieron clonando los 2 productos
de PCR en los sitios sBG Nhel/EcoRV. Los vectores que contienen espaciadores de ADN se obtuvieron amplificando
diferentes tamafios de ADN de fago A usando las siguientes combinaciones de cebadores: espaciadorF1 y
espaciadorR1, espaciadorF1 y espaciadorR2, amplificando el ADN A de 150 bp, 550 bp, respectivamente. Los
fragmentos de PCR digeridos con Clal/EcoRI se unieron en sitios EcoRI/Clal en el plasmido central bpS-1, y los
fragmentos de 400 bp y 800 bp del plasmido central bpS-1 se restringieron con Hincll/Xbal y Xbal/Xhol,
respectivamente, y se clonaron en sitios Nhel/EcoRV de sBG. El virus se produjo por cotransfeccion transitoria de
células 293T vy se tituld en células MEL.

Ejemplo 29
Materiales y métodos - lineas celulares

Las células MEL vy las células 293T se mantuvieron en DMEM (Mediatech, Inc) suplementado con suero bovino fetal
inactivado por calor al 10% (FBS; US Bio-technologies, Inc.) y se diferenciaron como se describe. Las células MEL se
transdujeron para lograr menos del 5% de eficacia de transduccién para cada uno de los vectores probados y clonados.
Aproximadamente 400 clones, derivados de tres transducciones independientes de cada vector, se seleccionaron por
PCR para el gen de la hf3-globina; Se seleccionaron clones positivos para una region de aislador intacta. Los clones
asi identificados se sometieron a qPCR para integrantes individuales, expandidos y criopreservados. Un conjunto
completo de clones fue descongelado, diferenciado y analizado simultdneamente mediante FACS.

Ejemplo 30
Materiales y métodos: transduccion y trasplantes de células madre hematopoyéticas murinas

Se usaron ratones de talasemia Hbbth3/+ para trasplantes. Todos los estudios en animales se realizaron utilizando
protocolos aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales. El enriquecimiento de las células
madre/progenitoras hematopoyéticas de linaje-Sca-1 + c-kit + (LSK) se realizé en la suspension de células individuales
de la médula dsea mediante separacion inmunomagnética y clasificacion FACS (detalles en Materiales y Métodos
suplementarios S1) Las células LSK se transdujeron en Stem Span (Stem Cell Technologies Inc, Vancouver, BC) con
sobrenadantes de vectores concentrados a una MOI de 10, dos veces a intervalos de 12 h como se describid
anteriormente. Se trasplantaron 10.000 células LSK transducidas con células 2x105 LK en receptores de talasemia
irradiados con 10,75Gy. Ensayo de CFU-S: se diseccionaron unidades formadoras de colonias de bazo discretas
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(CFU-S) el dia 12 después del trasplante de células de médula 6sea de ratones primarios 24 semanas después del
trasplante, como se describié anteriormente.

Ejemplo 31
Materiales y métodos - Analisis para la expresion de hB-globina

Se realizaron recuentos sanguineos completos en un Hemavet (Drew Scientific, Inc, Oxford, CT, EE. UU.). El recuento
de reticulocitos se analizé tifiendo 1 yl de sangre completa con 200 pl de reactivo Retic-COUNT (BD Biosciences, CA)
y se enumerd en el FACSCalibur (BD). El analisis cuantitativo de la proteina h-globina en RBC se realiz6 en
hemolizados de sangre mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), como se describié anteriormente,
y el analisis de ARNm cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real usando cebadores y sondas validados especificos
para hp-globina (ABI Biosystems) usando murina a-globina para la normalizacion. El analisis FACS después de la
tincion intracelular para hp-globina se realiz6 como se describié anteriormente.

Ejemplo 32
Materiales y métodos: inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP)

El analisis de chips se realizé en clones MEL como se describe con modificaciones menores. Brevemente, las
muestras de ADN de la entrada y la fraccion de cromatina unida a anticuerpos se analizaron mediante qPCR usando
SYBR green (Applied Biosystems) usando conjuntos de cebadores por triplicado, y los datos se analizaron como se
describié previamente. La relacién de enriquecimiento se determiné calculando la relacién de ADN-ChIP a entrada de
ADN y datos de modificacién de histona normalizados para el control "sin anticuerpos" (IgG) y los cebadores
correspondientes a la region 5' de necdina y la regién promotora, como controles para la cromatina reprimida, para
normalizar la eficacia de la inmunoprecipitacién. Todas las partes de ADN-CHIP a entrada de ADN se calcularon como:
2 [Ct (Entrada) - Ct (ChIP)] dividido por [tasa de dilucion (ChlP)/tasa de dilucion (Entrada)]. Los valores de Ct de todos
los productos de PCR fueron determinados por el software SDS 1.2 (Applied Biosystems). La media y los valores de
SEM se determinaron para la diferencia de veces, y las pruebas t pareadas de dos colas para determinar la
significacion estadistica (p <0,05).

Ejemplo 33
Materiales y analisis de sitio de métodos-integracion

La reaccion en cadena de la polimerasa mediada por ligadura (LM) se realizd segun lo descrito por Modlich et al para
mapear los sitios de integracion usando cebadores y condiciones descritas (Arumugam, Mol Ther 2009, en cita de
prensa).

Ejemplo 34
Materiales y Métodos-Analisis Estadistico

Los vectores se compararon con el vector sBG de la prueba 't "de Student (sin emparejar y con dos colas). ANOVA
(prueba de comparacion multiple de Dunnett) también se realizé entre grupos para comparaciones multiples. Los datos
se expresaron como media + SEM. P <0,05 se considerd significativo.

Ejemplo 35

Los lentivirus auto-inactivadores flanqueados por el elemento de aislador (cHS4) hipersensible de sitio-4 de pollo de
1,2Kb proporcionan una expresion consistente y mejorada de transgenes, pero tienen titulos significativamente mas
bajos

Los lentivirus auto-inactivadores flanqueados por el elemento del aislador (cHS4) hipersensible del sitio 4 de pollo de
1,2Kb proporcionan una expresion de transgenes mejorada y consistente, pero tienen titulos significativamente mas
bajos. El alargamiento del casete transgénico de lentivirus en 1,2Kb adicionales mediante un casete interno no causo
ninguna reduccion adicional en los titulos. Sin embargo, cuando se colocaron secuencias de cHS4 o espaciadores de
ADN inerte de tamario creciente en el LTR 3, los titulos infecciosos disminuyeron proporcionalmente a la longitud del
inserto. La etapa del ciclo de vida del vector afectada por los vectores que portaban el inserto LTR 3' de cHS4 grande
se comparé con un vector de control: no hubo aumento en la transcripcién de lectura completa con la insercién de
cHS4 de 1,2Kb en el LTR 3'. Se produjo una cantidad igual de ARNm viral de longitud completa en células de
empaquetamiento y el ensamblaje/empaquetamiento viral no se vio afectado, lo que resulté en cantidades
comparables de particulas virales intactas producidas por cualquiera de los vectores. Sin embargo, los lentivirus que
portaban cHS4 en el LTR 3' se procesaron ineficazmente después de la entrada en la célula objetivo, con una
transcripcion inversa reducida y una eficacia de integracion, y por lo tanto titulos de transduccién mas bajos. Por lo
tanto, los vectores con grandes inserciones en el LTR 3' se transcriben y empaquetan eficazmente, pero el inserto
LTR dificulta el procesamiento del ARN viral y la transduccién de las células diana. Estos estudios tienen implicaciones
importantes en el disefio vectorial integradores.
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Ejemplo 36
El aumento de la longitud del genoma del vector en 1,2Kb no afecta los titulos virales

Un objetivo del estudio fue determinar si la reduccion de titulos por cHS4 era secundaria a un alargamiento adicional
de los genomas virales en el vector lentiviral h3-LCR (BG) largo por otra parte. Se sabe que los genomas de ARN viral
largos se empaquetan menos eficazmente en la integracion de vectores. La replicacion de gamma retrovirus
competentes elimina las secuencias afiadidas y se recombina para volver a su tamafio viral original. En los vectores
de gamma retrovirus que exceden el tamafio natural del virus, la reduccion en los titulos ocurre en multiples etapas
del ciclo de vida viral: generacién de genoma completo, encapsidacion/liberacion viral y eventos de recombinacion
post-entrada. En particular, los lentivirus de BG contienen insertos transgénicos de ~ 7 Kb y, por lo tanto, no producen
genomas de ARN viral mayores que el tamarfio natural/capacidad de empaquetamiento del virus VIH-1 de tipo natural.
Sin embargo, en los vectores de lentivirus, se ha demostrado que la disminucion de los titulos virales de los insertos
transgénicos de 6 Kb o mas se debe a la reduccion de la eficacia del empaquetamiento.

Los vectores no aislados BG y BGM se compararon recientemente con los vectores aislados analogos BG-l y BGM-
para efectos de posicion. El vector de lentivirus BG lleva el hp y el LCR, mientras que un vector similar BGM lleva
adicionalmente un inserto de ADNc de metilguanina metil transferasa (P140K) dirigido por el promotor PGK (PGK-
MGMT) inversa del hp-LCR. El casete PGK-MGMT tiene un tamafio de 1,2Kb. Los vectores BG-l y BGM-I llevan
ademas el aislador cHS4 de 1,2Kb en el LTR 3'. El virus se produjo y procesé de manera idéntica a partir de los cuatro
vectores y se determinaron los titulos infecciosos, como se describié previamente. Los titulos del vector BG
concentrado fueron 2 + 0,5x108 Ul/mL, mientras que el de BGM, que transportaba un casete interno adicional de 1,2Kb
fue ligeramente mayor a 5 + 0,8x108 Ul/mL (n = 4). Por el contrario, la adicion de cHS4 de 1,2Kb en el LTR 3' al vector
BG, denominado BG-I, dio como resultado una reduccién en los titulos de casi 6 veces a 3,8 £ 0,8x107 Ul/mL. Una
adicién adicional de un casete interno PGK-MGMT de 1,2Kb al vector BG-I, denominado BGM-I, no redujo mas los
titulos (Fig. 20B). Estos datos indican que la insercion de cHS4 en el LTR, y no el tamarfio general del genoma viral,
redujo los titulos virales. Ramezani et al observaron una reduccion de 3 veces en los titulos de lentivirus cuando se
insertd el cHS4 de 1,2Kb en vectores de lentivirus que codifican casetes de expresion transgénica relativamente
pequenos (2Kb de tamafio o menos). Los datos actuales son consistentes con sus resultados, aunque indican una
reduccion de 6-10 veces en los titulos con la adicion de cHS4. También se observd en el presente estudio que la
reduccion en los titulos mediante la insercion de elementos aislantes en el LTR se produjo por un mecanismo distinto
que no dependia del aumento del tamafio del genoma viral.

Ejemplo 37
El tamario del inserto en el LTR 3' es responsable de la reduccién de titulos

Aunque los vectores LV utilizados no excedieron el tamafio natural del virus VIH-1, el tamafio del inserto de cHS4
(1,2Kb) excedio el tamario natural de la LTR de tipo natural (tenga en cuenta que la LTR wt tiene un potenciador de
U3 de 400 bp adicional, que se elimina del LTR 3' auto-inactivador). Se realizé una experimentacion para determinar
si la disminucién de los titulos virales se debi6 al alargamiento del SIN LTR mas alla de su capacidad natural (400 bp),
o si los titulos fueron mas bajos debido a secuencias especificas en el aislador, lo que podria afectar el
plegamiento/unién del ARN viral proteinas celulares y por lo tanto limitan el empaquetado. Se construyeron series de
vectores de p-globina en una cadena principal de lentivirus auto-inactivador, sSIN, que portaba fragmentos de cHS4
de diferente longitud en el LTR 3' (Fig. 15a): los primeros 250 bp del aislador, también llamado nucleo, un fragmento
de cHS4 de 400 bp, que coincide con el tamafio de la delecion del promotor/potenciador U3 en el 3' SIN LTR, y un
fragmento de cHS4 de 800 bp, para generar vectores sBG®, sBG*%, sBG?®, respectivamente. Estos vectores se
compararon con un vector analogo "sin aislar", sBG, y un vector que porta el aislante de 1,2Kb de longitud completa,
sBG-I. Ademas, se clon6 un vector con dos copias del nticleo como repeticiones en tandem (250bpx2), sBG?C. Se ha
demostrado que el nicleo de cHS4 tiene un 50% de actividad de bloqueo potenciador del aislador de longitud completa
(1,2Kb); Se ha demostrado que el efecto del nucleo depende del numero de copias, y se ha informado que las
repeticiones en tandem del nucleo de cHS4 tienen la misma capacidad de aislamiento que el cHS4 de 1,2Kb de
longitud completa.

El virus se generd a partir de plasmidos sBG, sBGC, sBG*%, sBG?®, sBG®*, sBG-| mediante transfecciones transitorias
concurrentes y concentracion, y se titulé mediante citometria de flujo de células de eritroleucemia (MEL) de raton
infectadas con diluciones en serie de los virus, como se describe. Las células MEL apoyan la produccién de globina
de tipo adulto. Cada experimento fue replicado cuatro veces.

Se determiné que a medida que aumentaba el tamafio del inserto de cHS4 en el LTR 3', disminuian los titulos virales
(Fig. 15b). Hubo una reduccion leve, pero estadisticamente significativa, en titulos con insertos de 250 bp y 400 bp.
Sin embargo, los titulos cayeron bruscamente a partir de entonces, proporcionalmente a la longitud del fragmento de
aislador (Fig. 15b). Los titulos del vector con un aislador cHS4 de 1,2Kb de longitud completa, sBG-I fueron un orden
de magnitud menor que el vector de control no aislado, sBG. Es de destacar que el vector sSBG?®, con una repeticion
en tandem de dos secuencias centrales de cHS4 (inserto de 500 bp) tenia titulos similares a sBG8,

Para garantizar que la reduccion en los titulos no se debiera a secuencias especificas de cHS4 sino a un efecto del
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tamario del inserto LTR, se construyeron tres vectores adicionales, sBG*%0-S, sBG8%-S y sBG'200-S, Estos vectores eran
analogos a sBG*%°, sBG® y sBG-I, excepto que contenian elementos espaciadores del ADN del fago A inversa del
nucleo de cHS4 para generar insertos 3 'LTR de 400 bp, 800 bp y 1,2 Kb, respectivamente (Fig. 15a) Las secuencias
centrales de cHS4 se mantuvieron ya que la reduccion en los titulos fue minima (y no se observé en los experimentos
iniciales) con el nucleo; y era importante determinar si las secuencias adicionales inversa del nucleo son necesarias
para una actividad 6ptima del aislador. Los titulos de los vectores que contenian espaciadores de ADN eran idénticos
a los que contenian fragmentos de cHS4 de tamafio similar, y disminuyeron al aumentar el tamafio del fragmento en
el LTR 3' (Fig. 15d). Estos datos muestran que el alargamiento de los 3 'LTR disminuy® los titulos y este efecto no fue
de secuencias especificas en cHS4. Se ha informado que la RT del VIH-1 no es una polimerasa fuertemente procesiva;
se disocia de su plantilla con frecuencia y el ADN viral se sintetiza en segmentos relativamente cortos. Por lo tanto, es
probable que a medida que aumenta el tamafio del inserto en el U3 LTR, haya una procesividad reducida a través del
3'LTR.

Ejemplo 38
La recombinacion ocurre con elementos repetidos en el LTR 3'

Para detectar si se produjeron eventos de recombinacioén en las LTR a partir de la insercion de 2 copias del nucleo o
fragmentos de diferentes tamafios en la LTR, ~ 12-20 clones de células MEL transducidos con toda la serie de vectores
aislados (sBGC, sBG*%, sBG?C, se generaron sBG®° y sBG-1). Todos los clones que tenian una unica copia de provirus
integrado se identificaron usando gPCR, como se describié anteriormente. El nicleo de 250 bp del ADN gendmico de
cada clon se amplificé después, por una PCR estandar. Las secuencias del nlcleo aislante podrian amplificarse a
partir de clones derivados de todos los vectores excepto los derivados de células transducidas con sBG2C. En los
clones MEL sBG?, el nuicleo del aislador era indetectable en 6 de 24 (25%) clones de copia Unica por PCR, lo que
sugiere la delecion de ambas repeticiones en tandem de secuencias centrales de cHS4 en la LTR 5' y 3' del provirus
(Fig. 20D) Para analizar mas a fondo la frecuencia de provirus recombinados, se realizé un analisis de transferencia
Southern genomico en grupos de células MEL transducidas con sBG?C. EI ADN genomico de las poblaciones de
células sBG?C y sBG-I MEL se restringié con una enzima que cortaba dentro de las LTR. La figura 15E muestra las
longitudes esperadas del provirus con el vector sBG?C y el vector sBG-I, usados como control. Mientras que se observo
una banda proviral Unica en las células MEL transducidas con sBG-I, el provirus sBG?C en las células MEL mostro la
pérdida de una o ambas copias de las secuencias centrales de cHS4. De hecho, las bandas provirales que contienen
dos copias intactas del nucleo no se detectaron al nivel de sensibilidad del andlisis de transferencia Southern. Estos
datos muestran que las repeticiones en tandem en sBG2C se recombinan a alta frecuencia. El vector sBG?, por lo
tanto, tenia titulos virales mas bajos de eventos de recombinacién durante la transcripcién inversa, en lugar del tamafo
del inserto LTR. Estos resultados no fueron inesperados, ya que se ha demostrado que los elementos repetidos dentro
de los vectores de gamma retrovirus y lentivirus se recombinan con frecuencia.

Ejemplo 39
Etapas en el ciclo de vida del vector afectado por insertos grandes en el LTR 3'

Se ha demostrado que los genomas virales grandes en los vectores de ARN estan limitados a nivel de
empaquetamiento de ARN. En el presente estudio, no hubo ningin efecto sobre los titulos al aumentar la carga util
del virus en 1,2Kb, pero los titulos disminuyeron al aumentar la longitud del inserto en el LTR. A continuacion, se
explord el mecanismo por el cual esto afectaba a los titulos virales. Se estudiaron las siguientes etapas en el ciclo de
vida viral: 1) caracteristicas del ARN viral producido en las células de empaquetamiento, 2) produccién de particulas
virales, 3) etapas posteriores a la entrada: transcripcion inversa, translocacion nuclear, integracion e integridad proviral.
Para todos estos estudios, el vector con el inserto mas grande, sBG-I, se comparé con el vector sin el aislador, sBG.

Ejemplo 40
La insercién de cHS4 en el LTR 3' no altera la cantidad o la calidad del ARN viral en las células de empaquetamiento

El analisis de transferencia Northern se realizé en ARN derivado de las células de empaquetamiento 293T después
de la transfeccion transitoria con plasmidos sBG, sBG-I, junto con plasmidos de empaquetamiento (D8.9 y VSV-G).
La transferencia se sonde6 con fragmento de HP. La figura 16 muestra transcripciones de ARN viral de intensidad
similar de las longitudes esperadas de los vectores sBG y sBG-I. La sonda no sondeé especificamente el ARN 28S y
18S. Sin embargo, no hubo bandas adicionales aparte del ARN viral de longitud completa de la longitud esperada, lo
que sugiere que no se produjo recombinacién o empalme aberrante con la insercion del aislante. Por lo tanto, el ARN
viral se produjo eficazmente en las células de empaquetamiento, independientemente de la presencia de un inserto
enel LTR.

Ejemplo 41
La insercién de cHS4 en el LTR 3' no aumenta la transcripcion de lectura
Se realizé una experimentacion para determinar si el inserto de cHS4 inverso de la sefial de poliadenilacion viral en el

LTR podria perjudicar la terminacion de la transcripcion del ARN viral. Se ha demostrado que las transcripciones leidas
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estan excluidas de la encapsidacion y pueden disminuir los titulos virales. Aunque la transferencia Northern en la Fig.
16 mostré el tamafo esperado de la banda de ARN viral y no hay transcripciones extrafas, se ha demostrado que la
lectura transcripcional es mucho menor en los vectores de lentivirus, en comparacion con los vectores de gamma
retrovirus, que pueden no ser facilmente detectable a través de una transferencia de Northern. Por lo tanto, se utilizé
un ensayo basado en enzimas sensibles para estudiar la transcripcion de lectura completa.

Las construcciones de plasmidos se clonaron, en las que el LTR de VIH-1 de tipo natural, el LTR 3' de VIH-1 SIN con
o sin el aislador (de los vectores sBG-I o sBG, respectivamente) se colocaron inversa al promotor EF1-a. Se colocé
un casete IRES- cre sin promotor inverso de los LTRs, de modo que la expresién cre solo se produciria a partir de la
lectura transcripcional del LTR. Un plasmido EF1a-IRES-cre sirvié como control positivo. Se transfectaron cantidades
iguales de estos plasmidos en la linea celular indicadora, TE26, que expresa la B-galactosidasa proporcional a la
expresion de cre. Un plasmido GFP se co-transfectd con las construcciones de plasmido de lectura para normalizar la
actividad de B-galactosidasa para la eficacia de la transfeccion. Un plasmido que portaba el receptor del factor de
crecimiento del nervio de rata truncado sirvi6 como control negativo. Se generé una curva estandar que mostré una
correlacion lineal de la cantidad del plasmido IRES-cre de control positivo transfectado en células y la actividad de B-
galactosidasa medida por espectrofotémetro. No se observd un aumento significativo en la actividad de B-
galactosidasa de las construcciones transfectadas que contienen el LTR lentiviral SIN aislado, en comparacién con
los que portal el LTR SIN el aislador cHS4. Los resultados del ensayo de B-galactosidasa fueron idénticos cuando se
confirmaron por tincién con Lac-Z de células TE26 en placas en cubreobjetos. Estos resultados mostraron que la
insercion del elemento cHS4 inverso de la sefial de poliadenilacién viral no aumenté la transcripcion de lectura desde
el LTR.

Ejemplo 42
La produccion de particulas virales que contienen genomas virales no se ve afectada por cHS4

Para determinar si el ARN viral se encapsidaba eficazmente en viriones, se midieron los niveles de p24, la actividad
de la transcriptasa inversa (RT) asociada al virus y los niveles de ARN viral (Figs. 17a-c). El virus se generé de manera
idéntica simultaneamente con los dos vectores, y se concentré6 de manera similar en tres experimentos separados.
Para garantizar la pureza de la preparacion viral y la falta de contaminacién de proteinas o plasmidos, el virus se
sedimentd en un cojin de sacarosa y se sometié a digestion con ADNse para estos experimentos. La falta de
contaminacion del plasmido fue confirmada por un qPCR para el gen de resistencia a la ampicilina, presente en la
cadena principal del plasmido. Los mismos volimenes de preparacion de virus se sometieron después a ELISA p24 y
ensayos de RT asociados a virus; y el ARN viral se extrajo para un analisis de transferencia de puntos. La Figura 17a
muestra que no hubo diferencia en la cantidad de RT asociada a virus entre los dos vectores. Los niveles de p24 en
las preparaciones de virus sBG y sBG-I también fueron similares (Fig. 17b). Para garantizar que los viriones de sBG-
| contenian genomas virales y no eran virus vacios como particulas; el virus se sometié a analisis de transferencia de
puntos de ARN. Las figs. 17c-d muestra uno de los dos experimentos representativos. El ARN viral de sBG y sBG-I se
carg6 por duplicado en 4 diluciones diferentes de p24 (Fig. 17c); y la intensidad de los puntos cuantificados por
fosfoimager (Fig. 17d). Hubo una cantidad similar de ARNm viral encapsidado de cualquier vector. Estos datos
sugieren que la insercion de un fragmento de 1,2Kb en el LTR no afecto la eficacia de empaquetamiento del ARNm
viral o la produccion de particulas virales.

Los resultados actuales con insertos grandes en el LTR contrastan con los de Sutton y sus colegas, donde los vectores
de lentivirus con casetes transgénicos internos alargados se empaquetan de ineficazmente en viriones. Cantidades
iguales de particulas de virus producidas a partir de los vectores sBG y sBG-I, pero titulos significativamente mas
bajos infecciosos/de transduccion sugieren un bloqueo posterior a la entrada de grandes virus portadores de insertos
LTR, lo que resulta en unidades menos integradas.

Ejemplo 43
Grandes inserciones de LTR afectan la transcripcion inversa y la integracion del ADNc viral

Se investigaron las etapas posteriores a la entrada; incluyendo transcripcion inversa, translocacion nuclear, integracion
e integridad proviral. Transcripcion inversa: las etapas de la transcripcion inversa, la ubicacion de los cebadores y las
sondas gPCR vy los productos de ADN viral se resumen en la Figura 18a. La transcripcion inversa se inicia desde el
sitio de union del cebador cerca del extremo 5' del ARN gendmico, y la sintesis de la cadena negativa procede al
extremo 5' del genoma (ADN de parada fuerte de la cadena negativa (-ADNsss)). El -ADNsss recién formado se une
a la region 3'R del genoma (transferencia de la primera cadena), se reanuda la sintesis de ADN de cadena negativa,
acompafiada por la digestion con ARNsa H del molde de ARN viral. Se ha demostrado que la estructura secundaria
del ARN viral en el extremo 3' es un determinante critico para la transferencia de -ADNsss, para que el proceso de
transcripcion inversa sea eficaz. Por lo tanto, es probable que la presencia del aislador/inserto en la region U3 de la
LTR 3' altere la estructura secundaria de la regiéon involucrada en este proceso complejo, resultando en una
disminucion general de la eficacia de la transcripcion inversa.

Para evaluar la eficacia de la transcripcion inversa, las células MEL se infectaron con cantidades iguales de particulas
virales sBG y sBG-I, en base a los niveles de p24, y las células recolectadas en diferentes momentos después de la
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infeccion. La ausencia de contaminacion por plasmidos se confirmé mediante un gPCR para el gen de resistencia a la
ampicilina presente en la cadena principal del plasmido (datos no mostrados). La cinética de la transcripcion inversa
temprana (produccion de ADNsss-) se estudio utilizando cebadores y una sonda que abarca la region R/U5 (Fig. 18b).
Como se esperaba, no se detectaron diferencias en la cinética entre los dos virus, ya que los extremos 5' de sBG o
sBG-I viral ARN eran idénticos. Sin embargo, los datos validaron que qPCR determiné con precision la transcripcion
inversa viral.

Sin embargo, es concebible que cuando RT cambia las plantillas (menos salto de cadena) para transcribir
inversamente la LTR 3, la alteracion de la estructura secundaria por la presencia de un inserto en la regién U3 reduciria
los productos de transcripcion inversa. Se realizaron PCR cuantitativas que amplificaron las regiones U3/R y W para
cuantificar la cantidad de ADNc viral transcrito inverso intermedio y tardio en células infectadas con vectores sBG y
sBG-I, respectivamente (Figs. 18c-d). Se descubridé que la eficacia de RT poco después de la transferencia de la
primera cadena se vio afectada. En particular, los cebadores U3/R amplificaron el ADN viral que se transcribid
inversamente antes de las secuencias del aislante, lo que sugiere que la insercion en el LTR 3' afectd la transcripcion
inversa al alterar o "envenenar" el LTR 3'. De hecho, la ineficacia en la formaciéon de productos RT intermedios fue
similar a la observada con los productos RT tardios. En ambos analisis, el pico de sintesis de ADNc viral se produjo a
las 12 h para el vector sBG no aislado y después disminuy6 gradualmente, segun la integracion del ADNc viral y la
cinética de transcripcion inversa previamente informada. La cantidad de ADN viral del vector aislado sBG-I fue menor
después de la entrada en comparacion con sBG en aproximadamente 2 veces en todos los puntos de tiempo, tan
pronto como 6 horas después de la entrada de células objetivo. Estos datos sugieren fuertemente que la transcripcion
inversa después del salto de cadena negativa fue limitante en el vector sBG-I.

Translocacién nuclear: después de que el ADN viral se sintetiza en el citoplasma, se transloca al nicleo de las células
infectadas, donde se puede encontrar como ADN lineal o ADN circular (circulos 1-LTR y 2-LTR) (Fig. 18a). La forma
lineal se circulariza en los LTR y es el precursor directo del proceso de integracion; Los circulos 1-LTR y 2-LTR, en
cambio, son productos abortivos de recombinacién homdloga y unién de extremos de ADN no homologos,
respectivamente. Sin embargo, los circulos 1LTR y 2LTR estan localizados especificamente en el nicleo y se usan
como un marcador para la translocacion nuclear. La presencia de un inserto en el LTR de los lentivirus puede interferir
posiblemente con la formacion del complejo de preintegracion (PIC) y la translocacion nuclear del ADN viral puede
disminuir los titulos de transduccion. De hecho, se ha demostrado que los complejos PIC se unen a LTR del VIH en el
citoplasma, y son responsables del transporte al nucleo y de la integracion del ADNc en el genoma de las células
infectadas.

Para detectar la translocacién nuclear, se analizé la cantidad de circulos 2-LTR en ambos vectores usando un g°PCR
en el ADN de células MEL infectadas en diferentes puntos de tiempo en células infectadas con sBG versus sBG-I.
Como se muestra en la Figura 19a, las cantidades de circulos 2-LTR no fueron significativamente diferentes entre los
dos vectores en los puntos de tiempo tempranos. Sin embargo, a las 48 h después de la infeccion, el pico en el que
normalmente se detectan los circulos 2-LTR, los circulos 2-LTR fueron 6,7 veces mas altos en las células infectadas
con sBG, pero apenas estaban en el limite de deteccién en las células infectadas con sBG-I. Los puntos de tiempo
posteriores (72 y 96 horas) también se analizaron, pero no se determind ningun retraso en la cinética de la formacion
del circulo 2LTR en los vectores aislados. De hecho, los circulos 2- LTR apenas eran detectables mediante gPCR en
las células infectadas con sBG-l después de 24 horas. Estos datos sugirieron que la translocacion nuclear
probablemente se redujo debido a la presencia del inserto U3 largo.

Integracion: Sin embargo, también es concebible que dos copias de insertos U3 grandes proporcionen una plantilla
para la recombinacién homologa, y la tasa de recombinacion homdloga entre los dos LTR antes de la integracion
aumenta, lo que resulta en mas circulos 1-LTR y circulos 2-LTR reducidos (como se propone en la caricatura de la
Figura 20). Esto disminuiria la cantidad de plantilla disponible para la integracién. Debido a la naturaleza del ADNc
viral transcrito inversamente con un vector aislado y no aislado, los circulos 1LTR no pueden cuantificarse mediante
una técnica basada en PCR. Por lo tanto, se realizé un analisis de transferencia Southern para detectar ADNc viral
lineal, circulos 1-LTR y 2-LTR a las 72 horas después de la infeccién con cantidades iguales de sBG y sBG-I
(cuantificado usando niveles de p24) (Figura 19b). El analisis de transferencia Southern mostré que (i) la forma lineal
de ADNc viral transcrito inversamente, la forma que se integra, era indetectable en el carril sSBG-I a la sensibilidad del
analisis de transferencia Southern, mientras que era facilmente detectable en el carril sBG. (ii) Los circulos 2-LTR
también fueron indetectables en el analisis Southern en el carril sSBG-I, pero detectables en el carril sSBG, corroborando
los datos de qPCR en los circulos 2-LTR. (iii) Sin embargo, una gran cantidad de circulos 1-LTR estaban presentes
en el carril sBG-I, similar en cantidad a los observados en el carril sSBG. Las relaciones relativas de los circulos lineales
1-y 2-LTR en los carriles sBG versus sBG-I sugirieron que hubo una mayor recombinacion homologa del ADN viral de
sBG-I. De hecho, estos datos indicaron que la translocacion nuclear no se vio afectada en gran medida por el inserto
U3. Pero después de que el ADNc transcrito inverso entré al nucleo, se formaron circulos de 1-LTR aumentados, que
representan productos de integracion recombinante abortiva debido al gran inserto de LTR vy, por lo tanto, se redujo la
integracion.

Es concebible que la maquinaria de integracion también se vea directamente afectada por la presencia de secuencias
extrafias en el LTR. Por lo tanto, los virus sBG y sBG-l se empaquetaron usando un plasmido de empaquetamiento
defectuoso con integrasa, de modo que el efecto del aislador sobre la transcripcion inversa, la localizacion nuclear y
la formacion del circulo 1LTR podria estudiarse independientemente de la integracion. Se realizé el mismo analisis
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que con los virus que contienen integrasa activa: una g-PCR para estudiar el producto de transcripcion inversa tardia
(usando cebadores psi), circulos 2LTR y un analisis de transferencia Southern genémico para determinar los circulos
1LTR y otras formas de ADNc viral. Los resultados fueron idénticos a los observados con sBG y sBG-| empaquetados
con integrasa activa (mostrados en la Figura 19b): se observé la misma reduccion en productos de RT tardia y circulos
2LTR mediante qPCR, pero aumenté los circulos 1LTR mediante analisis gendmico Southern (datos no mostrado).
Por lo tanto, las secuencias insertadas en el LTR lentiviral interfirieron principalmente con el proceso de transcripcion
inversa y aumentaron la frecuencia de recombinacién homdloga mediante un mecanismo independiente de la
maquinaria de integrasa.

Finalmente, se analizaron los provirus sBG y sBG-I integrados para determinar la estabilidad de la transmision y la
eficacia de la integracion. El analisis de transferencia Southern en la Fig. 19b muestra el ADN integrado como un frotis,
que es de mayor intensidad en el sBG que el carril sSBG-I. Para confirmar y cuantificar la integracion, las células MEL
se transdujeron con la misma cantidad de niveles de p24 del virus sBG o sBG-I, se cultivaron durante 21 dias y se
realizé un analisis gPCR vy transferencia Southern para comparar la eficacia y estabilidad de la integracion proviral
(Fig. 19c). Hubo 6,2 copias provirales por célula en la poblacion de células sBG MEL mediante gPCR, mientras que
solo se detectaron 0,8 copias provirales en las células sBG-I MEL, una diferencia de 7,8 veces que es consistente con
las diferencias observadas en los titulos de transduccion entre los dos vectores. Después, el ADN se restringié con
Afl-1l, una enzima que corta dentro de las LTR (Fig. 19c¢, panel izquierdo). Segun los titulos de transduccion y gPCR,
la cantidad de provirus sBG-I integrado fue 8 veces menor que la sBG, como lo indica la cuantificacion fosfoimager de
las bandas de transferencia Southern (Fig. 19c). El vector sBG-l no se recombind, como se muestra por la banda
proviral Unica del tamafio esperado. A continuacion, el aislador de longitud completa se detecté mediante PCR en
todos los clones de copia Unica de células MEL transducidas con sBG-I (Fig. 20D). Por lo tanto, el ADNc lineal de
sBG-I1, aunque formado ineficazmente, se integré como un provirus intacto.

La integracion viral reducida global se debio principalmente a una combinacién de transcripcion inversa ineficaz y una
recombinacién homodloga aumentada que dificulta la disponibilidad de ADN proviral para la integracion. Dado que los
aisladores son importantes para generar vectores virales que serian seguros y proporcionarian una expresion
predecible constante, es importante encontrar una solucién al problema de los titulos virales bajos con virus aislados.
Una forma de superar el problema seria flanquear el casete de expresion interno con cHS4 en cada extremo, ya que
un alargamiento adicional del casete interno no disminuyé los titulos. Sin embargo, este enfoque no se intenté porque
se sabe que los elementos repetidos dentro de los retrovirus resultan en recombinacion. Dado que se sabe que el VIH
RT tiene baja procesividad y se disocia con frecuencia de su plantilla, se hizo un intento para aumentar la cantidad de
RT administrada por particula de vector, para evaluar si eso mejoraria la transcripcion inversa de grandes insertos de
LTR. RT se empaqueto en los viriones como proteina de fusion vpr-RT. No se observé un aumento significativo en los
titulos al proporcionar mas RT en el virion. La siguiente etapa fue un intento de aumentar la integrasa (IN) por virién
usando la misma estrategia, y la proteina de fusion RT-IN-vpr empaquetada en el virién. Hubo un ligero aumento en
los titulos que proporcionaron RT-IN en la particula viral, pero la diferencia no fue significativa.

A continuacién, se realizé un andlisis detallado de la funcidén de la estructura del aislador cHS4 de 1,2Kb y se
determinaron secuencias definidas de 650 bp como las secuencias minimas necesarias para un efecto de aislamiento
completo. Los titulos de sBG®®° fueron 3,6x108 Ul/mL, en comparacion con un titulo de 8,2x108 Ul/mL y 9,8x107 Ul/mL
de los vectores sBG y sBG-I (Fig. 20C). Los vectores con el inserto de 650 bp tenian titulos virales muy razonables
(titulos 2,2 veces menores que el vector sBG no aislado, en comparacion con titulos menores de 9-10 veces de sBG-
I) sin pérdida de actividad del aislador.

Finalmente, se determind que los titulos de baja transduccién no se debian a un aumento en el tamafio del provirus,
sino a un aumento en la longitud del LTR 3'. La cantidad y calidad de los genomas de ARN viral producidos no se
vieron afectados y la encapsidacion/empaquetamiento de ARN viral fue comparable en vectores con y sin un inserto
LTR de 1,2Kb. Los titulos virales reducidos se produjeron a partir de las etapas posteriores a la entrada, por la
transcripcion inversa ineficaz, el aumento de la recombinacién homdloga en las LTR del ADN viral, haciendo que haya
menos ADN viral disponible para la integracion. Se realizaron mejoras en el disefio vectorial al incluir insertos de
aislador mas pequenos que contenian elementos esenciales necesarios para una actividad éptima del aislador.

Los estudios actuales tienen implicaciones importantes para el disefio futuro de vectores con insertos dentro de LTR
3', dada la utilidad de elementos aislantes de cromatina, vectores LTR especificos de linaje personalizados o vectores
de doble copia.

Ejemplo 44
Construcciones vectoriales

La clonacién de los vectores BG, BGM, BG-l y BGM-I se ha descrito previamente. Todos los demas vectores se
clonaron en la cadena principal sSIN (detalles proporcionados en Urbinati F, Xia P y Malik P, manuscrito en revision).
Todos los vectores se obtuvieron clonando los diferentes fragmentos de aislador en un Unico sitio Nhe I/EcoR V se
insertd en la region U3 LTR 3' del plasmido vector sSIN LV, que portaba el gen de la beta-globina humana y el sitio
hipersensible 2, 3 y 4 fragmentos, como se describidé previamente. Los fragmentos de aislador se amplificaron por
PCR usando el plasmido aislante pJCI3-1 como plantilla. Todos los amplicones se secuenciaron después de la PCR
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y después de la insercion en el LTR 3'. La clonacion del vector beta-globina no aislado y uno que porta el aislador
cHS4 de 1,2Kb de longitud completa se ha descrito previamente. Brevemente, el fragmento de aislador de 1,2Kb se
obtuvo al digerir el plasmido pJCI3-1 con Xba | y se clond en el sitio de restriccion Nhe I/EcoR V de sBG. Se cloné
sBGC insertando en el vector sBG el fragmento EcoR I/Xba | que contenia el ntcleo de 250 bp del nicleo del plasmido
bpS 1. Este ultimo se obtuvo clonando el producto de PCR aislador de nucleo de 250 bp (usando cebadores Nucleo
IF y Nucleo 1R, como se describe en el presente documento) en sitios de restriccion BamH I/EcoR | de un plasmido
bpS. Después se afiadié una segunda copia del nucleo de 250 bp en el plasmido central bpS 1, clonando en los sitios
EcoR I/Kpn | el producto de PCR (Nucleo 2F y Nucleo 2R), obteniendo el plasmido central bpS 2. Después se aislaron
2 copias en tandem del nucleo de 250 bp para digerir el ultimo plasmido con Kpn I/Xba |, y después se clonaron en el
vector sBG, obteniendo sBG?C. Los vectores sBG*?° y sBG& se obtuvieron clonando los 2 productos de PCR (usando
cebadores InsF e Ins400R y cebadores InsF e Ins800R, respectivamente) en los sitios sBG Nhe I/EcoR V. El vector
sBG650 se obtuvo clonando el fragmento 3' 400 del aislador en sitios EcoRV/BspEl del vector sBG'®. El fragmento 3'
400 se amplificd por PCR a partir del plasmido pJCI3-1 usando los siguientes cebadores: 3' 400 R (BspEl) y 3' 400 F
(EcoRV).

Los vectores que contienen los espaciadores de ADN A se obtuvieron amplificando ADN de fago A de diferente tamafio
usando las siguientes combinaciones de cebadores: espaciadorF1 y espaciadorR1, espaciadorF1 y espaciadorR2 y
espaciadorF1 y espaciadorR3 amplificando fragmentos de ADN A de 150 bp, 550 bp y 950 bp, respectivamente. Los
tres fragmentos de PCR se digirieron con enzimas de restriccion Cla | y EcoR | y se unieron en sitios EcoR I/Cla | en
el plasmido central bpS-1, los fragmentos de 400 bp, 800 bp y 1200 bp se digirieron del plasmido central bpS-1 con
Hincll y Xbal para el fragmento de 400 bp, y con Xba | y Xho | para los dos fragmentos restantes, y clonado en los
sitios de restriccion EcoR V/Nhe | en el vector sBG. Todos los vectores clonados fueron confirmados por
secuenciacion. La lista de todos los cebadores esta disponible en (Fig. 20E).

Ejemplo 45
Lineas celulares

La linea de células de eritroleucemia murina (MEL) y las células 293T se mantuvieron en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Mediatech, Inc) suplementado con suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor al 10% (US Bio-
technologies, Inc.). Se indujo a las células MEL a diferenciarse en DMEM que contenia 20% de FBS y 5 mM de N,N'-
hexametilen bisacetamida (Sigma), como se describid previamente. Para derivar clones integrales individuales, las
células MEL transducidas se clonaron y los clones se seleccionaron por secuencias de (3-globina mediante PCR para
identificar los clones transducidos. Los clones de copia Unica se identificaron mediante gPCR para los y-secuencias
lentivirales, y se realizé una PCR para las secuencias centrales de cHS4 en los clones integrantes individuales para
confirmar la presencia de secuencias del aislador en el provirus.

Ejemplo 46
Tincion de HbA y analisis FACS

La tincién usando el anticuerpo anti-HbA humano fue como se describié previamente. Brevemente, las células se
fijaron en paraformaldehido al 4% durante 60 minutos a temperatura ambiente, se lavaron una vez con solucién salina
tamponada con fosfato (BPS) y el sedimento se resuspendié en metanol al 100% durante 5 minutos. Las células fijadas
se lavaron después con BPS, y se bloqued la unién de anticuerpos inespecificos (Ab) usando leche en polvo sin grasa
al 5% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se lavaron en BPS, se granularon y se
permeabilizaron. Las células se dividieron en 2 tubos y se tifieron con isotiocianato de globina-fluoresceina anti-Zeta
(FITC) (1 ug/108 células) como control negativo o anti-HbA-FITC (0,1 ug/108 células) (Perkin Elmer) durante 30 minutos
a temperatura ambiente en la oscuridad. El Ab sin unir se elimind mediante un lavado final con BPS antes de
analizarlos en FACS Calibur (Becton Dickinson).

Ejemplo 47
Produccioén de virus

El virus se produjo por cotransfeccion transitoria de células 293T, como se describié previamente, usando los
plasmidos del vector, el empaquetado (A8.9 o A8.2 para la integrasa activa o inactiva, respectivamente) y los plasmidos
de la envoltura VSV-G; el sobrenadante que contenia virus se recogio a las 60 horas después de la transfeccion y se
concentrd por ultracentrifugacion. Todos los vectores en un experimento fueron empaquetados simultaneamente. El
virus se traté con ADNsa y/o Dpnl para eliminar la contaminacion del ADN plasmidico y se coloco en capas sobre un
colchon de sacarosa al 20% para obtener particulas virales purificadas para experimentos especificos sobre el ciclo
de vida del vector indicado en los resultados. El virus se concentr6 1400 veces de todos los sobrenadantes virales
después de la ultracentrifugacion a 25.000 rpm durante 90 minutos. Los titulos virales se determinaron infectando
células de eritroleucemia de raton (MEL) con diluciones en serie de virus concentrado, diferenciando y analizando la
expresion de HbA mediante un escaner clasificador de células activado por fluorescencia (FACS).
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Ejemplo 48
Transferencia Northern

El ARN total se extrajo de células 293T usando ARN-STAT (Tel-Test, INC, Texas), 72 horas después de la
transfeccion. La transferencia de Northern se realizé segun el protocolo estandar. La transferencia se hibridé con una
sonda de B-globina marcada con 32-P.

Ejemplo 49
Transferencia de puntos de ARN

El ARN viral se extrajo de los mismos volumenes de virus concentrados utilizando el Mini Kit de ARN Viral QlAamp
(Qiagen, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, el virus se lis6 en condiciones
altamente desnaturalizantes y después se uni6é a una membrana a base de gel de silice. Dos etapas de lavado lavaron
eficazmente los contaminantes y el v-ARN se eluy6 en 30 ul de DEPC-H20. Después de la elucion, el ARN viral se
traté durante 20 min. a temperatura ambiente con amplificacion de ADNsa | (Invitrogen). La ADNsa se inactivod
incubando la muestra a 65°. EI ARN viral se desnaturalizé después en 3 volumenes de tampdn de desnaturalizacion
(65% de formamida, 8% de formaldehido, MOPS IX) durante 15 minutos a 65°. Después de la desnaturalizacion, se
afnadieron 2 volumenes de 20XSSC helado y el ARN se unié a una membrana de nylon por aspiracion a través de un
aparato de transferencia de puntos. La transferencia se hibridé con una sonda especifica de 3-globina marcada con
32_P y se expuso una pelicula durante la noche. La cuantificacion de los puntos se realizé con un fosfoimager (Biorad,
Hercules, CA).

Ejemplo 50
Ensayo de transcriptasa inversa

El virus concentrado (1 yL) y las diluciones en serie (1:10, 1;100, 1:1000) se lisaron y procesaron siguiendo el "ensayo
de transcriptasa inversa (RT), protocolo (Roche) del Kit colorimétrico". Brevemente, las particulas virales concentradas
se lisaron con tampodn de lisis y se transcribié inversamente el ARN viral usando digoxigenina y nucleétidos marcados
con biotina. La deteccion y cuantificacion del ADN sintetizado como parametro de actividad de RT siguié un protocolo
ELISA en sandwich: el ADN marcado con biotina se unié a la superficie de los médulos de microplaca que fueron
recubiertos previamente con estreptavidina. En la siguiente etapa, un anticuerpo contra digoxigenina, conjugado con
peroxidasa (anti-DIG-POD), se uni6 al ADN marcado con digoxigenina. En la etapa final, se afiadié el sustrato de
peroxidasa ABTS, que dio como resultado un producto de reaccién coloreado que se cuantificé usando un lector ELISA
a una longitud de onda de 405 nm. La cantidad de producto coloreado se correlacioné directamente con el nivel de
actividad de RT en la muestra.

Ejemplo 51
Ensayo P24

La concentracion de antigeno P24 se determind mediante el kit EIA de antigeno p24 VIH-1 (Beckman Coulter).
Brevemente, el virus diluido en serie se lisé y se incubd en micropocillos recubiertos con antigeno p24, y se lavo
siguiendo el protocolo del fabricante. La absorbancia del color se midié usando un espectrofotdmetro a una longitud
de onda de 450 nm. El ensayo de p24 se realiz6 por duplicado.

Ejemplo 52
Transferencia Southern

Para analizar la integridad del provirus, infectamos las células MEL, las expandimos durante 21 dias y extrajimos el
ADN con el Mini kit de Qiagen Sangre y Cultivo celular de ADN (Qiagen). Se digirieron 10 ug de ADN con Afl I, una
enzima que corta las LTR. Para determinar la presencia de ADN lineal viral, se extrajo ADN gendémico 72 h después
de la infeccién de las células MEL y se restringié con Stu |, una enzima que corta dos veces dentro del provirus. El
ADN se separd en un gel de agarosa al 0,8%, se transfirié a una membrana de nylon y se sonde6 durante la noche
con un fragmento de B-globina.

Ejemplo 53
PCR en tiempo real para productos RT y circulo 2LTR

Se uso6 la misma cantidad de p24 para transducir células MEL con vectores sBG y sBG-l, en medios DMEM, en
presencia de 8 pug/ml de polibreno. Las células se cosecharon en diferentes puntos de tiempo (0,5 h, 3h, 6 h, 8 h, 12
h, 24 h, 48 h, 72 h) y se extrajo el ADN usando el Mini kit de Qiagen Sangre y Cultivo celular de ADN (Qiagen). EI ADN
gendmico (50 ng) de una copia unica del clon MEL (confirmado por Southern para un solo integrante) se diluyé con
ADN no transducido para generar estandares de numero de copias (1-0,016 copias/célula). Los cebadores y la sonda
para el producto RT se disefiaron utilizando el software Primer Express de Applied Biosystems, Foster City, CA. Los
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cebadores y la secuencia de la sonda para los primeros productos de RT (R/U5) ensayo gPCR son: cebador directo
5'-GAACCCACTGCTTAAGCCTCAA-3 ', cebador inverso: 5-ACAGACGGGCACACAC- TACTTG-3' La reacciéon se
realizd con la sonda TagMan MGB: 5 «-AAAGCTTGCCTTGAGTGC-3». Los cebadores y la secuencia de la sonda
para productos RT intermedios (U3/R) ensayo gPCR son: cebador directo 5'-CCCAGGCTCAGATCT- GGTCTAA-3 ',
cebador inverso: 5-TGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTT-3' La reaccion se llevd a cabo con la sonda TagMan MGB:
5 «-AGACCCAGTACAAGCAAAAAGCAGACCGG-3». Para el ensayo tardio del producto RT (psi), los cebadores se
disefaron para reconocer la region W del provirus: cebador directo: 5~ACCTGAAAGCGAAAGGCAAAC-3 ', cebador
inverso: 5'-AGAAGGAGAGAGATGGGTGCG-3'. La reaccion se llevd a cabo con TagMan Probe: 5-AGCTCTCTC-
GACGCAGGACTCGGC-3' con colorante TAMRA como inactivador. La normalizacion para la carga se llevé a cabo
utilizando controles del gen apoB de ratdn. Las condiciones de ciclismo fueron 2 minutos a 50 °C y 10 minutos a 95
°C, después 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. Los cebadores y la sonda para el
circulo 2LTR fueron como se describié anteriormente. La mezcla de PCR se termociclé segun el protocolo del
termociclador para placas de 96 pocillos en la unidad base del sistema de PCR en tiempo real 7900HT de Applied
Biosystems.

Ejemplo 54
Generalmente

La anemia de células falciformes (SCA) resulta de una mutacion puntual en el gen de la globina (B S), lo que resulta
en hemoglobina falciforme (HbS). La HbS se polimeriza tras la desoxigenacion, lo que produce RBCs en forma de hoz
que ocluyen la microvasculatura. Los pacientes con SCA tienen oclusiones vasculares agudas intermitentes y dafio
organico acumulativo, lo que reduce la vida util de 42 a 58,5 afios. Ademas de la hoz, existe una hemolisis excesiva y
un estado de inflamacién crénica. Los pacientes con SCA representan aproximadamente 75.000 hospitalizaciones por
afo, lo que resulta en un gasto anual estimado de $ 1,2 mil millones de ddlares solo en los Estados Unidos. A nivel
mundial, SCA es el segundo después de la talasemia en la incidencia de trastornos monogénicos, con mas de 200.000
nifios nacidos anualmente en Africa.

Las terapias actuales incluyen atencion de apoyo para la anemia falciforme episédica, transfusiones crénicas con
quelacion de hierro e hidroxiurea para inducir la hemoglobina fetal (HbF). Estas terapias afectan la morbilidad de la
enfermedad, pero su efectividad es variable y depende del cumplimiento de un régimen de tratamiento indefinido. Un
trasplante de células madre hematopoyéticas (HSC) alogénicas compatible es curativo, pero esta restringido por la
disponibilidad de donantes 5 relacionados compatibles y tiene posibles complicaciones graves. Un meta-analisis de
187 trasplantes de SCA muestra un 6% a 7% de mortalidad por peritrasplante relacionada con el acondicionamiento,
un 7% a 10% de rechazo agudo y un 13% a 20% de enfermedad cronica de injerto contra huésped (EICH) en
receptores.

La terapia génica de HSC autélogas seguida de trasplante podria resultar en una cura Unica, evitar consecuencias
inmunoldgicas adversas y no estar limitada por la disponibilidad de donantes; También puede no requerir regimenes
de acondicionamiento mieloablativo y, por lo tanto, tener menor toxicidad. Se desconoce la cantidad de HbF/globina
anti-falciforme requerida para corregir SCA a través de un transgén.

La expresion de HbF postnatalmente puede ser terapéutica, como lo demuestra el efecto protector de HbF en los
RBCs falciformes neonatales y en pacientes con persistencia hereditaria de HbF y SCA. Se desconoce la proporcion
de HSC genéticamente corregidas, la cantidad de HbF expresada exégenamente y la proporcion de células F que
corregiran la fisiopatologia. Se ha demostrado la correccion completa de la talasemia humana mayor in vitro y en
ratones xenoinjertados in vivo, con un vector lentivirus que lleva el gen de la 3-globina y los elementos de la region de
control del locus (LCR). En este informe, este vector de lentivirus de B-globina se modificé para codificar exones de y-
globina y se transdujeron HSCs falciformes murina. La correccion funcional se caracterizé6 primero, con una
cuantificacion cuidadosa y detallada de la anemia falciforme, la vida media y la capacidad de deformacion de los RBC,
con trasplantes de falciformes a normales y una alta produccion de HbF para definir los parametros de correccion.
Después, usando acondicionamiento de intensidad reducida y variando el porcentaje de HSC transducidas, los
trasplantes se realizaron en ratones falciformes con dafio organico significativo y demostraron las partes de (1) HSC
genéticamente corregidos, (2) HbF y (3) células F, y (4) porcentaje de células HbF/F requerido para la correccion de
los RBC falciformes y la mejora del dafio organico en SCA.

Ejemplo 55
Vector

Se ha demostrado que un gen hibrido de B-y-globina que porta el vector lentiviral, I8H B/y W, 11 expresa ARNm de y-
globina alta en las células eritroides que expresan globinas "adultas". Todas las secuencias de codificacién de -
globina se cambiaron a y-globina usando mutagénesis dirigida al sitio y el gen hibrido de y-B-globina, y los elementos
LCR se clonaron en orientacion inversa a la unidad de transcripcion viral para generar el vector lentiviral sGbG. El
virus se hizo con cotransfeccion de células 293T.
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Ejemplo 56
Enriquecimiento de HSC murino

Se recolectdé médula dsea de ratones falciformes BERK de 6 a 20 semanas de edad y se agoto el linaje con anticuerpos
biotinilados CD5, CD8, B220, Mac-1, CD11b, Gr-1 y TER-119 y granulos magnéticos. Las células libres de granulos
se tifieron con anticuerpos contra Sca-1, c-kit. Las células que eran 7-AAD", Linaje’, c-kit * después Sca-1* (células
LSK) se clasificaron en FACS-Vantage (BDBiosciences). Todos los experimentos con ratones falciformes transgénicos
Berkeley y ratones C57/BL6 se realizaron segun los protocolos aprobados por el Centro Médico del Hospital Infantil
de Cincinnati.

Ejemplo 57
Transferencia génica y trasplante de médula désea

Los trasplantes mieloablativos se realizaron a partir de ratones BERK3C57BI/6 debido a la facilidad del trasplante y la
disponibilidad inmediata de los receptores normales (9,5 *- 0,6 semanas de edad) después de la radiacion de 11,75
Gy. Los experimentos de control de radiacidon mostraron que los ratones BERK que recibieron radiacion de 8 a 9 Gy
sobrevivieron sin recibir células LSK; y la dosis letal fue menor que en ratones C57BI/6. Los ratones BERK que
recibieron mas de 10,5 Gy murieron cuando no se administraron células LSK; los que recibieron rescate de LSK
sobrevivieron a largo plazo. Los ratones BERK son dificiles de reproducir en grandes cantidades en un momento dado,
por lo tanto, 2 ratones/nivel de dosis de radiacion determinarian la dosis subletal. Todos los receptores de BERK (12,9
*- 0,4 semanas de edad) recibieron 3 transfusiones de RBC de peritrasplante (dias 1-7). La patologia de los 6rganos
en receptores BERK 1 afio después del trasplante se comparé con ratones BERK de 12 semanas de edad que no se
sometieron a un trasplante. La radiacion fue mayor que la dosis clasica de radiacion de intensidad reducida de 4 Gy
para permitir un alto grado de quimerismo HSC del donante. Se usé un intervalo de MOI para variar la proporcion de
HSC de donantes transducidos en el injerto. Las células LSK se estimularon previamente durante la noche y se
transdujeron dos veces a un MOI de 30 para los trasplantes BERK3C57BL/6 y MOI de 30 a 100 para los trasplantes
BERK—BERK durante 22 a 24 horas; 10.000 a 24.000 células LSK y células LK no transducidas se cotrasplantaron
en ratones receptores C57BL/6 o BERK.

Ejemplo 58
Analisis de nimero de copia

El analisis del numero de copias se realizé en el ADN genémico mediante reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real utilizando cebadores y sondas descritos anteriormente.

Ejemplo 59
Analisis hematolégico

El analisis hematoldgico se obtuvo en Hemavet 950FS (Drew Scientific) bajo la configuracion de ratén. El analisis de
reticulocitos se realizé de la siguiente manera: se mezclaron 0,1 pl de sangre y 200 ul de reactivo BD Retic-COUNT
(Becton Dickinson), se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y se analizaron mediante clasificacion
celular activada por fluorescencia (FACS).

Ejemplo 60
Analisis de hemoglobina

La electroforesis de hemoglobina se realizdé en placas de acetato de celulosa, como se describié anteriormente. La
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de intercambio idnico se realizdé con una maquina Alliance 2690 HPLC
(Waters) usando una columna PolyCATA (articulo no. 3.54CT0510; Poly LC Inc).

Ejemplo 61
Analisis funcional de glébulos rojos

Las células falciformes irreversibles (ISCs) se enumeraron anotando 500 glébulos rojos en campos consecutivos. La
desoxigenacion gradual se realizd mediante tonometria. La capacidad de deformacion de los globulos rojos se
determiné usando un analizador de células rotacionales Opticas asistido por laser (LORCA; RR Mechatronics).

Ejemplo 62
Vida media de los RBC

Los ratones fueron inyectados con 3 mg de biotina Sulfo-NHS (Sigma) en 300 yL de BPS como 2 inyecciones
separadas con 1 hora de diferencia; se extrajeron de 2 a 5 yL de sangre en tiempos de serie, y se tifieron con
estreptavidina conjugada con APC-Cy7.
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Ejemplo 63
Histologia

Se recogieron bazo, higado, huesos, cerebro y rifién y se colocaron en 5 ml de formalina al 10%. Los bloques de
parafina se seccionaron y se tifieron con hematoxilina y eosina.

Ejemplo 64
HbF alta después de terapia génica y trasplante mieloablativo corrige SCA

El vector sGPG transporta exones de y-globina y regiones no codificantes y reguladoras de B-globina. Sobre la base
de un vector sBG previamente estudiado, que expresa altos niveles de -globina humana, se trasplantaron células
LSK transducidas con 13 sGPG de ratones falciformes Berkeley (BERK) en ratones C57BI/6J normales irradiados
letalmente (mieloablados) (denominados ratones sGPG). Las transducciones simuladas en células LSK de BERK del
mismo grupo de médula 6sea seguido de trasplante dieron como resultado ratones con SCA. La mayoria de los RBCs
en ratones sG°G expresaron HbF. Solo los ratones sG°G con RBCs donantes al 100% (HbS*), sin evidencia de
hemoglobina murina receptora residual mediante electroforesis y HPLC, se analizaron para analisis hematoldgicos,
funcionales y patoldgicos. Los ratones sGPG con una pequefia parte de RBCs murinos receptores se usaron solo para
evaluar la copia de HbF/vector y la frecuencia de HSC transducidas. El porcentaje de HbF (HbF/HbS+HbF) en sangre,
cuantificado mediante FACS, fue aproximadamente del 40% en ratones primarios seguidos durante 6 meses y en
receptores secundarios seguidos durante 7,5 meses (Figura 21A). Dos tercios de los RBCs eran células F; su
proporcion también fue estable en receptores primarios y secundarios (Figura 21B). La proporcion de células F y
copias de vectores se correlacioné con HbF (Figura 21C-D). Tomados en conjunto, estos datos muestran una
expresion significativa de HbF del vector sGPG en la mayoria de los RBC con expresion estable a largo plazo.

Ejemplo 65
Los altos niveles de HbF dan como resultado una correccion hematoldgica sostenida

La Figura 21E muestra la mejora de los parametros hematoldgicos en ratones sGPG. La proporcion de reticulocitos
disminuy6 de aproximadamente 50% en ratones control a aproximadamente 15% en ratones sG°G (P <,005; Figura
22A). Hubo correccién de la anemia a las 12 semanas, que persistio durante todo el periodo posterior al trasplante
(Figura 22B-C)}.

Los recuentos altos de glébulos blancos (WBC) en humanos con ratones SCA y BERK reflejan la inflamacion basal
en esta enfermedad. EI WBC volvio a los niveles normales en ratones sGG (Figura 22D; Figura 21E).

En particular, los recuentos de leucocitos fueron mas bajos en los ratones control en comparacion con los ratones
BERK que no se sometieron a un trasplante, probablemente porque en el primero, las HSC falciformes se trasplantaron
a un fondo C57/BL6 "no inflamado" normal. De hecho, 6 semanas después del trasplante, los recuentos de leucocitos
en el grupo de ratones control fueron casi normales, después aumentaron gradualmente a niveles altos observados
en SCA (Figura 22D). En general, los parametros hematoldégicos mostraron una marcada mejoria a niveles casi
normales, y la mejora fue estable durante un periodo prolongado periodo en ratones sGbG primarios y secundarios.
El grado de correccion se correlaciond con la proporcion de células F (Figura 22E-H) y HbF (datos no mostrados). Los
altos niveles de HbF mejoran los parametros funcionales de los RBCs en ratones falciformes. (1) Falciformacion: las
células falciformes irreversibles (ISCs) se redujeron significativamente a 2,3% mas o menos 0,7% en ratones sG°G,
en comparacion con el 12% mas o menos 0,8% en controles BERK y 10,2% mas o menos 0,3% en ratones control
(Figura 23A-B). La desoxigenacion de la sangre de un ratéon sGPG representativo muestra una reduccion drastica de
la falciformacion (Figura 23C). Una cuantificacion sistematica mostré una marcada disminucion en la parte de RBCs
falciformes en ratones sGPG con hipoxia creciente (Figura 23D). (2) Capacidad de deformacion de la membrana de
los RBCs: los RBC normales se deforman facilmente a bajo esfuerzo de cizalla (3 Pascales [Pa]), representativo del
esfuerzo de cizalla en vasos pequefios. Los RBCs falciformes tienen membranas relativamente rigidas con una
capacidad de deformacién notablemente reducida incluso con un alto esfuerzo de cizalla (28 Pa; representativo del
esfuerzo de cizalla en vasos grandes). Hubo una capacidad de deformacion notablemente mejorada de los glébulos
rojos de los ratones sGPG, aungue no alcanzé niveles normales (Figura 23E). Esto puede reflejar la parte de RBCs
falciformes circulantes que no contenian HbF. (3) Supervivencia de RBC: la supervivencia de los RBCs falciformes
humanos es un orden de magnitud menor que los RBCs normales. Se midié el tiempo hasta la reduccion del 50%
(vida media) en los ratones falciformes sGPG y control/BERK. La supervivencia general de los RBCs de sG°G mejoro
notablemente, con una reduccion del tieRBCs globulos rojos de los ratones sG’G en comparacion con los ratones
BERK o control (Figura 23F). (4) Hemodlisis de RBC: la hemdlisis de los RBC detectada midiendo la lactato
deshidrogenasa (LDH) en sangre se redujo de 2706 mas o menos 148 mg/dL en ratones control a 1286 mas o menos
345 mg/ml en ratones sGPG (n=5; P <,004).
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Ejemplo 66
Los altos niveles de HbF previenen el dafio crénico de érganos asociado con SCA

La médula 6sea, el bazo, el higado y los rifiones a las 24 semanas mostraron una prevencion completa de la patologia
organica. Hubo una reduccion de la hiperplasia eritroide en la médula 6sea y el bazo, disminucion del tamafio del bazo
y la preservacion de la arquitectura folicular esplénica, en comparacion con la arquitectura folicular obliterada de la
hiperplasia eritroide severa en ratones control. La atrofia tubular focal y el infarto glomerular segmentario observados
en ratones control estaban ausentes en los rifiones de ratones sG°G. Los infartos y la hematopoyesis extramedular
observados en higados de ratones control estaban ausentes en higados de ratones sG°G (la Fig. 23G resume los
datos en todos los grupos de ratones). En general, excepto por una hiperplasia eritroide leve, no se observé patologia
organica en los ratones sG°G.

Ejemplo 67
La alta expresiéon de HbF mejora la supervivencia de los ratones falciformes.

La vida util de los ratones falciformes BERK se reduce significativamente, como en humanos con SCA antes del
tratamiento moderno. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier mostraron una supervivencia del 100% de los
ratones sGPG a las 24 semanas, en contraste con la supervivencia del 20% en ratones control (n=14, P <,001).

Ejemplo 68
Parametros minimos requeridos de correccién de SCA

El acondicionamiento mieloablativo permite la repoblacion no competitiva de HSC de donantes con correccién génica,
lo que da como resultado un alto injerto de HSC modificado por un transgén y una expresion transgénica. Se planted
la hipotesis de que los altos niveles de expresion de y-globina logrados por el acondicionamiento mieloablativo pueden
no ser necesarios para la correccion y, de ser asi, reducirian la morbilidad relacionada con el trasplante.

El trasplante de intensidad reducida se logro trasplantando células LSK DE BERK modificadas por genes en ratones
BERK irradiados de forma letal, pero con dosis de radiaciéon significativamente altas. La proporcion de HSC
transducidas y copia/célula de vector en el injerto se varid transduciendo células LSK con un intervalo de MOI (30-
100). Como la vida media de los RBCs de BERK era de 1,5 a 2 dias (Figura 24G-H), los ratones se transfundieron en
el periodo de peritrasplante y se analizaron después de 12 semanas. Se llevaron a cabo tres experimentos en serie
con ratones seguidos durante 1 afio. Los ratones sG"G se analizaron separandolos en 3 grupos segun el porcentaje
de HbF a las 18 semanas: HbF = 0% (control, n=4), HbF inferior al 10% (denominado sG*G<10; n=17) y HbF de 10%
o mas (denominado sGPG=10; n=9); (Figura 24A). Se selecciond el punto de corte al 10% de HbF, ya que parecia ser
un nivel umbral de HbF que reflejaba la correccién de la enfermedad: los ratones sG®G 10 mostraron una mayor
mortalidad y una correccién hematoldgica inconsistente, en comparacion con sG°G210 que se describe en el parrafo
siguiente. Los numeros de ratones en los grupos cambiaron con el tiempo principalmente debido al aumento de la
mortalidad relacionada con SCA en ratones sin/bajo HbF. El grupo de ratones sGbG>10 tenia 16% (+ 1,2%), 17% (+
1,8%) y 21% (+ 2,3%) HbF, mientras que el grupo de ratones sG*G<10 tenia 5% (+1,4%), 4% (+0,6%) y 4% (+0,5%)
de HbF a las 12, 18 y 24 semanas, respectivamente, que fue estable hasta 1 afio (Figura 24B). La repoblacion de
células F fue significativamente mayor en ratones sG°G=10 (65%%14%) en comparacion con los ratones sG*G<10
(30%29,4%; (Figura 24C). Los ratones sGP®210 tenian 2 a 2,5 copias de vectores/célula, mientras que los ratones
sGPG<10 tenian 1,4 copias/célula (Figura 24D).

Ejemplo 69
La mejora hematolégica se produjo con trasplantes de intensidad reducida

Los parametros hematoldgicos se estabilizaron a las 18 semanas, debido a los globulos rojos transfundidos
persistentes en el periodo inicial de postrasplante. Hubo una mejora significativa en los parametros hematoldgicos en
el grupo de ratones sG*G=10 (Figura 23G), en contraste con una mejora pequefia e inconsistente en los ratones
sGPG<10.

Ejemplo 70
La mejora en la funcion de los glébulos rojos ocurre con trasplantes de intensidad reducida

Falciformacion: Hubo una reduccion muy significativa en ISCs en ratones sG?G210 (P <,005) y una pequefia pero
significativa reduccion en ISCs en ratones sG*G<10 en comparacion con los controles control/BERK (P <,05, Figura
24E). Los RBCs de los ratones sG°G>10 mostraron una reduccion de la falciformacion cuando se exponen a hipoxia
graduada, en comparacion con los RBCs de los ratones sG®G<10 o control/BERK (n=20, P <,01; Figura 24F). En
contraste, no hubo diferencias significativas en la falciformacion entre los ratones sG*G<10 y los control/BERK. (2)
Capacidad de deformacién de la membrana RBC: Sorprendentemente, a pesar de un grado similar de falciformacion
con hipoxia en los RBCs de los ratones sG’G<10 y los ratones control/BERK, hubo una ligera mejora en la capacidad
de deformacion de los RBC en los ratones sG”G<10. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente
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significativas de los ratones control/BERK debido a la alta variaciéon (Figura 24G). En contraste, hubo una mejora
significativa consistente en la capacidad de deformacion de los globulos rojos en ratones sG*G=10 (P <,001, Figura
24H). El patron de capacidad de deformacion sugirio un mejor flujo de glébulos rojos a través de grandes vasos y
microvasos. (3) Supervivencia de RBC: la semivida de los ratones BERK fue de 1,5 dias. Los RBCs de los ratones
sG"G con 1%, 3% y 7% de HbF tuvieron una vida media ligeramente mayor (2 dias). Dos ratones sG°G con 18% de
HbF mostraron una vida media de RBC de 6 dias, un aumento de 4 veces, similar al observado en ratones que
portaban 40% de HbF en el modelo de trasplante mieloablativo.

Tomados en conjunto, el vector sGPG resulté en una correccion hematologica y funcional significativa y consistente de
SCA, cuando la produccién de HbF excedi6 el 10% de la hemoglobina total. En particular, la mejora en el fenotipo fue
comparable con la lograda con el acondicionamiento mieloablativo.

Ejemplo 71
Mejora notable en la patologia de los 6rganos cuando las concentraciones de HbF superan el 10%

Una caracteristica unica de este modelo de trasplante BERK—BERK fue la presencia de una importante patologia
falciforme en los receptores en el momento del trasplante (determinado usando controles BERK de edad comparable
a los ratones receptores cuando se sometieron al trasplante). Por lo tanto, se podria evaluar el potencial de reversion
de la patologia de los 6rganos después de la terapia génica. La patologia de los 6érganos en los ratones supervivientes
aproximadamente 50 semanas después del trasplante se compard con los ratones BERK de 3 meses que no se
sometieron a un trasplante (Figura 25A; Figura 25C). El grupo de ratones sG*G<10 mostr6 una ligera mejoria en la
patologia de los érganos: hubo una ligera reduccion en el peso del bazo (717 + 162 mg en sG*G<10 frente a 870 + 71
mg en ratones BERK/control; P valor, NS) La médula ésea y el bazo mostraron hiperplasia eritroide moderada a
severa; los higados tenian infartos y hematopoyesis extramedular; y los rifiones mostraron ocasionales lesiones
segmentarias focales, atrofia tubular focal y congestion vascular (Fig. 25D). En contraste, se observé una reversion
dramatica de la patologia de los 6rganos en ratones sG”G=10: hubo una reduccion del 50% en el peso del bazo a 363
mas o menos 85 mg, preservacion de los foliculos esplénicos e hiperplasia eritroide leve en la médula 6sea y el bazo.
Sorprendentemente, no se detectaron infartos de higado ni patologia renal, excepto en un ratén con un solo foco de
atrofia tubular focal. En general, los ratones sG*G=10 mostraron correccion de la patologia de los érganos. La falta de
patologia de los 6rganos en ratones sGPG a los 15 meses de edad en comparacion con los controles BERK de 3
meses de edad demuestra que la terapia génica con el vector sG®G en un entorno de trasplante de intensidad reducida
previene cualquier dafio de los 6rganos adicional, y la existencia del dafio a los érganos al momento del trasplante
probablemente se revierte de la regeneracion.

Ejemplo 72
Supervivencia

Hubo una mejora significativa en la supervivencia general en los ratones sG*G=10 en comparacion con los ratones
sGPG<10 o control (Figura 25B; P <,05). De hecho, a las 24 semanas, la supervivencia de los ratones sG*G210 fue
comparable con la supervivencia en ratones con aproximadamente 40% de HbF en el modelo de trasplante
mieloablativo que se siguidé durante 24 semanas. Hubo alguna mejora en la supervivencia temprana en ratones
sGPG<10 en comparacion con ratones control (P <,05). Sin embargo, en 1 afio, no hubo diferencia en la supervivencia
de los ratones sG”G<10 sobre los ratones control.

Ejemplo 73
Las células F y las células HbF/F son criticas para mejorar la supervivencia de los RBC y la correccién de SCA

Usando el marcado de la superficie de biotina y la tincién intracelular de HbF, se estudio la supervivencia de las células
F y las células no F en el mismo animal, lo que permitié la cuantificacion de las células HbF/F necesarias para mejorar
la supervivencia de los RBC falciformes y la capacidad de deformacién Las células F mostraron una supervivencia
prolongada selectiva, como se anticipo (Figura 26A). El promedio de células 20 HbF/F en ratones sG"G en el modelo
BERK3C57BI/6 fue del 64% (en estos ratones, HbF fue del 41%+5%, las células F fueron del 64%+6%). En el modelo
de trasplante de intensidad reducida, los ratones sGG 10 tenian un 32% de células HbF/F (en estos ratones, la HbF
era del 21%12%, las células F eran del 65%%14%) y los ratones sG°G<10 tenian 13% de células HbF/F (HbF,
4%%0,1%; células F, 30%%9,4%). Tenga en cuenta que los ratones sG°G en el modelo mieloablativo y los ratones
sGPG210 tuvieron una repoblacion de células F similar (64%--65%), lo que sugiere que el 32% de células HbF/F fue
suficiente para corregir el fenotipo falciforme. Sin embargo, los ratones sG°G<10 con 13% de células HbF/F y 30% de
células F tuvieron una mejora inconsistente e insignificante del fenotipo de la enfermedad.

Por lo tanto, se determind la vida media de las células F en ratones, agrupadas por el porcentaje de células HbF/F.
Los ratones sGPG con células bajas (16%; n=2), intermedias (33%; n=4) y muy altas (89%; n=2) HbF/F fueron
inyectadas con biotina y después se tomaron muestras de sangre periddicamente. Se determind que los ratones con
células bajas de HbF/F no mejoraron la vida media de los gldbulos rojos con respecto a los controles BERK (Figura
26B), aquellos con 33% de células HbF/F tuvieron una mejora de 3 a 4 veces en la vida media, y los ratones con
cantidades muy altas de células HbF/F mostraron una supervivencia de globulos rojos similar a la de los ratones
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normales. Estos datos demuestran que si un tercio de la hemoglobina dentro de un RBC falciforme es HbF, hay una
mejora significativa en la supervivencia de los RBC. Los ratones con estos niveles de células HbF/F mostraron
aproximadamente 65% de células F, mas del 10% de HbF.

Para confirmar el impacto del porcentaje de células F circulantes en la capacidad de deformacion global de los RBC,
los ratones de los experimentos mieloablativos y de intensidad reducida (n=34) se agruparon en 3 grupos: ratones con
menos del 33% de células F circulantes, 33% a 65 % F células y 66% o mas células F y capacidad de deformacion de
RBC medida. Solo los datos de las velocidades de corte bajas (3 Pa) y altas (28 Pa) se representan en la Figura 26C.
Los ratones con mas del 66% de células F tuvieron una mejora muy significativa en la capacidad de deformacion de
los RBC tanto en esfuerzo de cizalla alto como bajo (P <,01). Los ratones con células F del 33% al 66% habian
mejorado significativamente la capacidad de deformacion de los RBC solo con un alto esfuerzo de cizalla (P <,05).
Los ratones con menos de 33% de células F mostraron una mejora inconsistente en la capacidad de deformacion de
RBC a esfuerzo de cizalla alto o bajo, que no fue significativamente diferente de los controles control. Estos datos
cuantifican la cantidad critica de células HbF/F, la parte de células F y HbF general que son necesarias para la
correccion de la enfermedad de células falciformes.

Ejemplo 74
Proporcion de HSCs transducidas requeridas para la correccién fenotipica

La proporcion de HSC transducidas con sGPG en ratones sGPG se analizo mediante el ensayo de la unidad secundaria
de formacién de colonias de bazo (CFU-S) realizado a los 6 meses en ambos modelos (Figura 27A-B). Los aspirados
de médula 6sea se realizaron a los 6 meses en los ratones BERK—BERK que fueron seguidos durante 1 afo. La
proporcién de CFU-S transducidas se determind mediante la expresion de HbF. Se ha demostrado previamente que
todas las UFC con vectores positivos expresan el transgén en un vector idéntico que codifica la $-globina. Los ratones
sG"G en el grupo de acondicionamiento mieloablativo tenian 16% a 87% de CFU-S transducidas con sG°G (la
transduccion HSC promedio era ~ 50%), y las del grupo de intensidad reducida tenian HSC transducidas de 5% a 60%
('la transduccion HSC promedio fue de -30%). Cabe sefialar que en el modelo de intensidad reducida, la transduccién
de HSC se sobreestima, secundaria a la mayor mortalidad de ratones sG*°G<10% en los primeros 6 meses.

Es importante destacar que 3 ratones con 16%, 20% y 22% de CFU-S transducidas tenian mas del 10% de HbF (HbF
fue del 20%, 11% y 18%, respectivamente) y mostraron una correccién fenotipica completa. Se realiz6 un analisis de
numero de copias de vectores simultaneamente a las 24 semanas en células de médula ésea y mostré de 1 a 3
copias/célula y de 1 a 2,5 copias/célula en ratones sG°G que se sometieron a trasplante utilizando los modelos de
acondicionamiento mieloablativo y acondicionamiento de intensidad reducida, respectivamente. Cuando se corrigi6 la
transduccion de HSC, hubo 1,5 a 5 copias de vectores/celda.

Ejemplo 75
Transduccion de células CD34* humanas

El porcentaje de HSC modificados genéticamente necesarios para una terapia génica efectiva es critico en esta
enfermedad. Los estudios in vitro sobre la médula de SCA se pueden realizar solo a pequefia escala y leerian la
correccion en progenitores, no en HSC. La correccion de HSC se mostré en modelos humanizados de SCA con analisis
a largo plazo. El numero extremadamente limitado de RBCs producidos por la inyeccion de células CD34* de médula
6sea de talasemia humana es prohibitivo para los estudios sobre la anemia falciforme. Por lo tanto, la transduccién de
lentivirus en células CD34* humanas normales se optimizé para una ampliacién preclinica, usando un vector de
lentivirus GFP y el ensayo de repoblamiento inmunodeficiente combinado grave (SCID). Las células CD34* de sangre
periférica movilizadas por factor estimulante de colonias de granulocitos transducidas con un vector de lentivirus GFP
se trasplantaron a ratones IL2Rynid (NSG) diabéticos no obesos (NOD). Aqui, los ratones control fueron aquellos que
recibieron un trasplante de células CD34+ no transducidas inmediatamente después de la seleccién, como controles
para el efecto de la transduccién sobre el injerto y la clonogenicidad. A las 6 semanas, las UFC se colocaron en placas
de médula ésea derivada de ratones NSG, y se analizaron 36 UFC/ratén individuales para determinar el porcentaje
de colonias marcadas con genes. La transduccion de 18 horas no afectd el injerto o la clonogenicidad (datos no
mostrados). Se observo una transferencia de genes del 77% en promedio en el ensayo de células repobladoras de
SCID, similar a los datos anteriores en células CD34* de talasemia humana.

Los datos de este estudio indican que la administracién lentiviral de y-globina humana bajo elementos de control
reguladores de B-globina en HSC da como resultado suficiente expresion postnatal de HbF para corregir SCA en
ratones. La cantidad de HbF y HSC transducidas se descalcifico, utilizando acondicionamiento de intensidad reducida
y variando MOI, para evaluar los parametros criticos necesarios para la correccion. Una cuantificacion sistematica de
los indices funcionales y hematolégicos de RBC, la patologia de los 6rganos y la duracion de la vida fueron criticos
para determinar la cantidad minima de HbF, células F, células HbF/F y HSC modificados genéticamente necesarios
para revertir el fenotipo falciforme.

Los resultados indican lo siguiente: (1) La mejoria de la enfermedad se produjo cuando la HbF excedié el 10%, las
células F constituyeron dos tercios de los RBCs circulantes y las células HbF/F representaron un tercio de la
hemoglobina total en los RBCs; y cuando aproximadamente el 20% de las HSC modificadas con sG®G repoblaron la
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médula. (2) La correccion génica se mantuvo en receptores de trasplante primario o secundario seguidos a largo plazo.
(3) Existe un método para determinar el quimerismo minimo de HSC para la correccién de una enfermedad
hematopoyética en un modelo in vivo, que contribuiria al disefio de dosis celulares y regimenes de acondicionamiento
para lograr HSC genéticamente corregidos equivalentes en ensayos clinicos en humanos.

Un aspecto novedoso de este estudio es que aborda, por primera vez, la dosis génica y la dosis de células madre
hematopoyéticas modificadas genéticamente necesarias para la correccion de un defecto genético. Expresar una
tremenda cantidad de hemoglobina fetal/antifaciforme indudablemente corregira la enfermedad, como han demostrado
otros, pero no es practicamente posible en un entorno clinico. Como ejemplo, se realizé una terapia génica inicial para
la deficiencia de adenosina desaminasa (ADA) sin acondicionamiento, y no fue terapéutica, a pesar de que se
injertaron pocas células madre marcadas con genes, y fue evidente una ventaja selectiva para los linfocitos con
correccion génica tras la retirada de ADA. En un ensayo posterior, se usé 4 mg/kg de busulfan antes del trasplante,
como acondicionamiento, lo que resulté en una dosis adecuada de células madre con correccion génica y células T
modificadas con genes. Aunque estos estudios pioneros nos proporcionaron informacién invaluable, subrayan la
importancia critica de determinar los umbrales para la correccion génica antes de embarcarse en estudios clinicos.

Aunque la enfermedad se corrigié en 1 a 3 copias/célula, el presente estudio indica que el porcentaje de células madre
transducidas en este contexto de irradiacion/trasplante letal es muy alto (las HSC transducidas promedio son del 50%,
segun lo analizado por un ensayo de CFU-S secundaria estricta). Es probable que este nivel de transduccion de HSC
no se logre en el entorno clinico a menos que se realice mieloablacion.

Por lo tanto, se desarroll6 un nuevo modelo (trasplante de BERK a BERK) para abordar la minima transferencia de
genes necesaria y responder preguntas de correccion de SCA en un ratén con patologia falciforme significativa a las
12 semanas de vida (Figura 25). Notablemente, un trasplante mieloablativo de falciforme a normal, usado por otros
grupos que muestran correccion de SCD, es un modelo de prevencion de enfermedades, donde no habia una patologia
subyacente al momento del trasplante. Los estudios actuales muestran que la reparacién de la patologia preexistente
puede ocurrir, si la correccion génica resulta en mas del 10% de HbF.

Los ratones BERK tienen cierto grado de talasemia. Por lo tanto, una preocupacién al usar este modelo para estudios
de terapia génica para la anemia falciforme es que la correccion de la talasemia oscureceria las mejoras realizadas
por los efectos antideslizantes de la HbF. Sorprendentemente, no se observaron cambios significativos en MCH en
ratones sG°G<10 o sGPG=10, incluidos los ratones con células HbF/F de hasta el 89% (como se describe en el
presente documento). Estos resultados fueron sorprendentes, pero mostraron que la correccién de la anemia
falciforme en los RBCs no fue secundaria a la correccion de la talasemia, como se observa en el modelo de talasemia
murina, donde se observé un aumento de MCH con aumentos en la HbF del 4% o mas. Posiblemente, la HbF se
produce a expensas de la HbS.

Aunque los ratones BERK transportan exclusivamente hemoglobina humana, la hemoglobina total en los RBCs de los
ratones es un tercio de los RBC humanos. Por lo tanto, las células HbF y HbF/F se expresaron como un porcentaje,
en lugar de en cantidades absolutas, para comparar mejor los datos murinos con los humanos. Se ha demostrado que
un aumento de HbF de 3,6% a 13,6% reduce los eventos de anemia falciforme aguda en pacientes tratados con
decitabina. Mejora similar en los eventos falciformes ocurre con 25% o mas de células HbF/F en pacientes que
responden a la hidroxiurea. Los datos presentados aqui, que indican una mejoria con 33% de células HbF/F, son
concordantes con estos informes, pero se parecen mas a los RBCs en lactantes con ACS, donde menos de un tercio
de células HbF/F a los 10 a 12 meses se considera un umbral para polimerizacion de células falciformes intracelulares.
El efecto mas notable de la produccion de y-globina con el vector sGPG fue una dramatica ausencia de dafio organico
crénico y una mejor supervivencia de los ratones falciformes cuando la HbF excedia el 10%. Los pacientes con HbF
alta tienen una supervivencia mejorada, confirmada por el estudio multicéntrico sobre hidroxiurea. La HbF expresada
a partir del vector sG"G fue comparable o incluso mejor que el tratamiento eficaz con hidroxiurea. El potencial de una
correccion unica, donde la capacidad de respuesta a la hidroxiurea y el cumplimiento de la administracion diaria de
por vida no serian factores limitantes, seria una gran ventaja de la terapia génica. De hecho, no anticipamos que
obtendriamos la misma conclusién con la terapia génica, como se deriva del conocimiento colectivo en (1) ratones
transgénicos, en los que cada RBC tiene la misma cantidad de HbF aunque estabamos imponiendo HbF en los SS
RBC; (2) trasplantes quiméricos, en los que estan presentes cantidades normales de glébulos rojos productores de
HbA (AA RBC) mezclados con SS RBCs7,37,38; o (3) pacientes con SCD en hidroxiurea, en quienes la macrocitosis
inducida por hidroxiurea diluiria la HbS y reduciria el umbral de la anemia falciforme. Se esperaba un umbral mucho
mas alto de HSC falciformes genéticamente corregidas necesarias para la repoblacion de células F y la correccion del
fenotipo SCA, ya que la HbF se impuso exdégenamente en una célula falciforme con cantidades normales de HbS.
Notablemente, a pesar de estas diferencias distintivas en transgénicos/quimeras, las conclusiones fueron similares
con la expresion exogena de y-globina: de hecho, la expresién de HbF exdgena en RBC en concentraciones de 33%
a tan alto como 89% no produjo un aumento significativo en MCV o MCH, pero falciformacion corregida. Estos datos
sugieren que el suministro génico de HbF disminuye la HbS enddgena.

El porcentaje de HSC transducidas en el contexto de irradiacion/trasplante letal es muy alto (50% en promedio, segun
lo analizado por un estricto ensayo secundario de CFU-S a las 24 semanas), un niumero que seria dificil de lograr en
un entorno clinico. Sin embargo, el modelo de trasplante BERK—BERK muestra que una correccion de HSC autéloga
del 20% puede ser suficiente para una mejora significativa de la anemia falciforme, el dafio a los 6rganos y la
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supervivencia. Sin embargo, es crucial determinar si este porcentaje de HSC modificadas genéticamente necesarias
para una terapia génica efectiva es critico, ya que no hay una ventaja de supervivencia para las HSC modificadas
genéticamente en esta enfermedad. La alta transduccion de HSC humana ha sido una limitacion de la terapia génica
con los vectores tradicionales de gamma retrovirus. Los vectores de lentivirus pueden superar esta barrera: se ha
demostrado una transduccion a largo plazo del 20% en la adrenoleucodistrofia con un vector de lentivirus. La
transduccion de lentivirus en células CD34+ humanas se optimizo, utilizando el ensayo de células repobladoras de
SCID y se logré aproximadamente el 75% de transferencia de genes en células repobladoras de SCID, en promedio,
similar a los datos anteriores en células CD34+ de talasemia humana, donde se observé una transduccion del 70% de
3 a 4 meses después del trasplante en ratones inmunodeficiencia. En particular, este nivel de transferencia de genes
en los ratones SCID es alentador, y de hecho mas alto que la transferencia de genes observada en ratones NOD-
SCID con el vector lentivirus de adrenoleucodistrofia en estudios preclinicos.

La terapia génica que utiliza este enfoque también podria superar la toxicidad y las consecuencias inmunoldgicas del
trasplante alogénico tradicional de médula ésealtrasplante de intensidad reducida. El quimerismo mixto no coincidente
de la médula drepanocitica y normal en los trasplantes murinos muestra que un quimerismo casi completo es
tipicamente necesario para la correccion del dafio organico. Es alentador que, en una serie clinica, el trasplante de
acondicionamiento de intensidad reducida (RIC) con 8 mg/kg de busulfan junto con fludarabina, globulina antitimocitica
e irradiacion linfoide total en pacientes con ACS haya mostrado un injerto alogénico promedio de 78% a 2 a 8,5 afos
después del trasplante, con correccion del fenotipo SCA. Este alto nivel de quimerismo del donante, incluso en un
entorno RIC alogénico, donde puede producirse un rechazo inmune, sugiere que la alta eficacia de transferencia de
genes en células CD34+ autdlogas seguidas de RIC puede ser una alternativa potencialmente mas segura al
acondicionamiento mieloablativo. Se demostré un 77% de eficacia de transferencia de genes en madre/progenitores
humanos utilizando un ensayo de células repobladas con NOD-SCID, asi como una correccion del fenotipo en ratones
con 1,3 a 1,5 copias por célula y aproximadamente 20% de CFU-S marcadas con genes (Figura 27).

Significativamente, la correccion se produjo en 1 a 3 copias de vectores por celda, un objetivo clinicamente alcanzable.
Se espera que el flanqueo del virus sG*G con un aislador de cromatina aumente la copia de HbF/vector de 2 a 4 veces.
En modelos experimentales, el aislador parece reducir el dominio clonal, aunque se desconoce si el elemento aislante
reduce el riesgo de oncogénesis insercional. Se ha demostrado que el riesgo de oncogénesis de insercion observado
con vectores de integracion aleatoria es menor con un vector de lentivirus que con un vector de gammaretrovirus. Se
reduciria aun mas cuando el elemento potenciador esté activo solo en un linaje eritroide restringido

Ejemplo 76
Terapia génica para la enfermedad de células falciformes

Dado que la HbF es la hemoglobina con el mayor efecto anti-falciforme, se usé un vector lentivirus, sG°G, que porta
un gen de y-globina humano normal para producir HbF en ratones falciformes Berkeley. Como se describe en el
presente documento, se disefid un vector lentivirus que incorpora exones de y-globina y regiones no codificantes de
B-globina y elementos reguladores, sGG. Este vector mostré una correccion completa del fenotipo falciforme en
ratones falciformes Berkeley después de la transferencia del vector sG*G a HSC vy trasplantes mieloablativos (Ejemplo
65, Figuras 23A-D, Figura 28 y Tabla 1). Las Figuras 23A y B muestran la reduccion de células falciformes
irreversiblemente en la sangre de los ratones, las Figuras 23C y D muestran la anemia falciforme inducida
experimentalmente de los ratones y la proporcion de células falciformes, y la Figura 28 muestra la mejora en la
supervivencia de los ratones después del gen exitoso terapia.

Tabla 1. La correccion hematoldgica se obtiene en el grupo sGPG de ratones falciformes Berkeley; la correccién se
mantiene a largo plazo en trasplantes primarios y secundarios.

Ratones |N WBC RBC Hb MCV MCH RDW Pit Retic (%
BERK |5 56,8+54|53+04| 58+05 | 482+1 [10,7+0,5|353+1,6|733+80|60,8+5,0
sGbG

Bri 106+3,1(94+08|10,0+0,8| 40,7+1 |10,4+0,6(276+1,1|733+82| 158+3,2
rim.

Control

Bri 10 [29,7+14|58+04| 76+0,7 | 485+1 |10,7+0,2| 32,0+0,9|921+50 | 40,0+ 3,0
rim.

P Valor* 0,001 0,007 0,03 0,001 0,9 0,009 0,06 0,006
sGP"G Sec. 6 68+14 1 89+04|10,1+05| 405+2 |11,4+0,5/283+1,4|658+33| 13,8+29
Sec. 31,7 5,2 6,4 47,6 12,2 32,1 923 49

Control

El analisis de los parametros sanguineos de los ratones se muestra 18 semanas después de los trasplantes primarios|
(Prim.) y secundarios (Sec.) de células sG"G o de linaje transducido Control (-), Sca (+) y Kit (+).
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Después se determinaron los parametros criticos necesarios para corregir la fisiopatologia SCA utilizando un
trasplante de intensidad reducida. Se observé una correccion completa de los parametros hematoldgicos y funcionales
de los RBC, la inflamacién y la patologia de los 6érganos en ratones SCD después del acondicionamiento mieloablativo
y el trasplante. La correccidon se mantuvo a largo plazo en los receptores de trasplante primario y secundario. También
se determinaron los parametros criticos necesarios para corregir la fisiopatologia SCA utilizando un trasplante de
intensidad reducida. Hubo un 100% de supervivencia a 6 meses de ratones falciformes Berkeley genéticamente
corregidos, en comparacion con un 20% de supervivencia de ratones falciformes Berkeley trasplantados.

Utilizando condiciones de acondicionamiento de intensidad reducida y simulando condiciones de trasplante autélogo,
se trasplantaron diferentes partes de HSC falciforme de Berkeley modificadas genéticamente en ratones falciformes
de Berkeley irradiados de forma letal. Después se definieron las proporciones minimas de HSC genéticamente
corregido, HbF, RBC que contiene HbF (células F) y células HbF/F necesarias para la correccion de la anemia
falciforme. Con un 15-20% de gen HSC modificado repoblando la médula 6sea de raton falciforme de Berkeley,
aproximadamente 2 copias de vectores por célula, 210% de HbF y> 66% de células F, hubo una correccién completa
del fenotipo falciforme, incluida la patologia y la supervivencia de los 6rganos. Con 15-20% de HSC modificadas
genéticamente que repoblaron la médula ésea de raton falciforme de Berkeley, aproximadamente 2 copias de vectores
por célula, 210% de HbF y> 66% de células F, hubo una correccion completa del fenotipo falciforme, incluida la
patologia de los érganos y la supervivencia.

Ejemplo 77
Terapia génica para la beta talasemia

La expresion de HbF a través de vectores lentivirus que portan el gen de la y-globina humana se ha demostrado
previamente (Persons et al. Blood 10: 2175-83 (2003); Pestina et al. Mol. Ther. 17: 245-52 (2009)). Con el fin de
confirmar la capacidad del vector sGPG para corregir la B-talasemia, los ratones de talasemia (Hbbth3/+) se trataron
usando el mismo enfoque que se usd en los ratones transgénicos falciformes. Los ratones con talasemia fueron
trasplantados con células madre/progenitoras de talasemia (células Lin-Sca + Kit + [LSK]) transducidas dos veces
aproximadamente con un intervalo de 8 horas con sGG (MOI de 2 x 20). Los animales de control (Control) se trataron
simultaneamente con medias solamente. Aproximadamente 10.000 células LSK+ transducidas fueron inyectadas/co-
trasplantadas con 200.000 células Lin-Sca-Kit-irradiadas en ratones receptores de talasemia irradiados letalmente
(dosis dividida de 700 + 375 rads). Los animales primarios fueron monitoreados durante un periodo de 7-8 meses, y
los trasplantes secundarios se realizaron a partir de entonces para un seguimiento total de 18 meses.

El vector dio como resultado un aumento de HbF a 22 + 3% (media + SEM); que corrigio el fenotipo de talasemia
(Figura 29). Hubo un aumento en la hemoglobina de una media de 8,8 + 0,2 g/dL en ratones trasplantados Control a
12,5 + 0,5 g/dL en ratones trasplantados sG®G (Figura 29A); el hematocrito aument6 de 31,8 £ 0,3 a 42,1 + 1,07
(Figura 29B). Esto fue acompafiado por una caida en la reticulocitosis de 20,8 + 0,3% a 8,7 + 1,4% (Figura 29D). La
microcitosis observada en la talasemia también se corrigio, con un aumento en el MCV de 38,16 0,3 a 45,3 + 1,7 fl.
Esta correccion fue estable en el tiempo y se mantuvo en ratones primarios y secundarios.

Ejemplo 78
Vector de expresion de HbF mejorado con propiedades anti-falciformacion superiores

Como se describié anteriormente, se demostré que la produccion de > 10% de HbF corrige el fenotipo SCD en el
modelo de ratdn. Mientras que el vector sGPG corrigio eficazmente el fenotipo en el modelo de raton falciforme de
Berkeley (Ejemplo 65, Figuras 23A-D, Figura 28; Perumbeti et al., Blood 114: 1174-85 (2009)), fue mucho menos
eficaz en el modelo de ratdn falciforme knock-in (ratones UAB), a menos que estuvieran presentes copias de vectores
muy altas por célula.

Los ratones falciformes de Berkeley son transgénicos para los transgenes de globina a y S humana, y la desactivacion
de las globinas de ratdn y los transgenes humanos conduce a la produccién de cadenas de globina desequilibradas.
Los ratones falciformes Berkeley tienen un exceso relativo de cadenas de globina a humana, en comparacion con las
cadenas de globina 8%, lo que permite que la y-globina producida por el vector sG*G forme HbF (azy-) faciimente, en
presencia de B° globina que también une a-globina para formar HbS (a85;). Los ratones UAB, por otro lado, son
complementos para la a humana en lugar del ratén, una globina y BS humana en lugar del gen de la globina prrincieal
del ratén, produciendo globinas humanas en lugar de las globinas del ratén. Por lo tanto, estos ratones tienen cadenas
A y BS humanas completamente equilibradas y se parecen a pacientes con anemia falciforme homocigdtica
(enfermedad de Hb SS). Los pacientes con SCD homocigoto (y el modelo de ratén falciforme UAB) tienen moléculas
a 'y BS equilibradas (cantidades iguales de), y la y-globina introducida genéticamente tiene que competir con 35 por la
a-globina. Por lo tanto, se requiere un exceso lejano de y-globina para competir con la S globina para formar HbF.

En consecuencia, en los ratones falciformes de Berkeley, la y-globina producida por este vector une efectivamente el
exceso de globina para formar HbF, sin mucha competencia de la 35 globina, que se une con a globina para formar
HbS. Por lo tanto, en ratones falciformes Berkeley, en copias de vectores clinicamente alcanzables, se observa la
correccion de la enfermedad. Sin embargo, en ratones UAB, las cadenas de globina a se vuelven limitantes debido a
cantidades iguales de cadenas de globina pS competidoras. Por lo tanto, se requiere un alto nivel/exceso de y globina
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derivada del vector para poder competir con 3% globina para formar HbF.

Para abordar esto, se realizaron varios cambios en el protocolo y la estrategia de transferencia de genes. El gen de y-
globina se modificé con una mutacién de punto G—A en bp 50 en el exén 1. Esta modificaciéon cambia el aminoacido
glicina (GGC) a acido aspartico (GAC) para mejorar su afinidad por la a-globina sin alterar sus propiedades
funcionales, de modo que la HbF se forma con mayor eficacia que la HbS en los RBCs. La capacidad del vector de y
globina original (sGG) se comparé con una mutacién puntual en la secuencia de codificacion de y globina (sG°GM) en
ratones falciformes. El mapa vectorial anotado para el sG’GM se representa en la Figura 30, con las diversas regiones
de la secuencia identificadas en las Figuras 30 y 31. La secuencia sG°GM se muestra en la Figura 31.

Se realizaron estudios comparativos entre los vectores sG’G y sGPGM en ratones falciformes Berkeley y en ratones
falciformes UAB, donde las células Sca + Kit + (LSK) empobrecidas en linaje, que estan altamente enriquecidas en
células madre hematopoyéticas, se clasificaron, se transdujeron con medio Unico (control), el vector sGPG, o el vector
sGPGM, y trasplantado a Berkeley o ratones receptores de falciformacion UAB irradiados de forma letal, como se
describié previamente para los estudios de eficacia de sG*G (Perumbeti et al., Blood 114:1174-85 (2009)). Los ratones
se desangraron a las 6, 12 y 24 semanas después del trasplante para evaluar los parametros hematoldgicos y la
expresion de HbF, y después se realizé un seguimiento de seis a ocho ratones por brazo durante 6-12 meses. Los
datos de 12 semanas en ratones falciformes Berkeley se muestran en la Figura 32, que demuestra la produccion
superior de HbF por copia de vector y la reticulocitosis mejorada del vector sGPGM.

Los resultados comparativos entre Berkeley y los ratones falciformes UAB se muestran en la Figura 33. Los datos
mostrados son resultados de un analisis de 6 meses. La cantidad de HbF producida por copia de vector de los vectores
sGPG y sG"GM se muestra en ratones falciformes Berkeley (Figura 33A) y ratones falciformes UAB (Figura 33B). Los
ratones sGPG M mostraron una capacidad casi 1,5-2 veces superior para formar HbF en comparacion con el vector
sGPG en ambos tipos de ratones falciformes. Es notable que la cantidad de HbF producida por copia del vector sGPGM
es casi el doble en los ratones Berkeley en comparacion con los ratones UAB con el vector sG?GM, lo que muestra la
facilidad con la que se forman los tetrameros de HbF si el exceso de a- Las cadenas de globina estan presentes y la
dificultad para formar estos tetrameros si las cadenas de a-globina son limitantes de la velocidad.

La HbF generada a partir del vector sG°GM fue funcional, mostrando correccién de la falciformacién, una reduccién
superior de la reticulocitosis y un aumento de la hemoglobina en ambos tipos de ratones falciformes. Se observo la
correccion de la anemia en ratones UAB trasplantados con el vector sG®GM pero no con el vector sGPG. Algunos de
estos ratones han sido seguidos durante casi un afo, y la expresion es estable. También se observd una correccion
mucho mejor de la vida media de los RBC y la capacidad de deformacién de la membrana de los RBC con el vector
sGPGM en comparacién con el vector sGPG cuando los niveles de HbF son los mismos. La Figura 32 muestra que a
pesar de los niveles de HbF del 30-35% con el vector sGPG (diamantes rellenos, Figura 32B), los ratones tenian un
recuento promedio de reticulocitos de aproximadamente el 15%, mientras que el recuento de reticulocitos era del 5%
en los ratones sG°GM con niveles de HbF similares (diamantes abiertos). Esto demuestra que la mutacion también
mejoro la vida util de los RBCs al reducir la falciformacion, a pesar de los niveles similares de HbF. Por lo tanto, el
vector de gammaglobina mutada disefiado también produce una HbF anti falciforme superior, mejorando la calidad y
la vida util de los glébulos rojos. Los estudios relacionados con el efecto sobre el dafio a los érganos, la capacidad de
deformacion de la membrana de los glébulos rojos, la vida media de los glébulos rojos y la afinidad de oxigeno de la
HbF mutante en comparacion con la HbF normal para determinar el mecanismo detras de esta propiedad favorable
inesperada de la HbF estan en curso.

Estos resultados demuestran que el gen de y-globina con mutacion puntual en el vector sG°GM previene la
falciformacion y, por lo tanto, prolonga la vida media de los RBC falciformes, lo que conduce a un recuento de
reticulocitos mas bajo (Figura 33). Esta mayor produccion de HbF y la reduccion de la reticulocitosis dan como
resultado un aumento proporcional de la hemoglobina y la correccion hematoldgica del fenotipo falciforme. El vector
sGPGM no tiene cambios en la cadena principal del vector ni en ninguno de los elementos reguladores de la
transcripcion.

Los diversos métodos y técnicas descritos anteriormente proporcionan varias formas de llevar a cabo la invencion. Por
supuesto, debe entenderse que no necesariamente todos los objetivos o ventajas descritos pueden lograrse segun
cualquier realizacion particular descrita en este documento. Por lo tanto, por ejemplo, los expertos en la materia
reconoceran que los métodos pueden realizarse de una manera que logre u optimice una ventaja o grupo de ventajas
como se ensefia aqui sin necesariamente alcanzar otros objetivos o ventajas como se puede ensefiar o sugerir aqui.
Una variedad de alternativas ventajosas y desventajosas se mencionan en el presente documento. Debe entenderse
que algunas realizaciones preferidas incluyen especificamente una, otra o varias caracteristicas ventajosas, mientras
que ofras excluyen especificamente una, otra o varias caracteristicas desventajosas, mientras que otras mitigan
especificamente una caracteristica desventajosa actual mediante la inclusion de una, otra o varias caracteristicas
ventajosas.

En algunas realizaciones, los nimeros que expresan cantidades de ingredientes, propiedades tales como peso
molecular, condiciones de reaccion, etc., usadas para describir y reivindicar ciertas realizaciones de la invencion deben
entenderse como modificadas en algunos casos por el término "aproximadamente". Por consiguiente, en algunas
realizaciones, los parametros numéricos establecidos en la descripcion escrita y las reivindicaciones adjuntas son
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aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se desean obtener mediante una
realizacion particular. En algunas realizaciones, los parametros numeéricos deben interpretarse a la luz del numero de
digitos significativos informados y mediante la aplicacion de técnicas de redondeo ordinarias. A pesar de que los
intervalos numéricos y los parametros que establecen el amplio alcance de algunas realizaciones de la invencion son
aproximaciones, los valores numéricos establecidos en los ejemplos especificos se informan con la mayor precision
posible. Los valores numéricos presentados en algunas realizaciones de la invencidon pueden contener ciertos errores
necesariamente resultantes de la desviacion estandar encontrada en sus respectivas mediciones de prueba.

En algunas realizaciones, los términos "un" y "una" y "el" y referencias similares usadas en el contexto de describir
una realizacion particular de la invencion (especialmente en el contexto de algunas de las siguientes reivindicaciones)
pueden interpretarse para cubrir ambas el singular y el plural. La recitacién de intervalos de valores en el presente
documento solo pretende servir como un método abreviado de referirse individualmente a cada valor separado que
cae dentro del intervalo. A menos que se indique lo contrario en este documento, cada valor individual se incorpora a
la especificacién como si se mencionara individualmente en este documento. Todos los métodos descritos en este
documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario en este documento o
que el contexto lo contradiga claramente. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o lenguaje ejemplar (por ejemplo,
"tal como") proporcionado con respecto a ciertas realizaciones en el presente documento pretende simplemente
iluminar mejor la invencion y no plantea una limitacion en el alcance de la invencion reivindicada de otro modo.

Listado de secuencias

<110> Punam Malik Children's Hospital Medical Center

<120> Una hemoglobina fetal mejorada para la correccion génica de la anemia falciforme

<130> 0088544-029WO0

<150> 61/933788
<151> 30-01-2014

<160> 5

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1
<211> 147
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Gamma globina humana mutada
<400> 1
Met Gly His Phe Thr Glu Glu Asp Lys Ala Thr Ile Thr Ser Leu Trp
1 5 10 15
Asp Lys Val Asn Val Glu Asp Ala Gly Gly Glu Thr Leu Gly Arg Leu
20 25 30
Leu Val Val Tyr Pro Trp Thr Gln Arg Phe Phe Asp Ser Phe Gly Asn
35 40 45
Leu Ser Ser Ala Ser Ala Ile Met Gly Asn Pro Lys Val Lys Ala His
50 55 60
Gly Lys Lys Val Leu Thr Ser Leu Gly Asp Ala Ile Lys His Leu Asp
65 70 75 80
Asp Leu Lys Gly Thr Phe Ala Gln Leu Ser Glu Leu His Cys Asp Lys
85 90 95
Leu His Val Asp Pro Glu Asn Phe Lys Leu Leu Gly Asn Val Leu Val
100 105 110
Thr Val Leu Ala Ile His Phe Gly Lys Glu Phe Thr Pro Glu Val Gln
115 120 125
Ala Ser Trp Gln Lys Met Val Thr Ala Val Ala Ser Ala Leu Ser Ser
130 135 140
Arg Tyr His
145
<210> 2
<211> 444
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Region (CDS) que codifica el gen de gamma globina humana mutada, orientacion de sentido

<400> 2

atgggtcatt
gtggaagatg
aggttctttg

gtcaaggcac
gatctcaagg
cctgagaact
aaagaattca
gcectgtect

<210> 3
<211> 2141
<212> ADN

tcacagagga
ctggaggaga
acagctttgg

atggcaagaa
gcacctttge
tcaagctcct
ccectgaggt
ccagatacca

<213> Secuencia Artificial

<220>

ggacaaggct
aaccctggga
caacctgtce

ggtgctgact
ccagctgagt
gggcaacgtg
gcaggcttcce
ctga

ES 2747 817 T3

actatcacaa
aggctcctgg
tctgectcetg

tccttgggag
gaactgcact
ctggtcaccg
tggcagaaga

gcctgtggga
ttgtctacce
ccatcatggg

atgccataaa
gtgacaagct
tgctggcecat
tggtgactgce

<223> Gen de gamma globina humana mutada, orientacién de sentido

<400> 3

gtaaatacac
aagagatata
gaagagccaa
tagggttggc
gtcagggcag
cctcaaacag
tgggacaagg
accaggacaa
ggatttgtgg
tctacccatg
tcatgggcaa
ccataaagca
acaagctgca
tttceceette
acatattgac
taatatactt
aataatgata
ctgggttaag
gatgtaagag
tttatggttg
gttcatacct
cattcacttt
tgcagtggcce
tttcaaggat
tcacacatga
ggtttatatt
gtgcatgctc
taaagacact
tgggaagaaa
gaaaaggttc
cttaatgaag
ctctttcaca
atttgaaagg
cccaccccaa
gatcagaggt
accggtgatg

<210> 4
<211> 11868
<212> ADN

ttgcaaagga
tcttagaggg
ggacaggtac
caatctactc
agccatctat
acaccatggg
tgaatgtgga
gggagggaag
caccttctga
gacccagagg
ccccaaagte
cctggatgat
tgtggatcct
ttttctatgg
caaatcaggg
ttttgtttat
caatgtatca
gcaatagcaa
gtttcatatt
ggataaggct
cttatcttcc
ggcaaagaat
agtgceccectgt
aggctttatt
ttttettcag
gagggaagtg
ctcatttatt
tgtacacggg
gacctctata
agtgaagacc
ggaaagtgtt
gtctgetttg
gggctttttg
atggaagtcc
ctgctggcete
atcctecgega

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ggatgttttt
agggctgagg
ggctgtcatce
ccaggagcag
tgcttacatt
tcatttcaca
agatgctgga
gaaggaccct
ctgtcaaact
ttctttgaca
aaggcacatg
ctcaagggca
gagaacttca
ttaagttcat
taattttgca
cttatttcta
tgcctcetttg
tatttctgca
gctaatagca
ggattattct
tcccacagcet
tcacccctga
cctccagata
ctgcaagcaa
ctettttttt
tgtatgtgta
tttatatgag
agttctgcaa
ggacaggact
tgggggctgg
ccaagctcgg
gaaggactgg
tagcttgata
cattcttect
ccttatcatg
gctcgactcet

agtagcaatt
gtttgaagtc
acttagacct
ggagggcagg
tgcttctgac
gaggaggaca
ggagaaaccc
gtgcctggea
gttecttgtca
gctttggcaa
gcaagaaggt
cctttgecca
aggtgagtct
gtcataggaa
tttgtaattt
atactttccc
caccattcta
tataaatatt
gctacaatce
gagtccaagc
cctgggcaac
ggtgcaggct
ccactgagce
tacaaataat
tacatctttt
tttctgcatg
atgtgcattt
gtgggagtaa
tctcagaaac
attgattgca
ctagccggtg
gcttagtatg
ttcactactg
caggatgttt
tccettatgg
agaggatcce

<223> Gen de gamma globina humana mutada sSIN

tgtactgatg
caactcctaa
caccctgtgg
agccagggct
acaactgtgt
aggctactat
tgggaaggta
aaagtccagg
atctcacagg
cctgtectet
gctgacttee
gctgagtgaa
atgggaccct
ggggagaagt
taaaaaatgc
taatctcttt
aagaataaca
tctgcatata
agctaccatt
taggceccettt
gtgctggtca
tcctggecaga
tcttgeccat
aaatctattc
taaatatatg
cctgtttgtg
tgttgagcaa
atggtgtagg
agatgttttg
gctgagtage
ctagtctccc
aaaagttagg
tcttattacce
aagattagca
tgcttetgge
c
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caaggtgaat
atggacccag
caaccccaaa

gcacctggat
gcatgtggat
tcactttgge
agtggccagt

gtatggggcc
gccagtgcca
agccacaccce
gggcataaaa
tcactagcaa
cacaagcctg
ggctctggtg
ttgcttctca
ctcectggttg
gcctcetgeca
ttgggagatg
ctgcactgtg
tgatgttttce
aacagggtac
tttettettt
ctttcaggge
gtgataattt
aattgtaact
ctgcttttat
tgctaatcat
ccgtgetgge
agatggtgac
gattcagagce
tgctgagaga
agccacaaag
tttgtggtgt
ataaaagcag
agaaatccgg
gaagagatgg
aaggatggtt
ggaactatca
actgagaaga
ctatcatagg
ttcaggaaga
tceggetage

60
120
180

240
300
360
420
444

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2141



<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (0)...(0)

<223>n=a,t,c,org

<400> 4
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeccttece
agttgggtge
gttttcgece
cggtattatce
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagce
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagcg
cattgcatac
taccgccatg
tagttcatag
gctgaccgece
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcccge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccg
agggaaccca
ccgtetgttg
aatctctage
tctegacgea
gtgagtacgc
gtcagtatta
ggaaagaaaa
gcagttaatc
caaccatccc
ctctattgtg
gaggaagagc

ttttegggga
gtatccgcete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgcet
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtageca
ttececeggeaa
ctcggecectt
tcgeggtate
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttceccgaa
gcgcacgagyg
ccacctctga
aaacgccagc
gttectttect
tgataccgcet
agagcgccca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
cgcaattaac
gttgtatcca
ttgacattga
cccatatatg
caacgacccce
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
gggtctctet
ctgcttaage
tgtgactctg
agtggcgccce
ggactcggcet
caaaaatttt
agcgggggag
aatataaatt
ctggeccectgtt
ttcagacagg
tgcatcaaag
aaaacaaaag

aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcage
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcegtce
aacgcggcect
gcgttatcee
cgccgecagcece
atacgcaaac
tttcececgact
taggcaccce
ggataacaat
cctcactaaa
tatcataata
ttattgacta
gagttcecgeg
cgceccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
ggttagacca
ctcaataaag
gtaactagag
gaacagggac
tgctgaageg
gactagcgga
aattagatcg
aaaacatata
agaaacatca
atcagaagaa
gatagagata
taagaccacc
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gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactecgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgece
cgcagatacc
ctgtagcacce
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcctectece
ggaaagcggyg
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtacgcccece
tgaccttatg
tggtgatgecg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
gatctgagcc
cttgccttga
atccctcaga
ttgaaagcga
cgcacggcaa
ggctagaagg
cgatgggaaa
gtatgggcaa
gaaggctgta
cttagatcat
aaagacacca
gcacagcaag

ttgtttattt
aatgcttcaa
tattccecttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgecgeata
tcttacggat
cactgecggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcegtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tceggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggeettt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgcgegttgg
cagtgagcgc
ctttatgett
aaacagctat
gctggagetg
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtce
ggactttcct
gttttggcag
ccaccccecatt
atgtcgtaac
ctatataagc
tgggagctct
gtgcttcaag
cccttttagt
aagggaaacc
gaggcgaggg
agagagatgg
aaattcggtt
gcagggagct
gacaaatact
tatataatac
aggaagcttt
cggcegetga
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ttctaaatac
taatattgaa
tttgecggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcecegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetcetge
gggttggact
tegtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggecett
attaccgcecet
tcagtgagcg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggctegta
gaccatgatt
caagcttggce
tgtccaacat
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactcecgecece
agagctcgtt
ctggctaact
tagtgtgtge
cagtgtggaa
agaggagctc
gcggcgactg
gtgcgagage
aaggccaggg
agaacgattc
gggacagcta
agtagcaacc
agacaagata
tcttecagace

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



tggaggagga
aattgaacca
aagagcagtg
gggcgcagceg
gcagcagaac
ctggggecatce
acagctectg
gaatgctagt
gtgggacaga
aaaccagcaa
gaattggttt
aggcttggta
gggatattca
cgaaggaata
cggatctecga
aaagggggga
atacaaacta
agggacagca
ctctcgaggg
cagaagcacc
ctaatcttaa
taataagaca
taacttttca
gagactagca
tactcagcetg
aaacatctgt
tacaccattt
gctcaacaaa
caaacaggca
tatatttaaa
atagatttat
gggcaagagg
tgccaggaag
accagcacgt
agggcctagce
tggtagctgg
tatgcagaaa
ttattcttta
agagattagg
attttttaaa
ttctcecctt
ggtcccatag
cactcagctg
aagtcagcac
aggacaggtt
tgtgagattg
tggacttttg
cctteccagg
agtagccttg
acagttgtgt
ccectggetee
acagggtgag
aggagttgga
tcagtacaaa
gtatgtgagce
ccttaaaatg
tccttgttte
aagcctgatt
aataactaat
gtatatgtgt
gtcacattct
caggtggtca
agataggagt

gatatgaggg
ttaggagtag
ggaataggag
tcaatgacgc
aatttgctga
aagcagctcecce
gggatttggg
tggagtaata
gaaattaaca
gaaaagaatg
aacataacaa
ggtttaagaa
ccattatecgt
gaagaagaag
cggtatcgat
ttggggggta
aagaattaca
gagatccagt
gatcctctag
ataagggaca
acatcctgag
gtagtgaata
tactaagcce
ccggetagec
caatcaatcc
ttctgagaag
actcccactt
atgcacatct
tgcagaaata
aagatgtaaa
tatttgtatt
ctcagtggta
cctgecaccte
tgcccaggag
ttggactcag
attgtagctg
tatttatatg
gaatggtgca
gaaagtatta
attacaaatg
cctatgacat
actcaccttg
ggcaaaggtg
cttettgeca
gccaaagctg
acaagaacag
ccaggcacag
gtttctecte
tecctectetg
cagaagcaaa
tgceeteccet
gtctaagtga
cttcaaaccc
ttgctactaa
atgtgtcctc
gcaaacaagg
atattaatac
ctgcegette
cattctatgg
atatatatat
gtctcaggeca
gcttetectt
catcactcta

acaattggag
cacccaccaa
ctttgttcct
tgacggtaca
gggctattga
aggcaagaat
gttgctetgg
aatctctgga
attacacaag
aacaagaatt
attggctgtg
tagtttttge
ttcagaccca
gtggagagag
agcgggacaa
cagtgcaggyg
aaaacaaatt
ttggatcgtc
agtcgagctc
tgataaggga
gaagaatggg
tcaagctaca
agtccttcca
gagcttggaa
agcccccagg
tcctgtecta
gcagaactcc
catataaaaa
cacatacaca
aaaaagagct
gcttgcagaa
tctggaggac
aggggtgaat
ctgtgggagg
aataatccag
ctattagcaa
cagaaatatt
aagaggcatg
gaaataagat
caaaattacc
gaacttaacc
aagttctcag
cccttgagat
tgtgccttga
tcaaagaacc
tttgacagte
ggteccttect
cagcatcttce
tgaaatgacc
tgtaagcaat
gctecctggga
tgacagcecgt
tcagccctee
aaacatcctc
taacagcaca
tttgttttcet
atgtgtatag
taggtataga
caattgataa
atatatatat
tccattttet
ttttttgeeca
ggctgagaac
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aagtgaatta
ggcaaagaga
tgggttcttg
ggccagacaa
ggcgcaacag
cctggetgtg
aaaactcatt
acagatttgg
cttaatacac
attggaatta
gtatataaaa
tgtactttct
cctecccaace
agacagagac
atggcagtat
gaaagaatag
acaaaaattc
gacatcgccg
gcgaggatca
gccagcagac
acttccattt
aaaagcccec
aagcagactg
cactttcect
tcttcactga
tagaggtctt
cgtgtacaag
taaatgagga
cttcecctcaa
gaagaaaatc
taaagcctat
agggcactgg
tctttgccaa
aagataagag
ccttatccca
tatgaaacct
gctattgect
atacattgta
aaacaaaaaa
ctgatttggt
atagaaaaga
gatccacatg
catccaggtg
ctttggggtt
tctgggtcea
agaaggtgcec
tcecetcectt
cacattcacc
catggtgtct
agatggctct
gtagattggce
acctgtectt
ctctaagata
ctttgcaagt
ggccttttge
tttcctgttt
atcctaaaaa
ggccacctge
caacaaatat
atattcagga
ttatgatgece
tctgecetgt
atctgggcac

tataaatata
agagtggtgce
ggagcagcag
ttattgtctg
catctgttge
gaaagatacc
tgcaccactg
aatcacacga
tccttaattg
gataaatggg
ttattcataa
atagtgaata
ccgaggggac
agatccatte
tcatccacaa
tagacataat
aaaattttceg
gtgaattcac
tcaccggtgce
ctctgatctc
ggggtgggcc
tttcaaatte
tgaaagagtg
tcattaagaa
accttttcecc
tcttceccace
tgtctttact
gcatgcacac
tataaaccct
atgtgtgatc
ccttgaaage
ccactgcagt
agtgaatggce
gtatgaacat
accataaaat
cttacatcag
taacccagaa
tcattattge
gtatattaaa
caatatgtgt
aggggaaaga
cagcttgtca
ctttatggca
gcccatgatg
tgggtagaca
acaaatcctg
gtcctggtceca
ttgtcccaca
gtttgaggtt
gccctgactt
caaccctagg
ggctecttetg
tatctcttgg
gtatttacga
cacctagctg
tcatgcctte
tctatacaca
aagataaata
atatatatat
aataatatat
gtttgaggtg
aagcatcctg
acaccctaag
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aagtagtaaa
agagagaaaa
gaagcactat
gtatagtgca
aactcacagt
taaaggatca
ctgtgecttg
cctggatgga
aagaatcgca
caagtttgtg
tgatagtagg
gagttaggca
ccgacaggcec
gattagtgaa
ttttaaaaga
agcaacagac
ggtttattac
tagtggatcg
tagccggagce
ttcctgaatg
tatgataggg
ttctecagtee
atagttccgg
ccatccecttge
atctcttcca
ggatttctec
gcttttattt
accacaaaca
ttgtggctca
tctcagcaga
tctgaatcat
caccatcttce
cagcacggtg
gattagcaaa
aaaagcagaa
ttacaattta
attatcactg
cctgaaagaa
agaagaaagc
accctgttac
aaacatcaag
cagtgcagtt
tctcccaagg
gcagaggcag
accaggagcc
agaagcaacc
ccagagccta
ggcttgtgat
gctagtgaac
ttatgcccag
gtgtggctcece
gcactggctt
ccccatacca
cggtatcgat
tccaggggtyg
ctcttccata
tgtattaata
tttgattcac
atatatatac
tctagaatat
gagttttagt
ctggggacce
cctcageatg

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380



actcatcatg
gaaccagaag
cttggactat
tccggtgece
ctaaccagct
gtcccagecece
ggttgatget
agcccatage
atcctcataa
cctgaaaaca
tgtagtagta
cctctactca
caacctgacc
ctggtggcca
acaccagctce
tccaagtecct
tcctttatec
agtgcagcac
ctgacatgtc
ggaggtcaag
tgaaaccttg
gegettectt
gttcataatt
aagatgataa
aactttctta
caacgaccca
atgtactttt
ttttccgaaa
ttgtccatga
cgcaatgact
cgcagggtat
cctgagttta
gcectgecte
gggctttgat
ccctcccatt
aagaaataac
gggttccatt
agacagaaag
tcceccaccecet
tttccaatgg
actccaagac
ggctctcatt
atgcggatcc
gaccaatgac
tggaagggct
tgtgaaattt
tctctggtta
taagcctcaa
ctctggtaac
gtccatctgt
ctgtccttte
ttetgggggg
atgctgggga
cctgggecag
ggttcttagt
tcccaccege
cctagcectee
gaaaatgcct
cttgcaaaga
tacaaataaa
agttgtggtt
ccctaactcece
gctgactaat

actcagcatt
gcgggggtgg
gggaggtcac
tgcttaggag
gcattcgact
attgctaaat
atcttctgga
tctgtecctga
taaccctatg
taggagtcaa
gaatgaaaaa
tggtctatct
taaccaccta
gccctgaccee
gcaaagtcac
tagagactcc
acagaatgat
agggcccatg
cgaccttagg
gctgcagtga
cctcacgaaa
gatgctctac
gttagattaa
cttttatttt
gagtagtaac
tatagacatt
tctactaagc
ttacttgagt
ctggtgtgtg
ttgccatcac
atgtagacat
tagacaatga
tctactaggce
agcactatct
cccgagcagg
aggagactgce
tttttttecet
tcaggagett
tctetgagee
ctctcattte
tgagaaggaa
cagcaataaa
actagttcta
ttacaaggca
aattcactcce
gtgatgctat
gaccagatct
taaagcttge
tagagatccc
tgtttgcceccce
ctaataaaat
tggggtgggg
tgecggtggge
aaagaagcag
tccagecceccea
taaagtactt
aagagtggga
ccnnnnccge
aatgaatatc
gcaatagcat
tgtccaaact
gcccateceeg
tttttttatt

gctgtgettg
ggcactgacc
taatggagac
cttaatcttt
ttgactgcag
taacatcagg
acttgecctge
actgttagge
agatagacac
ggcacttgece
tgctgectatg
ctcectggete
tctgagectg
caccccacce
cgtgagggte
tgctececcaaa
tcetttgett
agcagtagct
caaatgcttg
gacatgatct
cagaatacaa
cacataggtce
ttttgtaata
ctggacttgt
aatataaagt
gatgtgaaat
cattgaaaca
attatacaaa
gagacaaatg
ttttagagag
ctcattcttt
gcecttttet
tgactcactc
gcagagccag
gtttgcttat
ccagccectgg
tctttecagtt
tgaatccaag
tcagtttcte
aatacaaaat
attgaacctg
attctcacct
gagcggccgg
gctgtagatc
caacgaagac
tgctttattt
gagcctggga
cttgagtgcet
tcagaccctt
tceceeegtge
gaggaaattg
cagcacagca
tctatgggta
gcacatccce
ctcataggac
ggagcggtct
agaaattaaa
gggtagtagt
agagagtgag
cacaaatttc
catcaatgta
cccctaacte
tatgcagagg
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agccagaagg
ccgacagggg
acacagaaat
aatgaaagct
cagctggtta
ctctgagact
tacattgaga
cactggtcca
aattattact
cctagetggg
ctgtgcctcee
ctgggagtca
ccagcctata
tcectggaac
ttgtgtttge
tttacagtca
cattgcccceca
gcagagtctc
actcttctga
tgccactgca
aaacaaacaa
tgggtacttt
ttgatattat
aatagctttc
tattgtgagt
tgtctattgt
ggaataacag
gacaagcacg
caggtttata
ctettggggg
ttettagtgt
ctctecccact
caaggcccag
ggccgagaag
ttatgcattt
ctgtgacatg
agaggaaaag
cctgatcatt
tttttataag
ttcegtttat
agactcattg
tcacccagge
ggtcgacgaa
ttagccactt
aagatcgcta
gaccggtctg
gctctetgge
tcaagtagtg
ttagtcagtg
cttccttgac
catcgcattg
agggggagga
cccaggtget
ttctcetgtga
actcatagct
ctcccteect
gcaagatagg
tcatgtcatc
aggaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
cgecccagtte
ccgaggcecge

tttgcttaga
cctggccaga
gtaacaggaa
aagctttcat
gaaggttcta
ggcagtatat
ccactgaccce
gagagtgtgce
cttactttat
ggtatagggg
cccaccttte
tggactccac
acccatctgg
ctctgataga
tgagtcaaaa
tagacttett
tccatctgat
acataggtct
gctcggatcce
ctccagectg
acaaaaaact
gtacacatta
tcctagaaag
tcttgtatte
ttttgcaaac
caatttatgg
aacaagattg
tggacctggg
atagatggga
ccccagtaca
gagaataaga
cagcagctat
caatgggcag
gggtggactc
aaatgatata
gaaactatgt
gggctcactg
tcecatgtceat
taggagtctg
taaatgcatg
actggcaaga
ccactgagtg
ttcgagctcg
tttaaaagaa
gcgatatcte
ctttttgett
taactaggga
tgtgcecegte
tggaaaatct
cctggaaggt
tctgagtagg
ttgggaagac
gaagaattga
cacaccctgt
caggagggct
catcagccca
ctattaagtg
ttattattca
ttattgcage
cattttttte
tctggeteta
cgecccattet
ctecggectet
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aggttacaca
actgctcatg
ctaagggaat
taaaaaaagt
ctggaggagg
ctctaacagt
atacatagga
atctcctttg
agatgatgat
agcagtccca
ccatgtctge
ccagcaccac
gccctgatag
cacatctgge
ttccttgaaa
catggctgte
cctectcate
ggcactgcct
cttgagctca
gacagcagag
gctcecgecaat
tctecattget
ctgaggccte
accatgttgt
acagcaaaca
gaaaacaagt
aaagaataca
aggagggtta
tggcatctag
caagagggga
atagccatga
gagatggcett
ggctctgtca
cagagactct
tttattttaa
agaatatttt
cacatacact
actgagaaag
gagtaaatga
agcttctgtt
tgtcceccaga
tcagatttgce
gtacctttaa
aaggggggac
cggatttatt
gtactgggtce
acccactgcet
tgttgtgtga
ctagcaacgc
gccactccca
tgtcattcta
aatagcaggc
cceggttect
ccacgcecceccct
ccgcecttcaa
ccaaaccaaa
cagagggaga
gtatttataa
ttataatggt
actgcattct
gctatcecege
ccgecccatg
gagctattce

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
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15

agaagtagtg
gccctatagt
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggcgce
cagcgtgacce
ctttctegee
gttcecgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt

<210> 5
<211> 6651
<212> ADN

aggaggcttt
gagtcgtatt
ggcgttacce
gaagaggccce
gacgcgccect
gctacacttg
acgttcgeeg
agtgctttac
ccatcgecect
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> solo sSIN

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (0)...(0)

<223>n=a,t,c,org

<400> 5

caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgecttee
agttgggtge
gttttcgeece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctage
cacttctgeg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tegggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg

ttttecgggga
gtatccgcete
tatgagtatt
tgtttttgcet
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagcea
ttcceggeaa
ctecggeectt
tcgeggtatce
cacgacgggyg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttceccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttcttteccet
tgataccgcet
agagcgccca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagce

tttggaggce
acgcgegcetce
aacttaatcg
gcaccgatcg
gtagcggcege
ccagcgecct
gctttceeeeg
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
tgccgattte
ttaacaaaat

aatgtgcgeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ccggcetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatce
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtce
aacgcggcect
gcgttatcce
cgccgecagcece
atacgcaaac
tttecececgact
taggcaccce
ggataacaat
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taggcttttg
actggccegtce
ccttgcageca
cccttcccaa
attaagcgceg
agcgcccgcet
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttegeect
aacaacactc
ggcctattgg
attaacgttt

gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgcecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttet
tttgtttgece
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggcetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgcctcteee
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg

cgtcgagacg
gttttacaac
catcccectt
cagttgcgca
gcgggtgtag
cctttegett
aatcgggggc
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatct
ttaaaaaatg
acaatttc

ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeccegeata
tcttacggat
cactgecggcece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcegtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagegt
tcecggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggeettt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgcgegttgg
cagtgagcgce
ctttatgcett
aaacagctat
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tacccaattc
gtcgtgactg
tcgececagetg
gcctgaatgg
tggttacgeg
tcttececctte
tcecetttagg
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctattce
agctgattta

ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcecegtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceg
tgctgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetetge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgect
tcagtgagcg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggcectegta
gaccatgatt

11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11868

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



acgccaagcg
cattgcatac
taccgccatg
tagttcatag
gctgaccgee
cgccaatagg
tggcagtaca
aatggcecege
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cattgacgca
tagtgaaccg
agggaaccca
ccgtetgttg
aatctctage
tctcgacgeca
gtgagtacgc
gtcagtatta
ggaaagaaaa
gcagttaatc
caaccatcee
ctctattgtg
gaggaagagc
tggaggagga
aattgaacca
aagagcagtg
gggcgcagceg
gcagcagaac
ctggggcatce
acagctccetg
gaatgctagt
gtgggacaga
aaaccagcaa
gaattggttt
aggcttggta
gggatattca
cgaaggaata
cggatctega
aaagggggga
atacaaacta
agggacagca
ctctcgagga
taagaccaat
gactggaagg
atttgtgaaa
gtctectetgg
gcttaagect
tgactctggt
cgcgtccatce
ccactgtect
ctattctggg
ggcatgctgg
ccteectggge
cctggttett
caatcccacc
aaacctagcce
agagaaaatg
taacttgcaa
ggttacaaat
tctagttgtg
cgcccctaac
atggctgact

cgcaattaac
gttgtatcca
ttgacattga
cccatatatg
caacgacccce
gactttccat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
gcggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt
gggtctetet
ctgcttaage
tgtgactcetg
agtggegece
ggactcggcect
caaaaatttt
agcgggggag
aatataaatt
ctggecetgtt
ttcagacagg
tgcatcaaag
aaaacaaaag
gatatgaggg
ttaggagtag
ggaataggag
tcaatgacgce
aatttgctga
aagcagctcc
gggatttggg
tggagtaata
gaaattaaca
gaaaagaatg
aacataacaa
ggtttaagaa
ccattatcgt
gaagaagaag
cggtatcgat
ttggggggta
aagaattaca
gagatccagt
tccactagtt
gacttacaag
gctaattcac
tttgtgatge
ttagaccaga
caataaagct
aactagagat
tgttgtttge
ttcctaataa
gggtggggtg
ggatgeggtg
cagaaagaag
agttccagcec
cgctaaagta
tccaagagtg
cctcennnnec
agaaatgaat
aaagcaatag
gtttgtccaa
tcegeccate
aatttttttt

cctcactaaa
tatcataata
ttattgacta
gagttccgeg
cgcccattga
tgacgtcaat
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac
ggttagacca
ctcaataaag
gtaactagag
gaacagggac
tgctgaagceg
gactagcgga
aattagatcg
aaaacatata
agaaacatca
atcagaagaa
gatagagata
taagaccacc
acaattggag
cacccaccaa
ctttgttcct
tgacggtaca
gggctattga
aggcaagaat
gttgctcetgg
aatctctgga
attacacaag
aacaagaatt
attggctgtg
tagtttttge
ttcagaccca
gtggagagag
agcgggacaa
cagtgcaggg
aaaacaaatt
ttggatcgtce
ctagagcggc
gcagctgtag
tcccaacgaa
tattgcttta
tctgagectg
tgccttgagt
ccctcagacce
cceteceecg
aatgaggaaa
gggcagcaca
ggctctatgg
caggcacatc
ccactcatag
cttggagcgyg
ggaagaaatt
cgcgggtagt
atcagagagt
catcacaaat
actcatcaat
ccgeccctaa
atttatgcag
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gggaacaaaa
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtacgececcece
tgaccttatg
tggtgatgcg
ttccaagtct
actttccaaa
ggtgggaggt
gatctgagece
cttgecttga
atccctcaga
ttgaaagcga
cgcacggcaa
ggctagaagg
cgatgggaaa
gtatgggcaa
gaaggctgta
cttagatcat
aaagacacca
gcacagcaag
aagtgaatta
ggcaaagaga
tgggttcttg
ggccagacaa
ggcgcaacag

cctggetgtg
aaaactcatt

acagatttgg
cttaatacac
attggaatta
gtatataaaa
tgtactttet
ccteccaace
agacagagac
atggcagtat
gaaagaatag
acaaaaattc
gacatcgceceg
cggggtcgac
atcttagcca
gacaagatcg
tttgaccggt
ggagctctet
gcttcaagta
cttttagtca
tgccttectt
ttgcatcgea
gcaaggggga
gtacccaggt
cccttetetg
gacactcata
tctcteecte
aaagcaagat
agttcatgtc
gagaggaact
ttcacaaata
gtatcttate
ctcegeecag
aggccgagge

gctggagctg
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcet
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac
ctatataagc
tgggagctcet
gtgcttcaag
ccecttttagt
aagggaaacc
gaggcgaggg
agagagatgg
aaattcggtt
gcagggagct
gacaaatact
tatataatac
aggaagcettt
cggccgcetga
tataaatata
agagtggtgc
ggagcagcag
ttattgtctg
catctgttge
gaaagatacc
tgcaccactg
aatcacacga
tccttaattg
gataaatggg
ttattcataa
atagtgaata
ccgaggggac
agatccatte
tcatccacaa
tagacataat
aaaattttcg
gtgaattcac
gaattcgagc
ctttttaaaa
ctagcgatat
ctgetttttg
ggctaactag
gtgtgtgcce
gtgtggaaaa
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
gctgaagaat
tgacacaccce
gctcaggagg
cctcatcagce
aggctattaa
atcttattat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctgget
ttcecgeecat
cgccteggee
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caagcttgge
tgtccaacat
acggggtcat
ggcccgectg
cccatagtaa
actgcccact
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatg
aactccgccce
agagctcgtt
ctggctaact
tagtgtgtgce
cagtgtggaa
agaggagctc
gcggcgactg
gtgcgagagce
aaggccaggg
agaacgattc
gggacagcta
agtagcaacc
agacaagata
tcttcagacce
aagtagtaaa
agagagaaaa
gaagcactat
gtatagtgca
aactcacagt
taaaggatca
ctgtgecettg
cctggatgga
aagaatcgca
caagtttgtg
tgatagtagg
gagttaggca
ccgacaggcec
gattagtgaa
ttttaaaaga
agcaacagac
ggtttattac
tagtggatcg
tcggtacctt
gaaaaggggg
ctcecggattt
cttgtactgg
ggaacccact
gtctgttgtg
tctctagcaa
ggtgccactc
aggtgtcatt
gacaatagca
tgacccggtt
tgtccacgec
gctccgecett
ccaccaaacc
gtgcagaggg
tcagtattta
agcttataat
ttcactgcat
ctagctatce
tcteegecee
tctgagectat

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940



tccagaagta
ttcgeectat
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
gcgcagegtg
ttcctttcte
agggttccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa

gtgaggaggc
agtgagtcgt
cctggegtta
agcgaagagg
cgcgacgcege
accgctacac
gccacgtteg
tttagtgcett
gggccatege
agtggactct
ttataaggga
tttaacgecga

ttttttggag
attacgcgceg
cccaacttaa
cccgcaccga
cctgtagegg
ttgccagege
ccggetttec
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgcecgat
attttaacaa
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gcctaggcett
ctcactggcece
tcgeettgea
tcgeecttee
cgcattaagce
cctagcgeece
ccgtcaagcet
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
ttcggectat
aatattaacg

ttgcgtcgag
gtcgttttac
gcacatccce
caacagttgce
gcggegggtyg
gctccttteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
tttacaattt
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acgtacccaa
aacgtcgtga
ctttcgecag
gcagcctgaa
tggtggttac
ctttcttecece
ggctceccttt
agggtgatgg
tggagtccac
tcteggtceta
atgagctgat
c

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6651
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REIVINDICACIONES

1. Un gen de gamma-globina humano mutado, en donde el gen de gamma-globina humana mutado codifica una
proteina que comprende la SEC ID NO: 1.

2. El gen de la gammaglobina humana mutado de la reivindicacion 1, en donde el gen de la gammaglobina humana
mutado tiene una identidad de secuencia del 70% o mayor que la SEQ ID NO: 2.

3. Un vector de expresion lentiviral capaz de corregir genéticamente la anemia falciforme o la B-talasemia o reducir los
sintomas de la misma, que comprende el gen de la gammaglobina humana mutada de la reivindicacion 1.

4. El vector de expresion lentiviral de la reivindicacion 3, que comprende ademas:

una secuencia sefal heterologa de poliA inversa de una secuencia viral 3 'LTR en una cadena principal de vector
lentiviral SIN estandar; y

una o mas secuencias USE derivadas de una sefial de poliA tardia de SV40 en una region de delecion de U3 de
una cadena principal de vector lentiviral SIN estandar.

5. El vector de expresion lentiviral de la reivindicacion 4, que comprende ademas una o mas secuencias de aislador
funcionales de longitud reducida derivadas de CHS4 flanqueantes.

6. El vector de expresion lentiviral de la reivindicacion 5, que comprende ademas uno o mas elementos de una region
de control de locus de beta-globina clonada en orientacion inversa a una unidad de transcripcion viral.

7. El vector de expresion lentiviral de la reivindicacion 5, que comprende ademas un elemento potenciador especifico
del linaje eritroide.

8. Células madre hematopoyéticas que tienen un vector de expresion lentiviral como se establece en cualquiera de
las reivindicaciones 3-7.

9. Las células madre hematopoyéticas de la reivindicacion 8, para usar en el tratamiento de la anemia falciforme o la
talasemia 3 en un sujeto que lo necesite, en donde las células madre hematopoyéticas se han preparado mediante la
transfeccion de células madre hematopoyéticas autdlogas (HSC) del sujeto con el vector de expresion lentiviral
modificado.

10. Las células madre hematopoyéticas para usar segun la reivindicacion 9, en donde El sujeto es un sujeto humano.

11. Las células madre hematopoyéticas para uso segun la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, en donde el sujeto
se trata adicionalmente con acondicionamiento de intensidad reducida antes del trasplante.

12. Un gen de gammaglobina humana mutada de la reivindicacion 1 para usar en el tratamiento de la anemia falciforme
o la talasemia 3 en un sujeto que lo necesite;

en donde el vector de expresion lentiviral expuesto en una cualquiera de las reivindicaciones 3-7 se introduce en
células madre hematopoyéticas autélogas (HSCs) del sujeto mediante transfeccion; y

en donde las HSC transfectadas son para trasplante en el sujeto.

13. El gen de la gammaglobina humana mutada para usar segun la reivindicacion 12, en donde El sujeto es un sujeto
humano.

14. El gen de la gammaglobina humana mutada para usar segun la reivindicacion 12 o 13, en donde el sujeto se trata
adicionalmente con acondicionamiento de intensidad reducida antes del trasplante.
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Vector RRE NB-1 NB-2
SBG-1 : 1.00 1.00
SBG-2 + 1.82 2.40
SBG-3 n 1.91 3.34
SBG-4 n 5.01 514
SBG-5 n 3.35 276
SBG-6 n 345 D 42
SBG-7 + 4.13 233
sBa-8" [ 018 1.70
SBG-9" : 6.35 NA
SBG-10" 5.34 5.75

Figura 6E
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Figura 31

13 sep 2013 Datos de secuencia
Molécula: sGbGM, ADN circular de 11868 bps
Nombre del Editado con sGbGM. cmp, de fecha 12 de septiembre
arcviho:
Descripcion: 1 a 11868 bps (completo)
1 caggtggcac ttttcgggga aatgtgcgcg gaacccctat ttgtttattt ttctaaatac
gtccaccgtyg aaaagcccct ttacacgcgce cttggggata aacaastsaa aagatttatg

61 attcaaatat gtatccgctc atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa taatattgaa
taagtttata cataggcgag tactctgtta Titgggactat ttacgaagtt attataactt
121 asaggzagag tatgagtatt caacatttcc gtgtcgceccct tattcccttt tttgcocggeat
Lttccttctec atactcataa gttgtaaagg cacagcggga ataagggaaa aaacgccgta
181 tttgccttcec
aoauggaagg

241 agttgggtgc
tcaacccacy

gaacgt tttccaatga
c

3 tgagrcacttt taasagttcty ctatgtggceg
ttgca aaaggttact actcgo

tgaaa atttcaagac gatacaccgc

361 «cggrtattatc ccgtattgac gocgggcaads agcaactcgg tcogcecgcata cactattetc
gccataatag ggcataactyg cggcccgttce togttgagee agecggcegtat gtgatsagag
421 =agaatgactt ggttgsgtac tcaccagtca cagsaaagca tcttacggat ggcatgacag
tcoctrtactgaa ccaactcatg agtggtcagt gtcttttcogt agaatgccta ccgtactgte
481 taagagaatt atgcagtgct gccataacca tgagtgataa cactgcggcece aacttacttc
attctcttaa tacgtcacga cggfattggt actcactatt gtgacgccgy tigaatgaag
1 >
541 tgacaacgat cggaggaccg aaggagctas ccgctitttt gcacascatyg ggggatcatg
actgttgecta gecteoctgge ttectcgatt ggcgaaaaaa cgtgtitgtac cccctagtac
- Dy >

601 taactcgect tgatcgttgg gaaccggagce tgaatgaagc cataccaaac gacgagc
attgagpgga actagcaacc cttggcctcocg acttacttcocg gtatggtttyg ctgetocg

at gcctgtagca atggcasacaa cgtt
ta cggacatcgt taccgttgtt gea

721 ttactctage ttcoccggcas caattaats

g ac ottchgg
aatgagatcyg aagggccgtt gttaattatc tgaccta c

a
attt caacgtc

cc tcecccecgtatceg

gtgggtc tcgcecggtatce attgcagce c
caccc cgg agggpatagu

ac t©
ag agcgccatag taacgtcecgtg a

87



ig21

1141

1201

1321

1441

i501

i5¢el

1741

2041

tagttatcta
atcaatagat

ES 2747 817 T3

Figura 31 (continuacion)

cacgacgggge
gtgctgeccee

agtcaggcas
tcagtcegtt

ctatggatga
gatacctact

cagatcgcty
gtctagcgac
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agataggtgce
tctatccacg

~

tttagattga
aaatctaact

ataatctcecat
tattagagta

tagaaaagat
atcttttcta

aaacaaaaaa
tttgtttttt

o+

CCga

aggctt

})

ttt

agccgtagtt
tcggcatcas

taatcctgtt
attaggacaa

caagacgata
gttctgectat

agcccagett
tegggtcgaa

aaagcgccac
tttcgecggtyg

gaacaggaga
cttgtecctet

tcgggtiteg
agoocaaagce

cctatggasa
ggatacct

QW
ct @

ttgctcacat
aacgagtgta

ttgagtgagc
aactcacteyg

aggaagcyyga
tcetitcgect

atgtgagtta
tacactcaat

ctcactgatt
gagtgactas

tttaaaactt

caaaggatct
gtttcctaga

accaccgcta
tggtggegat

ggtaact

ga
ccattgacc

c
g

aggcecaccesc
tceggtggty

accagtggcet
tggtcaccga

gttaccggat
caatggccta

ggagcdaacy
cctegettge

gcttc
gcgcacgagg
cgogtgctee

ccacctcetyga

ggtggagact

gttctttcecct
caagaaagga

tgataccgcet
actatggecga

aagcattggt
ttcgtaacca
CL D
catttttaat
gtaaaaatta
ccttaacgtyg
ggaattgcac

ttcaagaact
aagttcttgs

gctgceccagtyg
cgacggtcac

aaggcgcage
ttccgegtag

acctacaccqg

tggatgtgge

aactgtcaga
ttgacsagtct

ttaaaaggat
aattttccta

gaaaaaaada

tttgtttgce
aaacaaacgg

cgcagatacc

> gogtotatgg

ctgtagcace
gacatcgtgg

gcgataagtce
cgctattcag
ggtcgggetyg

e

ccagcecagac

gggagaaagg cggacaggta
ccctetttee gectgtecat
gagcttcecag ggggaaacgco
ctcgaaggtce ccectttgeg
ctitgagcecgtc gatttttgtg
dgaactcgcag ctaaaaacac
aacgcggect ttttacggtt
ttgcgceccgga aaaatgecaa
gcgttatece ctgattcectgt
cgcaataggg gactaagaca
cgcecgcagce gaacgaccga
gcggegtegyg cttgetgget
atacgcaaac cgcctctecc
tatgegtttg gcggagaggyg
tttcccgact ggaaageggg
aaagggctga cctttegece
taggcaccceco aggctttaca
atccocgtgggg tcecgaaatgt
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ctaggtgaag
gatccactte

ccactgagceg
ggtgactcge

ggatcaagag
cctagttcete

aaatactgtce
Tttatgacag

gecctacatac
cggatgtatg

gtgtcttace
cacagaatgg

22cgggygggt
ttgecoccoca

» cctacagegt

ggatgtcegeca

tceggtaage
aggccattcg

ctggtatctt
gaccatagaa

atgctcegtea
tacgagcagt
cctggecttt
ggaccggaaa

ggataaccgt
cctattggea

gcgcagecgayg
cgecgtegete

> cgcgegttgg

gcgogeaace

gaaatacgaa

tcatatatac
agtstatatyg

atcctttitg
taggaaaaac

Tcagaccecy
agtctgggge

tgctgettge
acgacgaacyg

ctaccaactc

gatggttgag

cttctagtgt
gaagatcaca

gggttggact
cccaacctga

tcgtgcacac
agcacgtgtg

gagctatgag
ctecgatacte

ggcagggicyg
ccgteccage

tatagtoctyg
atatcaggac

ggdggddcgga
ccececcgect
Tgctggoectt
acgaccggaa

attaccgecct
taatggcgga
tcagtgage
agtcactogs

O

P

ccgatteatt
ggctaagtaa

aacgcaatta
Ttgcgttaat
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Figura 31 (continuacion)

aattgtgagce
ttaacactcg

cgcaattaac
gogttaattyg

gttgl
caac
ttgacattga
aactgtaact

cccatatatg
gggt

caacgacccc

F gttyctyygy

tatac

ggataacaat
cctattgtta

cctcactaaa

ggagtgattt

tatcataata
atagtattat

ttattgacts
aataactgat

cgeccattgs ¢
gcgggtaact

ttcacacagg
aagtgtgtoco

gggaacaaaa
ccottgtttt

tgtacattta
acatgtaaat

ttattaata
aataattat

Q9

ttacataa“t

aaacagetat
tttgtcgata

gctggagcetg
cgacctogac

tattaggctea
ataaccgagt

gtaatcaatt
cattagttaa

tacggtaaat

atgccattta

gacgtatgtt
ctgcatacaa

gaccatgatt
ctggtactaa

caagcttggce
gttcgaaccg

tgtccaacat
acaggttgta

acggagtcat
Tgeccecagta

cccatagtaa
gggtctcatt

cgccaatagg
gcggttatce

acatctacgt
tgtagatgca

ggcgtggata
ccgeacctat

ggagtttgtt
cctcaaacaa

cattgacgca
gtaactgcgt

tagtgaaccg
atcacttggce

agggaaccca
tcoottgggt

cocgtetgttg
ggcagacaac

1 Tcaagtgtat
agttcacatsa

ctggeattat
gaccgtaats

goggtttgac
cgccaaactyg

ttggcaccsas
aaccgtggtt

aatgggcggt
tta\,\,\,gCCa

gggtctctcet
cccagagags

ctgcttaagce
gacgaattcg

tgtgactctg
acactgagac

Ndel
catatgcocaa
gtatacggtt

gctattacca
cgataatggt

tcacggggat

e R Rper}

agtgccects

................................

aggcgtgtac
ccgcacatg

ggttagaccs
ccaatctggt

ctcaataaag
gagffatttc

gtaactagag
cattgatctc

gggtggagta
cccacctcat

gtacgcceoo

catgcggygyg

Tgaccttatg

actggssatac

tttacggtaa
aaatgccatt

tattgacgtce
ataactgcay

CCu

ggactt
cctgaaagga

aatgacggta
ttactgccat

tggtgatgcg
accactacgc

ttccaagtet
aaggttcaga

actitccaaa
tgaaaggttt

ggtgggaggt
ccaccctceca

gttttggeag

caaaaccgtce at

ccaccceccatt
gyt gccctoa

atgtcgtaac
tacagcattg

gacgtcaatg
ctgecagttac

>

aactcc
tgaggcggg

coo

agagctogtt
tctegagcaa

gatctgagcece
““agactcgg

cttgccttga
gaacggaact

atccctecaga
tagggagtcet

tgggagetcet
accctcecgaga

gtgcttcaay
cacgaagttce

coccttttagt
gggaaaatca

tagtgtgtgce
atcacacacy
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Figura 31 (continuacion)

Stal
PR,
Narl

Kasi

-

agtggcgece

tcaccgogygyg

caagaatttt
gtttttaaaa

agcgggggday
tcgeccecte

aatataaatt
ttatatttaa

ctggecectgtt
gaccggacaa

ttcagacagg
aagtctgtcce

tgcatcaaay
acgtagttvv

aaaacaaaag
ttttgtttte

gaacagggac
cttgtcecectyg

tgctgaageyg
acgacttcgc

gactagcgga
ctgatcgect

agaaacatca
tctttgtagt

ttgaaagcga
aactttcget

cgcacggcaa
gcgtgeegtt
ggctagaagg
ccgatcttece

cogatgggaaa
gctaccettit

aagggaaacc
ttccctitagg

tcte uvuacc

agaggagcte
tectectecgag

gcggegacty
cgccgectgac

gtgcgagage
cacgcteteg

gtatgggcaa
catacccgtt

-

gaaggcigta
cttoccocgacat

Ty

atcagaagaa

tagtctitctt

gatagagata
ctatctctat

taagaccacc
attctgg tgg

aattgaacca
ttaacttggt

aagagcagtyg
Ttctegtecac

gcagcagaac
cgtegtettyg

ggaataggag
ccttateocte

tcaatgacgce
agttactgeg

aatttgctga
ttaaacgact

acaattggag
tgttaacctc

cacccaccaa
gtgggtyggtt

ctttgttect
gaaacaagga

cttagatcat
gaatctagta

gacaaatact

gggacagcta

coctgt COat

agtagcaacc
tcatcgttgg

~

aaagacacca
tttctg ggt

gcacagcaag
cgtgtcgttc

tgggttctty

cggcecgetga
cccgg“gact

tataaatats
atatttatat

agagtggtgc
tctcaccacg

aagcagctcc
ttcgtecgagyg
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catctgttgce
gtagacaacg

agacaagata
tctgttctat

tcttcagace
agaagtctgyg

sagtagtaaa
ttcatcattt
agagagaaaa

tctetetttt

g gaagcactsat

cttcgtgata

o) gta“ao“cca

cat

tcacgt

cctggctgtyg
ggaccgacac

gaaagatacc
cttictatgg

taaaggatca
atttcctagt
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Figura 31 (continuacion)

gggatttqé& gttgctctgg aaaactcatt tgcaccactyg
ccctaaacce caacgagacce ttttgagtaa acgtggtgac

>

tggagtaata

=~ e -
acctcattat

. gaaattaaca

ctttaattgt

acagatttgg
tgtctaaace

cttaatacac
gaattatgtyg

aggcttggta
tccgaaccat

gggatattca
ccctataagt

cgaaggaata
gcttecttat

cggatctega
geccoctagaget

B P VRS ATy

aaagggggygsa
tttcccecect

atacaaacta
tatgtttgat

Xhol
L
ctctcgaggg
gagagctcce

gaaaagaatg
cttitcttac

ggtttaagaa
ccaaattctt

ccattategt
cgtaatagca

gaagaagaag
cttcttcette

cggtatcgat
gccatagceta

ttggggggta

aacccccecat

aagaattaca
ttcttaatgt

gagatccagt
ctctaggtcea

ataagggaca
tattccecectgt

acatcctgag
tgtaggactc

aacaagaatt
ttgttcttaa

attggaatta
taaccttaat

gataaatggy
ctatttacce

» ttattcataa

aataagtatt

tagtttttge tgtactttot atagtgaata
atcaaaaacyg tatcacttat
ttcagaccca cctcccaacce cocgaggggac
ggagggttgg ggctccccty

aagtctaagt

tcatccacaa
agtaggtgtt

gaaagaatag
ctttcttate

tagacataat
atctgtatta

aaaacaaatt acaaaszattc aaaattttcg
ttttgtttaa tgtttttaag ttttaaaagc
ttggatcecgte gacatcgceccg gtgaattceac
aacctagcag ctgtagcecggce cact tg
agtcgagete gegaggatca tcaccggtge
tcagctcgag cgctcecctagt agtggccacyg
tgataaggga gcocagcagac ctcectgatctce

gaagaatggg

ctictt

3 CCC
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ctgtgcecttg
gacacggaac

cctggatgga
ggacctacct

tgatagtagg
actatcatcc

ccgacaggoc
ggctgteegg
gattagtgaa
ctaatcactt

ttttaaaaga

aaaattttct

agcaacagac
tcgttgtcet

ggtttattac
ccaaataaty
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Figura 31 (continuacion)

taataagaca gtagtgaata tcaagctaca aaaagccccc tttcasasatte tictecagtcec
attattctgt catcacttsat agbtudatot ““:cggggg aaagtttaag aagagtcagg

Pfal
taacttttca tactaagccc agtoctteca aagcagactg tgaaagagtg atagtteocgg
attgaaaagt atgayvcgoq tcaggaaggt ttcgtctgac ctitctcac tatcaag

actttccet tcattaagaa ccateccttge

gagactagca ccggctagcec dag aa ¢
ctc tt gtgaaaggga agtaattctt ggtaggaacy

ctctgategt ggccgatcgg

tactcagctg caatcaatcc tcactga accttttooc atctcttccea
atgagtcgac gttagttagg tcggggd agaa tca“t tggaaaaggdyg t© Gacaagqt

aaacatctgt ttctgagaag tcctgtecta

t ace ggatttce
tttgtagaca aagactctte agqavacoot atctccagaa agaagggtgg cctaaadgagy

acaccattt actcccactt gcagaactce
atgtggtaas tgogggbdaa cgtcitgagg >

act gcttttattt
agaaatga cgazaataaa

gctcaacaaa atgcacatcect catataaaaa taaatgagga gcatgcacac accacaaaca
cgagttgttt tacgtgtaga gtatattttt atttactcct cgtacgtgtyg tggtgtttgt

caaacaggca tgcagaaata cacatacaca cttccctcaa tatasaccct tTtgtggotca
gtttgteccecgt acgtctttat gtgtatgtgt gaaggcoott atatttaogga aacaccgagt

tatatttaaa aagatgtaaa aaaaagagcet tctcagcaga
¢ agagtcgtet

atataaattt ttctacattt tttttctcga

atagatttat tatttgtatt gcttgcagaa
tatctaaata ataaacataa vgaapgtctt

tctgaatcat
agacttagta

actgg ccactgcagt caccat
gtgacc ggtgacgtca gtgatagaag

gggcaagagd ctcagtggtsa tctggaggac agggcesa
ccegttetee gagtcaccat agacctcectg tecco

tgocaggaag cctgcaccte aggggtgaat tctttgecaa agtgaatggce cagcacggtyg
acggtccttc ggacgtggayg tccceccactta agaaacggtt tcacttaccy gtcecgtgccac

FN oy

accagcacgt tgcccaggag <tgtgggagg
tggtcgtgca acgggtcecte gacacccetec

gattagcaaa
ctaatcgttt

agggcctage ttggactcag aa‘aa“ccac
tcococggateg aacctgagte ttat aqatc

aaaagcagaa
ttttcgtett

tggtagctgg attgtagetyg ctattagcaa tatgaaacct cttacatcag ttacaattta
accatcgacce taacatcgac gataatcgtt atactttgga gaatgtagtc aatgttaaat
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Figura 31 (continuacion)
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. Clebin M

gaacttaacc atagaaaaga
cttgaattgg tatcttttct
aagttctcag gatccacatg
ttcaagagtc

ctaggtotac

im0
RREES I

taacccagaa attatcact
attgggtcett taatagtgac
tcattattgc cctgsaagaa

c aa
agtastasacyg ggactttctt

gtatattaaa agaagaaagc
catataattt tcttcectttcg
caatatgtgt accctgttac
Ttatacaca tgggacaatg

aazcatcaag
£ tttgtagttc

.

tgtgccecttga ctttggggtt

acacggaact gaaaccccaa

ey W

tcaaagaacc totgggtcecs
agtttcttgg agacccaggt
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THNS ™

ttgacagtc agaaggtgec
aaactgtcag tettceccacgg

ggtccttect tecotecctt
ccaggaagda agggagggaa
cag cacattcacc
gtc gtgtaagtgg
tgaaatgacc catggtgtcet
actttactgg gtaccacaga
tgtaagcasat agatggetcet
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catctaacocg
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cagcttgteca cagtgcagtt
gtcgaacagt gtcacgtcaa
ctttatggca tectececcaagg
Jaaataccgt agagggttce
geccatgaty gcagaggcag
cgggtactac cgtctecogte
tgggtagaca accaggagcce
acccatcetgt tggtectogy
acaaatcctg agaagcaacc
tgtttaggac tcttegtt

gtcctggtca ccagagocta
caggaccagt ggtctcggat
tgtcecaca ggecttgtgat
aglcagatgt ccgaacacta
gtttgaggtt gctagtgaac
caaactccaa cgatcacttyg
gccctgactt tTtatgeococag
cgggactgaa aatacgggtc

caaccctagg g
gttgggatce c
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Figura 31 (continuacion)
s tgacagcegt
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tatatatat atattcagga
tatatatata tataagtcct
tcecattttet ttatgatgeco
aggtaaaaga aatactacgg
ttttttgeoceca tctgceccecctgt
aaaaaacggdt agacgggaca

ggctgagaac atctgggcac
ccgactettyg tagacccgig

ctgtgcttyg agccagsasagg
cgacacgaac tcecggtcttece

ggcactgacc ccgacagggy
ccgtgactgg ggctgtcecce

a0
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aagataaata
ttctatttat

atatatatat
tatatatata

aataatatat
Lfattatata

gtttgaggtyg
caaactccac

aagcatccty
ttcgtaggac

acaccctaag
tgtgggatte

cctggecaga
ggaccggtet

tttgattcac
aaactaagtyg

tctagaatat
agatcttata

cctcageatyg
ggagtcgtac

aggttacaca
Tccaatgtgt

ctaagggaat
gattccetta
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Figura 31 (continuacion)
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7561 tgcttaggag cttaatcttt astgsaagct aagotttcat tasaaaaagt
acgaatcctc gasttagaaa ttactttcga ttcgaaagta atttttttcs

021 ctaaccagct gcattcgact ttgactgcag cagetggtta gaaggttcta ctggaggagg
gattggtcga cgtaagctga aactgacgic gtcocgaccaat cttccaagat gacctcoctcee

-1
[a2)
[as]
s

Tceccageooe attgctasat taacatcagg ctcectgagact ggecagtatat ctctaacagt
cagggtcecggg taacgattta attgtagtcc gagactctga ccgtcatata gagattgtcs

7741 ggttgatget atcttctgga acttgcctgce tacatigaga ccactgaccce stacat
ccaactacga tagaagacct i atgtaactct ggtgactggg tatgtatc

7801 agcccatage tcecigtectga actgttaggce cactggtcca gagagtgtge atctcoctttg
tcgggtatcyg agacaggact tgacaatccg gtgaccaggt ctote cg tagaggaaac

<

7861 atcctcataa taaccctatg
taggagtatt attgggatac

cttactttat agatgatgat
gaatgaaata tctactacts

7321 «cctgasaaca taggagtcaa ggcacttgcec cctagcectggg ggtatagggg agcagtccca
ggacttttgt atcctcagtit cecgtgaacgy ggatcgaccce ccatatccce tcgtcagggt

7981 tgtagtagta gaatgaaaaa tgctgctatg ctgtgectcce cccaccitic ccatgtctge
acatcatcat cttactttit acgacgatac gacacggagg gogtggaaag ggtacagacg
8041 cctctactca tggtctatcet

c
ggagatgagt accagataga gagga

PR

acccatctgg geccctgatag
tgggtagacce cgggactatce

8101 caacctgacc taaccaccta
gttggactgg attggtggat

Icca gecctgacce caccccacce tecectggaac ctetgatags cacatctgge
ggt cgggactggyg gtggggtggg agggaccityg gagactatct gtgtagaccg

8221 acaccagctc gcaaagtoac cgtgagggtc ttgtgtttgce tgagtcaaaa ttocttgaas
cacaaacg actcagtttt aaggaacttt

tgtggtcgag cgtttcagtg gecactoccay aa

RS e e e e e e et e B e e e e €

g5

81 tccaagtcct tagagactcc tgctcccaaa tttacagtca tagactictt catggotgte
aggttecagga atctctgagg acgagggtitt asatgtcagt atctgaagaa gtaccgacag

N e v e FE T N

8341 <tccectttstcc acagaatgat tectttgectit cattgcccca teccatctgat cctecteate
aggaaatagg tgtcttacta aggaaacgaa gtaacggggt aggtagacta ggaggagtag

8401 agtgcagcac agggcccatg agcagtagcect gcagagtctc acataggtct ggcactgect
tcacgtegtg tceccecgggtac tegtcatcega cgtoteagag tgtatccaga cogtgacgga

<
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Figura 31 (continuacion)

cgaccttagg

gctgcagtyga
cgacgtcact

cctcacgaas
ggagtgettt

gtcttatgtt

caaatgettg actcecttetga getceggatec
tgagaagact cgagcctagy
gacatgatct tgccactgca ctceccageotyg

gaggtcggac

acggtgacgt

acaaaaaact

tgttttttga

cagaatacaa aaacasaacaa

ca
Tttgtttgtt

cttgagctcea
Jaactcgagt

gacagcagag
ctgtecagtcte
gctcececgeaat
cgaggcgtta

gcgcttectt
cgcgaaggaa

aagatgataa
ttcotactat

aactiicita
ttgaaagaat

caacgacecca
gttgctgggt

atgtacttt
tacatgaaaa

ttttececgaaa

aaaaggcett

ttgtecatga
aacaggtact

cgcaatgact
gcgttactga

cgcagggtat
gcgtccececata

cctgagttta
ggactcaaat

gttagattaa
caatctaatt

cttttatttt
gaaaataaaa

gagtagtaac
ctcatcattg

tctactaage
agatgattcyg

ttacttgagt
aatgaactca

ctggtgtgtyg

= -2

gaccacacac

ttgccatcac
aacggtagtyg

atgtagacat
tacatctgts

tagacaatga
atctgttact

ttttgtaata Ttgatattat tcctagsaag
aaaacattat aactatassata aggatctttc
ctggacttgt

gacctgaaca

aatataaacgt tattgtgagt tittgcaaac
ttatatttca ataacactca aaaacgtttg
gatgtgaaat tgtctattgt caatttatgg
ctacacttta acagataaca gttassatacc
cattgaaaca ggaataacag aacaagattg
gtaactttgt ccttattgtc ttgttctaac

Pmit

cg tggacctggy

attatacaaa gacaagcs
ctgttcecgtge acctggacce

taatatgttt

gagacaaatg
ctctgtttac

caggtttata
gtccaaatat

tagatggga
tatctacccot

ttttagagag ctcitggggg ccccagtaca
aaaatctcte gagaaccccce ggggtcatgt
ctcattcttt gagaataaga

gagtaagazaa a ctecttattet

gccecttttet
cgggaaaaga

cagcagcectat
gtcgtcecgata

tgactcacte
actgagtgag

caaggcccag
gttccgaggte

caatgggcay
gttacccgte
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tctcattget
agagtaacga

ctgaggecte

gactccggayg

accatgttgt
tggtacaaca

acagcaaaca
tgtegtttgt

>

gasasacaagt
cttttgttca

aggagggtta
tccteccaat

caagagggga
gttctcceet

Jagatggcett
ctctaccgaa

ggctctgtea
ccgagacagt
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Figura 31 (continuacion)

gggctttgat agcactatct gcagagcocag ggccgagaag gggtggactc cagagactict
& -

gaaacta tcgtgataga cgtcectcocggtce ceggotettce cccacctgag gtotectgaga

ccetececatt ccocecgagecagg gtttgettat aatgatata tttattttas
gggagagtaa gggctecgtcece caaacdaata asatacgtaaa tttactatat saataaaatt

aagaaataac aggagactgc ccagccocctgg ctgtgacatg gaaactatgt &
ttctttattg tcocctotgacy ggtcecgggace gacactgtac ctttgataca t

cacatacact
gtgtatgtgsa

gggttccatt tttttttcet
cccaaggtaa aaazazadga

Hcil

agacagaaag tcaggagctt tgaatccaag cctgatcatt tccatgtcat actgagaaag
tctgtetttec agtcoctogaa acttaggttc ggactagtaa aggtacagta tgactctttce

N

tceceococacoct tcetotgagee tcagtttctce tttttataag taggagtctg gagtaaatga
aggggtggga agagactcgyg aaaaatattc atcctcagac ctocatttact

Tttccaatgg ctctecattic aatacaaaat ttcecgtttat taaa 3 o;
aaaggttacc gagagtaaag ttatgtitita aaggcaaata stttacgtac tcgaagacss

actccaagac tgagaaggaa attgaacctg agactcattg actggcaaga tgtccc
tgaggttctyg actcttcecctt taacttggac tctgagtaac tgaccgttcect ac

N

ggctctcatt cagcaataaa attctcacct tecacccaggce ccactgagtg tcagatttge
ccgagagtaa gtegttattt taagagtgga agtgggtccg agtgactcac agtctaaacdg

actagttcta gagcecggecgg ggtcgacgaa ttcocgagectcg gtacctttas
tgatcaagat ctcgccggece ccagotgecit aagctcgage catggaaatt

gaccaatgac tTtacaaggca gctgtagatc ttagcoccactt tttasaaagaa aaggggygyac
ctggttactyg aatgttccgt cgacatctag aatcggtgaa aaattttctt ttcocccccectg
Bspil

FroRY
tcgecta gecgatatctc cggatttatt
cgat

tggaagggct aattcactcc caacgaagac

aaga
accttccega ttaagtgagg gttgctictg ttcectag cgctatagag gcctaaatas

tgtgaaattt gtgatgctat tgctttattt gaccggtctg ctttttgett gtactgggte
acactttasa cactacgata acgsaaataaa ctggccagac gaaaaacgaa catgacccag

taactagggs accc
attgatccct tgggtgac
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Figura 31 (continuacion)

taaagcttgd
atttcgaacy

cttgagtgct

gaactcacga

ctctggtaac
gagaccQttg

gtccatctgt
caggtagaca

tagagatccce
atctctaggy

tgtttgcccee
acaaacgggyg

tcagaccctt

aqtctgggaa

tceceococogtyge
agggggcacg

tcaagtagtg
agttcatcac

ttagtcagtg

aatcagtcac

cttccttgac
gaaggaactyg

totgcececgte
acacgggcag

tggaaaatct
accttttaga

cctggaaggt
ggaccitcca

tgttgtgtga
acaacacact

Miut
ctagcaacgc
gatcgttgeg

gccacteccca
cggtgagggt

gaggaaattyg
ctcectttaac

cagcacagca
gtegtgtegt

catcgcattg
agtagcgtaac

agggggagga
tcecceccecectect

tctgagtagg
ocavbuabcc

ttgggaagac
aaccctictyg

tccg

atgctgggga
Tacgacccct

ggttcttagt
ccaagaatca

:CCCé‘CC"‘g”w
agqqtaagcq

cctagectac
ggatcggagy

tgcggtggye
acgccacceg

aaagaagcag
tttcttegte

tccageoooca
aggtcggggt

Taaagtactt
atttcatgaa

aagaqtggga
tctcaccct

tctatgggta
agatacccat

ctcataggac
gagtatccty

agaaattaaa
tctttaatt

gaaaatgcct
cttttacgga

~ T Y A

FOLVAL LA

cttgcaaaga
Jaacgtttct

ttgtggtt
tcaacaccaa

cctaactcce

gggattgagg

actaat
tgatta

t
O LQ

M O

ﬁcpﬁhhécgc
ggnnnnggcy

aatgaatatc
ttacttatag

gcaatagcat
cgttatcgta

tgtccaaact
acaggtttga

gccecatceecyg

cgggtagggce

tttttttatt
aaaaaaataa

agagagtgag
tctcectcact
gtgtttaaag

catcaatgta
gtagttacat

ccecctaactc
ggggattgag

tatgcagagg
atacgtctc
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cccaggtgcet
gggtccacga

i}

ttctotgtga

g aagagacact

actcatagct
tgagtatcga

ctceectecect

9299929992

gcaagatagg
cgttotatcce

acaaataaag
tgtttatttc

tcttatcatg
agaatagtac

cgcccagtte
gcgggtcaag

cacaccctgt

gtgtgggaca

caggag
gtcetce

()@
OKI

ctattaagtyg

ttatt
aataacgtcg

gcagce

gtaaaaaaag

tctggetcet
agaccgagat

cgcocecattct
gcgggraag

ond

ccgaggcecoge
ggcteocggey

ctecggectet
gagccggaga

ccoggttect
gggccaagga

skt
cocacgeocccet
thgvguuca

cagagggaga
gtotcecectet

gtatitatas

cataaatatt

a gctatceccge

cgatagggcg

ccgcecececatyg

a ggoggggtac

gagctattcc
ctogataagy
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Figura 31 (continuacion)

aggaggcttt
tcctcoccgaaa

ggcgttacce
cocgcaatgayg

gaagaggccce
cttctecocggg

gacgcgccct
ctgcgegggs

~ N

Nag

2

tttggaggee
aaacctcegg

acgcgegete
tgcgegegag

gcaccgatcg
cgtggctage

gtagcggcge
catcgeecgeg

Mgodiy

acgttcgecyg
tgcaagcggce

agtgctttac
tcacgaaatg

ccatcgeect
ggtagcggga

ggactettgt
cctgagaaca

aacgcgaatt
ttgcgcitaa

gcttteccocag
cgaaagygddc

ttaacaaaat
aattgtttta
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taggettttyg
atccgaaaac

attaagcgeg
taattcgege

aaaagcggga

aacaacactc
ttgttgtgag

BsmEl
cgtecgagacy
gcagcetetge

gttttacaac

caaaatgttyg

cagttgcgca
gtcaacgcgt

gcggatgtgg
cgoccoacace

cctttegett
ggaaagcgaa

aatcggggge
ttagcecccyg

tacceasa
atgggttaas

=

O

[to}

gtegtgact
cagcactgac

gcctgaatgg
cggacttacc

tggttacgeyg

=

accaatgegce

tcttceecette
agsagggaag

tcecctttagg
agggaaatce

=

gtccacgtt
tcaggtgcaa

attaacgttt
taattgcaaa

agctgattta
Tcgactaaat
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