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DESCRIPCION
Sistema mejorado de transposon para la administracion de genes

La presente invencion se relaciona con un sistema de transposén que comprende (a) una unidad de transposon que
contiene repeticiones terminales invertidas (ITR) o repeticiones terminales directas (DTR) que flanquean una
secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana; y (b) un ARN que codifica para una transposasa
que tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y transponer dicha secuencia de interés a dicho genoma; en
donde dicho ARN que codifica para dicha transposasa se caracteriza porque contiene una combinacion de
nucleotidos no modificados y modificados, en donde entre el 5 y el 50% de los nucledtidos de uridinay entre el 5y el
50% de los nucledtidos de citidina son respectivamente nucleétidos de uridina modificados y nucleétidos de citidina
modificados. Mas aun, la presente invencién se relaciona con el uso de dicho sistema de transposén para la
administracion de genes ex vivo a una célula diana. Ademas, la presente invencién se relaciona con un método ex
vivo para la administracion de genes a una célula diana que comprende los siguientes pasos: (a) poner en contacto
el sistema de transposon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 con una célula; (b) cultivar
dicha célula en condiciones permisivas para el cultivo de dicha célula. La presente invencién también se relaciona
con una composicion farmacéutica, asi como también con un kit que comprende dicho sistema transposon.

La terapia génica basada en células madre hematopoyéticas (HSC) tiene como objetivo la correccion genética de
por vida y la reconstituciéon hematopoyética, y se ha aplicado en forma exitosa en escenarios clinicos para tratar a
una variedad de enfermedades monogénicas incluyendo inmunodeficiencias primarias (Mukherjee y Thrasher, 2013;
Touzot y col., 2014). Junto con los beneficios terapéuticos indiscutibles otorgados por el trasplante de HSC
autdlogas genéticamente corregidas, también se han observado eventos adversos (desarrollo de leucemia) en varios
pacientes (Hacein-Bey-Abina y col., 2003; Ott y col., 2006, Hacein- Bey-Abina y col., 2008; Howe y col., 2008). Los
eventos adversos resultaron ser producidos por la mutagénesis por insercion de oncogenes causada por los
vectores gamma retrovirales usados en el ensayo. Este fendbmeno tipicamente se denomina genotoxicidad, lo cual
en general deriva de i) el perfil de integracién gendmica sesgado de los vectores derivados de MLV que favorece la
integracion en sitios de inicio de la transcripcion (TSS) y ii) la presencia de potentes secuencias de regulacion de la
transcripcion en las repeticiones terminales largas (LTR) del vector retroviral que podrian transactivar
transcripcionalmente a los genes cercanos al sitio de integracion. Este potencial genotoxico ha planteado serias
preocupaciones de seguridad detras del uso de los vectores virales. Como consecuencia, se ha dedicado un trabajo
sustancial al desarrollo de otros vectores que resulten en vectores virales auto inactivantes (SIN) desprovistos de
secuencias potenciadoras/promotoras en sus LTR (Bai y col., 2003; Thornhill y col., 2008). Por otro lado, se ha
desarrollado el sistema de transposon Sleeping Beauty (SB) como plataforma no viral de administracién de genes
con un perfil de integracion casi al azar (Vigdal y col.,, 2002; Huang y col., 2010) y actividades transcripcionales
asociadas al vector despreciables (Walisko y col., 2008) como alternativa potencialmente mas segura a los vectores
virales comunmente usados en ensayos de terapia génica.

La tecnologia de administracion de genes por SB tipicamente se provee en la forma de dos vectores plasmidicos
basados en ADN: uno que porta una unidad de transposon definida por repeticiones terminales invertidas (ITR) que
flanquean un gen de interés a insertar en el genoma, y otro que codifica para la transposasa SB, el componente
enzimatico del sistema. Ante su expresion, la transposasa SB inicia el proceso de transposicion mediante el
reconocimiento y la union de las ITR. En el siguiente paso, la unidad de transposén es cortada desde la construccion
donante e integrada en el locus gendmico, conduciendo de esa manera a la expresion estable de un gen de interés
en las células genéticamente modificadas y en su progenie. El plasmido colaborador que expresa la transposasa SB
se puede reemplazar por el ARNm que codifica para la transposasa, el cual se demostré6 que confiere una
transposicion eficaz en lineas celulares de mamifero in vitro y en higado de raton in vivo (Wilber y col., 2006). El
fundamento de proveer la funcion transposasa en la forma de ARNm es el de proveer un ADN con toxicidad celular
reducida (Wiehe y col., 2007) y una mayor seguridad mediante la eliminacién del riesgo de una insercion involuntaria
de la secuencia que codifica para la transposasa en el genoma de las células transfectadas, lo que podria conducir a
rondas incontroladas de transposiciones.

La generacion de una variante hiperactiva superior de la transposasa SB llamada SB100X (Mates y col., 2009)
mediante evolucién molecular ha abierto nuevas posibilidades para las aplicaciones de terapia génica. De hecho, el
sistema de transposon SB se ha adaptado en forma exitosa para proveer una transferencia eficaz estable y una
expresion sostenida de transgenes terapéuticos en una variedad de modelos animales de enfermedad (revisado en
(Swierczek y col., 2012)), y recientemente ha ingresado en la clinica en el contexto de la terapia génica para cancer
para redireccionar respuestas inmunoldgicas mediadas por células T contra enfermedades malignas de células B
(Williams, 2008). La administracion estable de un receptor quimérico de antigeno (CAR) contra CD19 a células T
mediante esta nueva estrategia no viral se ha evaluado en ensayos recientes en humanos como eficaz y segura, y la
elaboracion del producto de grado clinico contra células tumorales se ha evaluado como conveniente desde el punto
de vista de los costos, y menos laborioso que lo conseguido mediante la transduccion de retrovirus recombinantes
(Singh y col., 2013; Singh y col., 2014).

Sin embargo, la implementacion de un sistema de transposdn como, por ejemplo, el sistema de transposén SB para
terapia génica, por ejemplo, del sistema HSC esta obstaculizado por la baja eficacia de la administracion de ADN
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plasmidico en células madre en general. A pesar de que la administracion no viral de genes en HSC ha mejorado en
gran medida mediante el uso de la nucleofeccion (Hamm y col., 2002; Gresch y col., 2004), ain se considera
ineficaz en comparacion con las tecnologias virales. En general, la eficacia de la administraciéon de ADN plasmidico
por electroporacion esta determinada por los parametros fisicos de la carga de vector incluyendo la cantidad y el
tamario del vector a introducir (Hu y col., 2014). Sin embargo, la administraciéon de ADN plasmidico desnudo en las
HSC resulta en una excesiva pérdida de viabilidad celular, lo que se incrementa en forma proporcional con la carga
de ADN plasmidico (Levetzow y col., 2006). Mas aun, se ha postulado que los motivos de dinucleétidos de CG
(CpG) no metilados presentes en el esqueleto bacteriano de los vectores plasmidicos convencionales inducen
respuestas inmunogénicas contra el ADN foraneo (Hemmi y col., 2000; Chuang y col., 2002; Hyde y col., 2008;
Huerfano y col., 2013b). Finalmente, la presencia de un gen de resistencia a antibiético en un vector usado para
propésitos de terapia génica plantea nuevas preocupaciones de seguridad.

Una tecnologia de plataforma basada en vectores que pueda potencialmente superar algunas de las limitaciones
anteriores de la administracion no viral de genes se basa en los minicirculos (MC). Los MC sin casetes de expresion
minima superenrollados que se obtienen de sus plasmidos parentales mediante un proceso de recombinacion
intramolecular, durante el cual se eliminan del vector la mayoria de las secuencias del esqueleto bacteriano (Darquet
y col., 1997). Los vectores de MC por lo tanto tienen una reduccion significativa de tamafio y estan desprovistos de
origenes de replicacion bacterianos y de genes de resistencia a antibidticos. Se ha demostrado que los MC mejoran
la administracion de genes a una variedad de lineas celulares in vitro (Darquet y col., 1997; Chabot y col., 2013;
Kobelt y col., 2013), y al higado (Chen y col., 2003b; Osborn y col., 201 1), lungs (Vaysse y col., 2006), musculos
(Darquet y col., 1999; Chabot y col., 2013) y tumores (Darquet y col., 1999; Kobelt y col., 2013) in vivo. Los MC han
servido como método de administracion no viral mas eficiente y avanzado para modificacién genética usando
nucleasas de dedos de cinc (Dad y col., 2014), generacion de células madre pluripotentes inducidas (Jia y col.,
2010), en terapia de vacunacion para aumentar las respuestas inmunoldgicas especificas contra VIH (Wang y col.,
2014), y en la deteccion de cancer de la sangre (Ronald y col., 2015). El mayor potencial de la administracion
basada en ADN minicircular también ha sido evidente en terapia génica preclinica para el tratamiento episomal de la
mucopolisacaridosis de tipo | (Osborn y col.,, 201 1). Un estudio de prueba de concepto sobre el sistema de
transposon SB acoplado con tecnologia de MC ha demostrado una robusta transposicion de SB y e integracion de
transgenes en células HelLa (Sharma y col., 2013). Sin embargo, la tecnologia de MC aun no se ha aplicado en el
contexto de modificaciones estables no virales del genoma de HSC.

En consecuencia, a pesar de que en el estado de la técnica previo ya se describen medios y métodos para la
administracion de genes en células, aun se necesitan mejoras, en particular con respecto a la eficacia de la
administracion de genes y la bioseguridad de la modificacion genética.

La presente solicitud aborda esta necesidad mediante la provisién de formas de realizacion tales como las que se
definen en las reivindicaciones. La presente invencion aborda los problemas de eficacia de la transferencia de genes
(preferiblemente de una transferencia no viral de genes) a células (por ejemplo, en HSC), entre otras cosas,
mediante las modificaciones de los componentes de un sistema de transposoén (ejemplificado mediante el uso del
sistema de transposén SB). La presente invencion se basa principalmente en el sorprendente hallazgo de que el
sistema de administracion de genes se puede refinar en forma beneficiosa mediante la provision de la transposasa
SB100X como ARNm SNIM quimicamente modificado caracterizado por una mayor estabilidad y una menor
inmunogenicidad (Kormann y col., 2011). Mas aun, la presente invencion, en parte, se basa en el hallazgo de que la
administracion de genes mediada por transposones (SB), ante su suministro en la forma de vectores de MC, se
asocia con una mayor eficacia de transferencia estable de genes y una menor citotoxicidad en comparacién con un
sistema basado en plasmidos, en particular en el caso en donde la transposasa se provee en la forma de ARN, mas
especificamente como ARN quimicamente modificado.

Estos hallazgos conducen a las formas de realizacion caracterizadas en las reivindicaciones. En consecuencia, la
presente invencioén se relaciona con un sistema de transposén que comprende

(a) una unidad de transposon que contiene repeticiones terminales invertidas (ITR) o repeticiones terminales directas
(DTR) que flanquean una secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana; y

(b) un ARN que codifica para una transposasa que tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y transponer
dicha secuencia de interés a dicho genoma;

en donde dicho ARN que codifica para dicha transposasa se caracteriza porque contiene una combinacion de
nucleotidos no modificados y modificados, en donde entre el 5 y el 50% de los nucledtidos de uridinay entre el 5y el
50% de los nucledtidos de citidina son respectivamente nucleétidos de uridina modificados y nucleétidos de citidina
modificados.

En una forma de realizacién preferida, el ARN es un ARNm.
Un transposén (también denominado elemento transponible (TE o transposén)) como se usa de acuerdo con la

presente invencion se relaciona con una secuencia de ADN que puede cambiar su posicién dentro del genoma. El
descubrimiento de Barbara McClintock’s acerca de estos genes saltarines la llevé a ganar el premio Nobel en 1983.
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Un sistema de transposon designa a una combinacién de un elemento transponible y una correspondiente
transposasa que tiene la capacidad de transponerlo.

En general, se conocen dos diferentes sistemas de transposones.

Un sistema de transposoén, es decir, los transposones de clase |, involucra un ARN intermediario. Los TE de clase |
se copian en dos etapas: primero, se transcriben a partir de ADN a ARN, y el ARN producido luego se transcribe en
forma reversa a ADN. Este ADN copiado se inserta entonces en una nueva posicién en el genoma. El paso de
transcripcion reversa es catalizado por una transcriptasa reversa, que con frecuencia esta codificada por el mismo
TE.

El segundo sistema de transposén es un mecanismo de transposicion de corte y pegado de TE de clase Il que no
incluye un ARN intermediario. Este sistema se describe en forma mas detallada mas adelante.

En la presente invencioén, estan contemplados ambos tipos de sistemas de transposén mientras que el segundo
sistema de transposon que usa un mecanismo de transposicion de corte y pegado de TE de clase |l es el preferido.

Un sistema de transposdn de acuerdo con la presente invencion comprende los siguientes dos componentes
principales:

(a) una unidad de transposon que contiene repeticiones terminales invertidas (ITR) o repeticiones terminales directas
(DTR) que flanquean una secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana; y

(b) un ARN que codifica para una transposasa que tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y transponer
dicha secuencia de interés a dicho genoma.

En general, de acuerdo con el segundo sistema de transposén (TE de clase Il), la transposicion esta catalizada por
una enzima transposasa que tiene la capacidad de reconocer las correspondientes ITR o DTR de las unidades del
transposon. La transposasa reconoce y se une especificamente a estos sitios diana de ITR o DTR en una secuencia
de ADN. Durante el evento de transposicion, la transposasa realiza un corte escalonado en el sitio diana que resulta
en sobreextensiones de una hebra en el ADN en el extremo 5’ 0 3’ (extremos cohesivos). Este paso corta el ADN, el
que luego es ligado a un nuevo sitio diana. Este proceso implica la actividad de una ADN polimerasa que rellena las
brechas y una ADN ligasa que subsiguientemente cierra el esqueleto de azucar-fosfato.

Por lo tanto, el sistema de transposasa utiliza la interaccién entre un transposén y su correspondiente transposasa
que reconoce dichas ITR del transposon y transpone dicha secuencia de interés a dicho genoma.

En adelante, se describen en forma mas detallada los componentes individuales del sistema de transposén de la
presente invencion.

La unidad de transposén basicamente contiene por lo menos dos componentes, a saber, las repeticiones terminales
invertidas (ITR) o repeticiones terminales directas (DTR) que flanquean una secuencia de interés a insertar en el
genoma de una célula diana. Mientras que a continuacion se describen estas ITR o DTR, el ultimo de los conceptos,
la “secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana” se describe en forma mas detallada mas
adelante.

Con respecto al primer componente, es sabido que las repeticiones terminales invertidas (ITR o IR) en general se
relacionan con una secuencia de nucledtidos seguida corriente abajo por su complemento reverso. En general, la
secuencia de nucleétidos intermedia entre la secuencia inicial y el complemento reverso puede ser de cualquier
longitud incluyendo cero.

Estas secuencias de ADN repetidas invertidas con frecuencia estan en el rango entre un par de nucleétidos y el gen
completo, mientras que la proximidad de las secuencias repetitivas varia entre ampliamente dispersas y simples
disposiciones en tandem. Las secuencias repetidas cortas en tandem pueden existir entre solo unas pocas copias
en una pequefia region hasta miles de copias dispersas por todo el genoma de la mayoria de los eucariotas. Las
secuencias repetitivas de entre aproximadamente 10 y 100 pares de bases se conocen como minisatélites, mientras
que las secuencias repetitivas mas cortas se conocen que tienen principalmente entre 2 y 4 pares de bases se
conocen como microsatélites. Las repeticiones mas comunes incluyen las repeticiones de dinucleétidos, que tienen
las bases AC en una hebra de ADN y GT en la hebra complementaria. Las repeticiones invertidas tienen varias
funciones biolégicamente importantes. De acuerdo con la presente invencion, las mismas definen los limites de los
transposones.

Como alternativa, en lugar de las ITR, puede haber repeticiones terminales directas o repeticiones directas (DTR o
DR) que flanquean la secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana. Las DTR son un tipo de
secuencia genética que consiste en dos o mas repeticiones de una secuencia especifica. Las repeticiones directas
son secuencias nucleotidicas presentes en multiples copias en el genoma. Existen varios tipos de secuencias
repetitivas. Las repeticiones de ADN intercaladas (o dispersas) (secuencias repetitivas intercaladas) son copias de
elementos transponibles intercaladas a lo largo del genoma. En oposicién a las ITR, las repeticiones terminales
directas estan en la misma direccion. En general, existe una repeticion directa cuando una secuencia se repite con el
mismo patrén corriente abajo. Las repeticiones terminales invertidas se ubican en direccion opuesta entre si.

En consecuencia, cada vez que se hace referencia en adelante a las ITR, estas ITR se pueden reemplazar por
repeticiones terminales directas (DR), dependiendo de la correspondiente transposasa usada. Por lo tanto, si se usa
una transposasa que reconoce DR, la unidad de transposon porta DR en lugar de ITR.
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Incluso, en una forma de realizacion preferida, la unidad de transposén contiene ITR.

Como se explicara en forma mas detallada mas adelante, en una forma de realizaciéon preferida, el sistema de
transposon de la presente invencion se basa en un transposon Sleeping Beauty. Los transposones Sleeping Beauty
pertenecen a la superfamilia de transposones Tc1/mariner. Las ITR de un transposén Sleeping Beauty portan un par
de sitios de unidon que contienen repeticiones directas (DR) cortas de 15-20 pb. A pesar de que una transposasa
Sleeping Beauty se une a las ITR en una forma especifica de secuencia, para la transposicién se requieren pares de
transposasa-sitios de unién tanto externos como internos (Mates y col., 2009).

Por lo tanto, como se describira en forma mas detallada mas adelante, la unidad de transposén de un sistema de
transposon de acuerdo con la presente invencion preferiblemente se basa en un transposén Sleeping Beauty y
contiene dos repeticiones directas (DR), preferiblemente DR imperfectas, dentro de cada repeticion terminal invertida
(ITR).

En consecuencia, de acuerdo con la presente invencion, se prefiere que las repeticiones terminales invertidas (ITR)
que flanquean la secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana sean ITR que son reconocidas
por una transposasa SB.

Mas preferiblemente, una ITR de la unidad de transposén es una secuencia que comprende por lo menos una de las
siguientes una o mas secuencias denominadas “Lo” y “Li”, respectivamente, como DR:

Lo: TA/ CAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACTTAAG (SEQ ID NO:4);
Li: TCCAGTGGGTCAGAAGTTTACATACACTAAGT (SEQ ID NO:5).

Esta ITR de la unidad de transposén no se limita en forma particular a contener la o las secuencias especificas
anteriores de la SEQ ID NO:4 y/o SEQ ID NO:5 pero puede comprender una DR que tiene una secuencia que
presenta entre 1y 4 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:4 y la SEQ ID NO:5, respectivamente. Como
alternativa, esta ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que
presenta entre 1 y 3 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:4 y la SEQ ID NO:5, respectivamente. Esta
ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre 1y
2 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:4 y la SEQ ID NO:5, respectivamente. Mas preferiblemente, esta
ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta 1
sustitucién en comparacion con la SEQ ID NO:4 y la SEQ ID NO:5, respectivamente.

La ITR anterior de la unidad de transposén que tiene una o mas de las sustituciones precedentes puede resultar en
una ITR que tiene la misma capacidad, o una similar, de ser transpuesta por una transposasa SB como una ITR que
contiene la SEQ ID NO:4 y/o la SEQ ID NO:5.

La otra ITR de la unidad de transposon preferiblemente puede ser una secuencia que comprende por lo menos una
de las siguientes una o mas secuencias denominadas “Ri” y “Ro”, respectivamente, como DR:

Ri: CCCAGTG G GTCAG AAGTTTACATACACTCAAT (SEQ ID NO:6);
Ro: TA/ CAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACCTTAG (SEQ ID NO:7).

Esta otra ITR de la unidad de transposon no se limita en forma particular a la o las secuencias especificas anteriores
de la SEQ ID NO:6 y/o la SEQ ID NO:7 pero puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre
1y 4 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID NO:7, respectivamente. Como alternativa, esta
otra ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre
1 y 3 sustituciones en comparacién con la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID NO:7, respectivamente. Esta otra ITR de la
unidad de transposon también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre 1 y 2
sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID NO:7, respectivamente. Mas preferiblemente, esta
otra ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta 1
sustitucion en comparacion con la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID NO:7, respectivamente. La ITR anterior de la unidad de
transposén que tiene una o mas de las sustituciones precedentes puede resultar en una ITR que tiene la misma
capacidad, o una similar, de ser transpuesta por una transposasa SB como una ITR que contiene la SEQ ID NO:6
y/o SEQ ID NO:7.

En una forma de realizacion preferida, dentro de cada una de las ITR que se describieron anteriormente, las
repeticiones directas externas (llamadas “Lo” y “Ro”, respectivamente) se localizan en la region del extremo del
transposon mientras que las repeticiones directas internas (llamadas “Li” y “Ri”, respectivamente) se localizan dentro
del transposon. Preferiblemente, dentro de cada una de las ITR que se describieron anteriormente, existe un
espaciador de entre aproximadamente 165 y 170 pb, mas preferiblemente de entre aproximadamente 169 pb, entre
las repeticiones internas y externas.

En una forma de realizacion mas preferida, por lo menos una de las ITR de la unidad de transposén es una
secuencia que comprende por lo menos una de las siguientes secuencias consenso llamadas "DRo" y "DRi",
respectivamente, como DR:

DRo (consenso): TA/ CAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACYTAAG (SEQ ID NO:8);
5
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DRi (consenso): CAGTG G GTCAG AAGTTTACATACACTM ART (SEQ ID NO:9), en donde M puede serAo Cy R
puede ser G o A.

Esta por lo menos una de las ITR de la unidad de transposén que es una secuencia que comprende por lo menos
una de las siguientes secuencias consenso llamadas “DRo” y “Dri”, respectivamente, como DR no se limita en forma
particular a la o las secuencias especificas anteriores de la SEQ ID NO:8 y/o la SEQ ID NO:9 sino que también
puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre 1 y 4 sustituciones en comparacion con la
SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:9, respectivamente. Como alternativa, esta secuencia consenso de la ITR de la unidad
de transposén de la presente invencion también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta
entre 1 y 3 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:8 y la SEQ ID NO:9, respectivamente. Esta secuencia
consenso de la ITR de la unidad de transposoén de la presente invencion también puede comprender una DR que
tiene una secuencia que presenta entre 1y 2 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:8 y la SEQ ID NO:9,
respectivamente. Mas preferiblemente, la secuencia consenso de la ITR de la unidad de transposén de la presente
invencion también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta 1 sustitucién en comparacion
con la SEQ ID NO:8 y la SEQ ID NO:9, respectivamente.

La por lo menos una de las ITR anteriores de la unidad de transposén que es una secuencia que comprende por lo
menos una de las siguientes secuencias consenso llamadas "DRo" y "DRi", respectivamente, como DR de la unidad
de transposon que tiene una o mas de las sustituciones precedentes, puede resultar en una ITR que tiene la misma
capacidad, o una similar, de ser transpuesta por una transposasa SB como una ITR que contiene la SEQ ID NO:8
y/o la SEQ ID NO:9.

En una forma de realizacion preferida, dentro de la ITR que se describié anteriormente, la repeticion directa
consenso externa (llamada “DRo”) se localiza en el extremo terminal del transposén mientras que la repeticion
directa consenso interna (llamada “Dri’) se localiza dentro del transposoén. Preferiblemente, dentro de cada una de
estas ITR, existe un espaciador de entre aproximadamente 165 y 170 pb, mas preferiblemente de entre
aproximadamente 169 pb, entre la repeticion directa consenso interna y externa.

La transposasa del sistema de transposasa tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y transponer dicha
secuencia. En otras palabras, la transposasa reconoce dichas ITR o DTR, se une a dichas ITR o DTR y corta el
transposon vy transfiere el transposoén (portando las ITR asi como la secuencia de interés incluida a insertar en el
genoma) a una molécula de ADN (es decir, el genoma de una célula diana). Esta molécula de ADN genémica se
convierte en la receptora de dicho transposén transpuesto cuando se reconoce una secuencia especifica,
preferiblemente una secuencia TA. Subsiguientemente, como se mencion6 anteriormente, durante el evento de
transposicion, la transposasa realiza un corte escalonado en el sitio diana que resulta en sobreextensiones de ADN
se hebra individual en el extremo 5' 0 3' terminal (extremos cohesivos). Este paso corta el transposon de ADN el cual
es ligado luego en un nuevo sitio diana. Este proceso implica la actividad de una ADN polimerasa que rellena las
brechas y una ADN ligasa que cierra el esqueleto de azucar-fosfato, lo que conduce finalmente a la insercion del
transposon en el genoma de la célula diana.

La presente invencion no se limita particularmente a una combinacién de una unidad de transposoén especifica que
contiene ITR o DTR particulares y una correspondiente transposasa. Se puede usar cualquier combinacion de una
unidad de transposon especifica que contenga ITR o DTR particulares y su correspondiente transposasa. En el
estado de la técnica se conocen muchas unidades especificas de transposén que contienen ITR o DTR particulares
y su correspondiente transposasa y se pueden usar de acuerdo con la presente invencion.

En una forma de realizacién preferida, la unidad de transposén es un transposén no viral.

En adelante, se describe en forma mas detallada el segundo componente del sistema de transposén, es decir, la
transposasa codificada por el ARN.

Preferiblemente, el ARN que codifica para la transposasa de (b) del sistema de transposoén de la presente invencion,
codifica para una transposasa que porta una sefial de localizacion nuclear (NLS) que es requerida para importar la
enzima transposasa desde el citoplasma en donde se elabora al nicleo en donde actua.

La molécula de ARN que codifica para dicha transposasa de la presente invencién contiene una combinacion de
nucledtidos modificados y no modificados. Preferiblemente, la molécula de ARN de la presente invencion que
codifica para una transposasa contiene una combinacién de nucledtidos modificados y no modificados como se
describe en WO 201 1/012316. Dichas moléculas de ARN también se conocen y comercializan como “SNIM®-RNA”.
Se informa que la molécula de ARN que se describe en WO 201 1/012316 muestra una mayor estabilidad y una
menor inmunogenicidad. En una forma de realizacion preferida, en dicha molécula de ARN modificada que codifica
para una transposasa, entre el 5y el 50% de los nucledtidos de citidina y entre el 5y el 50% de los nucledtidos de
uridina estan modificados. Los nucledtidos que contienen adenosina y guanosina pueden estar modificados. Los
nucleétidos de adenosina y guanosina pueden estar parcialmente modificados o sin modificar, y los mismos
preferiblemente estan presentes en forma no modificada. Preferiblemente entre el 10 y el 35% de los nucledtidos de
citidina y de uridina estan modificados, y en forma particularmente preferida el contenido de nucleétidos de citidina
modificados se ubica en el rango entre 7,5 y 25%, y el contenido de nucleétidos modificados de uridina en el rango
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entre 7,5 y 25%. De hecho, se ha hallado que un contenido relativamente bajo, por ejemplo, solamente 10% de cada
uno, de nucledtidos de citidina y de uridina modificados puede conseguir las propiedades deseadas.

Se prefiere en forma particular que los nucledtidos de citidina modificados sean residuos de 5-metilcitidina y los
nucleétidos modificados de uridina sean residuos de 2-tiouridina. Mas preferiblemente, el contenido de nucleétidos
de citidina modificados y el contenido de nucledtidos modificados de uridina es de 25%, respectivamente.

La naturaleza de la modificacion de los nucledsidos tiene un efecto sobre la estabilidad y por lo tanto el tiempo de
vida y la actividad biologica del ARNm. Las modificaciones adecuadas se establecen en la siguiente tabla:

Nombre Modificacion de Modificacion de | Naturalmente
base azucar en el ARNm
(posicion 5) (posicion 2)
Uridina
5-metil uridina 5'-trifosfato (m5U) CHs - no
5-iodouridina 5'-trifosfato (15U) I - no
5-bromouridina 5’-trifosfato (Br5U) Br - no
2-tiouridina 5'-trifosfato (S4U) S (en posicion 2) - no
4-tiouridina 5'-trifosfato (S2U) S (en posicion 4) - no
2’-metil-2’-desoxiuridina 5'-trifosfato (U2'm) - CHs si
2’-amino-2’-desoxiuridina 5’-trifosfato - NH2 no
(U2’NH2)
2’-azido-2’-desoxiuridina 5'-trifosfato (U2'N3) - N3 no
2'-fluoro-2’-desoxiuridina 5'-trifosfato (U2'F) - F no
Citidina
5-metilcitidina 5'-trifosfato (m5C) CHs - si
5-iodocitidina 5'-trifosfato (15U) I - no
5-bromocitidina 5'-trifosfato (Br5U) Br - no
2-tiocitidina 5'-trifosfato (S2C) S (en posicion 2) - no
2’-metil-2’-desoxicitidina 5'-trifosfato (C2'm) - CHs si
2’-amino-2’-desoxicitidina 5’-trifosfato - NH2 no
(C2’NH2)
2’-azido-2’-desoxicitidina 5'-trifosfato (C2'N3) - N3 no
2'-fluoro-2’-desoxicitidina 5'-trifosfato (C2'F) - F no
Adenosina
N6-metiladenosina 5'-trifosfato (m6A) CHjs (en posicién 6) | - si
N1-metiladenosina 5'-trifosfato (m1A) CHjs (en posiciéon 1) | - no
2’-0-metiladenosina 5'-trifosfato (A2'm) - CHs si
2’-amino-2’-desoxiadenosina 5'-trifosfato - NH2 no
(A2’NH2)
2’-azido-2’-desoxiadenosina 5'-trifosfato - N3 no
(A2’'N3)
2'-fluoro-2’-desoxiadenosina 5'-trifosfato (A2'F) | - F no
Guanosina
N1-metilguanosina 5'-trifosfato (m1G) CHs (en posicion 1) | - no
2’-0-metilguanosina 5'-trifosfato (G2'm) - CHs si
2’-amino-2’-desoxiguanosina 5'-trifosfato - NH, no
(G2’NH2)
2’-azido-2’-desoxiguanosina 5'-trifosfato - N3 no
(G2'N3)
2’-fluoro-2’-desoxiguanosina 5’-trifosfato - F no
(G2'F)

Para el ARN de acuerdo con la invencion, todos los nucledtidos de uridina o bien los nucleétidos de citidina se
pueden modificar cada uno de la misma manera o también se puede usar una mezcla de nucleétidos modificados
para cada uno. Los nucledtidos modificados pueden tener modificaciones de origen natural o de origen no natural.
Se puede usar una mezcla de varios nucleétidos modificados. Por lo tanto, por ejemplo, una parte de los nucleétidos
modificados pueden tener modificaciones naturales, mientras que otra parte tienen modificaciones de origen no
natural, o bien se puede usar una mezcla de nucleétidos modificados de origen natural y/o de origen no natural.
Ademas, una parte de los nucledtidos modificados pueden tener una modificacion de base y otra parte una
modificacién de azucar. De la misma manera, es posible que todas las modificaciones sean modificaciones de bases
o0 que todas las modificaciones sean modificaciones de azlcar, o cualquier mezcla adecuada de los anteriores.
Mediante la variacion de las modificaciones, se pueden ajustar en forma selectiva la estabilidad y/o la duracion de la
accion del ARN de acuerdo con la invencion.

En una forma de realizaciéon de la invencién, se usan por lo menos dos modificaciones diferentes para un tipo de
nucledtido, en donde uno tipo de los nucledtidos modificados tiene un grupo funcional a través del cual se pueden
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unir otros grupos. También se pueden usar nucleétidos con grupos funcionales diferentes, con el objetivo de proveer
sitios de unién para la conexion de diferentes grupos. Por lo tanto, por ejemplo, una parte de los nucledtidos
modificados pueden portar un grupo azida, un grupo amina, un grupo hidroxilo, un grupo tiol o algun otro grupo
reactivo que sea adecuado para la reaccion bajo condiciones predefinidas. El grupo funcional también puede ser tal
que el mismo pueda activar, bajo ciertas condiciones, a un grupo naturalmente presente que tenga la capacidad de
unirse, de manera de acoplar moléculas con funciones. También se pueden introducir nucleétidos que estan
modificados de manera de proveer sitios de union, tales como modificaciones de adenosina o guanosina. La
seleccion de las modificaciones adecuadas particulares y la seleccion de los sitios de uniéon a ofrecer como
disponibles depende del tipo de grupos que se han de introducir y de la frecuencia con la que estos estaran
presentes. Por lo tanto, el contenido de los nucleétidos provistos con grupos funcionales y/o activantes depende de
cuan alto sea el contenido de grupos a acoplar y esto puede ser facilmente determinado por parte de las personas
con experiencia en el estado de la técnica. Como regla, el contenido de nucleétidos modificados con grupos
funcionales y/o activantes, si estan presentes, es entre 1 y 25% de los nucledtidos modificados. Si fuese necesario,
las personas con experiencia en el estado de la técnica pueden determinar los grupos mas adecuados en cada caso
y el contenido éptimo de los mismos mediante experimentacion de rutina.

En una forma de realizacién preferida, el ARN de acuerdo con la invencién se caracteriza porque las uridinas
modificadas se seleccionan entre 2-tiouridina, 5-metiluridina, pseudouridina, 5-metiluridina 5'-trifosfato (m5U), 5-
idouridina 5'-trifosfato (I5U), 4-tiouridina 5'-trifosfato (S4U), 5-bromouridina 5'-trifosfato (Br5U), 2’-metil-2’-
desoxiuridina 5'-trifosfato (U2'm), 2’-amino-2’-desoxiuridina 5'-trifosfato (U2’NH2), 2’-azido-2’-desoxiuridina 5'-
trifosfato (U2'N3) y 2’-fluoro-2’- desoxiuridina 5'-trifosfato (U2'F).

En otra forma de realizacién preferida, el ARN de acuerdo con la invenciéon se caracteriza porque las citidinas
modificadas se seleccionan entre 5-metilcitidina, 3-metilcitidina, 2-tio-citidina, 2’-metil-2’-desoxicitidina 5’-trifosfato
(C2'm), 2'-amino-2'-desoxicitidina 5-trifosfato (C2'NH2), 2’-fluoro-2’-desoxicitidina 5'-trifosfato (C2'F), 5-iodocitidina
5'-trifosfato (15U), 5-bromocitidina 5'-trifosfato (Br5U) y 2’-azido-2’-desoxicitidina 5'-trifosfato (C2'N3).

En la forma de realizacion mas preferida, los ARN estan quimicamente modificados porque aproximadamente el
25% de los residuos de uridina son 2-tiouridina (s2U) y aproximadamente el 25% de los residuos de citidina son 5-
metilcitidina (m5C).

En otra forma de realizacion, el ARN no esta quimicamente modificado.

En adelante, se describe en forma mas detallada la “secuencia de interés a insertar en el genoma” de la unidad de
transposon (a).

La secuencia de interés a insertar en el genoma no esta particularmente limitada y puede ser cualquier secuencia
deseada que se vaya a introducir, preferiblemente expresar, en una célula dada. Por lo tanto, en el contexto de la
presente invencion, el término "secuencia de interés a insertar en el genoma" se debe interpretar como indicando a
cualquier molécula polinucleotidica que se pretenda introducir en el genoma de una célula diana, por ejemplo una
secuencia que, si se introduce en una célula, se puede traducir a un polipéptido/proteina o fragmento de los mismos.
Los términos "polipéptido" y "proteina" en la presente abarcan a cualquier tipo de secuencia de aminoacidos, es
decir, cadenas de dos o0 mas aminoacidos que estan conectados a través de enlaces peptidicos y también incluye a
péptidos y proteinas de fusion.

En una forma de realizacion preferida, la “secuencia de interés a insertar en el genoma” contiene una secuencia
nucleotidica que codifica para un polipéptido/proteina o fragmento, incluso mas preferiblemente un
polipéptido/proteina o fragmento de los mismos cuya funcién en la célula o en la vecindad de la célula es necesaria
o beneficiosa, por ejemplo, una proteina cuya carencia o forma defectuosa es un disparador para una enfermedad o
patologia, cuya provision puede moderar o prevenir una enfermedad o una patologia, o una proteina que puede
promover un proceso que es beneficioso para el cuerpo, en una célula o su vecindad. La region codificante puede
contener la secuencia para la proteina completa o una variante funcional de la misma. Ademas, la secuencia
nucleotidica de la region codificante puede codificar para una proteina que actia como un factor, inductor,
regulados, estimulador o enzima, o fragmento funcional de los mismos, en donde esta proteina es una cuya funcion
es necesaria para remediar un trastorno, en particular un trastorno metabdlico o para iniciar procesos in vivo tales
como la formacion de nuevos vasos sanguineos, tejidos, etc. En la presente, una variante funcional designa a un
fragmento que en la célula puede tomar la funcién de la proteina cuya funcion es necesaria para la célula o cuya
carencia o forma defectuosa es patogénica.

En una forma de realizacion preferida, la “secuencia de interés a insertar en el genoma” codifica para un polipéptido
o proteina terapéuticamente o farmacolégicamente activa que tiene un efecto terapéutico o preventivo. Como tal, la
unidad de transposon de la presente invencién que comprende dicha “secuencia de interés a insertar en el genoma”
puede usarse en una terapia con acidos nucleicos y aplicaciones relacionadas. En este contexto, de acuerdo con la
invencion, dicha “secuencia de interés”, una vez introducida en el genoma, se traduce y se transcribe a un
polipéptido o una proteina codificada por dicha “secuencia de interés”. Este polipéptido puede servir para compensar
o complementar la expresion del gen enddgeno, en particular en casos en donde un gen enddgeno es defectuoso o
silencioso, conduciendo a un producto nulo, insuficiente o defectuoso o disfuncional de la expresién génica tal como
ocurre en el caso de muchas enfermedades metabdlicas y hereditarias tales como la fibrosis quistica, la hemofilia o
la distrofia muscular, por nombrar algunas. Una eficacia incrementada de la traduccion de dicha “secuencia de
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interés” a un polipéptido, una vez introducida en el genoma, también puede servir para que el producto de su
expresion interactie o interfiera con cualquier proceso celular endégeno tal como la regulacion de la expresion
génica, la transduccion de sefales y otros procesos celulares. La expresion de dicha “secuencia de interés”, una vez
introducida en el genoma, también puede servir para dar origen a una respuesta inmunoldgica en el contexto del
organismo en donde reside, o se hace residir, la célula transducida o transfectada. Los ejemplos son la modificacion
genética de células presentadoras de antigenos tales como células dendriticas con el objetivo de hacerlas presentar
un antigeno con propositos de vacunacion. Otro ejemplo es la expresion de dicha “secuencia de interés”, una vez
introducida en el genoma, en donde dicha secuencia de interés codifica para citoquinas. Por ejemplo, esto puede ser
deseable en tumores con el objetivo de inducir una respuesta inmunoldgica especifica de tumor. Mas aun, la
expresion de dicha “secuencia de interés”, una vez introducida en el genoma, también puede servir para generar
células genéticamente modificadas in vivo o ex vivo para terapias celulares tales como células T modificadas o
precursores o células madre u otras células para medicina regenerativa.

En otras formas de realizacion preferidas, la “secuencia de interés" puede codificar para proteinas que tienen un rol
en procesos de crecimiento y angiogénesis, que son por ejemplo necesarias para la regeneracion controlada y que
luego se pueden formar especificamente mediante la introducciéon de la “secuencia de interés" de acuerdo con la
invencion. Por ejemplo, esto puede ser Util en procesos de crecimiento o para el tratamiento de defectos 6seos,
defectos tisulares y en el contexto de implantacion y trasplante.

Como ya se menciono, el transposoén que contiene las ITR o DTR que flanquean una secuencia de interés a insertar
en el genoma se puede usar en forma apropiada en cualquier caso en donde se desee proveer al cuerpo un
polipéptido o una proteina, que naturalmente estaria presente en el cuerpo pero que no esta presente o lo esta en
forma deficiente o en una cantidad demasiado baja debido a defectos génicos o enfermedades. Las proteinas y los
genes que codifican para las mismas, cuya deficiencia o defecto estan asociados con una enfermedad, son
conocidos. Se puede usar la respectiva version intacta de la secuencia de interés que codifica para el polipéptido o
la proteina intacta de acuerdo con la presente invencion.

Se conocen numerosos trastornos genéticos causados por la mutacion de un gen individual que son candidatos para
estrategias terapéuticas. Los trastornos causados por mutaciones de genes individuales, tales como fibrosis quistica,
hemofilia y muchos otros, pueden ser dominantes o recesivos con respecto a la probabilidad de que un cierto rasgo
aparezca en la descendencia. Mientras que un alelo dominante manifiesta un fenotipo en los individuos que tienen
solamente una copia del alelo, para un alelo recesivo el individuo debe tener dos copias, una de cada progenitor,
para lograr manifestarse. Por el contrario, los trastornos poligénicos estan causados por dos o mas genes y la
manifestacion de la respectiva enfermedad con frecuencia es fluida y asociada a factores ambientales. Los ejemplos
de trastornos poligénicos son la hipertensiéon, el nivel elevado de colesterol, el cancer, los trastornos
neurodegenerativos, las enfermedades mentales y otras. Ademas, en estos casos, los transposones que portan una
secuencia de uno o mas de estos genes pueden ser beneficiosos para estos pacientes. Mas aun, un trastorno
genético no tiene la obligacion de haber sido heredado a través de los genes parentales, sino que también puede
estar causado por mutaciones nuevas. También en estos casos, los transposones que portan una secuencia que
tiene la secuencia génica correcta pueden ser beneficiosos para los pacientes.

Un catalogo en linea actualmente con 22.993 entradas de Genes Humanos y Trastornos Genéticos junto con sus
respectivos genes, y una descripcion de sus fenotipos, se puede encontrar en la pagina web de ONIM (Online
Mendelian Inheritance in Man) (http://onim.org); las secuencias de cada uno estan disponibles en la base de datos
Uniprot (http://www.uniprot.org). Como ejemplos no limitantes, la siguiente Tabla 1 enumera algunas enfermedades
congénitas, y el o los correspondientes genes. Debido al alto grado de interaccion de las vias de sefalizacion
celular, la mutacién de un cierto gen causa una multiplicidad de sintomas patogénicos, de los cuales en la Tabla 1
solo se enumera uno caracteristico.

Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, la “secuencia de interés" codifica para una proteina terapéutica
en los términos de la presente invencion.

En algunas formas de realizacion de la presente invencion, la proteina terapéutica se selecciona a partir de las
proteinas celulares que se enumeran en la Tabla 1. Por lo tanto, los transposones de la invencién pueden
comprender una secuencia de interés que codifica para una proteina celular terapéutica, en donde la proteina
terapéutica codificada es una enumerada en la Tabla 1, o un homélogo de la misma.

En otra forma de realizacion de la presente invencion, la proteina terapéutica se selecciona a partir de las proteinas
secretadas que se enumeran en la Tabla 1. Por lo tanto, los transposones de la invencién pueden comprender una
secuencia de interés que codifica para una proteina de fusién terapéutica, en donde la proteina terapéutica
codificada o un homélogo de la misma es una que se lista en la Tabla 1, y la segunda proteina es un péptido sefial
que permite la secrecion de la proteina terapéutica. Un péptido sefial es una secuencia de aminoacidos corta,
tipicamente de entre 5 y 30 aminoacidos de longitud presente en el extremo N terminal de dicha proteina terapéutica
y que conduce a la proteina de fusidon hacia la via de secrecion celular a través de ciertas organelas (es decir el
reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi o los endosomas). Por lo tanto, dicha proteina de fusion es secretada a
partir de la célula o a partir de una organela celular o se inserta en una membrana celular (por ejemplo, proteinas de
multiples segmentos transmembrana) en un compartimiento celular o en la superficie de la célula.

Por lo tanto, en formas de realizacién preferidas de la presente invencién la “secuencia de interés” puede
corresponder, a titulo enunciativo no taxativo, a los siguientes genes que causan, predisponen o protegen de
enfermedades. Los ejemplos no limitantes de dichos trastornos que se pueden tratar (o prevenir) incluyen aquellos
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en donde dicho polipéptido, proteina o péptido se selecciona del grupo que consiste en aquellos que se especifican
en la siguiente Tabla 1.

En algunas formas de realizacion, la “secuencia de interés", una vez introducida en el genoma, se puede traducir a
una proteina parcial o de longitud completa que comprende una actividad celular a un nivel igual o superior al de la
proteina nativa. En algunas formas de realizacion, la “secuencia de interés" codifica para un polipéptido, proteina o
péptido terapéuticamente o farmacoldgicamente activo que tiene un efecto terapéutico o preventivo, en donde dicho
polipéptido, proteina o péptido se selecciona del grupo que consiste en aquellos que se especifican en la siguiente
Tabla 1. La "secuencia de interés" se puede usar para expresar una proteina parcial o de longitud completa con
actividad celular de un nivel igual o inferior que el de la proteina nativa.

Tabla 1: Ejemplos no taxativos de genes y trastornos genéticos humanos

Enfermedad

‘Patologia

Gen, herencia

Enfermedades de la sangre

/Anemia de Fanconi

I/Anemia y neutropenia, evidencia
que esta afectado un mecanismo
de reparacion de ADN

FANCA, autosémico recesivo

Hemofilia-A

Hemorragia anormal

Factor de coagulacion VI,
cromosoma X recesivo

Hemofilia-B

Hemorragia anormal

Factor de coagulacion IX,
cromosoma X recesivo

Esferocitosis hereditaria (varios tipos)

eritrocitos de forma esférica
(esferocitos)

/Anquirina (ANK1)

Hemoglobinuria nocturna paroxistica

Anemia y presencia de sangre en
la orina

PIG-A, cromosoma X

Porfiria cutanea tardia

Sobreproduccién de hemo,
sobrecarga de hierro

Uroporfirinégeno
descarboxilasa (UROD),
autosdmico recesivo

Inmunodeficiencia combinada severa
(SCID)

Inmunodeficiencia severa de la
inmunidad humoral y celular
debido a una sintesis de ADN
deteriorada

/Adenosina desaminasa,
autosdmico recesivo

Anemia de células falciformes

Hemoglobina anormal (HbS)

B-hemoglobina (HB),
autosdmico recesivo

Talasemia (formas a y B)

Falta de a o 3 hemoglobina que
da como resultado una anemia

Supresion de HBA1 y/o HBA2

Enfermedad de Von Willebrand (tres tipos
conocidos, el Tipo- Ill es el mas severo)

Hemorragia anormal, hemorragia
similar a la hemofilia Ay B

Formas autosémica
dominante y recesiva

Cancer

Melanoma maligno

Mutacion P16 conduce a una
proliferacién descontrolada de
fibroblastos

Inhibidor 2 de quinasa
dependiente de ciclasa
(CDKN2)

Neurofibromatosis (2 tipos)

'Tumores benignos sobre los
nervios auditivos que conducen a
sordera

NF1, NF2, autosémicos
dominantes

Sordera (Oido)

Sordera

Pérdida de audicion

Sordera-12 (DFNB1),
lautosdmico recesivo

Sindrome de Pendred

Pérdida de audicion

Pendrina (PDS), autosémico
recesivo

Corazén

Telangiectasia con ataxia (

Reparacion alterada de dafios del
IADN,

ATM,

IAterosclerosis

Aumento de colesterol en sangre

apoE,

Sindrome LQT (QT largo)

Defecto de los canales de potasiolLQT1 y otros genes

Sindrome de Von-Hippel Lindau

Crecimiento anormal de los vasos

sanguineos, puede conducir a
cancer

\VHL, autosémico dominante

Sindrome Beuren de William

Supresion de elastina que resulta
en defectos vasculares, estenosis
adrtica supravalvular

Supresion de los genes de
elastina y LIM quinasa
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Trastornos metabédlicos y enfermedades del almacenamiento de glucégeno

IAdrenoleucodistrofia

Transporte y metabolismo alterados
de acidos grasos

ABCD1, cromosoma X

Alcaptonuria

Defecto del metabolismo de
nitrégeno, la orina se vuelve oscura
con la exposicién al oxigeno

Homogentisico oxidasa,
autosdmico recesivo

Diabetes tipo |

Produccion alterada de insulina

IDDM1, IDDM2, GCK..

Galactosemia

Trastorno del metabolismo de la
galactosa

Gen de la galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa (GALT),
autosdmico recesivo

Enfermedad de Gauche

IAlteracion del metabolismo de las
grasas

Glucocerebrosidasa

Malabsorcién de glucosa-
galactosidasa

Transporte alterado de glucosa y
galactosa fuera del lumen intestinal
que da como resultado diarrea

SGLT1, autosdmico recesivo

Enfermedad de almacenamiento del
glucogeno Tipo |, enfermedad de Von-
Gierke

IAcumulacion de glucosa en higado y
rifon

Glucosa-6-fosfatasa,
autosdmico recesivo

Enfermedad del almacenamiento de
glucogeno Tipo I, enfermedad de
Pompe

IAcumulacion de glucogeno en
higado, corazén, musculo
lesquelético, cardiomegalia

a-1-glucosidasa, autosémico
recesivo

Enfermedad del almacenamiento de
glucogeno Tipo I, enfermedad de
Cori

IAcumulacion de glucogeno en
higado, corazén, musculo
lesquelético, hepatomegalia

Enzima desramificadora,
autosdmico recesivo

Enfermedad del almacenamiento de
glucogeno Tipo Il, enfermedad de
McArdle

Las células musculares no pueden
utilizar glucégeno

Fosforilasa del musculo,
autosdmico recesivo

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Incapacidad para conservar glutation
que conduce a anemia hemolitica

G6PD, cromosoma X
recesivo

Hemocromatosis hereditaria (4 tipos)

Exceso de hierro en el cuerpo (en
especial en el higado) debido a una
labsorcién excesiva de hierro en el
intestino

Hemocromatosis (HFE)

Homocistinuria

Metabolismo defectuoso del
nitrégeno

Cistation sintetasa
defectuosa, autosémico
recesivo

Sindrome de Lesh Nyhan

IAcumulacion de acido urico que
conduce a gota, piedras de urato y
pérdida muscular

HPRT1, cromosoma X

Enfermedad del jarabe de arce (orina
con olor)

Defectos del metabolismo de
aminoacidos que conducen a la
lacumulacion de a-cetoacidos y
muerte durante los primeros meses
si no es tratada

Alfa-deshidrogenasa de
cadena ramificada (BCKDH)

Sindrome de Menkes

Capacidad reducida para absorber
cobre, conduce a muerte en la
infancia si no es tratada

Cromosoma X

Obesidad

Peso corporal elevado

Poligénico, niveles elevados
de leptina pueden cumplir un
rol

Fenilcetonuria

Incapacidad para degradar
fenilalanina en tirosina que conduce
al retraso mental

Fenilalanina hidroxilasa
(PAH), autosémico recesivo

Enfermedad de Tangier

Niveles reducidos de lipoproteinas
de alta densidad en plasma

Gen del casete 1 de unién a
ATP (ABCA1)

Sindrome de Zellweger (conduce a
muerte en nifos)

Niveles altos de hierro y cobre en
sangre

PXR1 (receptor sobre la
superficie de peroxisomas)

Enfermedad de Wilson

IAcumulacion de cobre en cerebro e
higado

ATP7B (ATPasa tipo P),
autosdmico recesivo

Sistema musculoesquelético

IAcondroplasia

Estatura baja con cabeza grande
debido a una proliferacion lenta de
condrocitos

Receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos 3

(FGF3R),
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Sindrome de Charcot-Marie-Tooth y
su forma mas severa, el sindrome de
Dejerine-Sottas

Degeneracion de los musculos en
miembros inferiores

Diferentes formas causadas
por distintas mutaciones
genéticas, autosémico
recesivo y cromosoma X

Sindrome de Cockayne (2 tipos)

Envejecimiento prematuro y baja
estatura, pérdida de reparacién de
IADN “al vuelo”

Proteina de reparacién por
escision del grupo de
complementacion cruzada 8
(ERCCS8)

Displasia condroectodérmica

Malformacion de huesos y
polidactilia

EVC, autosdmico recesivo

Displasia distréfica (DTD)

Malformacion de manos, defecto del
transportador de sulfato

Gen DTDST

Distrofia muscular de Duchenne

IAgrandamiento del tejido muscular
con subsiguiente pérdida de funcion

DMD, cromosoma X recesivo

Fibrodisplasia osificante progresiva

Formacion 6sea heterotépica

NOG, BMP, autosémicos
dominantes

/Ataxia de Friedreich

IAgrandamiento del corazén y
pérdida progresiva de la
coordinacion muscular

Frataxina, autosémico
recesivo

Sindrome de Marfan

Trastorno del tejido conectivo debido
a deficiencia de fibrilina

Fibrilina 1 (FBN), autosémico
dominante

Distrofia mioténica (comienzo en
adulto jovenes)

Defecto de proteina quinasas en
células del musculo esquelético

Proteina quinasa de la
distrofia mioténica (DMPK),
autosémico dominante

Osteogénesis imperfecta (varios tipos)

Defecto en la formacién de colageno
tipo | que conduce a multiples
fracturas después del nacimiento

COL1A1, COL1A2

Sindrome de Prader-Willi

'Tono muscular disminuido y retraso
mental

SNRPN (ribonucleoproteina
pequefa N) eliminada debido
a una supresion del

cromosoma 15

Neuronas y cerebro

Enfermedad de Alzheimer

Mayor produccion de amiloide,

hechos

incapacidad progresiva para recordar

Poligénico, PS1, PS2, ...

Esclerosis lateral amiotréfica (ALS)
(varias formas)

Degeneracion progresiva de las
neuronas motoras (defecto en la
eliminacion de radicales de
superoxido)

Superoxido dismutasa 1
(SOD1), varios genes
involucrados

Sindrome de Angelman

Retraso mental con risa inadecuada

Impronta gendmica en el
cromosoma 15

Piruvato deshidrogenasa

Defectos neurolégicos si no se trata

Piruvato deshidrogenasa,
lautosdmico recesivo

Enfermedad de Refsum

IAcumulacion de acido fitanico que
conduce a neuropatia periférica

Futanoil-CoA hidroxilasa
(PHYH), autosémico
recesivo

Sindrome de Rett

Retraso mental con desarrollo
detenido entre los 6 y 18 meses de
edad

Proteina de unién a metil-
CpG-2 (MECP2),
cromosoma X dominante

Enfermedad de Tay-Sachs (varias
formas de severidad)

GM2 que conduce a dafio
neurolégico

Degradacion alterada del gangliésido

HEXA ((3-hexosaminida A),
lautosdmico recesivo

Enfermedad de LaFora

Forma agresiva de epilepsia

EPM2A, autosémico
recesivo

Temblor esencial (formas variables)

Temblor incontrolable

ETM1, ETM2, autosémicos
dominantes

Sindrome del X fragil

Falta de la proteina de unién al ARN
de FMR1, retraso mental

El gen FMR1 no se expresa
debido a una amplificacion
CGG en laregién 5’ UTR

Enfermedad de Huntington

Demencia progresiva con inicio en
edad adulto

HTT (Huntington),
autosdémico dominante

Intestino
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Sindrome de Bartter (3 tipos)

Enfermedad renal

Gen B de canales de cloruro
de rifion (CLCNKB),
lautosdmico recesivo

Enfermedad de rifién poliquistico (2
tipos)

Enfermedad renal

PDK1, PDK2, autosémicos
dominantes, también hay
una forma autosdmica
recesiva conocida (ARPKD)

Pulmén

Alfa-1-antitripsina

Alvéolos defectuosos debido a una
liberacion descontrolada de elastasa

SERPINA1, autosémico
recesivo

Asma

Trastorno inflamatorio crénico de las
vias respiratorias

Poligénico

Fibrosis quistica

Mucoide excesivamente viscoso
debido a un transporte defectuoso
del ion CI-

CFTR (regulador de la
conductancia
transmembrana en la
fibrosis quistica),
lautosdmico recesivo

Disfuncion del metabolismo
tensioactivo (varios tipos)

Los recién nacidos son de peso
corporal normal, pero ninguno puede
inflar

Transportador del casete de
union a ATP (ABCA3)

Enfermedades de almacenamiento lisosémico

Enfermedad de Fabry

Entre otros, lesiones de la piel debido
a acumulacion de trihexdxido de
ceramida

a-galactosidasa A,
cromosoma X recesivo

Enfermedad de Gaucher

Tipo-I: forma adulta (vida normal con
tratamiento)

Tipo-1I: forma infantil (muerte antes del
primer afio)

Tipo-Ill: forma juvenil (comienzo en la
infancia temprana, menos severa que
el Tipo-Il)

IAcumulacion de glucocerebrosidos
(gangliosidos, esfingolipidos)

Glucocerebrosidasa,
lautosémico recesivo,

Sindrome de Hunter

Acumulacion de mucopolisacaridos

L-iduronosulfato sulfatasa,
cromosoma X recesivo

Sindrome de Hurler (muerte cerca de
los 10 afios de edad)

Acumulacion de mucopolisacaridos

a-L-iduronidasa, autosémico
recesivo

Enfermedad de Niemann-Pick (tres
formas distintas, A, B, C)

Defectos en la liberacion de
colesterol de los lisosomas,
acumulacion de esfingomielina

esfingomielinasa,
lautosdmico recesivo

Enfermedad de Tay-Sachs (muerte
cerca de los 4 afios de edad)

IAcumulacion del gangliésido Gz en
las células neuronales

Hexosaminidasa A,
lautosdmico recesivo

Piel

Albinismo

Metabolismo defectuoso del
nitrégeno

Deficiencia de tirosinasa,
lautosdmico recesivo

Albinismo, oculocutaneo, tipo Il

Biosintesis reducida del pigmento
melanina

OCAZ2, autosémico recesivo

Sindrome de Ehlers-Danlos (varios
tipos)

Hernia diafragmatica comun,
desprendimiento de retina

\Varios defectos en la
sintesis de colageno

Enfermedad de Harthup

Defecto en la captacion de riptéfano
en el tracto gastrointestinal, piel
sensible a la luz

SLC6A19, autosémico
recesivo

Telangiectasia hemorragica hereditaria,
Sindrome de Osler-Weber-Rendu

Telangiectasia de la piel y las
membranas mucosas

Endoglina (ENG),
autosémico dominante

Hipercolesterolemia, familiar

Aumento del colesterol en suero
unido a la lipoproteina de baja
densidad, acumulacion en la piel y
arteriosclerosis

Receptor de lipoproteina de
baja densidad (LDLR),
apolipoproteina B (APOB),
autosémico dominante

Xeroderma pigmentosa

Defectos de piel y melanomas debido
a exposicion a UV

Reparacion defectuosa de
IADN, autosémico recesivo

Calvicie de patrén masculino

Conversion alterada de testosterona

5-a-reductasa

en dihidrotestosterona en la piel
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En la Tabla 1 precedente se muestran ejemplos de genes en los cuales un defecto conduce a una enfermedad que
puede ser tratada con el transposon de la presente invencion, una vez introducido en el genoma de una célula, en
donde el transposén comprende una “secuencia de interés” que codifica una version intacta de la proteina o un
fragmento funcional de la misma de los genes defectuosos divulgados precedentemente. En formas de realizacion
particularmente preferidas, se pueden mencionar enfermedades hereditarias que afectan, por ejemplo, los
pulmones, tales como deficiencia de SPB (proteina tensioactiva B), deficiencia de ABCA3, fibrosis quistica y
deficiencia de antitripsina a1, o que afectan las proteinas plasmaticas (por ejemplo, hemocromatosis congénita
(deficiencia de hepcidina), purpura trombocitopénica trombética (TPP, deficiencia de ADAMTS 13) y causan defectos
de coagulacion (por ejemplo, hemofilia a y b) y defectos del complemento (por ejemplo, deficiencia de la proteina C),
defectos inmunoldgicos tales como, por ejemplo, SCID (causan muchas mutaciones en diferentes genes tales como:
RAG1, RAG2, JAKS, IL7R, CD45, CD33, CD3¢) o por deficiencias debido a la falta de adenosina desaminasa, por
ejemplo (ADA-SCID), granulomatosis séptica (por ejemplo, causada por mutaciones del gen gp-91-phox, el gen p47-
phox, el gen p67-phox o el gen p33-phox) y enfermedades de almacenamiento tales como la enfermedad de
Gaucher, enfermedad de Fabry, enfermedad de Krabbe, MPS I, MPS Il (sindrome de Hunter), MPS VI, enfermedad
de almacenamiento de glucdgeno tipo |l o mucopolisacaridosis.

Otros trastornos para los cuales la presente invenciéon que comprende una "secuencia de interés" puede ser de
utilidad incluyen trastornos tales como atrofia muscular espinal (SMA) relacionada con SMN1; esclerosis lateral
amiotrofica (ALS); galactosemia relacionada con GALT; fibrosis quistica (CF); trastornos relacionados con SLC3A1,
que incluyen cistinuria; trastornos relacionados con COL4A5, incluido el sindrome de Alport; deficiencias de la
galactocerebrosidasa; adrenoleucodistrofia y adrenomieloneuropatia ligadas al cromosoma X; ataxia de Friedreich;
enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher; TSC1 y esclerosis tuberosa relacionada con TSC2; sindrome B de Sanfilippo
(MPS NIB); cistinosis relacionada con CTNS; los trastornos relacionados con FMR1 que incluyen sindrome de X
fragil, sindrome de temblor/ataxia asociada a X fragil y sindrome de insuficiencia ovarica prematura por X fragil;
sindrome de Prader-Willi; telangiectasia hemorragica hereditaria (AT); enfermedad de Niemann-Pick tipo C1; las
enfermedades relacionadas con las lipofuscinosis ceroides neuronales, incluidas la lipofuscinosis neuronal ceroidea
juvenil (JNCL), la enfermedad de Batten juvenil, la enfermedad de Santavuori-Haltia, la enfermedad de Jansky-
Bielschowsky y las deficiencias de PTT-1y TPP1; EIF2B1, EIF2B2, EIF2B3, EIF2B4 y ataxia infantil relacionada con
EIF2B5 con hipomielinizaciéon del sistema nervioso central/sustancia blanca evanescente; ataxia episddica tipo 2
relacionada con CACNA1A y CACNB4; trastornos relacionados con MECP?2, incluidos el sindrome de Rett clasico,
encefalopatia neonatal grave relacionada con MECP2 y el sindrome PPM-X; sindrome de Rett atipico relacionado
con CDKL5; enfermedad de Kennedy (SBMA); arteriopatia cerebral autosémica dominante relacionada con Notch-3
con infartos subcorticales y leucoencefalopatia (CADASIL); trastornos convulsivos relacionados con SCN1A y SCN1
B; trastornos relacionados con la polimerasa G, que incluyen el sindrome de Alpers-Huttenlocher, neuropatia ataxica
sensorial relacionada con POLG, disartria y oftalmoparesia, y oftalmoplejia externa progresiva autosomica
dominante y recesiva con supresiones de ADN mitocondrial; hipoplasia suprarrenal ligada a X; agammaglobulinemia
ligada a X; enfermedad de Fabry; y la enfermedad de Wilson.

En todas estas enfermedades, hay una proteina, por ejemplo, una enzima, defectuosa que puede ser tratada
mediante un tratamiento con el sistema de transposones de acuerdo con la invencién, el cual permite que la proteina
codificada por el gen defectuoso o un fragmento funcional del mismo se vuelva disponible. Las terapias de
reemplazo de transcriptos/terapias de reemplazo de enzimas no afectan el defecto genético subyacente, pero
aumentan la concentracion de la enzima que es deficiente en el paciente. A modo de ejemplo, en la enfermedad de
Pompe, la terapia de reemplazo de transcriptos/terapia de reemplazo de enzimas reemplaza a la enzima lisosémica
deficiente, acido alfa-glucosidasa (GAA).

Por lo tanto, los ejemplos no taxativos de proteinas que pueden ser codificados por la “secuencia de interés” de
acuerdo con la invencion comprenden eritropoyetina (EPO), hormona de crecimiento (somatotropina, hGH),
regulador de la conductancia transmembrana en la fibrosis quistica (CFTR), factores de crecimiento tales como GM-
SCF, G-CSF, MPS, proteina C, hepcidina, ABCA3 y proteina tensioactiva B. Otros ejemplos de enfermedades que
pueden ser tratadas con el sistema de transposones de acuerdo con la invencion comprenden hemofilia A B,
enfermedad de Fabry, CGD, ADAMTS13, enfermedad de Hurler, A-y-globulinemia mediada por el cromosoma X,
inmunodeficiencia relacionada con la adenosina desaminasa y sindrome de dificultad respiratoria en el recién
nacido, que esta relacionado con SP-B. Con particular preferencia, la “secuencia de interés” del transposén de
acuerdo con la invencion contiene la secuencia de la proteina tensioactiva B (SP-B) o de la eritropoyetina. Otros
ejemplos de proteinas que pueden ser codificadas por la “secuencia de interés” de la molécula de ARN de acuerdo
con la invencién comprenden factores de crecimiento tales como la hormona de crecimiento humana hGH, BMP-2 o
factores de angiogénesis.

Como alternativa la “secuencia de interés" puede codificar anticuerpos de longitud completa o anticuerpos mas
pequefos (por ejemplo, ambas cadenas pesada y liviana) para conferir inmunidad a un sujeto. En otra forma de
realizacion, la “secuencia de interés” puede codificar un anticuerpo monoclonal o policlonal funcional, que puede ser
de utilidad para el direccionamiento y/o la inactivacion de un blanco biolégico (por ejemplo, una citoquina
estimulante, tal como el factor de necrosis tumoral). De manera similar, la “secuencia de interés” puede codificar, por
ejemplo, anticuerpos anti-factores nefréticos funcionales que son de utilidad para el tratamiento de la
glomerulonefritis membranoproliferativa tipo Il o del sindrome urémico hemolitico agudo o, como alternativa, puede
codificar anticuerpos anti-factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que pueden ser de utilidad en el
tratamiento de enfermedades mediadas por VEGF, tal como el cancer.
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Como una alternativa a lo mencionado precedentemente, la secuencia de interés que se insertara en el genoma es
una secuencia que no sera expresada como una proteina o un polipéptido. Por lo tanto, el término “secuencia de
interés a insertar en el genoma” no solo se debe interpretar como cualquier molécula de polinucleétidos que se
pretende introducir en el genoma de una célula blanco, es decir, una secuencia que, si se introduce en una célula,
se pueda traducir en un polipéptido/proteina o un fragmento de ellos. Mas bien, también se contempla que la
secuencia de interés a insertar en el genoma sea una secuencia que solo se transcribe en un ARN (funcional), en
donde dicho ARN es el producto final (y, por lo tanto, no requiere traduccion). En este contexto, se prevé que la
secuencia de interés a insertar en el genoma preferiblemente proporciones la informacion genética para una
secuencia de ARNip u otra secuencia de ribonucleétidos deseada.

Aun mas, también se contempla que la secuencia de interés a insertar en el genoma sea una secuencia que no se
transcribe en una molécula de ARN. En realidad, dicha secuencia de interés a insertar en el genoma es una
secuencia no codificante, preferiblemente un casete de interrupcion de genes. En este sentido, la secuencia de
interés a insertar en el genoma preferiblemente sera una secuencia que se usara (preferiblemente de manera
especifica) para noquear un gene de interés o se usara en una mutagénesis aleatoria. Por consiguiente, dicha
secuencia de interés a insertar en el genoma que es una secuencia no codificante se puede usar en una
mutagénesis de insercidon o en una mutagénesis con transposones. Los correspondientes casetes de interrupcion de
genes adecuados son conocidos en el estado de la técnica.

La secuencia de interés a insertar en el genoma que es una secuencia no codificante preferiblemente se puede
combinar con un gen marcador que codifica un marcador y que permite la deteccion y el aislamiento de aquellas
células blanco que han integrado la secuencia de interés en el genoma y, por lo tanto, albergan un gen noqueado.

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de interés contiene elementos o secuencias de control
adicionales localizados en direccidon 5’ con respecto a la region codificante que codifica un polipéptido deseado que
permitira traducir y/o transcribir el producto deseado en una célula dada.

Si se desea expresar una proteina o un polipéptido en una célula dada, preferiblemente se introducira un promotor
adecuado, opcionalmente una secuencia potenciadora, una sefal poli-A y una secuencia UTR, para asegurar la
expresion (es decir, la transcripcion y traduccion). Estas secuencias son bien conocidas por los especialistas en el
estado de la técnica.

Las secuencias promotoras reguladoras aseguran el inicio de la transcripcion y, opcionalmente, las sefiales poli-A
aseguran la terminacion de la transcripcion y la estabilizacion de la transcripcién, en tanto las secuencias UTR
cumplen un rol en la regulacion de la estabilidad del ARNm y en particular (en el inicio) de la traduccion del ARNm.
Si se desea expresar una molécula de ARN como producto final, en una forma de realizacién preferida, la secuencia
de interés contiene elementos de control adicionales seleccionados del grupo que consiste en una secuencia
promotora reguladora y una secuencia potenciadora.

Si se desea introducir una secuencia no codificante en el genoma, no se necesitaran elementos o secuencias de
control adicionales.

En la unidad del transposén, la posicién de las ITR o DTR flanqueadoras en relacién con la secuencia de interés a
insertar en el genoma no esta particularmente limitada. Por lo tanto, entre las ITR o DTR flanqueadoras y la
secuencia de interés a insertar en el genoma puede haber un espacio o un hueco relleno con uno o mas nucleétidos
G, A, U y/o C que no forman parte de las ITR o DTR y la secuencia de interés a insertar en el genoma.

En este contexto, “uno o mas nucledtidos G, A, U y/o C” significa que el espacio o hueco entre las ITR o DTR y la
secuencia de interés a insertar en el genoma en el transposén de la presente invencion estan rellenos con 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9 0 10 nucledtidos G, A, U y/o C. En otras formas de realizacion preferidas, el espacio o hueco en el
transposon de la presente invencion, entre las ITR o DTR y la secuencia de interés a insertar en el genoma, se
rellena con 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o 110 o mas nucledtidos G, A, U y/o C.

Sin embargo, en una forma de realizacion preferida, las ITR o DTR se ubican directamente en posicion adyacente a
la secuencia de interés a insertar en el genoma, es decir, directamente aguas arriba y aguas abajo de la secuencia
de interés a insertar en el genoma.

En una forma de realizacion preferida, de acuerdo con lo mencionado, la unidad del transposén de (a) de la presente
invencion se encuentra en la forma de un minicirculo.

Los minicirculos son derivados plasmidicos circulares pequefios (~4kb) que se han liberado parcialmente de las
partes de vectores procariotas. Preferiblemente, los minicirculos se han liberado de todas las partes de vectores
procariotas. En el contexto de la presente invencion, estos minicirculos se pueden aplicar en forma beneficiosa como
transportadores de transgenes para vehiculizar la unidad de transposoén de (a) a la modificacion genética de células
de mamifero, con la ventaja de que, debido a que no contienen secuencias de ADN bacterianas, es menos probable
que se perciban como foraneos y que se destruyan. El tamafio mas pequefio de los minicirculos también extiende su
capacidad de clonado y facilita su administracion a las células.

La preparacion de los minicirculos es conocida en el estado de la técnica y cominmente sigue un procedimiento de
dos pasos:

Primero, se produce un plasmido parental (plasmido bacteriano con insertos eucariotas), por ejemplo, en E. coli.
Segundo, se induce una recombinasa especifica de sitio al final del este proceso. Estos pasos son seguidos por la
escision de las partes procariotas del vector a través de dos secuencias diana de recombinasa en ambos extremos
del inserto lo que resulta en la recuperacion del minicirculo (vehiculo para la modificacion altamente eficaz de la
célula receptora) y el miniplasmido mediante electroforesis en gel capilar (CGE).
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El minicirculo purificado portando la unidad de transposon de la presente invencion se puede transferir luego a la
célula diana receptora, por ejemplo, mediante transfeccion o lipofeccién concomitantemente con el ARN que codifica
para una transposasa que tiene la capacidad de reconocer las ITR o DTR de la unidad de transposoén.

Los minicirculos convencionales carecen de origen de replicacion, de manera que no se replican dentro de las
células diana y los genes codificados desapareceran a medida que la célula se divide.

El minicirculo de la presente invencion puede tener un tamafio en el rango entre 500 y 15.000 pb, y puede tener, por
ejemplo, un tamario de 500 pb, 1.000 pb, 2.000 pb, 2.500 pb, 3.000 pb, 4.000 pb, 5.000 pb, 6.000 pb, 7.000 pb,
8.000 pb, 10.000 pb, 11.000 pb, 12.000 pb o 15.000 pb. Los tamafios preferidos son entre 1.000 y 6.000 pb, mas
preferidos entre 2.000 y 4.000 pb. Ha de ser claro para las personas con experiencia que el tamafio se basa
principalmente en el tamafio de la secuencia de interés a introducir en el genoma. Como contenido minimo, el
minicirculo contiene dicha secuencia de interés a introducir en el genoma, flanqueada por las ITR o DTR, es decir, la
unidad de transposoén de la presente invencion.

En una forma de realizacion preferida, el sistema de transposén de la presente invenciéon es un sistema de
transposon SLEEPING BEAUTY (SB). Este sistema es conocido en el estado de la técnica y, por ejemplo, se
describe en Aronovich y col. En Human Molecular Genetics 20, Review Issue 1 2011.

El sistema de transposon Sleeping Beauty es un transposén de ADN sintético disefiado para introducir secuencias
de ADN definidas de manera precisa en los cromosomas de animales vertebrados con el propésito de introducir
nuevos rasgos y descubrir nuevos genes y sus funciones.

El sistema de transposén Sleeping Beauty estda compuesto por una transposasa Sleeping Beauty (SB) y un
transposon que fue disefiado en 1997 para insertar secuencias especificas de ADN en genomas de animales
vertebrados. Este transposén de ADN transloca de un sitio del ADN a otro de una manera simple de corte y
empalme. Tal como ya se describid precedentemente, la transposicion es un proceso preciso en el cual un
segmento de ADN definido es escindido de una molécula de ADN y es movido a otro sitio en la misma molécula de
ADN o genoma o diferente.

Tal como hacen otras transposasas tipo Tc1/mariner, la transposasa SB inserta un transposén en un par de bases
dinucleodtido TA en una secuencia de ADN receptora. El sitio de insercion puede ser en cualquier lugar en la misma
molécula de ADN, o en otra molécula de ADN (o cromosoma). En los genomas de mamiferos, incluyendo los
humanos, hay aproximadamente 200 millones de sitios TA. El sitio de insercion TA es duplicado en el proceso de
integracion de transposén. Esta duplicacion de la secuencia TA es una caracteristica de la transposiciéon y se usa
para determinar el mecanismo en algunos experimentos. En general, la transposasa puede estar codificada en el
transposon o la transposasa puede ser provista por otra fuente, en cuyo caso el transposén se vuelve un elemento
no auténomo. En la presente invencion, la transposasa es provista por un ARN que codifica para dicha transposasa
en donde dicho ARN tiene las modificaciones descritas precedentemente.

Los transposones no auténomos, como en la presente invencion, son mas Utiles como herramientas genéticas ya
que después de la insercion no pueden continuar de manera independiente escindiéndose y reinsertandose. Todos
los transposones de ADN identificados en el genoma humano y otros genomas de mamifero son no auténomos ya
que, aunque contienen los genes de transposasa, los genes no son funcionales y no tienen la capacidad de generar
una transposasa que pueda movilizar el transposoén.

El gen de transposasa resucitado del sistema SB fue nombrado “Sleeping Beauty (SB)” debido a que fue regresado
a la actividad desde un sueiio evolutivo prolongado. El sistema de transposén SB es sintético ya que la transposasa
SB fue reconstruida a partir de secuencias de transposasa extintas (fésiles) que pertenecian a la clase Tc1/mariner
de transposones encontrados en los genomas de peces salmoénidos. Como en los humanos, en donde
aproximadamente 20.000 transposones inactivos del tipo Tc1/mariner que comprenden casi el 3% del genoma
humano, los genes de transposasa encontrados en peces han sido inactivos por mas de 10 millones de afios debido
a mutaciones acumuladas. La reconstruccion de transposasa SB fue en base al concepto de que hubo un
transposon similar a Tc1 primordial que fue el ancestro de las secuencias encontradas en los genomas de peces. A
pesar de que hubo muchas secuencias que se parecieron a los transposones Tc-1 en todos los genomas de peces
estudiados, las secuencias de transposén resultaron todas inactivas debido a mutaciones. Asumiendo que las
variaciones en las secuencias fueron debidas a mutaciones independientes que se acumularon en los diferentes
transposones, se postulé un transposén ancestral putativo.

La construcciéon de la transposasa comenzo por fusiéon de partes de dos secuencias de transposén inactivas de
salmon del Atlantico (Salmo salar) y una secuencia de transposon inactiva de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
y luego reparando pequefios déficits de los dominios funcionales de la enzima transposasa. Cada aminoacido de la
transposasa completa, llamada SB10, se determind mediante una "secuencia consenso por la regla de la mayoria"
basada en 12 genes parciales hallados en ocho especies de peces. Los primeros pasos fueron restituir una proteina
completa mediante el rellenado de las brechas de la secuencia y revirtiendo los codones de terminacion que
evitarian la sintesis del putativo polipéptido de 360 aminoacidos. El siguiente paso fue revertir las mutaciones de la
sefial de localizacion nuclear (NLS) que se requiere para importar la enzima transposasa desde el citoplasma, en
donde se la elabora, hacia el nucleo, en donde actua. Se restituyo el extremo amino de la transposasa, que contiene
los motivos de unién a ADN para el reconocimiento de las repeticiones directas (DR). Los ultimos dos pasos
restituyeron el dominio catalitico, el cual presenta aminoacidos conservados de acido aspartico (D) y acido glutamico
(E) con un espaciamiento especifico que se hallé en integrasas y recombinasas. El resultado final fue la SB10, la
cual contiene todos los motivos requeridos para su funcion.
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La transposasa SB10 ha sido mejorada en la ultima década desde su construccion mediante el incremento del
consenso con un mayor numero de secuencias de transposones extintos y probando diversas combinaciones de
cambios. Otro trabajo ha demostrado que el dominio de unién a ADN consiste en dos secuencias apareadas que
son homodlogas a los motivos de secuencia que se hallan en ciertos factores de transcripcion. Los subdominios
apareados de la transposasa SB se designaron como PAI y RED. El subdominio PAI tiene un rol importante en el
reconocimiento de las secuencias de DR en el transposén. El subdominio RED se superpone con la sefial de
localizacién nuclear, pero su funcién permanece sin ser aclarada. La versién mas reciente de la transposasa SB, la
SB100X, tiene aproximadamente 100 veces mas actividad que la SB10 determinado por ensayos de transposicion
de genes de resistencia a antibiético llevados a cabo en células HeLa humanas en cultivo. La transposasa SB100x
tiene nueve cambios de aminoacido en comparacion con la SB10 (K14R, K33A, R1 15H, RKEN214-217DAVQ,
M243H, T314N). The International Society for Molecular and Cell Biology and Biotechnology Protocols and Research
(ISMCBBPR) nombro6 a la SB100X como la molécula del afio en 2009 por el reconocimiento del potencial que tiene
en la ingenieria gendmica del futuro. El transposoén reconocido por la transposasa SB se nombré T debido a que el
mismo se aislé del genoma de otro salmoénido, Tanichthys albonubes. El transposén consiste en una secuencia
genética de interés que esta flanqueada por repeticiones invertidas (IR) que en si mismas contienen repeticiones
directas cortas (DR) (puntas de flecha en tandem IR-DR). T tenia la secuencia de IR/DR mas cercana a la secuencia
consenso de los transposones extintos similares a Tc-1 en peces. El transposén consenso tiene IR de 231 pares de
bases. Las DR mas internas tienen 29 pares de bases de longitud mientras que las DR mas externas tienen 31
pares de bases de longitud. La diferencia de longitud es critica para las tasas de transposicion maximas. El
componente transposon T original del sistema de transposén SB ha sido mejorado mediante cambios menores para
corresponderse con el consenso de muchos transposones relacionados extintos y activos.

Por lo tanto, en una forma de realizacién preferida, la unidad de transposén de la presente invencién tiene las
caracteristicas antes mencionadas.

A lo largo de la ultima década, los transposones SB se han desarrollado como vectores no virales para la
introduccion de genes en genomas de animales vertebrados y para terapia génica. La carga genética puede ser un
casete de expresion, un transgén y elementos asociados que confieren la regulacion transcripcional de la expresion
a un nivel deseado en uno o mas tejidos especificos. Un uso alternativo de los transposones SB es el
descubrimiento de funciones de genes, especialmente aquellos que causan cancer, mediante la administracion de
secuencias de ADN que trastornan al maximo la expresion de genes cercanos al sitio de insercién. Este proceso se
denomina como mutagénesis por insercion o mutagénesis por transposones. Cuando un gen se inactiva por la
insercion de un transposon (o por otro mecanismo), el gen es “noqueado”. Se han elaborado ratones noqueados y
ratas noqueadas con el sistema de SB.

Ya sea para la administracion de genes o para la alteracion de genes, los transposones SB combinan las ventajas
de los virus y del ADN desnudo. Los virus se han seleccionado evolutivamente en base a sus capacidades para
infectar y replicarse en nuevas células huéspedes. En forma simultanea, las células han evolucionado mecanismos
moleculares principales de defensa para protegerlas contra las infecciones virales. Para algunas aplicaciones de
ingenieria gendmica tales como algunas formas de terapia génica, es también importante evitar el uso de virus por
razones sociales y regulatorias. El uso de vectores no virales evita muchas, pero no todas, las defensas que las
células emplean contra los vectores.

En la Figura 2 se muestra en forma esquematica la organizacion tipica de un transposén SB.

Existe una diferencia entre los transposones Sleeping Beauty y otros miembros de la familia de transposones
Tc1/mariner. Los transposones Sleeping Beauty contienen dos repeticiones directas (DR) dentro de cada repeticion
terminal invertida (ITR). La translocacion del transposon Sleeping Beauty en general requiere la union de la
transposasa Sleeping Beauty a las ITR de aproximadamente 230 pb de longitud a ambos lados del transposon.
Estas ITR tipicamente contienen dos repeticiones directas imperfectas (DR) de aproximadamente 32 pb. Las
repeticiones directas externas estan en los extremos terminales del transposén mientras que las repeticiones
directas internas se localizan dentro del transposon, tipicamente a una distancia de entre 165 y 170 pb,
preferiblemente 169 pb, por fuera de las repeticiones directas externas. Las diferencias entre las secuencias
repetidas directas internas y externas parecen ser importantes y hasta ahora no existe ninguna evidencia de una
secuencia repetida directa universal que funcione en cualquier posicion, independientemente de si es Lo, Li, Ri o Ro.
Tipicamente, los transposones estan flanqueados por pares de bases dinucleotidicas TA que parecen ser
importantes para la escision. El analisis mutacional dentro de las secuencias de las repeticiones directas imperfectas
ha conducido a varios transposones SB son actividades de transposicion significativamente mayores (Zayed, H., y
col., Mol. Therap. 9:292-304 (2004)), tales como el “T2” que tiene secuencias repetidas directas consenso internas
(Li y Ri) y externas (Lo y Ro) (véase la Figura 2) o desarrollos mas recientes con mutaciones que actian en forma
sinérgica y resultan en un aumento de actividad de casi cuatro veces en comparacion con la transposasa de tipo
salvaje (Zayed, H., y col., Mol. Therap. 9:292-304 (2004)).

En el sistema de transposén SB como se usa la presente invencion, en formas de realizacién preferidas, las
correspondientes ITR tienen las siguientes secuencias:

Una ITR de la unidad de transpos6n es una secuencia que comprende por lo menos una de las siguientes una o
mas secuencias denominadas “Lo” y “Li”, respectivamente, como DR:
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Lo: TA/ CAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACTTAAG (SEQ ID NO:4);
Li: TCCAGTGGGTCAGAAGTTTACATACACTAAGT (SEQ ID NO:5).

Esta ITR de la unidad de transposén no se limita en forma particular a contener la o las secuencias especificas
anteriores de la SEQ ID NO:4 y/o la SEQ ID NO:5 pero puede comprender una DR que tiene una secuencia que
presenta entre 1y 4 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:4 y la SEQ ID NO:5, respectivamente. Como
alternativa, esta ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que
presenta entre 1 y 3 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:4 y la SEQ ID NO:5, respectivamente. Esta
ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre 1y
2 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:4 y la SEQ ID NO:5, respectivamente. Mas preferiblemente, esta
ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta 1
sustitucién en comparacion con la SEQ ID NO:4 y la SEQ ID NO:5, respectivamente.

La ITR anterior de la unidad de transposén que tiene una o mas de las sustituciones precedentes puede resultar en
una ITR que tiene la misma capacidad, o una similar, de ser transpuesta por una transposasa SB como una ITR que
contiene la SEQ ID NO:4 y/o la SEQ ID NO:5.

La otra ITR de la unidad de transposon preferiblemente puede ser una secuencia que comprende por lo menos una
de las siguientes una o mas secuencias denominadas “Ri” y “Ro”, respectivamente, como DR:

Ri: CCCAGTG G GTCAG AAGTTTACATACACTCAAT (SEQ ID NO:6);
Ro: TA/ CAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACCTTAG (SEQ ID NO:7).

Esta otra ITR de la unidad de transposoén no se limita en forma particular a la o las secuencias especificas anteriores
de la SEQ ID NO:6 y/o la SEQ ID NO:7 pero puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre
1y 4 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID NO:7, respectivamente. Como alternativa, esta
otra ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre
1 y 3 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID NO:7, respectivamente. Esta otra ITR de la
unidad de transposon también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre 1 y 2
sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID NO:7, respectivamente. Mas preferiblemente, esta
otra ITR de la unidad de transposén también puede comprender una DR que tiene una secuencia que muestra 1
sustitucién en comparacion con la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID NO:7, respectivamente. La ITR precedente de la unidad
de transposén que tiene una o mas de las sustituciones precedentes puede resultar en una ITR que tiene la misma
capacidad o similar de ser transpuesta por una transposasa SB como una ITR que contiene la SEQ ID NO:6 y/o
SEQ ID NO:7.

En una forma de realizacién preferida, en cada una de las ITR descritas precedentemente, las repeticiones directas
externas (llamadas “Lo” y “Ro”, respectivamente) estan localizadas en los extremos terminales del transposén
mientras que las repeticiones directas internas (llamadas “Li” y “Ri”, respectivamente) estan localizadas dentro del
transposon. Preferiblemente, en cada una de las ITR descritas precedentemente, existe un espaciador de
aproximadamente entre 165 y 170 pb, mas preferiblemente de aproximadamente 169 pb, entre las repeticiones
directas internas y externas.

En una forma de realizacion mas preferida, por lo menos una de las ITR de la unidad de transposén es una
secuencia que comprende por lo menos una de las siguientes secuencias consenso llamadas "DRo" y "DRi",
respectivamente, como una DR:

DRo (consenso): TA/ CAGTTGAAGTCGGAAGTTTACATACACYTAAG (SEQ ID NO:8);
Dri (consenso): CAGTGGGTCAGAAGTTTACATACACTMART (SEQ ID NO:9), en donde M puede ser Ao Cy R
puede ser G o A.

Esta al menos una de las ITR de la unidad de transposén que es una secuencia que comprende por lo menos una
de las siguientes secuencias consenso llamadas "DRo" y "DRi", respectivamente, como una DR no se limita
particularmente a la o las secuencias especificas precedentes de la SEQ ID NO:8 y/o la SEQ ID NO:9 pero también
puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta entre 1 y 4 sustituciones en comparacion con la
SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:9, respectivamente. Como alternativa, esta secuencia consenso de la ITR de la unidad
de transposon de la presente invencion también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta
entre 1 y 3 sustituciones en comparacién con la SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:9, respectivamente. Esta secuencia
consenso de la ITR de la unidad de transposoén de la presente invencion también puede comprender una DR que
tiene una secuencia que presenta entre 1 y 2 sustituciones en comparacion con la SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:9,
respectivamente. Mas preferiblemente, la secuencia consenso de la ITR de la unidad de transposén de la presente
invencion también puede comprender una DR que tiene una secuencia que presenta 1 sustitucién en comparacion
con la SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:9, respectivamente.

La al menos una precedente de las ITR de la unidad de transposén que es una secuencia que comprende por lo
menos una de las siguientes secuencias consenso llamadas “Dro” y “Dri”, respectivamente, como una DR de la
unidad de transposoén que tiene una o mas de las sustituciones precedentes puede resultar en una ITR que tiene la
misma capacidad o similar de ser transpuesta por una transposasa SB como una ITR que contiene la SEQ ID NO:8
y/o la SEQ ID NO:9.
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En una forma de realizacion preferida, dentro de la ITR descrita precedentemente, la repeticién directa consenso
externa (llamada "DRo") esta localizada en el extremo terminal del transposén mientras que la repeticion directa
consenso interna (llamada "DRi") esta localizada dentro del transposon. Preferiblemente, dentro de cada de estas
ITR, existe un espaciador de aproximadamente entre 165 y 170 pb, mas preferiblemente de aproximadamente 169
pb, entre la repeticion directa consenso interna y externa.

En una forma de realizacion preferida, el sistema de transposén es un sistema SB vy la transposasa codificada por el
ARN del componente (b) es la transposasa SB hiperactiva SB100X que tiene la secuencia de SEQ ID NO:1 que ha
sido descrita en Mathes y col., Nat. Genet. 41, 2009.

Tal como se menciond precedentemente, los transposones son conocidos por integrarse en secuencias especificas,
preferiblemente una secuencia TA. Esto también se aplica para el sistema transposasa SB/transposéon de la
presente invencion. Ademas, en una forma de realizacion preferida, una transposasa SB integra el transposén en un
sitio de integracion que comprende la secuencia AYATATRT, en donde Y puede ser To C y R puede ser G o A.

En otra forma de realizacién preferida, la transposasa es la transposasa SB hiperactiva SB100X que tiene la
secuencia de SEQ ID NO:1 o una secuencia que es por lo menos 70% idéntica a SEQ ID NO:1 y que tiene una
actividad transposasa que es por lo menos 80%, preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90% de la
correspondiente a la transposasa SB100X que tiene la secuencia de SEQ ID NO:1.

Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida de la presente invencion, la transposasa es la transposasa SB
hiperactiva SB100X que tiene la secuencia de SEQ ID NO:1 o una secuencia que es por lo menos n % idéntica a
SEQ ID NO:1 en donde n es un entero entre 70 y 100, preferiblemente 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98 0 99 y la transposasa que tiene una actividad transposasa que es por lo menos 80%, 85%, o 90% de la de dicha
transposasa SB100X.

Respecto a la determinacion de la identidad de secuencia, se debe aplicar lo siguiente: Cuando las secuencias que
se comparan no tienen la misma longitud, el grado de identidad se refiere al porcentaje de residuos de aminoacidos
en la secuencia mas corta que son idénticos a los residuos de aminoacidos en la secuencia mas larga o al
porcentaje de residuos de aminoacidos en la secuencia mas larga que son idénticos a los residuos de aminoacidos
en la secuencia mas corta. Preferiblemente, se refiere al porcentaje de residuos de aminoacidos en la secuencia
mas corta que son idénticos a los residuos de aminoacidos en la secuencia mas larga. El grado de identidad de
secuencia puede determinarse de acuerdo con métodos bien conocidos en el estado de la técnica usando
preferiblemente algoritmos de computadora adecuados tales como CLUSTAL.

Cuando se usa el método de analisis Clustal para determinar si una secuencia particular es, por ejemplo, por lo
menos 70% idéntica a una secuencia de referencia puede usarse la configuracién por defecto o la configuraciéon son
preferiblemente como a continuacion: Matriz: blosum 30; Penalidad por no coincidencia: 10,0; Penalidad por no
coincidencia extendida: 0,05; Retraso divergente: 40; Distancia de separaciéon de no coincidencia: 8 para
comparaciones de secuencias de aminoacidos. Para las comparaciones de secuencias nucleotidicas, la penalidad
por no coincidencia prolongada preferiblemente se ajusta a 5,0.

En una forma de realizacién preferida se usa ClustalW2 para la comparaciéon de secuencias de aminoacidos. En el
caso de comparaciones/alineamientos de pares, se elige preferiblemente la siguiente configuracion: Matriz de peso
de proteina: BLOSUM 62; abertura de no coincidencia: 10; extensién de no coincidencia: 0,1. En el caso de multiples
comparaciones/alineamientos, preferiblemente se elige la siguiente configuracién: Matriz de peso de proteina:
BLOSUM 62; abertura de no coincidencia: 10; extension de no coincidencia: 0,2; distancia de no coincidencia: 5; no
coincidencia no terminal.

Preferiblemente, el grado de identidad se calcula sobre la longitud completa de la secuencia.

Los residuos de aminoacidos ubicados en una posicién correspondiente a una posicion como se indica en la
presente mas adelante en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:1 pueden ser identificados por la
persona con experiencia mediante métodos conocidos en el estado de la técnica. Por ejemplo, dichos residuos de
aminoacidos pueden ser identificados por alineamiento de la secuencia en cuestion con la secuencia que se muestra
en la SEQ ID NO:1 y mediante la identificacion de las posiciones que corresponden a las posiciones indicadas
precedentemente SEQ ID NO:1. El alineamiento puede hacerse con medios y métodos conocidos para la persona
con experiencia, por ejemplo mediante el uso de un algoritmo de computadora conocido tal como el método Lipman-
Pearson (Science 227 (1985), 1435) o el algoritmo CLUSTAL. Se prefiere que en tal alineamiento se asigne
homologia maxima a los residuos de aminoacidos conservados presentes en las secuencias de aminoacidos.

En una forma de realizacién preferida se usa ClustalW2 para la comparaciéon de secuencias de aminoacidos. En el
caso de comparaciones/alineamientos de a pares, preferiblemente se elige la siguiente configuracion: Matriz de peso
de proteina: BLOSUM 62; abertura de no coincidencia: 10; extensién de no coincidencia: 0,1. En el caso de multiples
comparaciones/alineamientos, preferiblemente se elige la siguiente configuracién: Matriz de peso de proteina:
BLOSUM 62; abertura de no coincidencia: 10; extension de no coincidencia: 0,2; distancia de no coincidencia: 5; no
coincidencia no terminal.

Preferiblemente, el grado de identidad se calcula sobre la longitud completa de la secuencia.
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En otra forma de realizacion preferida, el sistema de transposén es un sistema SB y el ARN que codifica para una
transposasa que tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y transponer dicha secuencia de interés a dicho
genoma del componente (b) es un ARN que tiene la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO:2 o 3.

En otra forma de realizacion preferida, el ARN que codifica para una transposasa que tiene la capacidad de
reconocer dichas ITR o DTR y transponer dicha secuencia de interés a dicho genoma del componente (b) es un
ARN que tiene la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO:2 o 3 o una secuencia que es por lo menos 60% idéntica
a SEQ ID NO:2 o 3 y codifica para una transposasa que tiene una actividad transposasa que es por lo menos 80%,
preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90% de la de una transposasa codificada por un polinucleétido que tiene
la secuencia de SEQ ID NO:2 o0 3.

Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida de la presente invencién, el ARN que codifica para una
transposasa que tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y transponer dicha secuencia de interés a dicho
genoma del componente (b) es un ARN que tiene la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO:2 o 3 o una secuencia
que es por lo menos n % idéntica a SEQ ID NO:2 o 3 en donde n es un entero entre 60 y 100, preferiblemente 60,
70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 y que codifica para una transposasa que tiene una actividad
transposasa que es por lo menos 80%, 85%, 0 90% de la de una transposasa codificada por un polinucleétido que
tiene la secuencia de SEQ ID NO:2 o 3.

Respecto a la determinacién de la identidad de secuencia del polinucleétido, se aplica lo mismo que ha sido descrito
precedentemente en el contexto de la determinacion de la identidad de secuencia a nivel de la secuencia de
aminoacidos.

Ademas, respecto a la combinacion de nucledtidos modificados y no modificados, se aplica lo mismo al ARN que
codifica para una transposasa que tiene la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO:2 o 3 o una secuencia que es
por lo menos 60% idéntica a SEQ ID NO:2 o 3 tal como se ha descrito precedentemente.

En una forma de realizacion preferida, la secuencia polinucleotidica del ARN que codifica para una transposasa que
tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y transponer dicha secuencia de interés a dicho genoma del
componente (b) es una secuencia con optimizacion de codones parcial o para la longitud completa. La optimizacion
de codones es una técnica para maximizar la expresiéon de la proteina por aumento de la eficacia de traduccién de
un gen de interés. Es conocido que los genes naturales no usan los codones disponibles al azar, sino que muestran
una determinada preferencia por codones particulares para el mismo aminoacido. Por lo tanto, debido a la
degeneracion del cédigo genético — un aminoacido puede ser codificado por varios codones — se puede transformar
la secuencia nucleotidica de un gen de interés en un conjunto de codones preferidos de la misma especie u otra. En
el contexto de la invencion, la secuencia con optimizacién de codones puede, por ejemplo, tener una optimizacién de
codones para (la expresion en) vertebrados, preferiblemente para (la expresion en) mamiferos, mas preferiblemente
para (la expresion en) ratones o, incluso mas preferiblemente, para (la expresion en) humanos. Los ejemplos
particulares de secuencias nucleotidicas que codifican para dicha secuencia con optimizacién de codones se
describen en las SEQ ID Nos:2 y 3.

También es posible, por supuesto, usar otra transposasa SB, por ejemplo, la transposasa SB "de tipo salvaje" o
transposasas derivadas de la misma. La secuencia de aminoacidos de la transposasa SB canodnica de tipo salvaje
ha sido descrita por lvics y col. (Cell 91, 1997); véase la Figura 2 de ese trabajo.

La actividad de transposasa de una dada transposasa SB modificada en comparacién con la actividad transposasa
de ofra transposasa SB puede ser determinada por la persona con experiencia mediante métodos conocidos en el
estado de la técnica y, en consecuencia, puede, por ejemplo, determinarse mediante ensayos de transposicion de
genes de resistencia a antibioticos realizados en células HeLa de humano cultivadas en tejido.

Tal como se menciond precedentemente, la presente invencién no se limita particularmente a una combinacién de
una unidad de transposén especifica que contiene ITR o DTR particulares y una transposasa correspondiente.
Puede usarse cualquier combinacion de una unidad de transposon especifica que contiene ITR o DTR particulares y
su correspondiente transposasa. Muchas unidades de transposoén especificas que contienen ITR o DTR particulares
y sus correspondientes transposasas son conocidas en el estado de la técnica y pueden usarse de acuerdo con la
presente invencion. En consecuencia, en otra forma de realizacién, la unidad de transposén en un sistema de
transposon de acuerdo con la presente invencion preferiblemente se basa en un transposon PiggyBac (PB). Los
transposones PiggyBac (PB) son conocidos en el estado de la técnica como un elemento genético moévil que se
transpone de manera eficaz mediante un mecanismo de “corte y empalme” tal como ya se describid
precedentemente. Durante la transposicién, una transposasa PB reconoce secuencias de repeticiones terminales
invertidas especificas de transposoén (ITR) localizadas en ambos extremos del transposén y mueve los contenidos de
los sitios originales y los integra de manera eficaz a los sitios TTAA del genoma.

En otra forma de realizacién, de acuerdo con lo precedente, la presente invencion se relaciona con el uso del
sistema de transposon precedente para la administracion de genes ex vivo o in vivo a una célula diana. Los métodos
para la administracion de genes ex vivo o in vivo a una célula diana son conocidos en el estado de la técnica y, de
acuerdo con la presente invencion, consecuentemente pueden aplicarse. Los métodos para la administracion de
genes ex vivo o in vivo a una célula diana se revisan, por ejemplo, en Kim y Eberwine (Anal Bioanal Chem 397:3173-
3178 (2010)).

En una forma de realizaciéon mas preferida, la presente invencién se relaciona con el uso del sistema de transposon
precedente para la administracion de genes a una célula diana, en donde la administracion de genes se lleva a cabo
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mediante electroporacion. Incluso mas preferido, en particular cuando, por ejemplo, se transfectan células madre
hematopoyéticas, se usa el Electroporador Lonza para la administracion de genes a una célula diana. El
Electroporador Lonza provee una electroporacion mejorada que usa la "Tecnologia Nucleofector™" de Lonza.

En una forma de realizacion preferida, de acuerdo con lo precedente, la presente invencién se relaciona con el uso
del sistema de transposon precedente para la administracion de genes ex vivo o in vivo a una célula diana, en donde
la célula diana es una célula madre hematopoyética. Las células madre hematopoyéticas habitualmente derivan de
la médula 6sea, sangre periférica, o sangre de cordon umbilical. En consecuencia, en una forma de realizacion
preferida, la presente invencion se relaciona con el uso del sistema de transposén precedente para la administracion
de genes ex vivo o in vivo a una célula diana, en donde la célula diana es una célula madre hematopoyética (HSC),
en donde la HSC deriva de la médula 6sea, sangre periférica, o sangre de cordén umbilical.

Las HSC son precursores de los linajes mieloide (por ejemplo, monocitos, macrofagos, neutréfilos, basdfilos,
eosinofilos, eritrocitos, células dendriticas, megacariocitos, plaquetas) y linfoide (células T, células B, células
asesinas naturales) de las células sanguineas. Respecto a las estrategias terapéuticas, de acuerdo con la presente
invencion, el sistema de transposén precedente puede ser usado para la administracion de genes en una célula
madre hematopoyética, en donde dicha HSC puede ser autéloga (es decir, se usan las propias células madre del
paciente) o alogénica (es decir, las HSC provienen de un donante). Preferiblemente, el sistema de transposon
precedente para la administracion de genes ex vivo o in vivo a una célula diana, en donde la célula diana es una
HSC, es util para el trasplante de células madre hematopoyéticas. El trasplante de células madre hematopoyéticas
con frecuencia se realiza en pacientes con determinados tipos de canceres de origen sanguineo o canceres de
médula ésea, tal como mieloma multiple o leucemia.

Por lo tanto, en una forma de realizacién preferida, la presente invencion se relaciona con el uso del sistema de
transposon precedente para la administracion de genes ex vivo o in vivo a una célula diana, en donde la célula diana
es una célula madre hematopoyética, en donde la célula madre hematopoyética, una vez que se ha introducido el
sistema de transposén de la presente invencion, se usa en terapia génica. De acuerdo con esta forma de
realizacion, la presente invencion se relaciona con un sistema de transposon para usar en terapia génica. La terapia
génica con células madre hematopoyéticas (HSC) puede potencialmente curar una variedad de enfermedades
hematopoyéticas (humanas). En consecuencia, en una forma de realizaciéon preferida, de acuerdo con la presente
invencion, la terapia génica se usa para tratar o prevenir enfermedades hematopoyéticas seleccionadas del grupo
que consiste en inmunodeficiencias (preferiblemente, por ejemplo, SCID o ADA ligado al X), hemoglobinopatias
(preferiblemente, por ejemplo, enfermedad de células falciformes o talasemia), otras enfermedades sanguineas
(preferiblemente, por ejemplo, deficiencia de adherencia de leucocitos, enfermedad granulomatosa croénica,
sindrome de Wiskott Aldrich o anemia de Fanconi), VIH o terapia génica de quimioresistencia (preferiblemente, por
ejemplo, introduccion de genes de resistencia tales como MGMT).

En una forma de realizacion preferida, la célula madre hematopoyética es una célula CD34*.

La transferencia génica a células madre hematopoyéticas y células progenitoras ha sido descrita, por ejemplo, en
Xue y col., Blood 1 14(7) 2009. La transferencia génica a células madre hematopoyéticas y células progenitoras
tiene muchas aplicaciones y la terapia génica basada en células madre hematopoyéticas (HSC, en particular, apunta
a una correccion genética a largo plazo y la reconstitucion hematopoyética, y ha sido aplicada exitosamente en el
contexto clinico para tratar una variedad de enfermedades monogénicas que incluyen inmunodeficiencias primarias
(Mukherjee y Thrasher, 2013; Touzot y col., 2014).

En otra forma de realizacion preferida, la presente invencién se relaciona con un método ex vivo para la
administracion de genes a una célula diana que comprende los siguientes pasos:

(a) poner en contacto el sistema de transposon de la presente invencion como se describe precedentemente en la
presente con una célula;
(b) cultivar dicha célula en condiciones permisivas para el cultivo de dicha célula.

Preferiblemente, el sistema de transposdn de la presente invencidén como se describe precedentemente en la
presente se pone en contacto con una célula que se obtiene de un sujeto.

Preferiblemente, el sujeto es un mamifero tal como un perro, gato, cerdo, vaca, oveja, caballo, roedor, por ejemplo,
rata, ratén, y cobayo, o un primate, por ejemplo, gorila, chimpancé y humano. En una forma de realizacion mas
preferible, el sujeto es un humano.

En general, en los métodos de la presente invencion, el sistema de transposon se introduce en una célula diana
deseada. Este paso de introduccién o de administracion de los componentes del sistema de transposén a una célula
se lleva a cabo mediante técnicas de administracion/introduccion estandares. Estas técnicas de
administracion/introduccion son conocidas en el estado de la técnica y pueden ser realizadas, por ejemplo, como se
describe en los ejemplos anexos mediante métodos de transfeccion conocidos en el estado de la técnica. Estas
técnicas estandares han sido descritas, por ejemplo, en WO2011/012316 y, por ejemplo, en Kim y Eberwine (Anal
Bioanal Chem. 397(8):3173-8 (2010)). En WO2011/012316 se describe, por ejemplo, un método para la transfeccion
de células pulmonares con ARNm usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). En Kim y Eberwine se resumen las tres
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clases principales de transfeccion que se usan ampliamente para administrar acidos nucleicos a células, es decir,
métodos de transfeccion biolégicos, quimicos vy fisicos.

Una vez que se ha introducido el sistema de transposén en las células diana la secuencia de interés se inserta en el
genoma de la célula diana como se describe precedentemente en la presente. Posteriormente, como se describe en
el paso precedente (b), dicha célula se cultiva en condiciones permisivas para el cultivo de dicha célula como se
describe con mayor detalle mas adelante.

Preferiblemente, después del paso (a) en donde el sistema de transposdn de la presente invencidon como se
describe precedentemente en la presente es puesto en contacto con una célula y antes del paso de cultivo (b), el
método de la presente invencion ademas puede comprender un paso de seleccion en donde se seleccionan y/o se
purifican las células que tienen insertada la secuencia de interés en el genoma de la célula diana. Esto puede ser
realizado, por ejemplo, mediante técnicas conocidas en el estado de la técnica, por ejemplo, mediante la utilizacion
de genes o marcadores reporteros que permiten la deteccion de aquellas células que han integrado el transposén
(que portan la secuencia de interés a insertar en el genoma y ademas una secuencia que codifica para un gen o
marcador reportero). Posteriormente, en otra forma de realizacién, los métodos pueden comprender el cultivo de las
células seleccionadas en un medio de expansion en condiciones permisivas para el cultivo de dichas células.

En general, en el método de acuerdo con la invencion, las células pueden ser cultivadas en condiciones permisivas
para el cultivo de la célula diana usada en el método de administracion de genes. Las condiciones de cultivo de
acuerdo con la presente invencion se definiran de manera apropiada dependiendo del medio y células
usadas/producidas. El medio de acuerdo con determinados aspectos de la presente invencion puede ser preparado
utilizando un medio usado para el cultivo de células animales como su medio basal, tal como cualquiera de TeSR,
BME, BGJb, CMRL 1066, Glasgow MEM, Improved MEM Zinc Option, IMDM, Medio 199, Eagle MEM, MEM, DMEM,
Ham, RPMI 1640, y medio Fischer, asi como cualquier combinacion de los mismos, pero el medio particularmente no
se limita a los mismos con la condicién de que pueda usarse para el cultivo de células animales. El medio para el
cultivo de dichas células en condiciones permisivas para el cultivo de dichas células de acuerdo con la presente
invencion puede ser un medio que contiene suero o libre de suero. El medio libre de suero se refiere a un medio sin
suero sin procesar o no purificado, y en consecuencia puede incluir medios con componentes derivados de la sangre
purificados o componentes derivados de tejido animal (tal como factores de crecimiento). Respecto a la prevencion
de la contaminacion con componentes derivados de animal heterogéneos, el suero puede derivar del mismo animal
que el de la o las células madre. El medio para el cultivo de dichas células en condiciones permisivas para el cultivo
de dichas células de acuerdo con la presente invencion puede contener o puede no contener cualquier alternativa al
suero. Las alternativas al suero pueden incluir materiales que contienen de manera apropiada albumina (tal como
albumina rica en lipidos, sustitutos de albumina tal como albumina recombinante, almidén vegetal, dextranos e
hidrolizados de proteinas), transferrina (u otros transportadores de hierro), acidos grasos, insulina, precursores de
colageno, elementos traza, 2-mercaptoetanol, 3'-tiolglicerol, o equivalentes de los mismos. Las alternativas al suero
pueden prepararse de acuerdo con el método descrito en la Publicacion Internacional No. 98/30679, por ejemplo.
Como alternativa, puede usarse cualquier material disponible comercialmente para mayor conveniencia. Los
materiales disponibles comercialmente incluyen reemplazo por suero con noqueo (KSR), concentrado de lipidos
definidos quimicamente (Gibco), y Glutamax (Gibco).

El medio para el cultivo de dichas células en condiciones permisivas para el cultivo de dichas células iINP también
puede contener acidos grasos o lipidos, aminoacidos (tales como aminoacidos no esenciales), vitamina(s), factores
de crecimiento, citoquinas, sustancias antioxidantes, 2-mercaptoetanol, acido pirdvico, agentes amortiguadores, y
sales inorganicas. La concentracion de 2-mercaptoetanol puede ser, por ejemplo, aproximadamente entre 0,05y 1,0
mM, y particularmente aproximadamente entre 0,1 y 0,5 mM, pero la concentracion particularmente no se limita a las
mismas con la condicién de que sea apropiada para el cultivo de la o las células madre.

El cultivo de las células en condiciones permisivas para el cultivo de dichas células puede realizarse en un recipiente
para cultivo, pero no se limita particularmente a: frasco, frasco para el cultivo de tejido, disco, disco de Petri, disco
para el cultivo de tejido, multidisco, microplaca, placa de micropocillos, multiplaca, placa multipocillos,
microportaobjetos, portaobjetos con camara, tubo, bandeja, camaras CellSTACK®, bolsa de cultivo, y botella
rotatorias, con la condicidon de que tenga sea Util para cultivar las células dentro del mismo. Las células pueden ser
cultivadas en un volumen de por lo menos o aproximadamente 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 ml, 100 ml, 150 ml,
200 ml, 250 ml, 300 ml, 350 ml, 400 ml, 450 ml, 500 ml, 550 ml, 600 ml, 800 ml, 1000 ml, 1500 ml, o cualquier rango
que derive de los mismos, dependiendo de las necesidades del cultivo. En una determinada forma de realizacién, el
recipiente de puede ser un biorreactor, el cual puede referirse a cualquier dispositivo o sistema que soporte un
ambiente biolégicamente activo. El biorreactor puede tener un volumen de por lo menos o aproximadamente 2, 4, 5,
6, 8, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 500 litros, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 metros cubicos, o cualquier rango que
derive de los mismos. El recipiente de cultivo puede ser adhesivo o no adhesivo para células y seleccionarse
dependiendo del propésito. El recipiente de cultivo adhesivo para células puede estar recubierto con cualquier
sustancia para la adhesion celular tal como una matriz extracelular (ECM) para mejorar la adhesividad de la
superficie del recipiente a las células. El sustrato para la adhesiéon de las células puede ser cualquier material para
unir las células o células alimentadoras (si se usan). El sustrato para la adhesiéon de las células incluye colageno,
gelatina, poli-L-lisina, poli-D-lisina, vitronectina, laminina, y fibronectina y mezclas de los mismos, por ejemplo,
Matrigel™, y preparaciones de membrana de células lisadas.

Pueden definirse de manera apropiada otras condiciones de cultivo. Por ejemplo, la temperatura de cultivo puede
ser aproximadamente entre 30 y 40°C, por ejemplo, por lo menos o aproximadamente 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39°C pero particularmente no se limita a ellas. La concentracion de CO; puede ser de aproximadamente entre 1y
10%, por ejemplo, aproximadamente entre 2 y 5%, o cualquier rango que puede derivar de esas. La tension de
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oxigeno puede ser de por lo menos o aproximadamente 1, 5, 8, 10, 20%, o cualquier rango que puede derivar de
esas.

El cultivo de las células somaticas en condiciones permisivas para el cultivo de dichas células puede ser un cultivo
de adhesién. En este caso, las células pueden cultivarse en presencia de células alimentadoras. En el caso que se
usen células alimentadoras en los métodos de la presente invencion, pueden usarse celular de estroma tales como
fibroblastos fetales como células alimentadoras (por ejemplo, referirse a; Hogan y col, Manipulating the Mouse
Embryo, A Laboratory Manual (1994); Gene Targeting, A Practical Approach (1993); Martin (1981 ); Evans y
Kaufman (1981 ); Jainchill y col, (1969); Nakano y col. (1996); Kodama y col. (1982); y Publicaciones Internacionales
Nos. 01/088100 y 2005/080554).

Las células en condiciones permisivas para el cultivo de dichas células también pueden cultivarse en un cultivo en
suspension, que incluye cultivo en suspension en transportadores o encapsulacion en gel/biopolimero. El término
cultivo en suspension de las células se refiere a que las células se cultivan en condiciones no adherentes respecto al
recipiente de cultivo o células alimentadoras (si se usan) en un medio.

En un paso posterior, una vez que se han cultivado las células (ex vivo) y proliferado, las células producidas de esta
manera habiendo integrado la secuencia de interés en su genoma, pueden introducirse nuevamente de manera
opcional en el sujeto del cual derivan o en otro sujeto. En consecuencia, el sistema de transposon de la presente
invencion puede ser usado beneficiosamente en estrategias de terapia génica como se describe en la presente
adicionalmente mas adelante con mayor detalle.

El sistema de transposon tal como se define precedentemente es particularmente util en condiciones de medicina y
en el tratamiento de una determinada enfermedad y, en particular, en terapia génica. Por lo tanto, la presente
invencion también se relaciona con una composicion farmacéutica que comprende el sistema de transposén de
acuerdo con lo precedente.

El término “tratamiento” y similares se usan en la presente para referirse en general a obtener un efecto
farmacologico y/o fisiolégico deseado. En consecuencia, el tratamiento de la presente invencion puede relacionarse
con el tratamiento de estados (agudos) de una determinada enfermedad, pero también puede relacionarse con el
tratamiento profilactico en términos de prevenir totalmente o parcialmente una enfermedad o sintoma de la misma.
Preferiblemente, el término “tratamiento” se debe comprender como que es terapéutico en términos de curar de
manera parcial o completa una enfermedad y/o efectos adversos y/o sintomas atribuidos a la enfermedad. “Agudo”
en este sentido se refiere a que el sujeto muestra sintomas de la enfermedad. En otras palabras, el sujeto a tratar se
encuentra con necesidad actual de un tratamiento y el término “tratamiento agudo” en el contexto de la presente
invencion se relaciona con las medidas tomadas para tratar de manera apropiada la enfermedad después del inicio
de la enfermedad o la aparicion de la enfermedad. El tratamiento también puede ser un tratamiento profilactico o
preventivo, es decir, medidas tomadas para la prevencion de la enfermedad, por ejemplo, con el objetivo de prevenir
la infeccion y/o el inicio de la enfermedad.

La composicién farmacéutica de la presente invencion también puede administrarse a través de un gran rango de
clases de formas de administracion conocidas para la persona con experiencia. La administraciéon puede ser de
manera sistematica, local, oral, mediante aerosoles que incluyen pero no se limita a comprimidos, inyecciéon con
agujas, el uso de inhaladores, cremas, espumas, geles, lociones y ungiientos.

Tal como se menciond, la presente invencién se relaciona con una composicion farmacéutica, que comprenden una
cantidad eficaz del sistema de transposasa de la presente invencién de acuerdo con lo precedente y por lo menos
un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un excipiente o vehiculo es una sustancia inactiva junto con el ingrediente activo, es decir, construccion de la
presente invencion de acuerdo con lo precedente, con el propdsito de aumentar el volumen de las formulaciones que
contengan ingredientes activos potentes. Los excipientes con frecuencia son referidos como “agentes espesantes”,
“rellenos”, o “diluyentes”. EI aumento de volumen permite la administracion conveniente y precisa de una sustancia
farmacologica cuando se produce una forma de dosificacion. También pueden servir para diferentes propésitos de
mejora terapéutica, tal como la facilitaciéon de la absorcion o solubilidad de farmacos, u ofras consideraciones
farmacocinéticas. Los excipientes también pueden ser Utiles en el proceso de elaboracion, para ayudar al manejo de
la sustancia activa referida de manera de facilitar la fluidez del polvo o propiedades antiadherentes, ademas de
ayudar a la estabilidad in vitro tal como la prevencion de la desnaturalizacién durante la vida util esperada. La
seleccion de los excipientes apropiados también depende de la ruta de administracion y la forma de dosificacion, asi
como el ingrediente activo y otros factores.

Por lo tanto, en linea con lo precedente, la composicidon farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del
sistema de transposasa de la presente invencién puede ser una forma sélida, liquida o gaseosa y puede estar, entre
otras, en una forma de uno o mas polvos, uno o0 mas comprimidos, una o mas soluciones o uno o mas aerosoles. Se
prefiere que dicha composicion farmacéutica opcionalmente comprenda un vehiculo y/o diluyente
farmacéuticamente aceptable.
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Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados, excipientes y/o diluyentes son bien conocidos en el estado de
la técnica e incluyen soluciones salinas amortiguadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de
aceite/agua, diferentes tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden
dichos vehiculos pueden ser formuladas mediante métodos convencionales conocidos. Estas composiciones
farmacéuticas pueden administrarse al sujeto en una dosis adecuada, es decir, en “una cantidad eficaz’ que puede
ser determinada facilmente por la persona con experiencia mediante métodos conocidos en el estado de la técnica.
El régimen de dosificacion sera determinado por el médico y factores clinicos. Tal como es bien conocido en las
artes de la medicina, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, incluyendo el tamafio
del paciente o sujeto, area de superficie corporal, edad, el compuesto particular a administrar, género, tiempo y ruta
de administracion, salud general, y otros farmacos que se estan administrando concurrentemente.

Por lo tanto, preferiblemente, el sistema de transposén de la presente invencion esta incluido en una cantidad eficaz.
El término “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad suficiente para inducir una respuesta terapéutica detectable en
el sujeto al cual se administra la composicion farmacéutica. De acuerdo con lo precedente, el contenido de la
construcciéon de la presente invencion en la composicion farmacéutica no se limita a en cuanto a ser util para el
tratamiento como se describié precedentemente, sino que preferiblemente contiene entre 0,0000001 y 10% en peso
por composicion total. Ademas, la construccion descrita en la presente preferiblemente se emplea en un vehiculo.
En general, una cantidad apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable se usa en el vehiculo para volver
isotonica a la composicion. Los ejemplos del vehiculo incluyen a titulo enunciativo no taxativo, solucion de Ringer y
solucién de dextrosa. Preferiblemente, los excipientes, vehiculos, o estabilizadores aceptables son no téxicos a las
dosificaciones y concentraciones empleadas, incluyendo soluciones amortiguadoras tales como citrato, fosfato, y
otros acidos organicos; contraiones formadores de sales, por ejemplo sodio y potasio; polipéptidos de peso
molecular bajo (> 10 residuos de aminoacidos); proteinas, por ejemplo albumina sérica, o gelatina; polimeros
hidrofilicos, por ejemplo polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como histidina, glutamina, lisina, asparagina, arginina,
o glicina; hidratos de carbono que incluyen glucosa, manosa, o dextrinas; monosacaridos; disacaridos; otros
azucares, por ejemplo sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; agentes quelantes, por ejemplo EDTA; tensioactivos
no ionicos, por ejemplo Tween, Pluronic o polietilenglicol; antioxidantes que incluyen metionina, acido ascorbico y
tocoferol; y/o conservantes, por ejemplo cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos, por ejemplo metil o propil
parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol). Los vehiculos adecuados y sus formulaciones se
describen con mayor detalle en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17ta ed., 1985, Mack Publishing Co.

El progreso terapéutico puede ser monitoreado mediante evaluacion periddica. El sistema de transposén de la
presente invenciéon o la composicién farmacéutica de la invencién puede estar en solucién acuosa o no acuosa
estéril, suspensiones, y emulsiones, asi como cremas y supositorios. Los ejemplos de solventes no acuosos son
propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos tales como oleato de
etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que
incluyen medio salino y amortiguado. También puede haber presentes conservantes y otros aditivos tales como, por
ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, y gases inertes y similares. Ademas, la composicion
farmacéutica de la invencion puede comprender otros agentes dependiendo del uso pretendido de la composicion
farmacéutica. Dichos agentes pueden ser, por ejemplo, polioxietilensorbitan monolaurato, disponible en el mercado
con el nombre comercial Tween, propilenglicol, EDTA, Citrato, Sacarosa, asi como otros agentes que sean
adecuados para el uso pretendido de la composiciéon farmacéutica que son bien conocidos para la persona con
experiencia en el estado de la técnica.

De acuerdo con esta invencion, el término “composicién farmacéutica” se relaciona con una composicién para la
administracion a un paciente, preferiblemente un paciente humano.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede ser para el uso en terapia génica. Tal como se
mencionoé precedentemente, el sistema de transposén de la presente invencion, mas especificamente la unidad de
transposon que comprende una "secuencia de interés" puede ser usada, por ejemplo, en terapias génicas en donde
la "secuencia de interés" codifica para un polipéptido o proteina terapéutica o farmacéuticamente activa que tiene un
efecto terapéutico o preventivo. Por lo tanto, en formas de realizacién preferidas, la composicién farmacéutica de la
presente invencion puede ser para el uso en terapia génica en el tratamiento o prevencion de una enfermedad tal
como se indica en la Tabla 1 precedente. En consecuencia, las terapias génicas de acuerdo con la presente
invencion pueden ser para usar en el tratamiento o prevencién de una enfermedad como se indica en la Tabla 1
precedente.

Por lo tanto, la composicion farmacéutica de la presente invencion puede ser para usar en terapia génica en casos
en los que los defectos genéticos descritos en la Tabla 1 precedente llevan a una enfermedad que puede ser tratada
o prevenida mediante una terapia de reemplazo de transcripto/terapia de reemplazo de enzima con la unidad de
transposon de la presente invencién, en donde la unidad de transposén comprende una “secuencia de interés” que
codifica para una versién intacta de la proteina o un fragmento funcional de la misma que compensa el gen
defectuoso descrito. En formas de realizacion particularmente preferidas, la composicion farmacéutica de la presente
invencion puede ser para usar en terapias génicas en el tratamiento o prevencion de enfermedades lisosomales
como la enfermedad de Gaucher, enfermedad de Fabry, MPS |, MPS Il (sindrome de Hunter), MPS VI y
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enfermedades relacionadas con el almacenamiento de glucogeno tales como por ejemplo enfermedad de
almacenamiento de glucdgeno tipo | (enfermedad de von Gierecke), tipo Il (enfermedad de Pompe), tipo llI
(enfermedad de Cori, tipo IV (enfermedad de Andersen), tipo V (enfermedad de McArdle, tipo VI (enfermedad de
Hers), tipo VII (enfermedad de Tauri), tipo VII, tipo IX, tipo X, tipo XI (sindrome de Fanconi-Bickel), tipo XI, o tipo O.
En otras formas de realizacién preferidas, la composicion farmacéutica de la presente invencién puede ser para usar
en terapias génicas de acuerdo con la presente invencion en donde la "regidon codificante que codifica para un
polipéptido" codifica para un polipéptido terapéutica o farmacéuticamente activo, proteina o péptido que tiene un
efecto terapéutico o preventivo, en donde dicho polipéptido, proteina o péptido se selecciona del gripo que codifica
para los genes descritos en la Tabla 1.

En otras formas de realizacion preferidas, las terapias génicas de acuerdo con la presente invencion pueden ser
para usar en el tratamiento de cancer, una enfermedad cardiovascular, una infecciéon viral, una disfuncién
inmunolégica, una enfermedad autoinmunolégica, un trastorno neurolégico, trastornos metabdlicos hereditarios o un
trastorno genético o cualquier enfermedad en la cual una proteina o fragmento de proteina producido en una célula
puede tener un efecto beneficioso para el paciente. Los ejemplos de cancer incluyen cancer de cabeza y cuello,
cancer de mama, cancer renal, cancer de vejiga, cancer de pulmoén, cancer de prostata, cancer de hueso, cancer de
cerebro, cancer de cuello uterino, cancer anal, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de apéndice, cancer de
0jo, cancer gastrico, leucemia, linfoma, cancer de higado, cancer de piel, cancer de ovario, cancer de pene, cancer
pancreatico, cancer testicular, cancer de tiroides, cancer de vagina, cancer de vulva, cancer de endometrio, cancer
cardiaco y sarcoma.

Los ejemplos de enfermedades cardiovasculares incluyen aterosclerosis, enfermedad coronaria, enfermedad
cardiopulmonar y cardiomiopatia.

Los ejemplos de disfunciones inmunoldgicas y enfermedades autoinmunoldgicas incluyen, a titulo enunciativo no
taxativo, enfermedades reumaticas, esclerosis multiple y asma.

Los ejemplos de infecciones virales incluyen, a titulo enunciativo no taxativo, infecciones con el virus de
inmunodeficiencia humana, virus de herpes simple, papilomavirus humano, asi como virus de hepatitis By C.

Los ejemplos de trastornos neurologicos incluyen, a titulo enunciativo no taxativo, enfermedad de Parkinson,
esclerosis multiple, y demencia.

Los ejemplos de trastornos metabdlicos hereditarios incluyen, a titulo enunciativo no taxativo, enfermedad de
Gaucher y fenilcetonuria.

En consecuencia, de acuerdo con lo precedente, el sistema de transposdn como se describe precedentemente en la
presente es para usar en terapia génica.

En una forma de realizacion preferida, de acuerdo con lo precedente, la terapia génica se usa para tratar o prevenir
enfermedades hematopoyéticas seleccionadas del grupo que consiste en inmunodeficiencias (preferiblemente, por
ejemplo, SCID o ADA ligado al X), hemoglobinopatias (preferiblemente, por ejemplo, enfermedad de células
falciformes o talasemia), otras enfermedades sanguineas (preferiblemente, por ejemplo, deficiencia de adherencia
de leucocitos, enfermedad granulomatosa cronica, sindrome de Wiskott Aldrich o anemia de Fanconi), VIH o terapia
génica de quimioresistencia (preferiblemente, por ejemplo, introduccion de genes de resistencia tal como MGMT).

En consecuencia, de acuerdo con lo precedente, el sistema de transposén puede usarse directamente en la forma
de una composicion farmacéutica para administrar una secuencia de interés en el genoma de una determinada
célula diana. Como alternativa, el sistema de transposén puede usarse para administrar una secuencia de interés en
el genoma de una determinada célula diana ex vivo (en donde la célula diana se obtiene de un sujeto) mientras que
la célula diana obtenida de esta manera, una vez que se integro el transposén en su genoma, puede ser introducida
nuevamente en el sujeto o en otro sujeto.

La invencién también se relaciona con un método de terapia génica. Por lo tanto, la presente invencion se relaciona
con un método para el tratamiento de una enfermedad tal como cancer, una enfermedad cardiovascular, una
infeccion viral, una disfuncién inmunoldgica, una enfermedad autoinmunolégica, un trastorno neurolégico, trastornos
metabdlico hereditario o un trastorno genético mediante una terapia génica. En cuanto a las formas de realizacion
preferidas del método para el tratamiento se aplica lo mismo, mutatis mutandis, que se ha descrito precedentemente
en el contexto del sistema de transposén o la composicidon farmacéutica que comprende el sistema de transposén de
la presente invencién como se definié precedentemente.

En la presente invencion, el sujeto es, en una forma de realizaciéon preferida, un mamifero tal como un perro, gato,
cerdo, vaca, oveja, caballo, roedor, por ejemplo, rata, ratén, y cobayo, o un primate, por ejemplo, gorila, chimpance,
y humano. En una forma de realizacion mas preferible, el sujeto es un humano.

La presente invencion también se relaciona con un kit que comprende

(a) una unidad de transposon que contiene repeticiones terminales invertidas (ITR) o DTR que flanquean una

secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana; y
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(b) un ARN que codifica para una transposasa que tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y transponer
dicha secuencia de interés a dicho genoma;

en donde dicho ARN que codifica para dicha transposasa se caracteriza porque contiene una combinacion de
nucleotidos no modificados y modificados, en donde entre el 5 y el 50% de los nucledtidos de uridinay entre el S5y el
50% de los nucledtidos de citidina son respectivamente nucleétidos de uridina modificados y nucleétidos de citidina
modificados.

En cuanto a las formas de realizacion preferidas, se aplica lo mismo, mutatis mutandis, que se ha descrito
precedentemente en el contexto el sistema de transposon de acuerdo con la presente invencion. Ventajosamente, el
kit de la presente invencion ademas comprende, opcionalmente una o mas soluciones amortiguadoras, soluciones
de almacenamiento y/o reactivos remanentes o materiales requeridos para llevar a cabo los usos y métodos
precedentes y de mas adelante. Ademas, las partes del kit de la invencién pueden ser envasadas en viales o frascos
0 en combinacién en recipientes o unidades multicontenedores. El kit de la presente invencién puede usarse
ventajosamente, entre otros, para llevar a cabo los métodos de la invencion, la preparacion del sistema de
transposoén de la invencidon y podria emplearse en una variedad de aplicaciones referidas en la presente, por
ejemplo, en los usos como se describe precedentemente y mas adelante. Otro componente que puede incluirse en
el kit son las instrucciones para una persona que utiliza el kit para su uso. La elaboracién de los kits se realiza
preferiblemente de acuerdo con procedimientos estandares que son conocidos para la persona con experiencia en
el estado de la técnica.

Finalmente, la presente invencion también se relaciona con una molécula de ARN que codifica para una
transposasa, en donde dicho ARN que codifica para dicha transposasa se caracteriza porque contiene una
combinacién de nucledtidos no modificados y modificados, en donde entre el 5 y el 50% de los nucledtidos de
uridina y entre el 5 y el 50% de los nucleétidos de citidina son respectivamente nucleétidos de uridina modificados y
nucledtidos de citidina modificados. En cuanto a las formas de realizacion preferidas de dicho ARN que codifica para
dicha transposasa, se aplica lo mismo, mutatis mutandis, que se ha descrito precedentemente.

En este contexto, la presente invencién también se relaciona con el uso de una molécula de ARN que codifica para
la transposasa para la administracion de genes ex vivo o in vivo a una célula diana en donde dicho molécula de ARN
que codifica para la transposasa se caracteriza porque contiene una combinacion de nucleétidos no modificados y
modificados, en donde entre el 5y el 50% de los nucledtidos de uridina y entre el 5y el 50% de los nucledtidos de
citidina son respectivamente nucledtidos de uridina modificados y nucleétidos de citidina modificados. En cuanto a
las formas de realizacion preferidas del uso, se aplica lo mismo, mutatis mutandis, que se ha descrito
precedentemente en el contexto de la molécula de ARN y la administracién de genes ex vivo o in vivo a una célula
diana de la presente invencion.

Figura 1: Complemento de la plataforma de ADN minicircular para la administracion del transposén SB con
la tecnologia SNIM.RNA para la administracion de la transposasa SB100X en HSC CD34+ de humano in vitro.
(A) Titulacion del sistema de transposdn SB y analisis comprensivo de las eficacias de administracion estable de
genes obtenidas en células hCD34" usando tres formas diferentes de administracion del sistema: ADN plasmidico
solo, ADN minicircular solo o combinacién de ADN minicircular/SNIM.RNA. La plataforma de ADN minicircular sola o
combinada con la tecnologia SNIM.RNA para la administracion de la transposasa SB100X supera a la plataforma
convencional de ADN plasmidico en términos de administraciéon transitoria de ambos componentes del sistema SB
(n= 4-8 por grupo). (B) las tasas de transposicion de SB y la eficacia de la integracion genémica mediada por SB
fueron mejoradas de gran manera, cuando el sistema se introdujo mediante las plataformas de administracion de
ADN minicircular y ADN minicircular/SNIM.RNA. La eficacia de administracion estable de genes se representa con el
porcentaje de células positivas para Venus obtenidas en el dia 14 luego de la nucleofeccién (n= 3-8 por grupo), y por
el nimero de copias de vectores promedio (VCN) de los integrantes Venus (n= 3-7 por grupo) determinado para la
poblacién celular en total. Los datos se expresan como la media + ESM. Correlacion entre el VCN promedio
determinado por PCR en tiempo real cuantitativa y MFI de las células que expresan Venus estimado mediante
analisis por FACS después de 2 semanas de la expansién celular. MC, minicirculo; MFI, intensidad de fluorescencia
promedio; p, plasmido; SB, Sleeping Beauty; SNIM.RNA, ARN mensajero no inmunogénico estabilizado; tr-on,
transposon; tr-se, transposasa; VCN, nimero de copia de vectores.

Figura 2: Presentacion esquematica de la organizacion de las ITR de un transposéon SB tipico.
Figura 3: Toxicidad de la administraciéon génica 2 dias luego de la nucleofeccion.

(A) veces de cambio en el porcentaje de células negativas para TB determinado por el ensayo de exclusion de TB.
(B) Veces de cambio en el porcentaje de células negativas para DAPI determinado por analisis por FACS.

Los datos se expresan como medias + ESM; n=5-6 por grupo; *, p<0,05; ™, p<0,01. TB, azul de tripan; DAPI, 4'6-
diamidino-2-fenilindol.

Figura 4: Eficacia de administracion transitoria de genes.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2772709 T3

(A) Porcentaje (barras grises) e intensidad de fluorescencia media (MFI) (barras negras) de células positivas para
Venus determinado por analisis por FACS después de 2 dias luego de la administracion.

(B) Eficacia relativa de la administracion transitoria de genes calculada por multiplicacion del porcentaje de células
positivas para Venus y su MFI. Los datos se expresan como media = ESM; n=5-6 por grupo. ~, p<0,01.

Figura 5: Eficacia de administracion estable de genes.

(A) Porcentaje (barras grises) e intensidad de fluorescencia promedio (MFI) (barras negras) de células positivas para
Venus determinado mediante analisis por FACS después de 14/15 dias luego de la administracion.

(B) Eficacia relativa de la administracion estable de genes calculada por multiplicacion del porcentaje de células
positivas para Venus y su MFI. C. Eficacia de transposicion determinada mediante el porcentaje de células Venus* al
dia 14/15 que retuvieron la expresion de Venus a partir del dia 2.

Los datos se expresan como medias = ESM; n=5-6 por grupo. ~, p<0,01.

Figura 6: Potencial de diferenciacion de HSC de humano modificadas con SB y eficacia de transferencia
estable de genes determinada mediante el ensayo de CFU. Se us6 el medio de metilcelulosa enriquecido con
una mezcla de citoquinas que potencian la formacién de unidades formadoras de colonias eritroides en ramillete
(BFU-E), unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E), unidades formadoras de colonias de granulocitos y
macrofagos (CFU- GM), y unidades formadoras de colonias de granulocitos, eritroides, macréfagos y megacariocitos
(CFU-GEMM). Se muestra el porcentaje de CFU que expresan Venus de manera estable después de la
administracion basada en ADN minicircular solo y ADN minicircular/SNIM.RNA del sistema de transpos6n SB. Los
datos se expresan como medias + ESM; n=3 por grupo.

Figura 7: (A) Determinacion del nimero de copias del vector (VCN) en todas las células. Los datos se expresan
como medias + SEM; n=5-6 por grupo.

(B) Correlacion entre el VCN determinado en todas las células y la eficacia relativa de administracion estable de
genes.

(C) VCN determinado en las CFU.

En los siguientes ejemplos se describiran otros aspectos y ventajas de la invencion, los cuales se brindan con el
propésito de ilustracion y no a modo de limitacién. Cada publicacion, patente, solicitud de patente u otro documento
citado en esta solicitud se incorpora a la presente a modo de referencia en su totalidad.

Ejemplos
Métodos

Las construcciones para la transfeccion se prepararon de acuerdo con procedimientos estandar. Las células se
transfectaron como se describe en Xue y col., (Blood 114(7) 2009) y se utilizaron las mismas células. Se clond la
variante de SB hiperactiva SB100 en el pVAXA120. El plasmido resultante pVAXA120-SB100XmCo se linealizé con
Notl y se us6 para la produccion del ARN SNIM de acuerdo con procedimientos estandar.

Como control negativo se cloné un mutante de SB100X no funcional en los sitios BamHI-EcoRI del pVAXA120. El
plasmido resultante pVAXA120-SB100XmCo(DAE) se linealiz6 con Notl y se us6 para la produccion del ARN SNIM
de acuerdo con procedimientos estandar.

El vector pVAXA120 ya se ha publicado con anterioridad (Kormann y col., 2011). Es esencialmente el mismo que el
pVAXI (Life Technologies) con una extension de 120 adeninas (A120) clonada entre sitios Pstl-Notl.

Secuencia del ARN SB100XmCo SNIM resultante de la transcripcion in vitro a partir del pVAXA120-SB100XmCo

GGGAGACCCAAGCUGGCUAGCGUUUAAACUUAAGCUUGGUACCGAGCUCGGAUCCACCAUGGGCAAGAGCA
AAGAGAUCAGCCAGGACCUGAGAAAGCGGAUCGUGGACCUGCACAAGAGCGGCUCUAGCCUGGGCGCCAUC
AGCAAGAGACUGGCCGUGCCUAGAAGCAGCGUGCAGACCAUCGUGCGGAAGUACAAGCACCACGGCACCAC
CCAGCCCAGCUACAGAUCUGGGAGAAGAAGAGUGCUGAGCCCCAGGGACGAGAGAACCCUCGUGCGCAAGG
UGCAGAUCAACCCCAGAACCACCGCCAAGGACCUCGUGAAGAUGCUGGAAGAGACAGGCACCAAGGUGUCCA
UCAGCACCGUGAAGAGGGUGCUGUACAGACACAACCUGAAGGGCCACAGCGCCAGAAAGAAGCCCCUGCUG
CAGAACAGGCACAAGAAGGCCAGACUGAGAUUCGCCACCGCCCACGGCGACAAGGACAGAACCUUUUGGAGA
AACGUGCUGUGGAGCGACGAGACAAAGAUCGAGCUGUUCGGCCACAACGACCACAGAUACGUGUGGCGGAA
GAAGGGCGAGGCCUGCAAGCCCAAGAACACCAUCCCUACCGUGAAGCACGGCGGAGGCAGCAUCAUGCUGU
GGGGCUGUUUUGCCGCUGGCGGCACAGGCGCCCUGCAUAAGAUCGACGGCAUCAUGGACGCCGUGCAGUA
CGUGGACAUCCUGAAGCAGCACCUGAAAACCUCUGUGCGGAAGCUGAAGCUGGGCAGAAAAUGGGUGUUCC
AGCACGACAACGACCCCAAGCACACCAGCAAGGUGGUGGCCAAGUGGCUGAAGGACAACAAAGUGAAAGUGC
UGGAAUGGCCCAGCCAGAGCCCCGACCUGAACCCCAUCGAGAACCUGUGGGCCGAGCUGAAGAAAAGAGUG
CGGGCCAGAAGGCCCACCAACCUGACACAGCUGCACCAGCUGUGCCAGGAAGAGUGGGCCAAGAUCCACCC
CAACUACUGCGGCAAGCUGGUGGAAGGCUACCCCAAGAGGCUGACCCAAGUGAAGCAGUUCAAGGGCAACG
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CCACCAAGUACUGAGAAUUCUGCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGGCC:

;
(SEQ ID N°: 2).

Secuencia del ARN SB100XmCo(DAE) SNIM resultante de la transcripcion in vitro a partir del pVAXA120-
SB100XmCo(DAE)

GGGAGACCCAAGCUGGCUAGCGUUUAAACUUAAGCUUGGUACCGAGCUCGGAUCCACCAUGGGCAAGAGCA
AAGAGAUCAGCCAGGACCUGAGAAAGCGGAUCGUGGACCUGCACAAGAGCGGCUCUAGCCUGGGCGCCAUC
AGCAAGAGACUGGCCGUGCCUAGAAGCAGCGUGCAGACCAUCGUGCGGAAGUACAAGCACCACGGCACCAC
CCAGCCCAGCUACAGAUCUGGGAGAAGAAGAGUGCUGAGCCCCAGGGACGAGAGAACCCUCGUGCGCAAGG
UGCAGAUCAACCCCAGAACCACCGCCAAGGACCUCGUGAAGAUGCUGGAAGAGACAGGCACCAAGGUGUCCA
UCAGCACCGUGAAGAGGGUGCUGUACAGACACAACCUGAAGGGCCACAGCGCCAGAAAGAAGCCCCUGCUG
CAGAACAGGCACAAGAAGGCCAGACUGAGAUUCGCCACCGCCCACGGCGACAAGGACAGAACCUUUUGGAGA
AACGUGCUGUGGAGCGACGAGACAAAGAUCGAGCUGUUCGGCCACAACGACCACAGAUACGUGUGGCGGAA
GAAGGGCGAGGCCUGCAAGCCCAAGAACACCAUCCCUACCGUGAAGCACGGCGGAGGCAGCAUCAUGCUGU
GGGGCUGUUUUGCCGCUGGCGGCACAGGCGCCCUGCAUAAGAUCGACGGCAUCAUGGACGCCGUGCAGUA
CGUGGACAUCCUGAAGCAGCACCUGAAAACCUCUGUGCGGAAGCUGAAGCUGGGCAGAAAAUGGGUGUUCC
AGCACGCCAACGACCCCAAGCACACCAGCAAGGUGGUGGCCAAGUGGCUGAAGGACAACAAAGUGAAAGUGC
UGGAAUGGCCCAGCCAGAGCCCCGACCUGAACCCCAUCGAGAACCUGUGGGCCGAGCUGAAGAAAAGAGUG
CGGGCCAGAAGGCCCACCAACCUGACACAGCUGCACCAGCUGUGCCAGGAAGAGUGGGCCAAGAUCCACCC
CAACUACUGCGGCAAGCUGGUGGAAGGCUACCCCAAGAGGCUGACCCAAGUGAAGCAGUUCAAGGGCAACG
CCACCAAGUACUGAGAAUUCUGCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGGCC;(S
EQID N°: 3).

Los ARN transcritos se modifican quimicamente de modo tal que aproximadamente un 25% de los residuos uridina
es 2-tiouridina (s2U) y aproximadamente un 25% de los residuos citidina es 5-metilcitidina (m5C). Esto se logra
mediante el uso de los porcentajes correspondientes de la reaccion de transcripcion (es decir, un 25%) de los
ribonucledtidos modificados.

Purificacién y cultivo de células hCD34*.

Se purificaron células hCD34* a partir de los productos de aféresis recolectados después de la movilizacion de
células madre de sangre periférica inducida mediante inyecciones del factor estimulante de colonias de granulocitos.
Los productos de aféresis se obtuvieron de tres donantes sanos independientes después de firmar el consentimiento
informado. La cosecha de la aféresis fue sometida primero a lisis de glébulos rojos usando solucion amortiguadora
ACK (Invitrogen) y luego a una seleccion positiva mediante separacion celular magnética usando el kit MACS human
CD34 MicroBead, el separador MACS y columnas MACS LS (Miltenyl Biotec) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. Antes de la nucleofeccidn, las células hCD34* fueron preestimuladas durante 1,5-2,5 dias en medio libre
de suero StemSpan (StemCell Technologies) suplementado con L-glutamina 2 mM y el siguiente coctel de
citoquinas: Hscf 100 ng/ml, ligando de hFIt3 100 ng/ml, TPO 100 ng/ml (PeproTech). Para el analisis a largo plazo,
las células se mantuvieron en condiciones de cultivo celular estandar a una densidad celular de 0,5-1x10%ml hasta
el dia 14 después de la nucleofeccion. Posteriormente, el medio de cultivo celular se cambié gradualmente por X-
VIVO 20 (Lonza) suplementado con L-glutamina 2mM y el mismo coctel de citoquinas que se describid
precedentemente.

Nucleofeccién de células hCD34".

Se nucleofectaron 1x10° células por muestra con 10 ug de transposon SB y 5 ug de la construccion SB transposasa,
ambos provisto ya sea en la forma de ADN plasmidico o de ADN minicircular. En los estudios de administracion de
genes basados en SNIM.RNA, el vector de ADN portador de la transposasa SB100X fue reemplazado por 5 0 10 ug
de la construccion SNIM.RNA-CMV.SB100X. Las células se nucleofectaron usando el Nucleofector 4D (Lonza) y el
programa E0100. Después de la nucleofeccion, las células se resuspendieron en 2 ml de medio StemSpan
completo.

Ensayo de exclusién con azul de tripan (TB).

La exclusién basada en TB de células muertas para determinar la viabilidad celular se realizé 2 dias después de la
nucleofeccion. Para ello, se cosechd un volumen igual del cultivo HSC y se tifid con 0,4% de solucion TB. Las
células viables, no tefiidas, se contaron usando el contador de células automatico TC20 (Bio-Rad).

Analisis de separacion de células activada por fluorescencia (FACS).

La eficacia de la administracion de genes transitoria y estable se estimé mediante citometria de flujo los dias 2 y
14/15 después de la nucleofeccién, respectivamente. La viabilidad celular se determind el dia 2 después de la
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nucleofeccion. Para ello, se recolecté aproximadamente 1/10 del volumen del cultivo celular, se lavd con PBS y se
tifid con una solucion de PBS/4’,6-diamidin-2-fenilindol (DAPI). A continuacion, las células fueron sometidas a FACS
usando el citometro de flujo BD LSR Il (BD Biosciences). La sincronizacion de la sefial Venus se llevo a cabo en la
poblacién de células negativas para DAPI. Los resultados se analizaron usando el software para citometria de flujo
FCS Express 4 (De Novo Software).

Ensayo con unidades formadoras de colonias (CFU).

La diferenciacion in vitro de los progenitores hematopoyéticos se indujo el dia 2 después de la nucleofeccion. Para
ello, se sembraron 4.000-4.500 células/ml por triplicado en medio de metilcelulosa MethoCult H4434 Classic
(Stemcell Technologies) enriquecido con un coctel de citoquinas capaz de sustentar la formacion de unidades
formadoras de brotes eritroides (BFU-E), unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E), unidades formadoras
de colonias de granulocitos, macrofagos (CFU-GM) y unidades formadoras de colonias de granulocitos, eritroides,
de macréfagos, de megacariocitos (CFU-GEMM). Después de por lo menos 16 dias de cultivo, las CFU se
identificaron morfolégicamente y se contaron usando el microscopio Nikon Eclipse Ti-S (Nikon). Las imagenes
representativas de cada tipo de colonia de células se tomaron con una camara monocromatica usando el objetivo
10x y el software NIS Elements (Nikon).

PCR en tiempo real.

La cuantificacion del VCN gendmico en la poblacion total de células se realiz6 mediante PCR en tiempo real
después de por lo menos 3 semanas de expansion del cultivo celular. Para ello, se recolectaron células
nucleofectadas y expandidas y se aislé el ADN gendmico (ADNg) usando el kit Dneasy Blood & Tissue (Qiagen) de
acuerdo con las instrucciones del proveedor. A fin de excluir el ADN plasmidico residual del molde de amplificacion
del ADNg, la fraccion de ADN obtenida fue sometida a una digestion de restriccion durante la noche a 37 °C usando
la enzima de restriccién Dpnl sensible a metilacion. La digestion se separo6 luego sobre un gel de 0,8% de agarosa.
Se recorto la banda que representa al ADNg y se purifico el ADNg con el kit de recuperacion de fragmentos grandes
de ADN Zymoclean (Zymo Research). La PCR en tiempo real se llevé a cabo por triplicado usando el kit KAPA
SYBR FAST Universal (PegLab) y el equipo LightCycler (Roche). Los integrantes gendmicos del transposon SB se
detectaron usando los cebadores SB-IRDR-R_FW: 5-GCTGAAATGAATCATTCTCTCTACTATTATTCTGA-3 (SEQ
ID N°: 10) y SB-IRDR-R RV: 5-AATTCCCTGTCTTAGGTCAGTTAGGA-3 (SEQ ID N°: 11). El contenido de ADNg
se normalizé basado en la amplificacion del gen TERT usando los cebadores TERT_FW: 5'-
GACAAAGTACAGCTCAGGCG-3’ (SEQ ID N°: 12) y TERT RV: 5- TTCAGCGTGCTCAACTACGA-3’ (SEQ ID N°:
13). Las condiciones de la PCR fueron: 95 °C durante 10 min y 45 ciclos de (95 °C por 10 s, 60 °C por 20 s, 72 °C
por 10 s). El VCN final se determin6é usando estandares de ADNg clonales portadores de una cantidad definida de
inserciones gendmicas de un transposén SB. Los resultados se analizaron usando el Software LightCycler 96
(Roche).

PCR digital en gotas.

La cuantificacion del VCN gendmico a partir de las CFU se llevd a cabo mediante PCR digital en gotas después de
por lo menos 3 semanas de expansion de las CFU en medio de metilecelulosa. Para ello, se repicaron colonias
individuales de células hCD34* derivadas de 3 reacciones de nucleofeccion independientes diferenciadas in vitro 'y
se aislé el ADNg usando Quick-gDNA MicroPrep (Zymo Research). A fin de excluir el ADN plasmidico residual del
molde de amplificacion del ADNg, la fraccion de ADN obtenida fue sometida a una digestion durante la noche a 37
°C usando la enzima de restriccion Dpnl sensible a metilacion. Posteriormente, se fragmentd el ADNg mediante
digestion por 2 h a 25 °C usando la enzima de restriccion CviQl. La cuantificacion del VCN gendmico se llevé a cabo
usando el Sistema de PCR digital en gotas QX100 (Bio-Rad) y la Supermezcla para Sondas ddPCR (Bio-Rad). Los
integrantes SB se detectaron mediante amplificacion de repeticiones invertidas directas (RIR) del transposén usando
los cebadores RIR_FW: 5-GAATGTGATGAAAGAAATAAA-3 (SEQ ID N 14) y RIR_RV: 5-
AGTTTACATACACCTTAGCC-3 (SEQ ID N° 15) y la sonda especifica de RIR: 5-FAM-
TGGTGATCCTAACTGACCTAAGACAGG-BH1-3' (SEQ ID N°: 16). Los resultados se normalizaron en base a la
amplificacion del gen RPP30 usando los cebadores RPP30_FW: 5-GGTTAACTACAGCTCCCAGC-3’ (SEQ ID N°:
17) 'y RPP30_RV: &-CTGTCTCCACAAGTCCGC-3 (SEQ ID N° 18). La sonda 5-HEX-
TGGACCTGCGAGCGGGTTCTGACC-BH1-3' (SEQ ID N°: 19) sirvio luego para la deteccion de los amplicones
RPP30. Las condiciones de PCR fueron: 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de (94 °C por 10 s, 53 °C por 20 s, 60 °C
por 10 s) y 98 °C por 10 min. Los resultados se analizaron usando el software QuantaSoft (Bio-Rad).

Ejemplo 1:

Tecnologia de minicirculo combinada con la forma de administracion del SNIM.RNA sintético de la
transposasa SB aumenta la eficacia de la modificacion genémica mediada por SB de HSC

Se combinaron las tecnologias ADN en minicirculo y SNIM.RNA para la administracion respectiva del vector del
transposon SB y el ARNm de la transposasa SB100X. Con este enfoque de administracion dual se concibié una
mejora sinérgica de la viabilidad celular después de la nucleofeccion y la integracion de transgenes mediada por SB

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2772709 T3

en el genoma de células hCD34*. Se evaluaron varias condiciones con cantidades crecientes de los componentes
del sistema del transposdn SB provistas en tres variantes de administracion (la plataforma de ADN plasmidico
simple, de ADN en minicirculo simple y combinada de ADN en minicirculo SNIM.RNA) con respecto a los indices de
viabilidad celular después de la nucleofeccion y la administracion transitoria y estable de genes. La eficacia de la
modificacion genética mediada por SB del genoma de HSC se evalu6 en la poblacion total de células en términos
del porcentaje de células Venus positivas, intensidad de la sefial Venus (valores MFI), indices de transposicion v,
finalmente, la cantidad de inserciones del transposoén por célula (VCN) (Figura 1A,B).

A fin de intentar estimar los niveles de toxicidad de la nucleofeccién después de una administraciéon del sistema del
transposén SB basada en plasmidos, minicirculos y minicirculo/SNIM.RNA, se implementé el método de tincion con
azul de tripan (TB) y exclusion de células muertas después del recuento de las células no tefiidas y por ende viables.
Para validar los resultados obtenidos en el ensayo de exclusion con TB, las células se tifieron adicionalmente con
4’ 6-diamidin-2-fenilindol (DAPI) y fueron sometidas a separacion de células activadas por fluorescencia (FACS), con
lo cual se estimo el porcentaje de la poblacién de células DAPI negativas y por ende viables. Ambas mediciones se
efectuaron el dia 2 después de la administracion.

La administracién basada en ADN plasmidico del sistema del transposén SB en condiciones estandar, basales (10
ug de pSB.CAGGS.Venus y 5 ug de pCMV.SB100X por 1x10° células) dio como resultado niveles relativamente
bajos de transferencia genética transitoria (-33% de células Venus positivas el dia 2 después de la administracion)
(Figura 1A). La eficacia de la transferencia genética transitoria no mejoraba con el suministro de mayores
cantidades de ambos vectores SB, lo cual sugiere una saturacion del sistema. Notablemente, la plataforma de ADN
en minicirculo dio como resultado una administracion de genes transitoria mejorada medida mediante expresion de
Venus el dia 2 después de la electroporacién, alcanzando >50% de células Venus positivas (Figura 1A).
Notablemente, la transfeccion transitoria aumentada de los componentes del transposén en minicirculo se manifiesta
como mayores indices de transposicion, porque -35% de las células transfectadas aparentemente experimentaron
transposicion y retuvieron la sefial Venus después de dos semanas de expansion celular (Figura 1B), a diferencia
del -5% de expresores de Venus a largo plazo que se observa en las muestras transfectadas con el plasmido. El
VCN gendémico promedio para estas dos variantes de ADN en minicirculo era de 1,15+ 0,74 y 2,17 + 0,06 por célula
en la poblacion total, respectivamente (Figura 1 B).

Finalmente, cuando se complementé el transposon SB.CAGGS.Venus en circulo con la tecnologia SNIM.RNA que
constituye una fuente transitoria de la expresion y actividad de la transposasa SB100X, la mejora en la modificaciéon
gendmica estable de células hCD34* era ain mas pronunciada. Ya para el dia 2 después de la administracion, se
pudo observar una diferencia significativa en el porcentaje de células positivas para el informante Venus entre las
variantes de administracion de ADN en minicirculo simple y ADN en minicirculo/SNIM.RNA que contienen la misma
cantidad de la fuente del transposon SB (10 pg) y transposasa SB100X (5 pg). La administracion de SB basada en
ADN en minicirculo SNIM.RNA se manifestd en >70% (n=5) de las células que expresan Venus transitoriamente
(Figura 1A), lo cual representa un aumento del -40% de la cantidad de células transfectadas de manera transitoria
en comparacion con la respectiva variante de ADN en minicirculo pleno. Dado que se proporcionaron cantidades
iguales del casete informante Venus del mismo antecedente del vector de ADN (ADN en minicirculo) en ambas
condiciones, las diferencias observadas en las eficacias de la administracién de genes transitoria solamente se
pueden explicar por la supervivencia mejorada de las células nucleofectadas con SNIM.RNA.SB100X.
Notablemente, el reemplazo de la forma del vector de ADN de la administracién de transposasa SB100X con las
moléculas SNIM.RNA.SB100X (10 pg + 5 yg de cada una, respectivamente) tuvo el efecto mas notorio sobre los
indices de transposicion, y dio como resultado >50% de la poblacion celular que retuvo la expresion de Venus para
el dia 14 de cultivo (Figura 1B). El aumento de la cantidad de donante de transpos6n SB en minicirculo no condujo
a una mejora adicional en los indices persistentes de administracion de genes; en su lugar, se observd una ligera
caida en el desempefio general del sistema.

Esto podria provenir de la saturacion del sistema y/o de una carga de ADN/ARN relativamente alta aplicada en esta
condicion de nucleofeccion, seguida por una viabilidad celular claramente reducida. En las dos mejores
combinaciones de ponderacion de la administracion dual de ADN SNIM.RNA del sistema del transposén SB, se
determiné que el promedio VCN era de 2,47 + 1,10 y 1,94 + 1,04 por célula en la poblacién total tras la
administracion de 5y 10 yg de SNIM.RNA.SB100X, respectivamente.

En resumen, una valoracion cuidadosa y analisis exhaustivo de las diferentes plataformas no virales utilizadas para
el suministro intracelular y la actividad del sistema de transposén SB revelaron un rendimiento relativamente débil de
la transferencia genética basado en ADN plasmidico a las HSC mediante nucleofeccion. La plataforma de ADN en
minicirculo claramente superd la forma de ADN plasmidico convencional de la administracién de SB a células
hCD34*. El refinamiento adicional de la plataforma de administracién mediante complementacién del transposén SB
en minicirculo con SNIM.RNA modificado quimicamente como fuente de la transposasa SB100X dio como resultado
niveles aun mas mejorados de modificacion del genoma de HSC.

Segun se muestra en la Figura 3A, que resume los resultados obtenidos mediante exclusion TB automatica de
células muertas, se indujo una ligera toxicidad celular por la propia nucleofeccion (control simulado), pero fue mas
pronunciada cuando se incluyd un ADN exdgeno en la reaccion, donde el ADN plasmidico era en promedio 1,25
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veces mas toxico que el ADN en minicirculo de la misma masa (54,8 + 5,9% contra 70,0 + 4,9% de células viables,
respectivamente). Una reduccién adicional de la carga de ADN en minicirculo en la muestra conservando la
molaridad era aun mas eficaz y dio como resultado un aumento de 1,55 veces en la cantidad (82,5 + 4,1 %) de
células viables en comparacién con su contraparte plasmidica. El reemplazo de la forma de vector de ADN para la
administracion de la transposasa SB100X por la plataforma SNIM.RNA dio como resultado 71,4 + 5,3% (un aumento
de 1,33 veces) y 72,9 + 58% (un aumento de 1,35 veces) de células viables detectadas después de la
administracion de MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 y MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10, respectivamente, en comparacion con la
condicion basal del ADN plasmidico. Si bien era ligeramente mejor, no hubo una mejora significativa en la viabilidad
celular entre la muestra MC-SB 10 + 5 y ambas MC/SNIM.RNA-SB. La menor citotoxicidad que acompafa a la
administracion de las plataformas MC y SNIM.RNA demostrada con el ensayo de exclusion TB se confirmé mediante
tincion adicional de las células con DAPI y posterior estimacion proporcional de la poblacion de células DAPI
negativas mediante FACS. Segun lo esperado, la viabilidad celular estaba mas comprometida cuando se introdujo el
sistema de transposén SB en la forma de vectores de ADN plasmidicos convencionales con tan solo 61,3 £ 8,5% de
células DAPI negativas y, por ende, de células vivas detectadas dentro de la poblacion celular total (Figura 3B).
Nuevamente, se conservaba una mayor viabilidad celular (86,2 + 3,0% de células viables; un aumento de 1,5 veces)
después de la administracion de una cantidad equimolar de una variante de ADN en minicirculo del sistema del
transposon SB basado en ADN plasmidico. La implementaciéon de una cantidad de igual masa de vectores de ADN
en minicirculo condujo a un aumento de 1,15 veces en el porcentaje de células viables (73,5 £ 7,4%) en
comparacion con la muestra de ADN plasmidico, y este efecto se mantuvo cuando se empleaba la plataforma
SNIM.RNA para la administracion de la transposasa SB100X, con un 76,2 + 6,6% y 73,6 + 7,3% de células viables
medidas en la condiciéon de MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 y MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10, respectivamente, lo cual
sustenta los datos obtenidos con el ensayo de exclusion TB. Cabe destacar que, como consecuencia del aumento
de la supervivencia celular después de la administraciéon de MC-SB y MC/SNIM.RNA-SB, la cantidad total de células
obtenidas después de una proliferacion prolongada in vitro durante por lo menos 3 semanas también fue mayor en
comparacién con la condicién de pSB mediante examen con microscopio de los cultivos celulares nucleofectados.
En su conjunto, se ha demostrado que es posible reducir significativamente la pérdida excesiva de viabilidad de las
HSC relacionada principalmente con la presencia del ADN plasmidico en la reaccién mediante la implementacién de
la plataforma de ADN en minicirculo solo o en combinaciéon con la tecnologia SNIM.RNA para la administracion
intracelular del sistema del transposén SB.

Los datos precedentes demuestran que es posible mejorar la transferencia estable de genes mediante un sistema
del transposon SB no viral en HSC a implementarse con fines de una terapia genética. Los experimentos anteriores
tuvieron por objeto superar las deficiencias de la administracion del sistema basado en el ADN plasmidico, en
particular para la modificacion del genoma de HSC. Dada su simplicidad y elaboracién econémica, los vectores de
ADN plasmidico siguen siendo la forma de administracion comun del sistema del transposén SB en tipos de células
muy transfectables. Sin embargo, la administracion intracelular de vectores plasmidicos se vuelve ineficiente y, a su
vez, compromete los indices generales de modificacion del genoma mediada por SB, en particular cuando se aplica
a tipos celulares dificiles de transfectar, incluidas las HSC. Notablemente, el pasaje eficaz de un vehiculo de
administracion de genes terapéutico a través de las membranas celulares es un prerrequisito para una correccion
genética exitosa del compartimento HSC del paciente y, por lo tanto, para lograr beneficios terapéuticos del
tratamiento de terapia genética aplicada.

Con los esfuerzos precedentes destinados a un refinamiento del sistema del transposén SB para la aplicacion de
una terapia genética, como se demostré precedentemente, fue posible aumentar los indices de transferencia
genética estable utilizando una fuente de ARNm de la transposasa SB100X. Al aprovechar el enfoque de ARNm
para la administracion intracelular del componente transposasa del sistema, se evitan los obstaculos adicionales de
transferencia de genes tipicos de los vectores de ADN plasmidico. Tras la aplicacion de un pulso eléctrico, el ARNm
es translocado al citoplasma y luego se encuentra facilmente disponible para la maquinaria de traducciéon del
huésped y la producciéon de proteinas. Una sefial de localizacion nuclear presente en las moléculas SB100X las
dirige al ndcleo celular, donde se produce la transposicion real y la integracion del transgén en el genoma. Esta
estrategia parecia ser adecuada, en especial en los estudios precedentes de transferencia genética basados en
HSC. El potencial del ARNm que codifica la transposasa SB para sustentar de manera eficiente la integracion del
transposén SB administrado con un ADN plasmidico se ha mostrado previamente en un contexto preclinico
terapéutico mediante correccion genética del tejido hepatico in vivo (Wilber y col., 2007). En el presente enfoque de
una administracion de genes estable, se utilizé la transposasa SB100X hiperactiva y la nueva tecnologia de
SNIM.RNA sintético basado en el método de reemplazo de uridina y citidina, lo que dio como resultado una mayor
estabilidad y una menor inmunogenicidad del ARNm producido (Kormann y col., 2011). Se aplicaron modificaciones
quimicas analogas para producir ARNm de la transposasa SB100X y esto podria haber sido crucial para reforzar el
proceso de transposicion de SB.

Notablemente, el sistema del transposén SB refinado mediante la implementacién de las tecnologias SNIM.RNA,
posiblemente en combinacién con el ADN en minicirculo, también ofrece varias ventajas de bioseguridad ante los
vectores convencionales de ADN plasmidico utilizados cominmente para su administraciéon intracelular. Para la
plataforma de administracion de ADN en minicirculo en particular, la ausencia de elementos de esqueleto
bacterianos, tal como un gen de resistencia a antibiéticos y un origen de replicacion bacteriano, en los vectores
terapéuticos es muy relevante para la aplicacion clinica. En especial, los genes de resistencia a antibiéticos incluidos
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en un producto celular terapéutico y su posible diseminacion descontrolada en la flora bacteriana del paciente
mediante transferencia horizontal de genes luego del trasplante de las HCS representan algunas preocupaciones de
seguridad. La implementacion de una fuente de ARNm para la administracién transitoria del componente
transposasa del sistema SB aumenta adicionalmente el nivel de bioseguridad del presente enfoque, ya que el ARNm
no conlleva el riesgo de una integracion cromosomica. Se sabe que la electroporacion del ADN plasmidico esta
asociada con un riesgo insignificante, sin embargo, si con una posible integracion espontanea del vector en el
genoma del huésped (Wang y col., 2004). No se puede pasar por alto la integracidon hipotética de la secuencia
codificante de SB100X en el genoma celular que conduce a una expresion prolongada de la transposasa en la
aplicacién de una terapia genética, ya que daria como resultado una movilizacion continua del transposén ya
integrado y, por ende, inestabilidad gendémica. El reemplazo de la forma de vector de ADN de la transposasa para
una administracion basada en ARNm parece ser una solucion 6ptima, ya que evita por completo una integracion y
expresion no intencionadas de la secuencia codificante de la transposasa en el genoma.

En resumen, el presente enfoque mejora en gran medida la eficacia de la modificacion del genoma mediante el uso
de SNIM.RNA, posiblemente en combinacién con la tecnologia de ADN en minicirculo, para la administracion y
actividad intracelular de un sistema de transposoén. El agotamiento basado en recombinacion de las secuencias de
esqueleto bacterianas de los plasmidos convencionales dio como resultado la generacion del transposén de ADN en
minicirculo y vectores de transposasa de tamafio reducido. Su implementacion en las células condujo a una mejora
significativa en la administracion de genes transitoria y estable al aumentar la cantidad de unidades de expresion de
transgenes por ponderacion del ADN con la disminucion simultanea de niveles altos de toxicidad celular inducida por
nucleofeccién con plasmidos.

Ejemplo 2:

Administracion intracelular mejorada del sistema del transposén SB a partir de la plataforma de ADN en
minicirculo en HSC humanas

Se pueden lograr niveles altos de modificacion gendémica de las HSC dificiles de transfectar por medio de una
tecnologia integradora no viral, en primer lugar, mediante una administracion intracelular eficiente del sistema de
vectores implementado. El tamafio del vector es un modulador potente de este parametro, y las construcciones mas
pequefas tienden a ingresar al interior de la célula y alcanzar al nicleo de una manera mas eficiente que las mas
grandes (Hu et al, 2014). A la luz de estos hechos, se ha implementado una plataforma de ADN en minicirculo para
reducir significativamente el tamarfio de los vectores del transposon SB y de la transposasa y, por lo tanto, para
mejorar el indice de su administracién intracelular con el objeto final de lograr niveles suficientes de modificacion del
genoma de las HSC para que sea implementado con fines de una terapia genética. Se examinaron los niveles de
administracion intracelular de los vectores SB el dia 2 después de la nucleofeccién (administracion de genes
transitoria) mediante un analisis FACS. Se comparo el desempefio de la plataforma de ADN en minicirculo solo o en
combinacién con la tecnologia SNIM.RNA con la del ADN plasmidico en términos de porcentaje e intensidad de
fluorescencia media (MFI) de las células Venus positivas.

En general, se detect6 la sefial informante Venus a una frecuencia mas alta y con una mayor intensidad en la
poblacién celular analizada cuando se habia implementado la plataforma de ADN en minicirculo para administrar
ambos componentes del sistema de transposén SB, y esto no solo se observé en una comparacion de peso a peso
sino también en una comparacién molar a molar (Figuras 4A y B). La cantidad de células que expresan Venus
originarias de hCD34"* era significativamente mayor para la plataforma de ADN en minicirculo, proporcionando una
eficacia global de electroporacion de 74,9 + 1,2% y 64,1 £+ 2,9% en una comparacion de masa equivalente y
equimolar con el sistema de ADN plasmidico, respectivamente (Figura 4A). Por el contrario, solamente se pudo
obtener un 44,7 + 2,2% de células que expresan Venus de manera transitoria usando la plataforma de ADN
plasmidico estandar. Ademas, la mejora de la internalizacion de la plataforma de minicirculo también se vio reflejada
por el MFI de las células Venus positivas. Especificamente, la implementacion del ADN plasmidico fue la menos
eficaz y condujo a indices de MFI de tan solo 1.516 + 154 (Figura 4A). Hubo un aumento de 2,6 y 1,7 veces en los
valores de MFI obtenidos en condiciones de peso equivalente (4.005 + 264) y equimolares (2.581 + 247),
respectivamente. Notablemente, aunque se implementd el mismo tipo (ADN en minicirculo) y cantidad (10 ug) del
vector de transposén SB en tres variantes de administracion diferentes (equivalente en masa de MC-SB,
MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 y MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10), se obtuvieron indices de MFI ligeramente diferentes en
esas muestras, obteniéndose los valores mas altos cuando la forma de ADN MC de la transposasa SB era
reemplazada por la tecnologia de SNIM.RNA y el mejor resultado cuando se proporcionaba una cantidad doble de
SNIM.RNA-SB (MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10: 5.870 + 550; MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5: 5.239 + 364). Esto sugiere que
este punto del analisis de administracion de genes transitoria (dia 2 después de la nucleofeccién) ya puede reflejar
parcialmente la eficacia de la transposicion y por ello de una administracion de genes estable, ofreciendo asi una
sugerencia fuerte que la combinacion MC/SNIM.RNA es la mas eficaz también para la integraciéon gendémica de SB.
Ademas, para la administracion de genes transitoria, cuando se combinaron el porcentaje y los valores de MFI de las
células Venus positivas, lo que resulté en indices de eficacia relativa de la administracion de genes transitoria, la
mejora en la administracion del sistema de transposén SB fue aun mas pronunciada para el ADN en minicirculo solo
0 en combinacion con la tecnologia SNIM.RNA (Figura 4B). Mas especificamente, este valor relativo de la eficacia
de administracion de genes era 2,5 (167.931 + 24.114)- y 4,4 (300.531 + 22.234) veces mayor para el ADN en
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minicirculo en una comparacion molar a molar y peso a peso con el ADN plasmidico (68.441 + 9.463),
respectivamente.

La transferencia de genes ventajosa promovida por el ADN en minicirculo fue ain mas notoria en las muestras para
las cuales se habia implementado la tecnologia SNIM.RNA para la administracion de la transposasa SB100X, con
un aumento de 6,1 (417.189 + 33.956)- y 6,8 (468.790 + 53.083) veces con relacion a los niveles de administracion
de genes transitoria detectados con las variantes de administracion MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 y MC/SNIM.RNA-SB
10 + 10, respectivamente.

En su conjunto, la plataforma de ADN en minicirculo, sola o en combinacion con la tecnologia SNIM.RNA, permite
administrar el sistema del transposon SB a las HSC de manera significativamente mas eficaz que con los plasmidos
convencionales.

Ejemplo 3:

El sistema del transposéon SB en la forma de las plataformas de ADN en minicirculo y ADN en
minicirculo/SNIM.RNA es mas eficaz en términos de una administracion de genes estable en comparacion
con su contraparte de ADN plasmidico, donde la combinacién de ADN en minicirculo/SNIM.RNA era superior
a las demas variantes de administracion del sistema

El objeto principal que soporta la implementacion de las tecnologias de ADN en minicirculo y SNIM.RNA era mejorar
la administracion de genes estable no viral en las HSC dificiles de transfectar. A fin de evaluar el rendimiento del
vector en términos de la modificacion del genoma mediada por SB, se mantuvieron células hCD34* nucleofectadas
en cultivo por un periodo de tiempo prolongado. Segun lo esperado, los niveles iniciales de expresion del informante
Venus disminuyeron gradualmente durante la expansion celular posterior a la nucleofeccion, y los vectores de
plasmidos y en minicirculo probablemente experimentaron degradacion celular por las nucleasas citosdlicas
(Lechardeur y col., 1999) y se excluyeron sucesivamente de los cultivos celulares con cada division celular. El
plasmido residual atenuado lentamente y la expresion transgénica especifica del ADN en minicirculo entonces no
eran detectables mediante el analisis FACS realizado el dia 14/15 después de la administracion del vector. Cualquier
sefial Venus detectable en este momento derivaba de la expresion del transgén especifica del locus cromosémico
como consecuencia de la integracion del casete mediado por SB en el genoma de las HSC. De manera analoga al
analisis de una administracion de genes a corto plazo, se evalué el porcentaje y MFI de las células Venus positivas
en una poblacion derivada de células hCD34* expandidas como una medida de la administracién de genes estable y
de la actividad integradora del sistema del transposén SB.

Tal como se muestra en la Figura 5A, la administracion basada en ADN plasmidico menos eficiente del sistema del
transposon SB en la células hCD34* también sustentaba una integracion transgénica muy pobre y condujo a tan solo
un 0,8 (+ 0,2)% de células que expresan Venus con un MFI general de 405 + 63 medido el dia 14/15 después de la
nucleofeccién. Por el contrario, implementacion de la plataforma de ADN en minicirculo equivalente a una de ADN
plasmidico en cantidades molares dio como resultado una representacion significativamente mayor (6,1 £ 0,7%) de
células portadoras de al menos una copia del transposon SB.CAGGS.Venus en su genoma. También se observo
una integracion de SB mejorada a partir de vectores de ADN en minicirculo como un valor de MFI 6,8 veces mayor
para la sefial Venus (2.754 + 403). Segun lo esperado, en una comparacion de peso a peso de las dos plataformas
de administracion, el desempeiio superior de la forma basada en ADN en minicirculo ante el ADN plasmidico
convencional del sistema del transposén SB era ain mas evidente, produciendo 16,0 + 1,6% de células de origen
hematopoyético que expresan Venus y sus valores de MFI de 5.231 + 726. Finalmente, la mayor mejora en una
administracion de genes persistente se pudo alcanzar cuando el transposén SB.CAGGS.Venus basado en ADN en
minicirculo era complementado con la tecnologia SNIM.RNA que constituye la fuente transitoria de la expresion y
actividad de la transposasa SB100X, con un 25,5 + 1,7% y 34,4 + 1,7% de células Venus positivas con valores MFI
de 4.207 + 523 y 5.117 + 410 detectadas en las variantes de administracion MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 y
MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10, respectivamente. Alun mas, después de combinar el porcentaje de células Venus
positivas con los valores de MFI, el analisis de la eficacia relativa resultante de la transferencia de genes estable
revelé un rendimiento superior importante del enfoque de los autores de administracion doble de ADN en minicirculo
SNIM.RNA ante los vectores de ADN plasmidico utilizados convencionalmente para introducir el sistema del
transposon SB en el interior de las células. La eficacia relativa calculada de administracion de genes alcanz6 el valor
de 106,793 + 12,647 y 175,297 + 14,299 en el caso de las variantes de administracion MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5y
MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10, respectivamente (Figura 5B). La transposasa SB100X provista en la forma de ADN en
minicirculo fue en general menos eficiente que su version SNIM.RNA, con un valor de administracion de genes
relativamente estable de 15,069 + 292 y 2,807 + 58 determinado para el equivalente de masa y molar de la
plataforma de ADN plasmidico, respectivamente. Sin embargo, la plataforma basada en ADN en minicirculo era ain
mucho mas eficaz que su contraparte de ADN plasmidico para sustentar la modificacion del genoma de las HSC
especifica de SB. La implementacion del sistema del transposén SB en la forma de ADN plasmidico utilizado
convencionalmente permitié obtener un valor relativo de administracion de genes estable a las células hCD34* de
tan solo 290 + 69, que es aproximadamente 600 veces peor que el obtenido con la mejor condicién de los autores
(MC/SNIM ARN-SB 10 + 10).

Otra manera de medir el potencial del sistema del transposén SB en términos de una administracion de genes
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estable es la estimacion de los indices de transposicion. A fin de verificar este parametro para las tres plataformas
diferentes utilizadas para administrar el transposén SB intracelular y los componentes de transposasa, se
combinaron las eficacias de administracion de genes transitorias (dia 2) y estables (dia 14/15) evaluadas mediante
FACS y se evalud el porcentaje de fraccion celular que retuvo la expresion inicial de Venus después de una
expansion celular prolongada. La plataforma de ADN en minicirculo se asocié con niveles significativamente mas
altos del mecanismo de “cortar y pegar” de la transposicion de SB en comparacion con el desempefio de la
plataforma de ADN plasmidico convencional, donde un 21,4 +2,2% y 9,5 + 0,7% de células que conservan la sefial
Venus en términos de masa equivalente y equimolar de las variantes de administracion en minicirculo,
respectivamente (Figura 3C). Por el contrario, tan solo un 1,8 + 0,5% de la fraccién de células inicialmente Venus
positivas presentaron transposicion después de una administracion basada en ADN plasmidico del sistema del
transposén SB y expresaron el transgén Venus a partir de loci cromosémicos los dias 14/15 después de la
nucleofeccién. La transposasa SB100X provista en la forma de SNIM.RNA soportaba el nivel mas alto de
transposicion; en una condicién con una cantidad menor de SNIM.RNA-SB100X (SNIM.RNA-SB 10 + 5) se observo
en tanto como un 32,1 £ 2,0% de las células buscadas por el vector la transposicién de SB y la integracién genomica
del casete Venus. De manera esperable, los niveles de transposiciéon alcanzaron hasta un 43,4 £ 2,4% cuando se
usaba una cantidad doble de SNIM.RNA-SB100X, lo cual confirma una vez mas el desempefio superior del enfoque
de administracion dual MC/SNIM.RNA-SB.

Ejemplo 4:

La modificacion genética mediada por SB no afecta el potencial de HSC in vitro y se puede recuperar la
mayor cantidad de colonias hematopoyéticas portadoras del transgén después de una administracion del
sistema basada en ADN en minicirculo/SNIM.RNA

Para evaluar si las células hCD34" nucleofectadas y modificadas con SB retuvieron su capacidad para diferenciarse
en células sanguineas de diferentes tipos, se utilizd el ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU) in vitro
usando las tres mejores variantes de administracion, es decir MC-SB 10 + 5, MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 y
MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10. El recuento de las colonias Venus positivas formadas en medio de metilcelulosa
después de la administracion del sistema del transposén SB en ADN en minicirculo y ADN en minicirculo SNIM.RNA
complemento adicionalmente el andlisis de la eficacia de una administracion de genes estable.

En cada uno de tres ensayos CFU realizados de manera independiente, se pudo demostrar una diferenciacion
potencial de las HSC modificadas genéticamente y se recuperaron unidades formadora de colonias y de brotes de
tipos celulares eritroides (BFU-E/CFU-E), unidades formadoras de colonias de macroéfagos y granulocitos (CFU-GM)
y unidades formadoras de colonias mixtas de los tipos mieloide y eritroide (CFU-GEMM) después de una
administracion basada en ADN en minicirculo y ADN en minicirculo/SNIM.RNA vy la actividad integradora del sistema
del transposén SB. Las diferencias entre las tres variantes de administraciéon evaluadas fueron claramente visibles
con respecto a la contribucion de las CFU Venus positivas en las cuentas de CFU totales (Figura 6). Y, por ende, se
asocio el sistema del transposon SB en la forma de ADN en minicirculo administrado segin una base de masa
equivalente con su contraparte de ADN plasmidico (MC-SB 10 + 5) con 21,7 + 2,2% de CFU con una expresion de
Venus detectable a largo plazo. Especificamente, se recuperd un 21,0 + 2,7%, 24,7 + 2, 7% y 15,0 + 1,8% de BFU-
E/CFU-E, CFU-GM y CFU- GEMM Venus positivas, respectivamente, en dicha condicion. La plataforma
MC/SNIM.RNA era mas eficaz para soportar la transposicién de SB, lo cual dio como resultado 29,1 + 2,5% de CFU
que expresan Venus en la variante de administracion MC/SNIM.RNA 10 + 5. Con mayor detalle, se observo una
aparicion 1,3 (27,1 + 3,7%), 1,3 (32,7 £+ 2,6%) y 1,6 (24,6 + 2,8%) veces mas frecuente de colonias de tipo eritroide
(BFU-E/CFU-E), de granulocitos/macréfagos (CFU-GM) y mixtas (CFU-GEMM) modificadas con SB,
respectivamente, en esta muestra cuando se comparaba con la condicion MC-SB 10 + 5. De manera similar a los
resultados obtenidos después del analisis basado en FACS de una administracion de genes estable, la combinacion
MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10 del sistema del transposén SB parecia ser la mas eficaz para la modificacion gendmica
de las HSC y en promedio dio como resultado un 41,1 + 3,4% de colonias que expresan Venus (un aumento de 1,9
veces en comparacion con la condicion MC-SB 10 + 5), donde un 40,1 + 4,5%, 42,6 + 2,4% y 38,8 + 5,7% de BFU-
E/CFU-E, CFU-GM y CFU-GEMM, respectivamente, portaban la sefial Venus.

En resumen, la manipulacion del genoma de las HSC mediante el sistema del transposon SB administrado
intracelularmente por medio de nucleofeccion no interfiere con la hematopoyesis inducida in vitro y la forma de ADN
en minicirculo/SNIM.RNA del sistema conduce al mayor numero de CFU portadoras del transgén detectado en toda
la poblacién de CFU.

Ejemplo 5:
Las plataformas de ADN en minicirculo y ADN en minicirculo/SNIM.RNA-SB se asocian con una integracion
eficaz de transgenes y permite recuperar la mayor cantidad de integrantes de vectores después de una

administracion basada en ADN/SNIM.RNA del sistema del transposén SB

A continuacion, se evalud la cantidad de integraciones del transposéon SB obtenida por genoma de HSC, otro
parametro que refleja la eficacia de la administracion de genes persistente. Para ello, se llevé a cabo una PCR
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cuantitativa usando las células totales cosechadas luego de un tiempo prolongado de propagacion celular después
de la nucleofeccion. En este tipo de analisis, se incluyeron tanto genomas que portaban inserciones del transposén
SB como aquellos sin ningun casete Venus integrado. Con el fin de restringir el analisis solamente a aquellas células
en las cuales definitivamente tuvo lugar una transposicion, se recolectaron las CFU Venus positivas individuales
generadas en un medio de metilcelulosa y se aislo el ADN genémico y se lo sometiéo a PCR digital en gotas. Esta
nueva tecnologia de PCR cuantitativa permiti6 estimar de manera precisa la cantidad de copias de vectores
integrados a nivel clonal celular con una cantidad muy limitada de ADN en la reaccion. Para ambos analisis, se
seleccionaron tres de los mejores y, por ende, relevantes variantes de administracion: MC-SB 10 + 5,
MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 y MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10.

Segun lo estimado mediante una PCR cuantitativa realizada después de la nucleofeccion y la expansion masiva de
las células hCD34+, la cantidad promedio de copias de vectores (VCN) por genoma diploide fue de 0,24 + 0,05,
cuando se empleaba la administracion basada en ADN en minicirculo de ambos vectores SB aplicada en la
condiciéon MC-SB 10 + 5 (Figura 7A). Cuando se implemento la plataforma SNIM.RNA para la administracion de la
transposasa SB100X, se detectaron 0,41 + 0,15 y 0,46 + 0,07 copias del transposon integrado por célula tras la
administracion de MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 y MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10, respectivamente. La tendencia hacia un
VCN mas alto reflejé la mayor transposiciéon de SB y una mayor eficacia de transferencia de genes estable
observada con ambas variantes de administracion ADN/SNIM.RNA-SB, en comparaciéon con MC-SB 10 + 5. Por lo
tanto, hubo una clara correlacion entre el VCN obtenido y la eficacia relativa de la administracion de genes estable
determinada para cada muestra mediante citometria de flujo los dias 14/15 después de la administracion (Figura
7B).

El analisis de VCN realizado a nivel clonal usando CFU revel6 que un 64% de las colonias analizadas llevaban 1
copia del transgén Venus en el genoma, independientemente de la combinacion de vectores aplicada para
administrar el sistema del transposén SB (Figura 7A).

Mas especificamente, para la variante de administracién MC-SB 10 + 5, entre los 18 CFU analizadas con éxito, 12
albergaban 1 copia del transposén SB por genoma diploide. Se encontraron 2 copias en 3 colonias independientes y
las CFU de 3, 4 y 5 copias solo estaban representadas una vez. En la variante de administracion MC/SNIM.RNA-SB
10 + 5, el VCN obtenido fue mas homogéneo; en 11 de las 17 CFU analizadas se habia integrado 1 copia del
transgén Venus por célula, y las restantes 6 CFU llevaron tanto como 2 copias del mismo transgén. La ausencia de
CFU con valores mas altos de VCN también se correlacionaba con valores MFI ligeramente mas bajos recuperados
en esta variante de administracion, en comparacion con MC-SB 10 + 5 y MC/SNIM.RNA-SB 10 + 5 de intensidad de
sefial Venus estable mas alta y similares entre si (Figura 5A). La forma de administracién mas eficaz del sistema del
transposon SB (MC/SNIM.RNA-SB 10 + 10) origin6 111 copias de CFU de los 18 que fueron sometidas al analisis
(Figura 7A). Se encontrd que 2, 3 y 4 copias del transposén SB por genoma diploide se encontraban en 2 CFU cada
una. De manera excepcional para esta condicién, una concentracion alta de SNIM.RNA-SB100X presente en la
reaccion soport6 la integracion de 7 copias del casete Venus que, sin embargo, solamente se observo en un caso.
Se requiere analizar una mayor cantidad de CFU a fin de estimar estadisticamente la probabilidad de presencia de
eventos de integracion de una sola o multiples copias.

En resumen, el andlisis cuantitativo de la distribucion de VCN en las CFU derivadas de una sola célula Venus
positiva, asi como la realizada en las células totales, que contienen genomas tanto modificados como no
modificados, complementaron los datos sobre la eficacia de una administracion de genes estable usando citometria
de flujo y el ensayo de CFU. El analisis permitié identificar un desempefio muy claramente eficaz de la plataforma de
minicirculo solo o en combinacion con la tecnologia SNIM.RNA en términos de administracion y actividad integradora
del sistema del transposén SB en HSC.

Ejemplo 6:
Perfil aleatorio de integracion de transgenes mediada por SB en HSC

Finalmente, se evaluaron los aspectos de bioseguridad del enfoque de administracion de genes no virales y se
analizé la distribucion de las integraciones transgénicas en todo el genoma en HSC humanas después de la
administracion basada en ADN en minicirculo y ADN en minicirculo/SNIM.RNA del sistema del transposén SB. Para
tal fin, se generd una biblioteca de sitios de insercién basada en PCR usando ADN gendmico obtenido después de
una expansion de por lo menos tres semanas de células hCD34" nucleadas con ambas variantes de administracion
del sistema del transposén SB. La biblioteca fue sometida luego a secuenciacion profunda con lllumina y analisis
bioinformatico. El perfil de integracion se determind con respecto a todos los genes anotados y sus caracteristicas
intrinsecas, incluidos los sitios de inicio de la transcripcion (TSS), las regiones no traducidas 5’ y 3' (5UTR y 3’'UTR,
respectivamente), intrones y exones.

A nivel de secuencia, se recupero el dinucledtido TA como sitio altamente preferido de integracion de SB en ambas
variantes de administracion (no se muestran los datos). También hubo una tendencia a que el transposon SB se
integrara en una repeticion de TA palindromica de seis bases de longitud, donde hay A y T particularmente
conservados presentes en sus extremos 3' y 5', respectivamente. Esta es una firma candnica de la integracion
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cromosomica de SB observada ya en los primeros estudios que descifran el mecanismo de “cortar y pegar” de la
transposicion de SB (Vigdal y col., 2002). En total, se pudieron encontrar 2.864 y 533 inserciones de transposones
SB mapeados de manera Unica después de la administracién en ADN en minicirculo y ADN/SNIM.RNA del sistema,
respectivamente (no se muestran los datos). El andlisis realizado a nivel genémico revelé que 1039 inserciones
(36,28%) en la condicion MC-SB y 211 inserciones (39,59%) en la condicion MC/SNIM.RNA-SB se encontraban en
genes. Los genes de cancer anotados también se encontraban entre los que albergaban integraciones del
transposon SB; 37 y 9 inserciones se encontraban dentro de esta categoria de genes, que comprenden 1,29% vy
1,69% de las integraciones SB totales que se observaron a partir de la plataforma de ADN plasmidico y en
minicirculo, respectivamente. La mayoria de las inserciones intergenéticas de SB se encontraron en intrones, con
una contribucion estimada del 35,3% (1011 inserciones) y 38,09% (203 inserciones) al numero total de integrantes
de Venus recuperados en las muestras de MC-SB y MC/SNIM.RNA-SB, respectivamente. Se encontré una porcion
muy pequefia de las inserciones cromosémicas en las 5'UTR (0,1% y 0,19%), 3'UTR (0,56% y 1,13%) y exones
(0,84% y 1,31%) de los genes después de la administracion basada en ADN en minicirculo y ADN en minicirculo
SNIM.RNA del sistema del transposén SB, respectivamente. El casete Venus que porta el transposén SB también se
integré a una frecuencia relativamente baja cerca de los TSS, donde 117 (4,09%) de dichas inserciones se
encontraron en el ADN en minicirculo y 19 (3,56%) en la variante de administracion de ADN en
minicirculo/SNIM.RNA.

En su conjunto, el analisis realizado del integroma de SB reveld un caracter casi aleatorio de la integracion
transgénica mediada por SB en HSC humanas, y este fue el caso con respecto a todas las caracteristicas
gendmicas analizadas e independientemente de la plataforma de administracion utilizada en los estudios. No se
esperaba observar diferencias pronunciadas entre las estrategias de administracion de ADN en minicirculo y ADN en
minicirculo/SNIM.RNA, dado que ambas plataformas no son de origen viral y no poseen ningin mecanismo
intrinseco de autocodificacion requerido para la entrada celular o gendémica.
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aggcuacccc aagaggcuga cccaagugaa gcaguucaag ggcaacgcca ccaaguacug 1080
agaauucugc agaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1140
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1200
aaaaaaaaaa aagcggcc 1218

<210> 4

<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ITR de la unidad de transposén llamada “Lo”

<400> 4

tacagttgaa gtcggaagtt tacatacact taag 34

<210>5

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ITR de la unidad de transposon llamada “Li”

<400> 5
tccagtgggt cagaagttta catacactaa gt 32

<210> 6

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ITR de la unidad de transposon llamada “Ri”

<400> 6
cccagtgggt cagaagttta catacactca at 32

<210>7

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ITR de la unidad de transposon llamada “Ro”

<400> 7
tacagttgaa gtcggaagtt tacatacacc ttag 34

<210> 8

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> ITR de la unidad de transposon llamada “DRo”

<400> 8
tacagttgaa gtcggaagtt tacatacacy taag 34

<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ITR de la unidad de transposoén llamada “DRi

”

<400> 9
cagtgggtca gaagtttaca tacactmart 30

<210> 10

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador SB-IRDR-R_FW

<400> 10
gctgaaatga atcattctct ctactattat tctga 35

<210> 11

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador SB-IRDR-R_RV

<400> 11
aattccctgt cttaggtcag ttagga 26

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador TERT_FW

<400> 12
gacaaagtac agctcaggcg 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador TERT_RV

<400> 13
ttcagcgtgce tcaactacga 20

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Cebador RIR_FW

<400> 14
gaatgtgatg aaagaaataa a

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador RIR_RV

<400> 15
agtttacata caccttagcc

<210> 16

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sonda especifica de RIR

<400> 16
tggtgatcct aactgaccta agacagg

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador RPP30_FW

<400> 17
ggttaactac agctcccagce

<210> 18

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador RPP30_RV

<400> 18
ctgtctccac aagtccgce

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sonda especifica de RPP30

<400> 19
tggacctgcg agcgggttct gacc

ES 2772709 T3
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REIVINDICACIONES
1. Un sistema de transposén que comprende

(a) una unidad de transposén que contiene repeticiones terminales invertidas (ITR) o repeticiones terminales
directas (DTR) que flanquean una secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana; y

(b) un ARN que codifica para una transposasa que tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y
transponer dicha secuencia de interés a dicho genoma; en donde dicho ARN que codifica para dicha transposasa
se caracteriza porque contiene una combinacion de nucleétidos no modificados y modificados, en donde entre el
5y el 50% de los nucledtidos de uridina y entre el 5y el 50% de los nucleétidos de citidina son respectivamente
nucleétidos de uridina modificados y nucleétidos de citidina modificados.

2. El sistema de transposon de la reivindicacion 1, en donde dicha unidad de transposoén de (a) esta en la forma de
un minicirculo.

3. El sistema de transposon de la reivindicacion 1 o 2 que es un sistema de transposon SLEEPING BEAUTY (SB).
4. El sistema de transposén de la reivindicacion 3, en donde la transposasa es la transposasa SB hiperactiva
SB100X que tiene la secuencia de SEQ ID NO:1 o que tiene una secuencia que es por lo menos 70% idéntica a

SEQ ID NO:1 y que tiene una actividad transposasa que es por lo menos 80% de la de dicha transposasa SB100X.

5. Uso de un sistema de transposén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la
administracion de genes ex vivo a una célula diana.

6. El uso de la reivindicacion 5, en donde la célula diana es una célula madre hematopoyética.
7. Un método ex vivo para la administracion de genes a una célula diana que comprende los siguientes pasos:

(a) poner en contacto el sistema de transposén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 con
una célula;

(b) cultivar dicha célula en condiciones permisivas para el cultivo de dicha célula.

8. La composicion farmacéutica que comprende el sistema de transposén de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

9. El sistema de transposon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para usar en terapia génica.
10. Kit que comprende

(a) una unidad de transposén que contiene repeticiones terminales invertidas (ITR) o DTR que flanquean una
secuencia de interés a insertar en el genoma de una célula diana; y

(b) un ARN que codifica para una transposasa que tiene la capacidad de reconocer dichas ITR o DTR y
transponer dicha secuencia de interés a dicho genoma; en donde dicho ARN que codifica para dicha transposasa
se caracteriza porque contiene una combinacion de nucleétidos no modificados y modificados, en donde entre el
5y el 50% de los nucleétidos de uridina y entre el 5y el 50% de los nucleétidos de citidina son respectivamente
nucleétidos de uridina modificados y nucleétidos de citidina modificados.

11. Una molécula de ARN que codifica para una transposasa, en donde dicho ARN que codifica para dicha
transposasa se caracteriza porque contiene una combinacién de nucleétidos no modificados y modificados, en
donde entre el 5y el 50% de los nucledtidos de uridina y entre el 5 y el 50% de los nucleétidos de citidina son
respectivamente nucleétidos de uridina modificados y nucleétidos de citidina modificados.

12. Uso de una molécula de ARN que codifica para la transposasa como se define en la reivindicaciéon 11 para la
administracion de genes ex vivo a una célula diana.
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