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COMPOSICIONES DE GENOTERAPIA Y METODOS DE USO DE LAS MISMAS
Antecedentes

Existe un subconjunto de enfermedades humanas que pueden atribuirse a
cambios en el ADN heredados o adquiridos en una fase temprana del desarrollo
embrionario. De especial interés para los creadores de genoterapias son las
enfermedades causadas por una mutacion en un solo gen, conocidas como
enfermedades monogénicas. Se cree que existen mas de 6000 enfermedades
monogeénicas. Por lo general, cualquier enfermedad genética particular causada por
mutaciones hereditarias es relativamente poco frecuente, pero, en conjunto, el
numero de enfermedades relacionadas con la genética es elevado. Entre las
enfermedades genéticas mas conocidas se incluyen la fibrosis quistica, la distrofia
muscular de Duchenne, la enfermedad de Huntington y la drepanocitosis (0 anemia
drepanocitica). Otras clases de enfermedades genéticas son los trastornos
metabdlicos, como las acidemias organicas, y las tesaurismosis lisosdmicas, en las
que los genes disfuncionales provocan defectos en los procesos metabdlicos y la
acumulacién de subproductos toxicos que pueden dar lugar a una grave morbilidad
y mortalidad tanto a corto como a largo plazo.

Sumario

Las enfermedades genéticas causadas por genes disfuncionales representan
una gran parte de las enfermedades en todo el mundo. La genoterapia se perfila
como una prometedora forma de tratamiento destinada a mitigar los efectos de las
enfermedades genéticas.

Antes de la presente divulgacion, determinadas genoterapias con AAV que
utilizaban recombinacion homdloga, empleaban composiciones de vector virico en
ausencia de una nucleasa para introducir un transgén de interés en un sitio
particular. Entre otras cosas, la presente divulgacion reconoce que la combinacién
de dicho vector con una o mas nucleasas (p. €j., proporcionadas en una sola
composicibn o como composiciones distintas) puede mejorar las tasas de y/o

eficacia de integracion de transgenes en seres humanos.
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Alternativa o adicionalmente, la presente divulgaciéon abarca ademas el
reconocimiento de que una combinacion de un vector como el descrito en el
presente documento con una o mas nucleasas, puede proporcionar mejoras
sorprendentes e inesperadas en las tasas de integracion y/o eficacia de transgenes
en seres humanos, por ejemplo, en donde un sitio de corte diana es distal con
respecto a un sitio de integracidén de transgenes. En parte, la presente divulgacion
abarca el reconocimiento y la observacion de que los disefos de vectores
optimizados y los sitios de corte preferidos pueden ser diferentes entre especies.
Como se demuestra en el presente documento, los disefios Optimos en un sistema
humano o humanizado pueden diferir significativamente de los de otra especie o
sistema modelo (p. e€j., un ratén de tipo silvestre (wild-type)). En algunas
realizaciones, un sistema humano o humanizado puede permitir una mayor
flexibilidad en la seleccion de un sitio de corte para mejorar la recombinacion
homologa y, por tanto, la eficacia de ciertas genoterapias.

En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona composiciones
que incluyen (i) una nucleasa o secuencia de polinucledtidos que codifica una
nucleasa, y (ii) un casete polinucleotidico que comprende un casete de expresion
que comprende una primera secuencia de acido nucleico y una segunda secuencia
de acido nucleico, en donde la primera secuencia de acido nucleico codifica un
transgén, y la segunda secuencia de acido nucleico se situa en posicién 5' 0 3' en
la primera secuencia de acido nucleico y promueve la produccién de dos productos
génicos independientes al integrarse en un sitio de integracion diana en el genoma
de una célula, una tercera secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el
casete de expresidon y que comprende una secuencia que es sustancialmente
homdloga a una secuencia gendmica humana en posicidon 5' de un sitio de
integracion diana en el genoma de una célula, y una cuarta secuencia de acido
nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que comprende una
secuencia que es sustancialmente homdloga a una secuencia genémica humana
en posicion 3' de un sitio de integracién diana en el genoma de la célula, en donde:

el casete polinucleotidico no incluye una secuencia promotora, la nucleasa es capaz



10

15

20

25

30

de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura monocatenaria en un sitio de corte
en el genoma de la célula, y el sitio de corte es distal con respecto al sitio de
integracion diana.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos de
integracion de un transgén en el genoma de una célula, comprendiendo los métodos
administrar a un sujeto una composicion que comprende: (i) una nucleasa o
secuencia de polinucleétidos que codifica una nucleasa, y (i) un casete
polinucleotidico que comprende un casete de expresidon que comprende una
primera secuencia de acido nucleico y una segunda secuencia de acido nucleico,
en donde la primera secuencia de acido nucleico codifica un transgén, y la segunda
secuencia de acido nucleico se situa en posicion 5' o 3' de la primera secuencia de
acido nucleico y promueve la produccion de dos productos génicos independientes
al integrarse en un sitio de integracion especifico en el genoma de una célula, una
tercera secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' del casete de expresion
y que comprende una secuencia que es sustancialmente homéloga a una secuencia
gendmica humana en posicion 5' de un sitio de integracion especifico en el genoma
de una célula, y una cuarta secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' del
casete de expresion y que comprende una secuencia que es sustancialmente
homdloga a una secuencia genomica humana en posicion 3' de un sitio de
integracion diana en el genoma de la célula, en donde: el casete polinucleotidico no
incluye una secuencia promotora, la nucleasa es capaz de inducir una rotura
bicatenaria y/o una rotura monocatenaria en un sitio de corte en el genoma de la
célula, y el sitio de corte es distal con respecto al sitio de integracion diana, en donde
después de administrar la composicion, el transgén se integra en el genoma de la
poblacion de células. En algunas realizaciones, una célula se edita in vivo. En
algunas realizaciones, la integracion de un transgén se lleva a cabo ex vivo.

Aunque se contempla cualquiera de una variedad de sistemas de suministro,
en algunas realizaciones, una composicion comprende ademas un vector virico
recombinante. Aunque se contempla cualquiera de una variedad de vectores viricos,

en algunas realizaciones, un vector virico recombinante es un vector de AAV
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recombinante. En algunas realizaciones, un vector virico recombinante es o
comprende un polipéptido de la capside que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 95 % con la
secuencia de aminoacidos de sL65, LKO3, AAVS8, AAV-DJ; AAV-LKO03; o AAVNPS9.
En algunas realizaciones, una composicion comprende ademas secuencias de ITR
de AAV2.

De acuerdo con diversas realizaciones, se contempla cualquiera de una
diversidad de longitudes y/o relaciones de brazos de homologia. En algunas
realizaciones, cada una de una tercera y cuarta secuencia de acido nucleico, tiene
una longitud de entre 50 y 1600 nt. En algunas realizaciones, una tercera y una
cuarta secuencia de &acido nucleico tienen la misma longitud. En algunas
realizaciones, una tercera y cuarta secuencia de acido nucleico, tienen diferentes
longitudes.

En algunas realizaciones, un casete polinucleotidico no comprende una
secuencia promotora.

De acuerdo con diversas realizaciones, las composiciones proporcionadas
pueden incluir integracion en un sitio de integracion diana. En algunas realizaciones,
después de la integracion de un casete polinucleotidico en un sitio de integracion
diana en el genoma de la célula, el transgén se expresa bajo el control de un
promotor enddgeno en el sitio de integracion diana. En algunas realizaciones, un
sitio de integracion diana es un locus de albumina que comprende un promotor de
albumina enddgeno y un gen de albumina enddgeno. En algunas realizaciones, un
sitio de integracion diana es un locus de colageno que comprende un promotor de
colageno enddgeno y un gen de colageno endogeno. En algunas realizaciones, un
sitio de integracién diana es un locus de actina que comprende un promotor de
actina enddégeno y un gen de actina endoégeno. En algunas realizaciones, un sitio
de integracion diana se encuentra dentro de una secuencia codificante del locus de
albumina y adyacente en posicion 5 a un codoén finalizador. En algunas
realizaciones, un sitio de integracion diana es adyacente en posicion 5’ a un codon

finalizador en el exdn 14 del locus de albumina.
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De acuerdo con diversas realizaciones, puede utilizarse cualquier sitio de
corte apropiado para la aplicacion. Como ejemplo no limitativo, en algunas
realizaciones un sitio de corte se encuentra dentro de una secuencia no codificante
del locus de albumina. En algunas realizaciones, un sitio de corte se encuentra
dentro de un intrédn, una region no traducida, un potenciador, un promotor, un
silenciador o un aislante del locus de albumina. En algunas realizaciones, un sitio
de corte se encuentra dentro del intrén 13 o 14 del locus de albumina. En algunas
realizaciones, un sitio de corte se encuentra a una distancia de entre 1 y 2000 pb
con respecto al sitio de integracion diana. En algunas realizaciones, un sitio de corte
se encuentra a una distancia de hasta 100 pb del sitio de integracion diana.

Como se describe en el presente documento, la presente divulgacion abarca
el reconocimiento de que cualquiera de una variedad de nucleasas puede ser util
en los métodos proporcionados y junto con las composiciones proporcionadas. En
algunas realizaciones, una nucleasa se selecciona de una meganucleasa, una
TALEN (nucleasa de tipo activador de transcripcion, transcription activator-like
effector nuclease), una nicasa TALE, una ZFN (nucleasa de dedos de zinc, zinc-
finger nuclease), una nicasa de ZF, una enzima Cas o una variante de las mismas.

De acuerdo con diversas realizaciones, puede usarse una variedad de
segundos acidos nucleicos para promover la produccién de dos productos génicos
independientes después de la integracién en un sitio de integracion diana en el
genoma de una célula. Por ejemplo, en algunas realizaciones una segunda
secuencia de acido nucleico puede ser o comprender a) una secuencia de acido
nucleico que codifica un péptido 2A, b) una secuencia de acido nucleico que codifica
un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES, internal ribosome entry site), c) una
secuencia de acido nucleico que codifica una regién de corte y empalme
aminoterminal de inteina y una regidn de corte y empalme carboxiterminal de inteina
o d) una secuencia de acido nucleico que codifica un donante de corte y empalme
y un aceptor de corte y empalme. En algunas realizaciones, un segundo acido
nucleico es o comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido

2A seleccionado del grupo que consiste en P2A, T2A, E2A y F2A.
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La presente divulgacion abarca el reconocimiento de que cualquiera de una
variedad de transgenes puede usarse con las composiciones proporcionadas y/o en
los métodos proporcionados. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un transgeén
puede seleccionarse de CBS, UGT1A1, MUT, FAH, ATP7B, A1AT, ASL, LIPA,
Factor IX, o de una variante de los mismos.

Cualquiera de una variedad de tipos celulares puede modificarse mediante la
aplicacién de una o mas composiciones y/o métodos proporcionados. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, una célula es una célula sanguinea, hepatica, muscular o
del SNC.

De acuerdo con diversas realizaciones, los métodos y composiciones
proporcionados pueden ser utiles en el contexto del trasplante de 6rganos y/o
tejidos. En algunas realizaciones, después de la integracién del transgén, se
administra una célula en un trasplante autélogo. En algunas realizaciones, después
de la integracion del transgén, se administra una célula en un trasplante alogénico.

En un aspecto, la invencion presenta una composicion o un conjunto de
composiciones que incluyen: una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifica una nucleasa, en donde la nucleasa se selecciona de una enzima (Cas)
asociada a repeticiones palindrdmicas cortas regularmente interespaciadas
agrupadas (CRISPR, clustered regularly interspaced short palindromic repeats), una
nucleasa efectora similar a un activador de la transcripcion (TALEN, transcription
activator-like effector (TALE) nuclease), una nicasa TALE, una nucleasa de dedos
de zinc (ZFN, zinc finger (ZF) nuclease), una nicasa de ZF o una meganucleasa; y
un casete polinucleotidico que incluye: un casete de expresion que incluye una
primera secuencia de acido nucleico y una segunda secuencia de acido nucleico,
en donde la primera secuencia de acido nucleico codifica un transgén; y la segunda
secuencia de acido nucleico esta situada en posicién 5’ 0 3’ en la primera secuencia
de 4&cido nucleico y promueve la produccion de dos productos génicos
independientes al integrarse en un sitio de integracién diana en el genoma de una
célula humana; una tercera secuencia de acido nucleico situada en posicién 5’ en

el casete de expresion y que incluye una secuencia sustancialmente homologa a
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una secuencia gendmica humana situada en posiciéon 5 del sitio de integracion
diana en el genoma de una célula humana; y una cuarta secuencia de acido nucleico
situada en posicién 3’ en el casete de expresion y que incluye una secuencia que
es sustancialmente homdloga a una secuencia gendmica humana situada en
posicion 3' del sitio de integracion diana en el genoma de la célula humana; en
donde el casete polinucleotidico no incluye una secuencia promotora; y la nucleasa
es capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura monocatenaria en un sitio
de corte en el genoma de la célula humana.

En algunas realizaciones del aspecto anterior, el sitio de integracion diana es
un locus de albumina que incluye un promotor de albumina enddgeno y un gen de
albumina enddgeno.

En otro aspecto, la invencion presenta una composicién o un conjunto de
composiciones que incluyen: una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifica una nucleasa; y un casete polinucleotidico que incluye: un casete de
expresion que incluye una primera secuencia de acido nucleico y una segunda
secuencia de acido nucleico, en donde la primera secuencia de acido nucleico
codifica un transgén; y la segunda secuencia de acido nucleico se situa en posicién
5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico y promueve la produccion de dos
productos génicos independientes al integrarse en un sitio de integracién diana en
el genoma de una célula humana, en donde el sitio de integracién diana es un locus
de albumina que incluye un promotor de albumina endégeno y un gen de albumina
enddgeno; una tercera secuencia de acido nucleico situada en posicién $' en el
casete de expresidon y que incluye una secuencia que es sustancialmente homdloga
a una secuencia gendmica humana en posicion 5' del sitio de integracion diana en
un genoma de una célula humana; y una cuarta secuencia de acido nucleico situada
en posicidn 3' en el casete de expresidn y que incluye una secuencia que es
sustancialmente homologa a una secuencia gendmica humana en posicion 3' del
sitio de integracion diana en el genoma de la célula humana; en donde el casete

polinucleotidico no incluye una secuencia promotora; y la nucleasa es capaz de
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inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura monocatenaria en un sitio de corte en
el genoma de la célula humana.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
composicidon o el conjunto de composiciones incluye ademas un vector virico
recombinante. En algunas realizaciones, el vector virico recombinante es un vector
de AAV recombinante. En algunas realizaciones, el vector virico recombinante es o
incluye un polipéptido de la capside que incluye una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos 95 % con la secuencia de
aminoacidos de sL65, LK03, AAVS8, AAV-DJ; AAV-LKO3; o AAVNP59. En algunas
realizaciones, el vector virico recombinante incluye el polipéptido de la capside y la
secuencia de polinucledtidos que codifica una nucleasa y/o el casete
polinucleotidico se encapsida en el vector virico recombinante. En algunas
realizaciones, el casete polinucleotidico se encapsida en el vector virico
recombinante.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
composicidon o el conjunto de composiciones incluye ademas secuencias de
repeticiones terminales invertidas (ITR, inverted terminal repeat) de AAV2. En
algunas realizaciones, las secuencias de ITR de AAV2 flanquean los extremos 5'y
3' de la secuencia de polinucledtidos que codifica la nucleasa y/o el casete
polinucleotidico.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, cada
una de la tercera y cuarta secuencia de acido nucleico, tiene una longitud de entre
50 y 1600 nt.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
tercera y cuarta secuencia de acido nucleico tienen la misma longitud.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
tercera y cuarta secuencia de acido nucleico, tienen diferentes longitudes.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores,

después de la integracion del casete polinucleotidico en el sitio de integracion diana
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en el genoma de la célula, el transgén se expresa bajo control de un promotor
endogeno en el sitio de integracion diana.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
sitio de integracion diana se encuentra dentro de una secuencia codificante del locus
de albumina y adyacente en posicidon 5 a un cododn finalizador. En algunas
realizaciones, el sitio de integracidén diana es adyacente en posicion 5 a un codén
finalizador en el exén 14 del locus de albumina.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
sitio de corte se encuentra dentro de una secuencia no codificante del locus de
albumina. En algunas realizaciones, el sitio de corte se encuentra dentro de un
intron, una region no traducida, un potenciador, un promotor, un silenciador o un
aislante del locus de albumina. En algunas realizaciones, el sitio de corte se
encuentra dentro del intrén 12, 13 o 14 del locus de albumina.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa se selecciona de una enzima Cas, una TALEN, una nicasa TALE, una
ZFN, una nicasa de ZF o una meganucleasa.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa se selecciona de una enzima Cas o una TALEN.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa es una enzima Cas.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
enzima Cas se selecciona de Cas9 de Staphylococcus aureus (saCas9),
Streptococcus pyogenes (spCas9), Nucleasa de AZ, HF1-Cas9, HF2-Cas9 o HiFi-
Cas9. En algunas realizaciones, la composicién o el conjunto de composiciones
incluye ademas un ARN guia (ARNg). En algunas realizaciones, el ARNg incluye
una secuencia de acido nucleico de una cualquiera de las SEQ ID NO: 27-45, 71-
86 0 93-98, o una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de al menos
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % con una cualquiera de las SEQ
ID NO: 27-45, 71-86 o0 93-98.
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En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa y el ARNg se
formulan conjuntamente.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa o secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa y el ARNg se
formulan por separado.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
segunda secuencia de acido nucleico es o incluye: una secuencia de acido nucleico
que codifica un péptido 2A; una secuencia de acido nucleico que codifica un sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES); una secuencia de acido nucleico que codifica
una region de corte y empalme aminoterminal de inteina y una region de corte y
empalme carboxiterminal de inteina; o una secuencia de acido nucleico que codifica
un donante de corte y empalme y un aceptor de corte y empalme.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
segunda secuencia de acido nucleico es o incluye una secuencia de acido nucleico
que codifica un péptido 2A.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
segundo acido nucleico es o incluye una secuencia de acido nucleico que codifica
un péptido 2A seleccionado del grupo que consiste en P2A, T2A, E2A y F2A.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
sitio de corte se encuentra a una distancia de entre 1 y 2000 pb con respecto al sitio
de integracion diana. En algunas realizaciones, el sitio de corte se encuentra a una
distancia de hasta 100 pb del sitio de integracion diana.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
transgén se selecciona de CBS, UGT1A1, MUT, FAH, ATP7B, A1AT, ASL, LIPA,
PAH, G6PC, Factor IX, o de una variante de los mismos.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
composiciéon o el conjunto de composiciones es un conjunto de composiciones, en

donde la nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa se
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formula en una nanoparticula lipidica (LNP) y el casete polinucleotidico se
encapsida en un vector de AAV recombinante.

En algunas realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, el sitio de
corte es distal con respecto al sitio de integracion diana.

En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, el sitio de
corte se solapa con el sitio de integracion.

En otro aspecto, la invencién presenta un método de integracién de un
transgén en el genoma de una célula humana, incluyendo dicho método administrar
a un sujeto una composicion o un conjunto de composiciones que incluyen: una
nucleasa o una secuencia de polinucleétidos que codifica una nucleasa, en donde
la nucleasa se selecciona de una enzima Cas, una TALEN, una nicasa TALE, una
ZFN, una nicasa ZF o una meganucleasa; y un casete polinucleotidico que incluye:
un casete de expresion que incluye una primera secuencia de acido nucleico y una
segunda secuencia de acido nucleico, en donde la primera secuencia de acido
nucleico codifica un transgén; y la segunda secuencia de acido nucleico esta situada
en posicion 5' o 3' en la primera secuencia de acido nucleico y promueve la
produccion de dos productos génicos independientes al integrarse en un sitio de
integracion diana en el genoma de una célula humana; una tercera secuencia de
acido nucleico situada en posicién 5' en el casete de expresion y que incluye una
secuencia que es sustancialmente homdloga a una secuencia gendmica humana
en posicidon &' del sitio de integracion diana en el genoma de una célula humana; y
una cuarta secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de
expresion y que incluye una secuencia que es sustancialmente homadloga a una
secuencia genomica humana en posicion 3' del sitio de integracién diana en el
genoma de la célula humana; en donde: el casete polinucleotidico no incluye una
secuencia promotora; y la nucleasa es capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o
una rotura monocatenaria en un sitio de corte en el genoma de la célula; en donde,
después de administrar la composicion o el conjunto de composiciones, el transgén

se integra en el genoma de la célula humana. En algunas realizaciones, un sitio de



10

15

20

25

30

12

integracion diana es un locus de albumina que incluye un promotor de albumina
enddgeno y un gen de albumina endogeno.

En otro aspecto, la invencién presenta un método de integracién de un
transgén en el genoma de una célula humana, incluyendo dicho método poner en
contacto la célula humana con una composicion o un conjunto de composiciones
que incluyen: una nucleasa o una secuencia de polinucleétidos que codifica una
nucleasa, en donde la nucleasa se selecciona de una enzima Cas, una TALEN, una
nicasa TALE, una ZFN, una nicada ZF o una meganucleasa; y un casete
polinucleotidico que incluye: un casete de expresidon que incluye una primera
secuencia de acido nucleico y una segunda secuencia de acido nucleico, en donde
la primera secuencia de acido nucleico codifica un transgén; y la segunda secuencia
de acido nucleico esta situada en posicion 5' o 3' en la primera secuencia de acido
nucleico y promueve la produccion de dos productos génicos independientes al
integrarse en un sitio de integracion diana en el genoma de una célula humana; una
tercera secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' del casete de expresion
y que incluye una secuencia que es sustancialmente homdloga a una secuencia
gendmica humana en posicidén ' del sitio de integracion diana en el genoma de una
célula humana; y una cuarta secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en
el casete de expresidn y que incluye una secuencia que es sustancialmente
homodloga a una secuencia gendmica humana en posiciéon 3' del sitio de integracion
diana en el genoma de la célula humana; en donde: el casete polinucleotidico no
incluye una secuencia promotora; y la nucleasa es capaz de inducir una rotura
bicatenaria y/o una rotura monocatenaria en un sitio de corte en el genoma de la
célula; en donde, después de poner en contacto la célula humana con la
composicion o el conjunto de composiciones, el transgén se integra en el genoma
de la célula humana. En algunas realizaciones, un sitio de integracion diana es un
locus de albumina que incluye un promotor de albumina enddégeno y un gen de
albumina enddgeno.

En otro aspecto, la invencién presenta un método de integracién de un

transgén en el genoma de una célula humana, incluyendo dicho método administrar
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a un sujeto una composicion o conjunto de composiciones que incluyen: una
nucleasa o una secuencia de polinucleétidos que codifica una nucleasa; y un casete
polinucleotidico que incluye: un casete de expresion que incluye una primera
secuencia de acido nucleico y una segunda secuencia de acido nucleico, en donde
la primera secuencia de acido nucleico codifica un transgén; y la segunda secuencia
de acido nucleico se situa en posicion 5' o 3' en la primera secuencia de acido
nucleico y promueve la produccién de dos productos génicos independientes
después de la integracion en un sitio de integracion diana en el genoma de una
célula humana, en donde el sitio de integracion diana es un locus de albumina que
incluye un promotor de albumina endégeno y un gen de albumina enddgeno; una
tercera secuencia de acido nucleico situada en posicién 5' en el casete de expresion
y que incluye una secuencia que es sustancialmente homdéloga a una secuencia
genomica humana en posicidon 5' de un sitio de integracion diana en el genoma de
una célula humana; y una cuarta secuencia de acido nucleico situada en posicion 3'
en el casete de expresion y que incluye una secuencia que es sustancialmente
homdloga a una secuencia genomica humana en posiciéon 3' de un sitio de
integracion diana en el genoma de la célula humana; en donde: el casete
polinucleotidico no incluye una secuencia promotora; la nucleasa es capaz de
inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura monocatenaria en un sitio de corte en
el genoma de la célula; y el sitio de corte es distal con respecto al sitio de integracion
diana; en donde, después de administrar la composicion o el conjunto de
composiciones, el transgeén se integra en el genoma de la célula humana.

En otro aspecto, la invencién presenta un método de integracién de un
transgén en el genoma de una célula humana, incluyendo dicho método poner en
contacto la célula humana con una composicién o conjunto de composiciones que
incluyen: una nucleasa o una secuencia de polinucleétidos que codifica una
nucleasa; y un casete polinucleotidico que incluye: un casete de expresion que
incluye una primera secuencia de acido nucleico y una segunda secuencia de acido
nucleico, en donde la primera secuencia de acido nucleico codifica un transgén; y

la segunda secuencia de acido nucleico se situa en posicion 5' o 3' en la primera
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secuencia de acido nucleico y promueve la produccién de dos productos génicos
independientes después de la integracién en un sitio de integracion diana en el
genoma de una célula humana, en donde el sitio de integracion diana es un locus
de albumina que incluye un promotor de albumina enddégeno y un gen de albumina
endodgeno; una tercera secuencia de acido nucleico situada en posicion $' en el
casete de expresion y que incluye una secuencia que es sustancialmente homologa
a una secuencia gendémica humana en posicion $' de un sitio de integracion diana
en el genoma de una célula humana; y una cuarta secuencia de acido nucleico
situada en posicion 3' en el casete de expresion y que incluye una secuencia que
es sustancialmente homdloga a una secuencia gendmica humana en posicion 3' de
un sitio de integracion diana en el genoma de la célula humana; en donde: el casete
polinucleotidico no incluye una secuencia promotora; la nucleasa es capaz de
inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura monocatenaria en un sitio de corte en
el genoma de la célula; y el sitio de corte es distal con respecto al sitio de integracion
diana; en donde, después de poner en contacto la célula humana con la
composicion o el conjunto de composiciones, el transgén se integra en el genoma
de la célula humana.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
composicién o el conjunto de composiciones incluye ademas un vector virico
recombinante. En algunas realizaciones, el vector virico recombinante es un vector
de AAV recombinante. En algunas realizaciones, el vector virico recombinante es o
incluye un polipéptido de la capside que incluye una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos 95 % con la secuencia de
aminoacidos de LKO03, AAV8, AAV-DJ; AAV-LK03; o AAVNP59. En algunas
realizaciones, el vector virico recombinante incluye el polipéptido de la capside y la
secuencia de polinucledtidos que codifica una nucleasa y/o el casete
polinucleotidico se encapsida en el vector virico recombinante. En algunas
realizaciones, el casete polinucleotidico se encapsida en el vector virico

recombinante.
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En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
composicidn o el conjunto de composiciones incluye ademas secuencias de ITR de
AAV2. En algunas realizaciones, las secuencias de ITR de AAV2 flanquean los
extremos 5'y 3' de la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa y/o el
casete polinucleotidico.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, cada
una de la tercera y cuarta secuencia de acido nucleico, tiene una longitud de entre
50 y 1600 nt.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
tercera y cuarta secuencia de acido nucleico tienen la misma longitud.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
tercera y cuarta secuencia de acido nucleico, tienen diferentes longitudes.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores,
después de la integracion del casete polinucleotidico en el sitio de integracion diana
en el genoma de la célula, el transgén se expresa bajo control de un promotor
endogeno en el sitio de integracion diana.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
sitio de integracion diana se encuentra dentro de una secuencia codificante del locus
de albumina y adyacente en posicidon 5 a un cododn finalizador. En algunas
realizaciones, el sitio de integracién diana es adyacente en posicion 5 a un codén
finalizador en el exdn 14 del locus de albumina.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
sitio de corte se encuentra dentro de una secuencia no codificante del locus de
albumina. En algunas realizaciones, el sitio de corte se encuentra dentro de un
intron, una region no traducida, un potenciador, un promotor, un silenciador o un
aislante del locus de albumina. En algunas realizaciones, el sitio de corte se
encuentra dentro del intrén 12, 13 o 14 del locus de albumina.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa se selecciona de una enzima Cas, una TALEN, una nicasa TALE, una

ZFN, una nicasa de ZF o una meganucleasa.
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En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa se selecciona de una enzima Cas o una TALEN.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa es una enzima Cas.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
enzima Cas se selecciona de Cas9 de Staphylococcus aureus (saCas9),
Streptococcus pyogenes (spCas9), Nucleasa de AZ, HF1-Cas9, HF2-Cas9 o HiFi-
Cas9.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
método incluye ademas un ARN guia (ARNg). En algunas realizaciones, el ARNg
incluye una secuencia de acido nucleico de una cualquiera de las SEQ ID NO: 27-
45, 71-86 0 93-98, 0 una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % con una cualquiera de
las SEQ ID NO: 27-45, 71-86 o 93-98.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa y el ARNg se
formulan conjuntamente.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa o secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa y el ARNg se
formulan por separado.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
segunda secuencia de acido nucleico es o incluye: una secuencia de acido nucleico
que codifica un péptido 2A; una secuencia de acido nucleico que codifica un sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES); una secuencia de acido nucleico que codifica
una region de corte y empalme aminoterminal de inteina y una region de corte y
empalme carboxiterminal de inteina; o una secuencia de acido nucleico que codifica
un donante de corte y empalme y un aceptor de corte y empalme.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
segunda secuencia de acido nucleico es o incluye una secuencia de acido nucleico

que codifica un péptido 2A. En algunas realizaciones, la segunda secuencia de
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acido nucleico es o incluye una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido
2A seleccionado del grupo que consiste en P2A, T2A, E2A y F2A.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
sitio de corte se encuentra a una distancia de entre 1 y 1000 pb con respecto al sitio
de integracion diana. En algunas realizaciones, el sitio de corte se encuentra a una
distancia de hasta 100 pb del sitio de integracion diana.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
transgén se selecciona de CBS, UGT1A1, MUT, FAH, ATP7B, A1AT, ASL, LIPA,
PAH, G6PC, Factor IX, o de una variante de los mismos.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
método, que es un conjunto de composiciones, en donde la nucleasa o la secuencia
de polinucledtidos que codifica la nucleasa se formula en una nanoparticula lipidica
y el casete polinucleotidico se encapsida en un vector de AAV recombinante.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
célula se edita in vivo.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, el
meétodo de integracion de un transgén se lleva a cabo ex vivo.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
célula es una célula sanguinea, hepatica, muscular o del SNC. En algunas
realizaciones, la célula se administra en un trasplante autélogo después de la
integracion del transgén. En algunas realizaciones, la célula se administra en un
trasplante alogénico después de la integracion del transgén.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa y el casete
polinucleotidico se administran al sujeto el mismo dia. En algunas realizaciones de
uno cualquiera de los aspectos anteriores, la nucleasa o la secuencia de
polinucledtidos que codifica la nucleasa y el casete polinucleotidico se administran
al sujeto en dias diferentes.

En algunas realizaciones, la nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que

codifica la nucleasa se administra al sujeto entre 1 hora y 3 dias después del casete
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polinucleotidico. En algunas realizaciones, la nucleasa o la secuencia de
polinucleotidos que codifica la nucleasa se administra al sujeto entre 1 hora y 24
horas después del casete polinucleotidico. En algunas realizaciones, la nucleasa o
la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa se administra al sujeto entre
1 hora y 3 dias antes que el casete polinucleotidico. En algunas realizaciones, la
nucleasa o la secuencia de polinucledtidos que codifica la nucleasa se administra al
sujeto entre 1 hora y 4 horas antes que el casete polinucleotidico. En algunas
realizaciones, la nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa
se administra al sujeto 4 horas antes que el casete polinucleotidico.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa y el casete
polinucleotidico se ponen en contacto con la célula humana el mismo dia.

En algunas realizaciones de uno cualquiera de los aspectos anteriores, la
nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa y el casete
polinucleotidico se ponen en contacto con la célula humana en dias diferentes.

En algunas realizaciones, la nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que
codifica la nucleasa se ponen en contacto con la célula humana entre 1 horay 3
dias después del casete polinucleotidico. En algunas realizaciones, la nucleasa o la
secuencia de polinucledtidos que codifica la nucleasa se ponen en contacto con la
célula humana entre 1 hora y 24 horas después del casete polinucleotidico. En
algunas realizaciones, la nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la
nucleasa se ponen en contacto con la célula humana entre 1 hora y 3 dias antes
que el casete polinucleotidico. En algunas realizaciones, la nucleasa o la secuencia
de polinucleétidos que codifica la nucleasa se ponen en contacto con la célula
humana entre 1 y 4 horas antes que el casete polinucleotidico. En algunas
realizaciones, la nucleasa o la secuencia de polinucleétidos que codifica la nucleasa
se ponen en contacto con la célula humana 4 horas antes que el casete
polinucleotidico.

En algunas realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, el sitio de
corte es distal con respecto al sitio de integracion diana.
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En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, el sitio de
corte se solapa con el sitio de integracion.

Como se utilizan en esta solicitud, los términos "alrededor de" y
"aproximadamente" se utilizan como equivalentes. Todas las citas de publicaciones,
patentes o solicitudes de patentes incluidas en el presente documento se incorporan
por referencia en su totalidad. Cualquier numero utilizado en esta solicitud con o sin
alrededor de/aproximadamente, pretende cubrir cualquier fluctuaciéon normal
apreciada por un experto en la materia.

Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la presente invencion son
evidentes en la descripcion detallada mas adelante. Sin embargo, debe entenderse
que aunque la descripcion detallada indica realizaciones de la presente invencion,
se ofrece unicamente a titulo ilustrativo, no limitativo. Varios cambios vy
modificaciones dentro del alcance de la invencion seran evidentes para los expertos
en la materia a partir de la descripcion detallada.

Definiciones

Aproximadamente: El término "aproximadamente", cuando se utiliza en el
presente documento en referencia a un valor, se refiere a un valor que es similar,
en contexto, al valor referenciado. En general, los expertos en la materia,
familiarizados con el contexto, apreciaran el grado pertinente de variacion abarcado
por el término "aproximadamente" en ese contexto. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el término "aproximadamente" puede abarcar un intervalo de valores
que se encuentren dentro del 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%,
12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, o0 menos del valor referido.

Adulto: Como se utiliza en el presente documento, el término "adulto" se
refiere a un ser humano de dieciocho afios o mayor. En algunas realizaciones, un
adulto humano tiene un peso en el intervalo de aproximadamente 90 libras a
aproximadamente 250 libras.

Asociados(as): Dos acontecimientos o entidades estan "asociados(as)"
entre si, tal y como se utiliza este término en el presente documento, si la presencia,

el nivel y/o la forma de uno esta correlacionado con el del otro. Por ejemplo, se
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considera que una entidad concreta (p. )., polipéptido, firma genética, metabolito,
microbio y similares) esta asociada a una enfermedad, trastorno o afeccion
concretos, si su presencia, nivel y/o forma se correlaciona con la incidencia de y/o
la susceptibilidad a la enfermedad, trastorno o afeccién (p. €j., en una poblacién
relevante). En algunas realizaciones, dos o mas entidades estan fisicamente
"asociadas" entre si si interactuan, directa o indirectamente, de modo que estan y/o
permanecen en proximidad fisica entre si. En algunas realizaciones, dos o mas
entidades que estan fisicamente asociadas entre si estdan unidas de manera
covalente entre si; en algunas realizaciones, dos o mas entidades que estan
fisicamente asociadas entre si no estan unidas de manera covalente entre si, sino
que estan asociadas de manera no covalente, por ejemplo mediante enlaces de
hidrogeno, interaccion de van der Waals, interacciones hidréfobas, magnetismo y
combinaciones de los mismos.

Muestra biolégica: Como se utiliza en el presente documento, la expresion
"muestra bioldgica" se refiere normalmente a una muestra obtenida o derivada de
una fuente bioldgica (p. €j., un tejido u organismo o cultivo celular) de interés, como
se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, una fuente de
interés comprende un organismo, tal como un animal o un ser humano. En algunas
realizaciones, una muestra biolégica es o comprende tejido o liquido biolégico. En
algunas realizaciones, una muestra biolégica puede ser o comprender médula 6sea;
sangre; células sanguineas; ascitis; muestras de tejido o de biopsia con aguja fina;
liquidos corporales que contengan células; acidos nucleicos flotantes libres; esputo;
saliva; orina; liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal; liquido pleural; heces; linfa;
liqguidos ginecoldgicos; frotis cutaneos; frotis vaginales; frotis orales; frotis nasales;
bafios o lavados tales como lavados ductales o lavados broncoalveolares;
aspirados; raspados; muestras de médula 6sea; muestras de biopsia tisular;
muestras quirurgicas; heces, otros liquidos corporales, secreciones y/o excreciones;
y/o células de los mismos, y similares. En algunas realizaciones, una muestra
biolégica es o comprende células obtenidas de un individuo. En algunas

realizaciones, las células obtenidas son o incluyen células de un individuo del que
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se obtiene la muestra. En algunas realizaciones, una muestra es una "muestra
primaria" obtenida directamente de una fuente de interés por cualquier medio
apropiado. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una muestra biolégica primaria
se obtiene mediante métodos seleccionados del grupo que consiste en biopsia (p.
Ej., aspiracion con aguja fina o biopsia tisular), cirugia, recogida de liquido corporal
(p. ej., sangre, linfa, heces y similares.), y muestras similares. En algunas
realizaciones, como quedara claro por el contexto, el término "muestra” se refiere a
una preparacidon que se obtiene procesando (p. ej., eliminando uno o mas
componentes de y/o afiadiendo uno o mas agentes a) una muestra primaria. Por
ejemplo, filtrado mediante una membrana semipermeable. Dicha "muestra
procesada" puede comprender, por ejemplo, acidos nucleicos o proteinas extraidos
de una muestra u obtenidos sometiendo una muestra primaria a técnicas tales como
amplificacion o transcripcidon inversa de ARNm, aislamiento y/o purificacion de
determinados componentes, y técnicas similares.

Biomarcador: En el presente documento el término "biomarcador" se utiliza
en consonancia con su uso en la técnica para referirse a una entidad cuya
presencia, nivel o forma se correlaciona con un acontecimiento biolégico o estado
de interés particular, de modo que se considera un "marcador" de ese
acontecimiento o estado. Entre otras cosas, la presente divulgacion abarca
biomarcadores de genoterapia (p. €j., que son utiles para evaluar uno 0 mas rasgos
o caracteristicas de un tratamiento de genoterapia, tales como, por ejemplo, grado,
nivel, y/o persistencia de la expresion de la carga util). En algunas realizaciones, un
biomarcador es un marcador de superficie celular. En algunas realizaciones, un
biomarcador es intracelular. En algunas realizaciones, un biomarcador se encuentra
fuera de las células (p. €j., se secreta o se genera o esta presente de otro modo
fuera de las células, p. €j., en un liquido corporal tal como sangre, orina, lagrimas,
saliva, liquido cefalorraquideo, y similares). En ciertas realizaciones, la presente
divulgacion demuestra la eficacia de los biomarcadores que pueden detectarse en
una muestra obtenida de un sujeto que ha recibido genoterapia para su uso en la

evaluacion de uno o mas rasgos o caracteristicas de esa genoterapia; en algunas
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de dichas realizaciones, la muestra es de células, tejido y/o liquido distinto de aquel
al que se suministré la genoterapia y/o distinto de aquel en el que la carga util esta
activa.

Optimizacion coddnica: Como se utiliza en el presente documento, la
expresion "optimizacion cododnica" se refiere a un proceso de cambio de codones
de un gen dado de tal manera que la secuencia de polipéptidos codificada por el
gen sigue siendo la misma mientras que los codones cambiados mejoran el proceso
de expresion de la secuencia de polipéptidos. Por ejemplo, si el polipéptido es de
una secuencia de proteina humana y se expresa en E. coli, la expresion mejorara a
menudo si se realiza una optimizacion coddnica en la secuencia de ADN para
cambiar los codones humanos por codones que sean mas eficaces para la
expresion en E. coli.

Fraccion detectable: La expresion "fraccion detectable", como se utiliza en
el presente documento, se refiere a cualquier entidad (p. ej., molécula, complejo o
parte o componente de los mismos). En algunas realizaciones, una fraccion
detectable se proporciona y/o utiliza como una entidad molecular distinta; en
algunas realizaciones, forma parte de y/o esta asociada a otra entidad molecular.
Como ejemplos de fracciones detectables se incluyen, pero sin limitacion: varios
ligandos, radiondclidos (p. €j.,, 3H, #C, 8F, 19F, 32p, 35 135] 125] 123] 64Cy, 187Re,
M, NV, 9¥mTe, 77y, 89Zr y similares), colorantes fluorescentes (para ejemplos
especificos de colorantes fluorescentes, véase mas adelante), agentes
quimioluminiscentes (tales como, por ejemplo, ésteres acridinicos, dioxetanos
estabilizados y similares), agentes bioluminiscentes, nanocristales semiconductores
fluorescentes inorganicos espectralmente resolubles (es decir, puntos cuanticos),
nanoparticulas metalicas (p. ej., oro, plata, cobre, platino y similares),
nanoagrupaciones, iones metalicos paramagnéticos, enzimas (para ejemplos
especificos de enzimas, véase mas adelante), etiquetas colorimétricas (tales como,
por ejemplo, colorantes, oro coloidal y similares), biotina, dioxigenina, haptenos,
anticuerpos y/o proteinas para las que se dispone de antisueros o anticuerpos

monoclonales.
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Nino: Como se utiliza en el presente documento, el término "nifio" se refiere
a un ser humano entre dos y 18 afos. El peso corporal puede variar mucho en
funcion de la edad y de cada nifio, con un intervalo habitual de entre 30 y 150 libras.

Combiterapia: Como se utiliza en el presente documento, el término
"combiterapia" se refiere a aquellas situaciones en las que un sujeto se expone
simultaneamente a dos 0 mas pautas posoldgicas terapéuticas (p. ej., dos o mas
agentes terapéuticos, por ejemplo, una modalidad terapéutica de genoterapia y una
modalidad terapéutica que no es genoterapia). En algunas realizaciones, las dos o
mas pautas posologicas pueden administrarse simultaneamente; en algunas
realizaciones, dichas pautas posoldgicas pueden administrarse secuencialmente (p.
ej., todas las "dosis" de una primera pauta posoldgica se administran antes de la
administracién de cualquier dosis de una segunda pauta posoldgica); en algunas
realizaciones, dichos agentes se administran en pautas posoldgicas que se solapan.
En algunas realizaciones, la "administracion" de la combiterapia puede implicar la
administracién de uno o mas agente(s) o modalidad(es) a un sujeto que recibe el
otro agente(s) o modalidad(es) en la combinacion. Para mayor claridad, la
combiterapia no requiere que los agentes individuales se administren juntos en una
unica composicion (ni siquiera necesariamente al mismo tiempo).

Composicion: Los expertos en la materia apreciaran que el término
"composiciéon", como se utiliza en el presente documento, puede utilizarse para
referirse a una entidad fisica distinta que comprende uno o mas componentes
especificados. En general, a menos que se especifique lo contrario, una
composicién puede tener cualquier forma - p. ej., gas, gel, liquido o sélido.

Determinar. Muchas de las metodologias descritas en el presente
documento incluyen una etapa de "determinacion”. Los expertos en la materia, al
leer la presente memoria descriptiva, comprenderan que dicha "determinacién”
puede utilizar o llevarse a cabo mediante el uso de cualquiera de las diversas
técnicas disponibles para los expertos en la materia, incluidas, por ejemplo, las
técnicas especificas a las que se hace referencia explicita en el presente

documento. En algunas realizaciones, la determinacion implica la manipulacion de
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una muestra fisica. En algunas realizaciones, la determinacion implica el estudio y/o
la manipulacién de datos o informacion, por ejemplo utilizando un ordenador u otra
unidad de procesamiento adaptada para realizar un analisis relevante. En algunas
realizaciones, la determinacion implica recibir informacién y/o materiales relevantes
de una fuente. En algunas realizaciones, la determinacién implica comparar una o
mas caracteristicas de una muestra o entidad con una referencia comparable.

Distal: Como se utiliza en el presente documento, el término "distal" con
respecto a la posicion de un sitio de corte en relacién con un sitio de integracion
diana significa que el sitio de corte y el sitio de integracién diana no son idénticos
y/o no se solapan. En algunas realizaciones, el sitio de corte esta a una distancia
de aproximadamente 2 kB (p. €j., 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb,
700 pb, 800 pb, 900 pb, 1 kB, 1.1 kB, 1.2 kB, 1.3 kB, 1.4 kB, 1.5 kB, 1.6 kB, 1.7 kB,
1.8 kB, 1.9 kB 0 2.0 kB) del sitio de integracion. En algunas realizaciones, el sitio de
corte esta dentro de los limites de los brazos de homologia. Debe entenderse que,
en otras realizaciones, el sitio de corte puede ser idéntico al sitio de integracion
diana o solaparse con éste.

Gen: Como se utiliza en el presente documento, el término "gen" se refiere a
una secuencia de ADN que codifica un producto génico (p. €j., un producto de ARN
y/o un producto polipeptidico). En algunas realizaciones, un gen incluye una
secuencia codificante (p. ej., una secuencia que codifica un producto génico
particular); en algunas realizaciones, un gen incluye una secuencia no codificante.
En algunas realizaciones particulares, un gen puede incluir secuencias tanto
codificantes (p. €j., exdnicas) como no codificantes (p. ej., intronicas). En algunas
realizaciones, un gen puede incluir uno o mas elementos reguladores (p. €j.,
promotores, potenciadores, silenciadores, sefales de terminacion) que, por
ejemplo, pueden controlar o afectar a uno o mas aspectos de la expresion génica
(p. €., expresion especifica de tipo celular, expresién inducible). En algunas
realizaciones, un gen se situa o se encuentra (o tiene una secuencia de nucleétidos
idéntica a la localizada o encontrada) en un genoma (p. €j.,, en o sobre un

cromosoma u otro acido nucleico replicable).
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Producto génico o producto de expresion: Como se utiliza en el presente
documento, la expresién "producto génico" o "producto de expresion" se refiere
generalmente a un ARN transcrito a partir del gen (pre y/o pos-procesamiento) o a
un polipéptido (pre y/o pos-modificacién) codificado por un ARN transcrito a partir
del gen.

Identidad: Como se utiliza en el presente documento, el término "identidad"
se refiere al parentesco global entre moléculas poliméricas, p.ej., entre moléculas
de acido nucleico (p. ej., moléculas de ADN y/o moléculas de ARN) y/o entre
moléculas polipeptidicas. En algunas realizaciones, se considera que las moléculas
poliméricas son "sustancialmente idénticas" entre si si sus secuencias son al menos
idénticas en un 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 %. El calculo del porcentaje de identidad de dos
secuencias de acido nucleico o polipéptido, puede realizarse, por ejemplo,
alineando las dos secuencias con la finalidad de realizar una comparacion 6ptima
(p- €j., pueden introducirse huecos en una o ambas de una primera y una segunda
secuencias para realizar una alineacion optima y las secuencias que no son
idénticas pueden ignorarse con fines de comparacioén). En ciertas realizaciones, la
longitud de una secuencia alineada con fines de comparacion es al menos el 30 %,
al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos
el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o sustancialmente el 100 % de la
longitud de una secuencia de referencia. A continuacién, se comparan los
nucleotidos en las posiciones correspondientes. Cuando una posicion de la primera
secuencia esta ocupada por el mismo resto (p. €j., nucleétido o aminoacido) que la
posicion correspondiente de la segunda secuencia, entonces las moléculas son
idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias
depende del numero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias,
teniendo en cuenta el numero de huecos y la longitud de cada hueco, que es
necesario introducir para una alineacion optima de las dos secuencias. La
comparacion de secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre

dos secuencias pueden lograrse utilizando un algoritmo matematico. Por ejemplo,
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el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleotidos puede determinarse
utilizando el algoritmo de Meyers y Miller (CABIOS, 1989, 4: 11-17), que se ha
incorporado al programa ALIGN (versién 2.0). En algunas realizaciones ilustrativas,
las comparaciones de secuencias de acidos nucleicos realizadas con el programa
ALIGN utilizan una tabla de restos de peso PAM120, una penalizacién de longitud
de hueco de 12 y una penalizacion de hueco de 4. Como alternativa, el porcentaje
de identidad entre dos secuencias de nucledtidos puede determinarse utilizando el
programa GAP del paquete informatico GCG utilizando una matriz
NWSgapdna.CMP.

"Mejorar”, "aumentar”, "inhibir" o "reducir": Como se utiliza en el
presente documento, los términos "mejorar”, "aumentar”, "inhibir", "reducir", o sus
equivalentes gramaticales, indican valores relativos a un valor inicial u otra medicion
de referencia. En algunas realizaciones, una medicion de referencia apropiada
puede ser o comprender una medicién en un sistema particular (p. €j., en un Unico
individuo) en condiciones por lo demas comparables sin presencia de (p. €j., antes
y/o después de) un agente o tratamiento particular, o en presencia de un agente de
referencia comparable apropiado. En algunas realizaciones, una medicién de
referencia apropiada puede ser o comprender una medicion en un sistema
comparable que se sabe o se espera que responda de una manera particular, en
presencia del agente o tratamiento pertinente.

Lactante: Como se utiliza en el presente documento, el término "lactante" se
refiere a un ser humano menor de dos afos. El peso corporal normal de un lactante
varia entre 3 y 20 libras.

Neonato: Como se utiliza en el presente documento, el término "neonato" se
refiere a un ser humano recién nacido.

Acido nucleico: Como se utiliza en el presente documento, en su sentido
mas amplio, se refiere a cualquier compuesto y/o sustancia que se incorpora o
puede incorporarse a una cadena de oligonucledtidos. En algunas realizaciones, un
acido nucleico es un compuesto y/o sustancia que se incorpora o0 puede

incorporarse a una cadena de oligonucleotidos mediante un enlace fosfodiéster.
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Como quedara claro por el contexto, en algunas realizaciones, "acido nucleico" se
refiere a un resto de acido nucleico individual (p. €j., un nucleétido y/o nucledsido);
en algunas realizaciones, "acido nucleico" se refiere a una cadena de
oligonucledtidos que comprende restos de acido nucleico individuales. En algunas
realizaciones, un "acido nucleico" es o comprende ARN; en algunas realizaciones,
un "acido nucleico" es o comprende ADN. En algunas realizaciones, un acido
nucleico es, comprende o consiste en uno o mas restos de acido nucleico natural.
En algunas realizaciones, un acido nucleico es, comprende o consiste en uno o mas
analogos de acido nucleico. En algunas realizaciones, un analogo de acido nucleico
difiere de un acido nucleico en que no utiliza un esqueleto fosfodiéster. En algunas
realizaciones, un acido nucleico es, comprende o consiste en uno o mas
nucledsidos naturales (p. ej., adenosina, timidina, guanosina, citidina, uridina,
desoxiadenosina, desoxitimidina, desoxiguanosina y desoxicitidina). En algunas
realizaciones, un acido nucleico es, comprende o consiste en uno 0 mas analogos
de nucleosido (p. ej., 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina, pirrolo-pirimidina, 3
-metil adenosina, 5-metilcitidina, C-5 propinil-citidina, C-5 propinil-uridina, 2-
aminoadenosina, C5-bromouridina, C5-fluorouridina, C5-yodouridina, C5-propinil-
uridina, C5-propinil-citidina, C5-metilcitidina, 2-aminoadenosina, 7-deazaadenosina,
7-deazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, 0(6)-metilguanina, 2-
tiocitidina, bases metiladas, bases intercaladas y combinaciones de las mismas). En
algunas realizaciones, un acido nucleico tiene una secuencia de nucleotidos que
codifica un producto génico funcional, tal como un ARN o una proteina. En algunas
realizaciones, un &cido nucleico incluye uno o mas intrones. En algunas
realizaciones, los acidos nucleicos se preparan mediante uno o mas de aislamiento
de una fuente natural, sintesis enzimatica por polimerizacion basada en un molde
complementario (in vivo o in vitro), reproduccion en una ceélula o sistema
recombinante, y sintesis quimica. En algunas realizaciones, un acido nucleico tiene
una longitud de al menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 1 10, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 20,
225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 600, 700, 800, 900,
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1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000 o mas restos. En algunas
realizaciones, un acido nucleico es parcial o totalmente monocatenario; en algunas
realizaciones, un acido nucleico es parcial o totalmente bicatenario. En algunas
realizaciones, un acido nucleico tiene una secuencia de nucledtidos que comprende
al menos un elemento que codifica, o es el complemento de una secuencia que
codifica, un polipéptido. En algunas realizaciones, un acido nucleico tiene actividad
enzimatica.

Péptido: Como se utiliza en el presente documento, el término "péptido" o
"polipéptido" se refiere a cualquier cadena polimérica de aminoacidos. En algunas
realizaciones, un péptido tiene una secuencia de aminoacidos que se da en la
naturaleza. En algunas realizaciones, un péptido tiene una secuencia de
aminoacidos que no se da en la naturaleza. En algunas realizaciones, un péptido
tiene una secuencia de aminoacidos que el hombre ha disefiado y/o producido de
manera artificial. En algunas realizaciones, un péptido puede comprender o consistir
en aminoacidos naturales, aminoacidos no naturales, o ambos. En algunas
realizaciones, un péptido puede comprender o consistir unicamente en aminoacidos
naturales o unicamente en aminoacidos no naturales. En algunas realizaciones, un
péptido puede comprender D-aminoacidos, L-aminoacidos, o ambos. En algunas
realizaciones, un péptido puede comprender uUnicamente D-aminoacidos. En
algunas realizaciones, un péptido puede comprender unicamente L-aminoacidos.
En algunas realizaciones, un péptido es lineal. En algunas realizaciones, el término
"péptido" puede anadirse al nombre de un péptido, actividad o estructura de
referencia; en tales casos, se utiliza en el presente documento para referirse a
péptidos que comparten la actividad o estructura relevante y, por tanto, pueden
considerarse miembros de la misma clase o familia de péptidos. Para cada una de
estas clases, la presente memoria descriptiva proporciona peéptidos ilustrativos
dentro de la clase cuyas secuencias de aminoacidos y/o funciones se conocen y/o
los expertos en la materia son conscientes de ello; en algunas realizaciones, dichos
péptidos ilustrativos son péptidos de referencia para la clase o familia de péptidos.

En algunas realizaciones, un miembro de una clase o familia de péptidos muestra
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homologia o identidad de secuencia significativa con, comparte un motivo de
secuencia comun (p. €j., un elemento de secuencia caracteristico) con, y/o comparte
una actividad comun (en algunas realizaciones a un nivel comparable o dentro de
un intervalo designado) con un péptido de referencia de la clase; en algunas
realizaciones con todos los péptidos dentro de la clase). Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un péptido miembro muestra un grado global de homologia o
identidad de secuencia con un péptido de referencia que es de al menos
aproximadamente el 30-40 %, y a menudo es mayor que aproximadamente el 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas y/o
que incluye al menos una regién (p. ej., una regién conservada que, en algunas
realizaciones, puede ser o comprender un elemento de secuencia caracteristico)
que muestra una identidad de secuencia muy alta, a menudo mayor del 90 % o
incluso del 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %. Dicha region conservada suele abarcar
al menos 3-4 y a menudo hasta 20 o mas aminoacidos; en algunas realizaciones,
una region conservada abarca al menos un tramo de al menos 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas aminoacidos contiguos.

Puerto seguro: Como se usa en el presente documento, la expresion "puerto
seguro", "locus de puerto seguro”, "gen de puerto seguro" o "sitio de puerto seguro”
se refiere a una o mas regiones del genoma de un sujeto o célula (p. Ej., genoma
de ratén, genoma humano, genoma animal humanizado, genoma animal quimérico)
que permiten la expresion estable de transgenes integrados sin afectar
negativamente a un sujeto y/o a una célula. En algunas realizaciones, la integracion
en un puerto seguro permite una funcién predecible de los transgenes integrados.
En algunas realizaciones, la integracion en un puerto seguro no causa una
alteracion no intencionada del genoma de un sujeto o célula que suponga un riesgo
para el sujeto o la célula. En algunas realizaciones, los genes de puerto seguro
pueden alterarse sin integracion de transgenes (p. €j., mediante NHEJ, non-
homologous end joining, unién de extremos no homodlogos) sin que afecte

negativamente a un sujeto y/o a una célula (p. ej., sin causar oncogénesis).
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Sujeto: Como se utiliza en el presente documento, el término "sujeto" se
refiere a un organismo, normalmente un mamifero (p. ej., un ser humano, incluyendo
en algunas realizaciones formas humanas prenatales). En algunas realizaciones,
un sujeto padece una enfermedad, trastorno o afeccion relevante. En algunas
realizaciones, un sujeto es susceptible a una enfermedad, trastorno o afeccién. En
algunas realizaciones, un sujeto muestra uno o mas sintomas o caracteristicas de
una enfermedad, trastorno o afeccion. En algunas realizaciones, un sujeto no
muestra ningun sintoma o caracteristica de una enfermedad, trastorno o afeccion.
En algunas realizaciones, un sujeto es alguien con uno o mas rasgos caracteristicos
de susceptibilidad o riesgo de una enfermedad, trastorno o afeccion. En algunas
realizaciones, un sujeto es un paciente. En algunas realizaciones, un sujeto es un
individuo al que se le administra y/o se le ha administrado un diagnéstico y/o una
terapia. En realizaciones preferidas, el sujeto es un ser humano.

Sustancialmente: Como se utiliza en el presente documento, el término
"sustancialmente" se refiere a la condicion cualitativa de presentar una extension o
grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto
familiarizado con el campo de la biologia comprendera que los fendmenos
bioldgicos y quimicos rara vez, si es que alguna vez lo hacen, llegan a finalizar y/o
prosiguen hasta finalizar o alcanzar o evitar un resultado absoluto. Por lo tanto, en
el presente documento, el término "sustancialmente" se utiliza para captar la posible
falta de exhaustividad intrinseca a muchos fendmenos biolégicos y quimicos.

Variante: Como se utiliza en el presente documento en el contexto de
moléculas, p. ej., acidos nucleicos, proteinas o moléculas pequenas, el término
"variante" se refiere a una molécula que muestra identidad estructural significativa
con una molécula de referencia pero difiere estructuralmente de la molécula de
referencia, p. €j., en la presencia o ausencia o en el nivel de una o mas fracciones
quimicas en comparacion con la entidad de referencia. En algunas realizaciones,
una variante también difiere funcionalmente de su molécula de referencia. En
general, el hecho de que una molécula concreta se considere adecuadamente una

"variante" de una molécula de referencia se basa en su grado de identidad
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estructural con la molécula de referencia. Como apreciaran los expertos en la
materia, cualquier molécula de referencia bioldgica o quimica tiene ciertos
elementos estructurales caracteristicos. Una variante, por definicion, es una
molécula distinta que comparte uno o mas de esos elementos estructurales
caracteristicos pero difiere en al menos un aspecto de la molécula de referencia.
Por citar sélo algunos ejemplos, un polipéptido puede tener un elemento de
secuencia caracteristico compuesto por una pluralidad de aminoacidos que tienen
posiciones designadas relativas entre si en el espacio lineal o tridimensional y/o que
contribuyen a un motivo estructural particular y/o a una funcion bioldégica; un acido
nucleico puede tener un elemento de secuencia caracteristico compuesto por una
pluralidad de restos de nucledétidos que tienen posiciones designadas relativas entre
si en el espacio lineal o tridimensional. En algunas realizaciones, un polipéptido o
acido nucleico variante puede diferir de un polipéptido o acido nucleico de referencia
como resultado de una o mas diferencias en la secuencia de aminoacidos o
nucledtidos y/o una o mas diferencias en las fracciones quimicas (p. ej., hidratos de
carbono, lipidos, grupos fosfato) que son componentes del polipéptido o acido
nucleico unidos de manera covalente (p. ej., que estan unidos al esqueleto del
polipéptido o acido nucleico). En algunas realizaciones, un polipéptido o acido
nucleico variante muestra una identidad de secuencia global con un polipéptido o
acido nucleico de referencia que es al menos del 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 % 0 99 %. En algunas realizaciones,
un polipéptido o acido nucleico variante no comparte al menos un elemento de
secuencia caracteristico con un polipéptido o acido nucleico de referencia. En
algunas realizaciones, un polipéptido o acido nucleico de referencia tiene una o mas
actividades bioldgicas. En algunas realizaciones, un polipéptido o acido nucleico
variante comparte una o mas de las actividades bioldgicas del polipéptido o acido
nucleico de referencia. En algunas realizaciones, un polipéptido o acido nucleico
variante carece de una o mas de las actividades biolégicas del polipéptido o acido
nucleico de referencia. En algunas realizaciones, un polipéptido o acido nucleico

variante muestra un nivel reducido de una o mas actividades biolégicas en
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comparacion con el polipéptido o acido nucleico de referencia. En algunas
realizaciones, se considera que un polipéptido o acido nucleico de interés es una
"variante" de un polipéptido o acido nucleico de referencia si tiene una secuencia de
aminoacidos o nucleétidos idéntica a la de la referencia pero con un pequefo
numero de alteraciones de secuencia en posiciones concretas. Normalmente,
menos de aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente
el 10 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el
7 %, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 3 % o aproximadamente el 2 % de los restos de una variante
estan sustituidos, insertados o delecionados, en comparacion con la referencia. En
algunas realizaciones, un polipéptido o &acido nucleico variante comprende
aproximadamente 10, aproximadamente 9, aproximadamente 8, aproximadamente
7, aproximadamente 6, aproximadamente 5, aproximadamente 4, aproximadamente
3, aproximadamente 2 o aproximadamente 1 resto sustituido en comparacion con
una referencia apropiada. A menudo, un polipéptido o acido nucleico variante
comprende un numero muy pequefio (p. ej., menos de aproximadamente 5,
aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2 o aproximadamente
1) de restos funcionales sustituidos, insertados o delecionados (es decir, restos que
participan en una actividad biologica particular) en relacién con la referencia. En
algunas realizaciones, un polipéptido o acido nucleico variante comprende no mas
de aproximadamente 5, aproximadamente 4, aproximadamente 3,
aproximadamente 2 o aproximadamente 1 adicion o delecion, y, en algunas
realizaciones, no comprende adiciones o deleciones, en comparacién con la
referencia. En algunas realizaciones, un polipéptido o acido nucleico variante
comprende menos de aproximadamente 25, aproximadamente 20,
aproximadamente 19, aproximadamente 18, aproximadamente 17,
aproximadamente 16, aproximadamente 15, aproximadamente 14,
aproximadamente 13, aproximadamente 10, aproximadamente 9,
aproximadamente 8, aproximadamente 7, aproximadamente 6, y comunmente

menos de aproximadamente 5, aproximadamente 4, aproximadamente 3 o
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aproximadamente 2 adiciones o deleciones en comparacion con la referencia. En
algunas realizaciones, un polipéptido o acido nucleico de referencia es uno que se
encuentra en la naturaleza. En algunas realizaciones, un polipéptido o acido
nucleico de referencia es un polipéptido o acido nucleico humano.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1A muestra un diagrama ilustrativo de posibles sitios de corte, por
ejemplo, mediante una o0 mas nucleasas, en el gen de la albumina (ALB) humana.
La FIG. 1B muestra la secuencia de la ALB humana alrededor del codon
FINALIZADOR en el exdon 14, indicando la secuencia subrayada una region
ilustrativa del corte diana.

La FIG. 2A muestra que una rotura bicatenaria (DSB, double-strand break)
inducida en el intron 14 del gen de la ALB humana mejoré la eficacia de integracion.
La FIG. 2B muestra que una DSB inducida en el intron 13 del gen de la ALB humana
también mejoro la eficacia de integracién. La FIG. 2C muestra el grado de mejora
de la eficacia de integracidn en relacion con la ubicacion de la DSB introducida en
varios lugares del intrén 13 o intron 14 del gen de la ALB. La FIG. 2D muestra una
imagen de fluorescencia representativa que muestra que la proteina Cas9 junto con
el ARN guia puede aumentar las células positivas a GFP (green fluorescent protein,
proteina verde fluorescente). La FIG. 2E muestra que una DSB inducida en el intrén
13 y/o 14 de la ALB humana mejord la eficacia de integracién (medida como
porcentaje de células positivas a GFP). La FIG. 2F muestra que una DSB inducida
en el intron 13 y/o 14 de la ALB humana mejoro la eficacia de integracién (medida
como niveles ARNm fusionado).

La FIG. 3A muestra imagenes de fluorescencia representativas que muestran
que el uso adecuado de Cas9 y de ARN guia puede aumentar la eficacia de
integracion. La FIG. 3B muestra diferentes proporciones entre ARNm de Cas9 y
ARNg v la eficacia de integracion (medida como porcentaje de células positivas a
GFP).

La FIG. 4A muestra un esquema de una construccion GENERIDE ™ antes de
la integracion (AAV) y después de la integracion mediada por HR en el genoma en
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un locus diana (p. €j., Albumina). La FIG. 4B muestra que las alineaciones de
homologia mas largas pueden predecir una mayor eficacia de integracién (medida
como nivel de ARNm fusionado). La FIG. 4C muestra que las alineaciones de
homologia mas largas pueden predecir una mayor eficacia de integracién (medida
como porcentaje de células positivas a GFP).

La FIG. 5A muestra que una variedad de Cas9 (p. ej., HF1-Cas9, HF2-Cas9)
puede mejorar la integracion especifica. La FIG. 5B muestra que una version de alta
fidelidad (HiFi, high-fidelity) de Cas9 (p. ej., HiFi-Cas9), puede mejorar la integracion
especifica.

La FIG. 6 muestra que Cas9 de Staphylococcus aureus (saCas9) puede
mejorar la integracién del vector GENERIDE™ humano.

La FIG. 7 muestra un plasmido ilustrativo disefiado para expresar saCas9 y
un ARNg (panel superior). Cuando el plasmido se empaqueta en un AAV puede
mejorar la integracién después de la transfeccion (panel inferior).

La FIG. 8 muestra imagenes de fluorescencia representativas que muestran
que el uso de Cas9 y de ARN guia adecuados puede aumentar la eficacia de
integracion.

La FIG. 9A muestra que una DSB inducida en el intron 13 y/o 14 de la ALB
humana mejor6 la eficacia de integracion (medida como porcentaje de células
positivas a GFP). La FIG. 9B muestra que una DSB inducida en el intrén 13 y/o 14
de la ALB humana mejoro la eficacia de integracion (medida como niveles de ARNm
fusionado).

La FIG. 10 muestra la evaluacion de biomarcadores de GENERIDE™ 3
semanas después de la administracion in-vivo de GENERIDE™, Cas9 y ARN guia
apropiados. D, dia de la administracion de LNP en relacidon con la administracion de
AAV.

La FIG. 11 muestra imagenes que representan que la administracion in vivo
de Cas9 y de ARN guia apropiados puede aumentar la eficacia de integracion.

La FIG. 12 muestra los resultados de un experimento en el que se
administraron construcciones de GENERIDE™ (GR-hATP7B o GR-GFP) solas o
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junto con Cas9, con un control sin tratamiento previo. La construccion GR-hATP7b
incluia brazos de homologia de distintos tamarios (0.4/0.8 kB; 0.8/0.4 kB o 0.6/0.6
kB), mientras que la GR-GFP tenia brazos de homologia de 1.0/1.0 kB. GOlI, gen
de interés (gene of interest). La FIG. 12 muestra una serie de graficos que miden
los niveles de ARNm fusionado (copias/20 mg) (panel izquierdo) y ARNm fusionado
normalizado (norm. a 0.6/0.6 GR-hATP7B) (panel derecho). GR-GFP tenia un valor
inicial mas alto, lo que, sin querer ligarse a ninguna teoria en particular, puede
deberse a brazos de homologia mas largos o a un GOl mas pequefio.

La FIG. 13 muestra los resultados de un experimento en el que el factor de
aumento del ARNm fusionado entre los GOl se midi6 como ARNm fusionado
normalizado (norm. a GR solamente) en las construcciones indicadas. El nivel de
ARNm fusionado es una medida de la eficacia de integracion.

La FIG. 14 muestra los resultados de un experimento en el que se administro
una construccion de GENERIDE™ (GR-hAAT) a células HepG2 humanas sola o
junto con ARNm de spCas9, con un control sin tratamiento previo y H20. La FIG. 14
muestra un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado (copias/100 ng). El
ARNmM de spCas9 aumento la eficacia de integracion de GR-hAAT.

Las FIGS. 15A y 15B muestran los resultados de un experimento en el que
se midio la eficacia de integracion de plasmidos de tipo silvestre (WT, wild type)
frente a plasmidos mutantes, en formato circular o lineal con o sin Cas9. Los
plasmidos tenian sitios de corte de enzimas de restriccion para linealizar el
plasmido, y las mutaciones de PAM pueden mejorar aun mas la integracion. La FIG.
15A muestra un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado (copias/100 ng)
en presencia o ausencia de Cas9 de plasmidos de WT y mutantes, en formato
circular y lineal, con un control sin tratamiento previo (panel izquierdo). La FIG. 15B
muestra un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado en presencia de Cas9
(norm. a C-WT+Cas9) de plasmidos de WT y mutantes, tanto en formato circular
como lineal (panel derecho).

Las FIGS. 16A y 16B muestran los resultados de un experimento en el que

se midio la eficacia de edicion (Editing _efficiency), el porcentaje de lecturas con
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integracion de donante mediante HDR (homology-directed repair, reparacion
dirigida por homologia) (KI_HDR) y el porcentaje de lecturas con integracion de
donante mediante NHEJ en orientacion directa (forward, Fw) o inversa (reverse, Rv)
(NHEJ_Fw+RVv) globales, después de la transfeccion con ARNm de Nucleasa de AZ
(FIG. 16A) o SpCas9 (FIG. 16B) de diferentes proporciones entre donante y ARNg
respectivamente. Las flechas indican solapamiento de los ARNg para SpCas9 y
Nucleasa de AZ; los asteriscos indican los ARNg con el mayor KI-HDR para la
Nucleasa de AZ.

Las FIGS. 17A y 17B muestran los resultados de un experimento en el que
se midio la eficacia de integracion del transgén para diferentes ARNg humanos en
células HEPG2. La FIG. 17A muestra un grafico que mide los niveles de ARNm
fusionado (copias/2.5 ng) en presencia de spCas9 en células HEPG2, con un control
de GR solo (PD128). La FIG. 17B muestra un grafico que mide los niveles de ARNm
fusionado normalizados (norm. a vt solamente) en presencia de spCas9 en células
HEPG2, con un control de GR solo (PD128).

Las FIGS. 18A y 18B muestran los resultados de un experimento en el que
se evaluo el efecto de la ubicacion del corte (es decir, del corte dentro del brazo de
homologia (HA, homology arm) de GR, en el que los segmentos del HA donante en
3'y 5' del sitio de corte participan en la HDR; en otras palabras, el sitio de DSB se
encuentra dentro de los limites del brazo de homologia, frente al corte fuera del
brazo de homologia de GR, en el que solo un extremo puede experimentar HDR)
para spCas9 en células humanas. La FIG. 18A muestra un grafico en donde se
comparan los niveles de ARNm fusionado (norm.) cuando el corte se realiza fuera
del HA (1 brazo) frente a cuando el corte se realiza dentro del HA (2 brazos); el corte
dentro del HA dio como resultado una eficacia de integracion significativamente mas
alta para spCas9. La FIG. 18B muestra un grafico que mide los niveles de ARNm
fusionado (norm.) en funcién de la longitud alineada (intrén 12 y 13) cuando el corte
se realiza fuera del HA y dentro del HA.

Las FIGS. 19A-19C muestran los resultados de un experimento en el que se
midio la eficacia de integracion del transgén de GENERIDE™ con la Nucleasa de
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AZ Cas9 para diferentes ARNg humanos en células HEPG2. La FIG. 19A muestra
un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado (copias/2.5 ng) en presencia de
GR-mut y Nucleasa de AZ Cas9 en células HEPGZ2, con un control PD128. La FIG.
19B muestra un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado (copias/2.5 ng) en
presencia de GR-GFP y Nucleasa de AZ Cas9 en células HEPG2, con un control
sin tratamiento previo y un control de GR solo (vt-0290). La FIG. 19C muestra un
grafico que mide los niveles de ARNm fusionado (copias/2.5 ng) en presencia de
GR-ATP7B y Nucleasa de AZ Cas9 en células HEPG2, con un control sin
tratamiento previo y un control de GR solo (vt-235).

Las FIGS. 20A y 20B muestran los resultados de un experimento que mide
la eficacia de la integracion de GENERIDE™ con Nucleasa de AZ Cas9 al cortar
dentro del brazo de homologia, HA, frente a fuera del HA en células HEPG2. La
FIG. 20A muestra un grafico en donde se comparan los niveles de ARNm fusionado
(norm. a vt unicamente) cuando el corte se realiza fuera del HA (1 brazo) frente a
cuando el corte se realiza dentro del HA (2 brazos) (panel izquierdo). La FIG. 20B
muestra un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado (norm.) en funcion de
la longitud alineada (intréon 12 y 13) cuando el corte se realiza fuera del HA y dentro
del HA (panel derecho).

La FIG. 21 muestra los resultados de un experimento en el que se midio la
eficacia de edicion (Editing _efficiency), el porcentaje de lecturas con integracion de
donante mediante HDR (KI_HDR) y el porcentaje de lecturas con integraciéon de
donante mediante NHEJ en orientacion directa o inversa (NHEJ_Fw+Rv) globales,
después de la transfeccion con ARNm de Nucleasa de AZ de diferentes
proporciones entre donante y ARNg respectivamente. La FIG. 21 muestra una serie
de graficos en los que se midio la eficacia de edicion (%) (panel superior), la KI_HDR
(%) (panel central) y la NHEJ_Fw (forward, directa) +Rv (reverse, inversa) (%)
(panel inferior), después de la transfeccion con ARNm de Nucleasa de AZ de los
ARNg y donantes indicados (Sin donante, ADNmc o ADNbc) en células HEPG2. La
media de KI_HDR (%) fue mayor para el ADNmc (monocatenario) que para el
ADNDc (bicatenario) y viceversa en el caso de NHEJ_Fw+Rv (%). Las flechas
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indican solapamiento de los ARNg para SpCas9 y Nucleasa de AZ; los asteriscos
indican los ARNg con el mayor KI-HDR para la Nucleasa de AZ.

Las FIGS. 22A-22E muestran resultados de experimentos realizados para
optimizar una estrategia de dosificacion de GENERIDE™ y de la nanoparticula
lipidica (LNP) GenVoy-ILM (lonizable Lipid Mix, mezcla lipidica ionizable) en células
hepaticas, para confirmar el suministro de Cas9 por la LNP GenVoy-ILM, vy
determinar la cronologia de los componentes para la integracion maxima. A
diferentes grupos de ratones se les administraron diferentes combinaciones de GR
(3e13 vg/kg) solo, GR (3e13 vg/kg) junto con Cas9 (1 mg/kg) después de 1,3 07
dias, o solo LNP que contenia Cas9 + ARNg (1 mg/kg). El vector de la herramienta
GENERIDE™ que se utilizé fue DJ-GFP (LB-Vt-0298-001). La FIG. 22A muestra
imagenes de inmunohistoquimica (IHQ) de células hepaticas que detectan Cas9-
Flag (Cas9 con etiqueta Flag), que confirman la expresion de Cas9 después del
suministro de la LNP (nanoparticula lipidica) que contenia Cas9, con un control de
tipo silvestre (WT) sin tratamiento previo. La FIG. 22B muestra una serie de graficos
que miden los niveles de ALB-2A (ug/ml) hasta 6 semanas después de la
dosificacion de LNP (panel izquierdo) y que miden los niveles de ALB-2A (ug/ml) a
las 3 semanas después de la dosificacion de LNP (panel derecho) para GR
dosificado con LNP en diferentes puntos temporales (D1, D3 y D7), con un control
de GR unicamente. La FIG. 22C muestra una imagen IHQ de hepatocitos que
confirma una mejor integracion en GR2.0 (Cas9) después del suministro de GR
(3e13) + LNP (1 mg/kg) que contenia Cas9. Para este experimento, ratones FvB/NJ
recibieron dosis de 3e13 vk de GR-GFP (1.0/1.0) y después, el Dia 1, de LNP-Cas9
GenVoy-ILM a 1 mg/kg. La FIG. 22D muestra un grafico de barras que mide los
niveles de ALB-2A (ug/ml) 1 semana después de la administracion para confirmar
la potencia de la LNP almacenada cuando la LNP se ha almacenado durante 1 0 2
meses. La FIG. 22E muestra una serie de graficos que cuantifican la frecuencia de
indel (insercidn/delecion) mediante un ensayo TIDE de D4-1 (panel superior) y D4-

2 (panel inferior).
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Las FIGS. 23A-23F muestran los resultados de experimentos realizados para
evaluar el ARN de Integrated DNA Technologies (IDT) para garantizar la viabilidad
con la LNP de AstraZeneca (AZ). El donante GR-HDR utilizado fue DJ-mHA
(1.0/1.0) GFP-LB-Vt-0298-001 y la LNP utilizada fue la LNP AZ. Se administraron 5
combinaciones diferentes a distintos grupos de ratones de WT: Unicamente GR WT,
GR WT + LNP N:P=3 (Co-formulacién) escalonado el D1, GR WT + LNP N:P=6 (Co-
formulacién) escalonado el D1, GR WT + LNP N:P=6 (Formulacion por separado
(Sep.)) escalonado el D1 y GR WT + LNP N:P=6 (Co-formulacién) escalonado en
H4. La FIG. 23A muestra los resultados de un experimento realizado para medir los
niveles de ALB-2A (ug/ml) hasta 3 semanas después de la dosificacion de LNP en
las 5 combinaciones diferentes enumeradas anteriormente, con el GR unicamente
como control. La FIG. 23B es un grafico de barras que mide las copias de ARNm
fusionado/100 ng de ARN de las 5 combinaciones diferentes administradas, con el
GR unicamente como control. La FIG. 23C es un conjunto de imagenes de IHQ,
realizandose la IHQ para etiquetar y medir células GFP+ después de la
administracion de las 5 combinaciones enumeradas anteriormente. La FIG. 23D es
un grafico de barras que mide el % de células positivas a GFP después de la
administracion de las 5 combinaciones enumeradas anteriormente. La FIG. 23E es
un grafico de barras que mide los niveles de ALB-2A (ug/ml) después de la
administracién de las 5 combinaciones enumeradas anteriormente. La FIG. 23F
muestra los niveles de ALB-2A (ug/ml) en funcion del % de células positivas a GFP
después de la administracion de las 5 combinaciones enumeradas.

Las FIGS. 24A y 24B muestran resultados de experimentos realizados para
optimizar un calendario de tratamiento, en los que las células se trataron de acuerdo
con 2 protocolos diferentes para determinar cual era mejor para mejorar la
integracion. La FIG. 24A muestra los resultados de experimentos en los que las
células se trataron con GR el mismo dia que la transfeccion de ARNm (protocolo
original). La siembra se realizd el DO seguido de la transfeccion de ARNm de la
nucleasa junto con el tratamiento GR-GFP el D1y la recogida se realiz6 el D4 (panel
superior). La FIG. 24A muestra un grafico de barras que mide el % de células HA+



10

15

20

25

30

40

(positivas a hemaglutinina) de las 4 combinaciones diferentes administradas: sin
tratamiento previo (control), GR-GFP, GR-GFP + Cas9, y s6lo ARNm (panel inferior
izquierdo) y otro grafico de barras que mide el % de células HA+ (norm.) de las
mismas 4 combinaciones administradas (panel inferior derecho). La FIG. 24B
muestra los resultados de experimentos en los que las células se trataron con GR
el dia después de la transfeccion de ARNm. La siembra se realiz6 el DO, seguido
de la transfeccion del ARNm de la nucleasa el D1, seguido del tratamiento con GR-
GFP el D2y, por ultimo, la recogida se realiz6 el D5 (panel superior). La FIG. 24B
muestra un grafico de barras que mide el % de células HA+ de las 4 combinaciones
diferentes administradas: sin tratamiento previo (control), GR-GFP, GR-GFP +
Cas9, y s6lo ARNm (panel inferior izquierdo) y otro grafico de barras que mide el %
de células HA+ (norm.) de las mismas 4 combinaciones administradas (panel
inferior derecho).

La FIG. 25 muestra los resultados de experimentos realizados para comparar
la eficacia de transfeccién de diferentes reactivos mediante inmunofluorescencia.
La FIG. 25 muestra 4 imagenes de inmunofluorescencia (panel superior izquierdo)
que prueban la eficacia de transfeccion de Lipofectamine™ 3000 para la
transfeccion de mCherry y eGFP, con un canal DAPI y una imagen fusionada de
eGFP-mCherry y 4 imagenes de inmunofluorescencia (panel superior derecho) que
prueban la eficacia de transfeccién de MessengerMax™ para la transfeccién de
mCherry y eGFP, con un canal DAPI y una imagen fusionada de eGFP-mCherry.
La FIG. 25 también muestra graficos de barras que miden el % de eficacia de
transfeccion para eGFP y mCherry tanto para Lipofectamine™ 3000 como para
MessengerMax™, paneles inferior izquierdo e inferior derecho, respectivamente.

La FIG. 26 muestra los resultados de experimentos realizados para medir la
cantidad de expresion de proteina (% de células HA+) al utilizar ARNm de Cas9
junto con MessengerMax™ como reactivo de transfeccién. La siembra se realizo el
DO, seguido de la transfeccion del ARNm de la nucleasa el D1, seguido del
tratamiento con GR-GFP el D2 y, por ultimo, la recogida se realizé el D5 (panel
superior). La FIG. 26 muestra un grafico de barras que mide el % de células HA+
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de las 8 combinaciones diferentes administradas: sin tratamiento previo (control),
ARNmM solo, Vehiculo + GR-GFP + ARNm de Cas9, Vehiculo + ODNbc + GR-GFP
+ ARNm de Cas9, ARNg n.° 2 + GR-GFP + ARNm de Cas9, ARNg n.° 2 + ODNbc
+ GR-GFP + ARNm de Cas9, ARNg n. °10 + GR-GFP + ARNm de Cas9, y ARNg
n.° 10 + ODNbc + GR-GFP + ARNm de Cas9 (panel inferior izquierdo), un grafico
de barras que mide el % de células HA+ (norm.) de las mismas 8 combinaciones
administradas (panel inferior central), y otro grafico de barras que mide el recuento
de células/imagen de las mismas 8 combinaciones administradas (panel inferior
derecho).
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Genoterapia

Las genoterapias alteran el perfil de expresion génica de las células de un
paciente mediante transferencia génica, un proceso de suministro de un gen
terapéutico exdgeno, denominado transgén. Se conocen varios vehiculos de
suministro que se utilizan como vectores para transportar transgenes al nucleo de
una célula para alterar o aumentar las capacidades de una célula (p. €j., proteoma,
funcionalidad y similares). Los inventores han logrado grandes avances en la
introduccidn de genes en células de tejidos como el higado, la retina del ojo y las
células hematopoyéticas de la médula 6sea utilizando diversos vectores. En algunos
casos, estas estrategias han dado lugar a terapias aprobadas y, en otros, han
mostrado resultados muy prometedores en ensayos clinicos.

Existen multiples estrategias de genoterapia. En la genoterapia convencional
con AAV (también descrita en el presente documento como genoterapia tradicional
o convencional), se introduce un transgén en el nucleo de una célula hospedadora
pero no se pretende que se integre en el ADN cromosdmico. El transgén se expresa
a partir de un elemento genético no integrado denominado episoma que existe en
el interior del nucleo. Un segundo tipo de genoterapia emplea el uso de un tipo de
virus diferente, tal como un lentivirus, que se por si solo se inserta, junto con el

transgeén, en el ADN cromosomico pero en sitios arbitrarios.
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La expresion episomal de un gen debe dirigirla un promotor exdégeno, lo que
conduce a la produccion de una proteina que corrige o0 mejora el estado de la
enfermedad.

Limitaciones de las genoterapias conocidas hasta ahora

En el caso de la genoterapia basada en la expresién episomal, cuando las
células se dividen durante el proceso de crecimiento o regeneracion tisular, los
beneficios de la terapia suelen disminuir porque los transgenes no estaban
destinados a integrarse en un cromosoma hospedador y no se replican durante la
division celular. Por tanto, cada nueva generacion de células reduce aun mas la
proporcion de células que expresan el transgeén en el tejido diana, lo que conduce a
la reduccién o eliminacion del beneficio terapéutico con el tiempo.

Aunque el uso de algunas genoterapias que utilizan la insercién mediada por
virus tiene el potencial de proporcionar beneficios a largo plazo porque el gen se
inserta en el cromosoma hospedador, no hay capacidad de controlar donde se
inserta el gen, lo que presenta el riesgo de alterar un gen esencial o de insertarlo en
un lugar que pueda promover efectos no deseados tales como la formacion de
tumores. Por este motivo, estas estrategias de genoterapia integradora se limitan
principalmente a estrategias ex vivo, donde las células se tratan fuera del
organismo, se comprueba si la integracion es satisfactoria y, a continuacién, se
trasplantan a un sujeto.

Una caracteristica comun de muchas estrategias de genoterapia utilizadas
anteriormente es que se introduce un transgén en las células junto con un promotor
exdgeno. Los promotores son necesarios para iniciar la transcripcion y amplificacion
del ADN a ARN mensajero, o ARNm, que finalmente se traducira en proteinas. La
expresion de altos niveles de proteinas terapéuticas a partir de un transgén
mediante métodos de genoterapia anteriores requeria promotores fuertes y
disefiados. Aunque estos promotores eran un componente necesario de los
anteriores sistemas de genoterapia para producir la expresidén de proteinas, los
estudios realizados en modelos animales han demostrado que la integracion

inespecifica de vectores de genoterapia puede dar lugar a un aumento significativo
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del desarrollo de tumores. La fuerza del promotor puede desempefiar un papel
crucial en el aumento del desarrollo de estos tumores utilizando métodos de
genoterapia anteriores. Por tanto, los intentos de dirigir altos niveles de expresion
con promotores fuertes y exdgenos pueden tener consecuencias nocivas a largo
plazo.

A. Reescritura genémica

La reescritura gendmica se utiliza normalmente para referirse a la delecion,
alteracién o aumento de genes mediante la introduccién de roturas en el ADN de
las células utilizando mecanismos de reescritura gendmica suministrados
exdogenamente. La eficacia de muchas de las estrategias actuales de reescritura
gendmica se ha visto limitada por las elevadas tasas de modificaciones
inespecificas no deseadas y por baja eficacia de la correccion génica, que en parte
se debe a que la célula intenta reparar rapidamente las roturas de ADN introducidas.
Muchas técnicas de reescritura gendmica se centran en desactivar un gen
disfuncional o en corregir u omitir mutaciones nocivas individuales dentro de un gen.
Estas estrategias anteriores a menudo no tratan o previenen suficientemente las
enfermedades genéticas debido a la cantidad de mutaciones posibles en un gen, en
comparacion con un método que comprende la insercidon de un gen corrector
completo.

A diferencia de las estrategias de genoterapia que recurren a la expresion
episomal, la reescritura gendmica permite que una region genética reparada se
propague a nuevas generaciones de células a través de la divisién celular normal.
Ademas, una proteina deseada puede expresarse utilizando la propia maquinaria
reguladora de una célula. Las estrategias tradicionales de reescritura genémica se
basan en nucleasas y emplean enzimas nucleasas para introducir una rotura mono-
o bicatenaria en el ADN en un sitio de corte especifico para provocar una delecion,
realizar una alteracion o aplicar una secuencia correctora. Estos métodos estan
disefiados para proporcionar reescritura genémica (p. ej., delecion, alteracion,

insercion de secuencia correctora, y similares) en la ubicacion de un sitio de corte.
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Una vez que las nucleasas han cortado el ADN, las técnicas tradicionales de
reescritura gendomica modifican el ADN utilizando dos vias: la reparacion dirigida por
homologia (HDR) y la unidon de extremos no homologos (NHEJ). La HDR en estos
meétodos anteriores implica una incorporacion muy exacta de secuencias de ADN
complementarias a un sitio de integracion, que se encuentra en la misma ubicacion
que el sitio de corte. La HDR tiene ventajas clave, ya que puede reparar el ADN con
alta fidelidad y evita la introduccion de mutaciones no deseadas en un sitio de
integracion. La NHEJ es un proceso menos selectivo y mas propenso a errores que
une rapidamente los extremos del ADN roto, lo que da lugar a una alta frecuencia
de inserciones o deleciones en un sitio de corte.

1. Reescritura genémica tradicional basada en nucleasas

La reescritura gendmica basada en nucleasas utiliza nucleasas, que son
enzimas enddgenas o disefiadas que producen roturas mono- o bicatenarias en el
ADN en un sitio de corte. La reescritura gendmica basada en nucleasas es un
proceso de dos etapas. En primer lugar, una nucleasa exégena, que es capaz de
cortar una o ambas cadenas de ADN bicatenario, se dirige a un sitio deseado (p.
ej., mediante el uso de un ARN guia, restos especificos del sitio dentro de la
nucleasa, y similares) y realiza un corte especifico en un sitio de corte. A
continuacion, la maquinaria celular endégena de reparacion del ADN se activa y
finaliza el proceso de reescritura mediante NHEJ o, con menor frecuencia, mediante
HDR.

La NHEJ puede producirse sin molde de ADN para que una célula copie
mientras repara un corte de ADN. Aunque las tasas de NHEJ en comparacion con
otros mecanismos de reparacion (p. ej., HDR) dependen de la especie, en ausencia
de compuestos exdégenos (p. €j., secuencia de molde de reparacion, enzimas y
similares) las células suelen emplear NHEJ preferentemente para reparar roturas
bicatenarias. La reescritura gendmica mediante NHEJ puede utilizarse para
introducir pequenas inserciones o deleciones, conocidas como indeles, que pueden
dar lugar a una desactivacion o reduccion de la funcién génica. La NHEJ crea
inserciones y deleciones en el ADN debido a su modo de reparacion y también
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puede dar lugar a la introduccion de mutaciones inespecificas, no deseadas,
incluyendo aberraciones cromosomicas.

La HDR mediada por nucleasas se produce suministrando una nucleasa y un
molde de ADN con complementariedad parcial o total con respecto a un sitio de
integracion diana. En métodos anteriores, el sitio de integracion y el sitio de corte
coincidian o se solapaban. Las células emplean el molde de ADN para construir
ADN reparador, lo que da lugar a la insercion de una secuencia genética corregida
y/o alternativa.

La reescritura gendmica tradicional (también descrita en el presente
documento como reescritura gendmica convencional) ha empleado frecuentemente
tres clases diferentes de nucleasas para las estrategias basadas en nucleasas:
Nucleasas efectoras similares a activadores de la transcripcién (TALEN), nucleasas
asociadas a repeticiones palindromicas cortas regularmente interespaciadas
agrupadas (CRISPR/Cas) y nucleasas de dedos de zinc (ZFN).

2. Limitaciones de la reescritura genémica tradicional basada en
nucleasas

Las anteriores estrategias de reescritura gendmica basadas en nucleasas
estaban limitadas al uso de enzimas nucleasas para producir el solapamiento de
sitios de corte y de sitios de integracion. Ademas, estos métodos tradicionales
dependian de promotores exdgenos para la expresion del transgén.

Las nucleasas pueden producir mutaciones especificas e inespecificas.
Una de las principales preocupaciones a la hora de implementar estrategias de
reescritura gendmica basadas en nucleasas, es la frecuencia relativamente alta de
efectos inespecificos. Las tecnologias de reescritura genémica anteriores podian
provocar genotoxicidad, incluidas alteraciones cromosdémicas, debido al proceso de
NHEJ, propenso a errores, 0 a la interrupcion de la expresion de genes naturales al

dirigirse a los exones.
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Plataforma tecnolégica GENERIDE™

3. Caracteristicas GENERIDE™

GENERIDE™ es una novedosa tecnologia de reescritura gendémica (genome
editing) basada en AAV que inserta con precision un transgén terapéutico en un
genoma celular mediante recombinacion homologa. GENERIDE™ proporciona una
expresion transgénica duradera independientemente de la proliferaciéon celular y del
crecimiento tisular, y las células corregidas con GENERIDE™ muestran una
ampliacion selectiva dentro de los tejidos afectados por una enfermedad (p. ej.,
ampliacion selectiva de hepatocitos en un higado de un sujeto enfermo). Sin querer
estar limitado por ninguna teoria en particular, se contempla que GENERIDE™ es
una tecnologia de reescritura gendmica que aprovecha la recombinacién homéloga
(HR, homologous recombination), que es un proceso de HDR (homology-directed
repair, reparacion dirigida por homologia) natural que conserva la fidelidad del
genoma. En algunas realizaciones, GENERIDE™ permite la inserciéon de
transgenes en localizaciones gendmicas diana especificas (p. ej., mediante HR) sin
nucleasas exogenas. En algunas realizaciones, GENERIDE™ permite la insercidon
de transgenes en localizaciones gendmicas diana especificas (p. ej., mediante HR)
junto con una o0 mas nucleasas exogenas. La integracion de transgenes dirigida por
GENERIDE™ esta disefiada para aprovechar promotores endégenos en un sitio de
integracion diana para conducir altos niveles de expresion de genes especificos de
tejido, sin producir problemas perjudiciales asociados al uso de promotores
exogenos en la genoterapia tradicional.

4. Ventajas de la Tecnologia GENERIDE™

La tecnologia GENERIDE™ esta disefiada para integrar con precision genes
correctores en el genoma de un paciente para proporcionar un efecto terapéutico
estable y duradero. Entre otras cosas, GENERIDE™ se puede aplicar al
direccionamiento de trastornos poco frecuentes (p. €j.,, trastornos del higado, SNC,
musculo, sangre y similares) en pacientes pediatricos donde es critico proporcionar
tratamiento temprano en la vida de un paciente antes de que pueda producirse una

patologia irreversible de la enfermedad.
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En algunas realizaciones, la tecnologia GENERIDE™ proporciona mejoras
sobre determinadas limitaciones clave tanto de la genoterapia tradicional como de
las estrategias de reescritura gendmica convencionales de una manera que esta
bien posicionada para tratar enfermedades genéticas (p. ej., enfermedades
genéticas en pacientes pediatricos). En algunas realizaciones, GENERIDE™ utiliza
un vector de AAV para suministrar un transgén en el nucleo de una célula, seguido
de la insercidén del transgén en un sitio de integracion diana dentro del genoma
celular, donde la expresion del transgén esta regulada por uno o mas promotores
endégenos. En algunas realizaciones, GENERIDE™ puede permitir la produccion
de proteinas de por vida, incluso cuando el organismo crece y cambia con el tiempo,
lo cual no es factible con la genoterapia de AAV convencional.

Entre otras cosas, la tecnologia GENERIDE™ también puede proporcionar
mejoras sorprendentes e inesperadas cuando se combina con nucleasas diana. En
algunas realizaciones, GENERIDE™ se combina con una o mas nucleasas dirigidas
a un sitio de corte particular en el genoma celular, en donde el sitio de corte es distal
con respecto al sitio de integracion diana (p. €j., el sitio de corte y el sitio de
integracion diana no son idénticos y/o no se solapan). Como se demuestra en el
presente documento, el uso de dichas nucleasas diana junto con componentes
GENERIDE™ adicionales puede producir tasas de integracion y/o eficacia de genes
transgénicos mejoradas (p. ej., niveles mejorados de ADN modificado, ARNm
modificado, y/o expresion de proteinas). En particular, pueden disefiarse nucleasas
diana (p. €j., en solitario o junto con una molécula de direccionamiento, incluyendo
pero sin limitaciéon a un ARN guia) para introducir una rotura monocatenaria o
bicatenaria en un sitio de corte en una secuencia de ADN, en donde el sitio de corte
es distal con respecto al sitio de integracion diana. Aunque se ha demostrado que
la introduccion de un sitio de corte distal con respecto a un sitio diana para la
integracion de transgenes puede proporcionar mejoras en ratones (véase, Caneva
et al, JCI Insight, 2019), se demostré que estas mejoras dependen en gran medida
de la ubicacion exacta de un sitio de corte. Por ejemplo, Caneva demostré que el
corte dentro del intron 14 flanqueante de la albumina de ratdn producia mejoras
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notables en la eficacia de corte y HDR en comparacién con los niveles limitados de
integracion cuando el sitio de corte se introducia en el intrén 13 de la albumina de
raton (Figura S1 de Caneva). Aunque Caneva demostro que determinados sitios de
corte de "puntos calientes" distales con respecto a un sitio de integracion podrian
aumentar posiblemente la eficacia de la HDR y la integracion del transgén, no se
demostrd que estas mejoras condujeran a la integracién especifica de sitio y a la
expresion de un transgén de interés. Ademas, Caneva limito todos los experimentos
a células de ratébn que comprendian albumina de raton de tipo silvestre. Como
comprenderia un experto en la materia, se necesitarian pruebas e investigaciones
considerables para determinar si un sistema de este tipo podria alterar su
funcionalidad en una especie diferente. Por ejemplo, se sabe que el alto grado de
variabilidad de secuencia en genes particulares (p. e€j., albumina) a través de
especies tales como ratdon y ser humano, no permiten a un experto utilizar los
resultados de una especie para determinar si, y dénde, pueden encontrarse sitios
de corte o integracion apropiados en la otra especie. Ademas, en la técnica se sabe
que los genes de ratén y de ser humano (p. €j., albumina) pueden comprender
diferencias significativas de secuencia, epigenéticas y estructurales que pueden
alterar la eficacia del corte por nucleasas y/o la recombinacion homadloga en sitios
particulares.

La presente divulgacion proporciona la sorprendente e inesperada idea de
que la combinacion de nucleasas diana con componentes GENERIDE ™, en donde
un sitio de corte de nucleasa es distal con respecto a un sitio de integracion diana
(p. €j., el sitio de corte y el sitio de integracién no son idénticos y/o no se solapan),
puede proporcionar mejoras inesperadas en la tasa de integracion y/o eficacia de
expresion de transgenes en células y tejidos humanos. En algunas realizaciones,
dichas mejoras pueden observarse en multiples sitios de corte, p. €j., en diferentes
secuencias no codificantes en una secuencia de ADN humano de interés (p. ej.,
tanto el intrén 13 como el 14 de la albumina humana).

Las estrategias modulares desveladas en el presente documento pueden
aplicarse para permitir que GENERIDE™ proporcione una fuerte expresion génica
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especifica del tejido, que sea reproducible en todas las diferentes opciones
terapéuticas suministradas a un tejido (p. €j., higado, musculo, SNC, sangre).

En el documento WO 2013/158309, incorporado al presente documento por
referencia, se describen trabajos anteriores sobre el direccionamiento génico sin
alteracién. En el documento WO 2015/143177, incorporado al presente documento
por referencia, se describen trabajos anteriores sobre la reescritura genomica sin
nucleasas. En el documento WO 2020/032986, incorporado al presente documento
por referencia, se describen trabajos anteriores sobre genoterapia sin alteracion
para el tratamiento de la MMA (acidemia metilmalonica). En el documento
WO0/2020/214582, incorporado al presente documento por referencia, se describen
trabajos anteriores sobre la supervisidén de la genoterapia.

B. Componentes de GENERIDE™

Vehiculos de suministro

En la técnica se conocen multiples estrategias de genoterapia. Como tal,
existen multiples mecanismos de suministro conocidos en la técnica. En algunas
realizaciones, se proporciona un transgén utilizando un vehiculo de suministro. En
algunas realizaciones, las composiciones de la presente divulgacion comprenden
un vehiculo de suministro. En algunas realizaciones, un vehiculo de suministro es o
comprende una particula virica (p. ej., un vector virico). En algunas realizaciones,
un vehiculo de suministro es o comprende una particula no virica y/o una carga util
no particulada (p. ej., una nucleasa). En algunas realizaciones, un vehiculo de
suministro es una particula lipidica (p. €j., una nanoparticula lipidica). En la técnica
se conocen diversas nanoparticulas lipidicas para el suministro de acidos nucleicos,
por ejemplo, en las descritas en los documentos W02015184256; W02013149140;
WO02014089486A1; W02009127060; W02011071860; W02020219941
incorporando el contenido de cada uno de ellos en el presente documento por
referencia.

En algunas realizaciones, un vehiculo de suministro es o comprende un

exosoma. Un experto en la materia reconocera varios métodos de produccion y uso
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de exosomas. En Luan et al., Acta Pharmacologica Sinica volumen 38, paginas 754-
763 (2017), se describen ejemplos de dichos métodos y usos.

En algunas realizaciones, puede suministrarse una combinacion de una o
mas cargas utiles diferentes con uno o mas sistemas de suministro descritos en el
presente documento (p. €j., vector virico, nanoparticula lipidica, y similares). En
algunas realizaciones, un sistema de suministro puede suministrar una carga util (p.
€j., una o mas nucleasas (p. €j.,, proteinas Cas, endonucleasas, TALEN, ZFN)) junto
con una segunda carga util distinta (p. ej., una secuencia de polinucleétidos que
comprenda un transgén). En algunas realizaciones, un primer sistema de suministro
(p. €j., una nanoparticula lipidica (LNP) puede suministrar una carga util (p. €j., una
0 mas nucleasas (p. €j., proteinas Cas, endonucleasas, TALEN, ZFN))) junto con
un segundo sistema de suministro distinto (p. €j., un vector virico tal como un vector
de AAV recombinante), que suministre una segunda carga util distinta (p. €j., una
secuencia de polinucleétidos que comprenda un transgén).

Vectores viricos

En algunas realizaciones, un vehiculo de suministro es o comprende un
vector virico. Los vectores viricos comprenden virus o material cromosomico virico,
dentro del cual puede insertarse una secuencia de acido nucleico heterdlogo para
su transferencia a una secuencia diana de interés (p. ej., para su transferencia al
ADN genomico dentro de una célula). Como vectores viricos, pueden utilizarse
diversos virus incluyendo, p. ej., virus de ADN monocatenario (ADNmc), virus de
ADN bicatenario (ADNbc) y/o virus de ARN con una fase de ADN en su ciclo de
vida. En algunas realizaciones, un vector virico es o comprende un
dependoparvovirus (anteriormente virus adenoasociado, AAV, Adeno-Associated
Virus) o una variante de AAV.

En algunas realizaciones, una particula vectorial es una unica unidad de virus
que comprende una capside que encapsida un polinucleétido basado en virus (p.
€j., un genoma virico de tipo silvestre o un vector virico recombinante). En algunas
realizaciones, una particula vectorial es o comprende una particula vectorial de

AAV. En algunas realizaciones, una particula vectorial de AAV se refiere a una
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particula vectorial compuesta por al menos una proteina de capside de AAV y un
vector de AAV encapsidado. En algunas realizaciones, una particula vectorial
(también denominada vector virico) comprende al menos una proteina de capside
de AAV y un vector de AAV encapsidado, en donde el vector comprende ademas
una o mas secuencias de polinucleétidos heterdlogas.

Proteinas de capside

En algunas realizaciones, una construccion de expresion comprende
secuencias de polinucledtidos que codifican proteinas de capside de uno o mas
subtipos de AAV, incluyendo AAV naturales y recombinantes. En algunas
realizaciones, una construccion de expresion comprende secuencias de
polinucleétidos que codifican proteinas de capside de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAV9, AAV10, AAV11, AAVC11.01, AAVC11.02,
AAVC11.03, AAVC11.04, AAVC11.05, AAVC11.06, AAVC11.07, AAVC11.08,
AAVC11.09, AAVC11.10, AAVC11.11 (denominadas indistintamente en el presente
documento sL65), AAVC11.12, AAVC11.13, AAVC11.14, AAVC11.15, AAVC11.16,
AAVC11.17, AAVC11.18, AAVC11.19, AAV-DJ, AAV-LKO03, AAV-LK19, AAVrh.74,
AAVrh.10, AAVhu.37, AAVrh.K, AAVrh.39, AAV12, AAV 13, AAVrh.8, AAV aviar,
AAV bovino, AAV canino, AAV equino, AAV de primate, AAV no de primate, AAV
ovino, un AAV hibrido (p. ej., un AAV que comprende una o mas secuencias de un
subtipo de AAV y una o0 mas secuencias de un segundo subtipo), y/o un AAV que
comprende una proteina de capside de AAV mutante o una capside de AAV
quimérica (p. €j., una capside con secuencias de polinucleétidos derivadas de dos
0 mas serotipos diferentes de AAV), o variantes de los mismos.

En algunas realizaciones, los vectores viricos se empaquetan dentro de
proteinas de capside (p. €j., proteinas de capside de uno o mas subtipos de AAV).
En algunas realizaciones, las proteinas de capside proporcionan un aumento o una
mejora de la transduccién de células (p. €j., células humanas o murinas) en relacién
con una proteina de capside de referencia. En algunas realizaciones, las proteinas
de capside proporcionan un aumento o una mejora de la transduccion de

determinadas células o tipos tisulares (p. €j., tropismo hepatico, tropismo muscular,
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tropismo del SNC, tropismo pulmonar) en relacion con una proteina de capside de
referencia. En algunas realizaciones, las proteinas de capside aumentan o mejoran
la transduccién de células o tejidos (p. ej., higado, musculo y/o SNC) en al menos
aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%,
300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%, 900%, 1000%, o mas en relacién con una
proteina de capside de referencia. En algunas realizaciones, las proteinas de
capside aumentan o mejoran la transduccién de células o tejidos (p. €j., higado,
musculo, pulmén y/o SNC) en al menos aproximadamente 1.2x, 1.5x, 2x, 3x, 4X, 5X,
6x, 7X, 8x, 9x, 10x, 11x, 12x, 13x, 14x, 15x, 16x, 17x, 18x, 19x, 20x, 30x, 40x, 50x,
60x, 70x, 80x, 90x, 100x o mas en relacion con una proteina de capside de
referencia.

En algunas realizaciones, una secuencia que codifica una proteina de
capside puede ser o comprender una secuencia que tenga una identidad de al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o del 100 % con una proteina de capside de
tipo silvestre correspondiente. En algunas realizaciones, una secuencia que codifica
una proteina de capside puede ser o comprender una secuencia que tenga una
identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % con una secuencia
correspondiente que codifica una proteina de capside disefiada (p. €j., una proteina
de capside quimérica, una proteina de capside con optimizacion de codones y
similares). En algunas realizaciones, una secuencia que codifica una proteina de
capside puede ser o comprender una secuencia que tenga una identidad de al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % con una secuencia ilustrativa de la
Tabla 1 siguiente.

Tabla 1: Secuencias ilustrativas que codifican la(s) proteina(s) de la capside

Descripcion Secuencia SEQ
ID NO
AAV LKO3 | atggctgctgacggttatcttccagattggctcgaggacaacctttctgaag 1

(nucledtido) gcattcgagagtggtgggcgctgcaacctggagcccctaaacccaagge
aaatcaacaacatcaggacaacgctcggggtcttgtgcttccgggttacaa
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atacctcggacccggcaacggactcgacaagggggaacccgtcaacg
cagcggacgcggcagccctcgagcacgacaaggcctacgaccagcag
ctcaaggccggtgacaacccctacctcaagtacaaccacgccgacgcec
gagttccaggagcggctcaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcgg
gcgagcagtcttccaggccaaaaagaggcttcttgaacctcttggtctggtt
gaggaagcggctaagacggctcctggaaagaagaggcctgtagatcag
tctcctcaggaaccggactcatcatctggtgttggcaaatcgggcaaacag
cctgccagaaaaagactaaatttcggtcagactggcgactcagagtcagt
cccagaccctcaacctctcggagaaccaccagcagcccccacaagtttg
ggatctaatacaatggcttcaggcggtggcgcaccaatggcagacaata
acgagggtgccgatggagtgggtaattcctcaggaaattggcattgcgatt
cccaatggctgggcgacagagtcatcaccaccagcaccagaacctggg
ccctgcccacttacaacaaccatctctacaagcaaatctccagccaatca
ggagcttcaaacgacaaccactactttggctacagcaccccttgggggtat
tttgactttaacagattccactgccacttctcaccacgtgactggcagcgact
cattaacaacaactggggattccggcccaagaaactcagcttcaagctctt
caacatccaagttaaagaggtcacgcagaacgatggcacgacgactatt
gccaataaccttaccagcacggttcaagtgtttacggactcggagtatcag
ctccegtacgtgetcgggtcggegcaccaaggcetgtctcecegecgtttcca
gcggacgtcttcatggtccctcagtatggatacctcaccctgaacaacgga
agtcaagcggtgggacgctcatccttttactgcctggagtacttcccttcgca
gatgctaaggactggaaataacttccaattcagctataccticgaggatgta
ccttttcacagcagctacgctcacagccagagtttggatcgcttgatgaatc
ctcttattgatcagtatctgtactacctgaacagaacgcaaggaacaacctc
tggaacaaccaaccaatcacggctgctttttagccaggctgggcectcagtc
tatgtctttgcaggccagaaattggctacctgggccctgctaccggcaaca
gagactttcaaagactgctaacgacaacaacaacagtaactttccttggac
agcggccagcaaatatcatctcaatggccgcgactcgcetggtgaatccag
gaccagctatggccagtcacaaggacgatgaagaaaaatttttccctatg
cacggcaatctaatatttggcaaagaagggacaacggcaagtaacgca
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gaattagataatgtaatgattacggatgaagaagagattcgtaccaccaat
cctgtggcaacagagcagtatggaactgtggcaaataacttgcagagctc
aaatacagctcccacgactagaactgtcaatgatcagggggccttacctg
gcatggtgtggcaagatcgtgacgtgtaccttcaaggacctatctgggcaa
agattcctcacacggatggacactttcatccttctcctctgatgggaggctttg
gactgaaacatccgcctcctcaaatcatgatcaaaaatactccggtaccg

gcaaatcctccgacgactttcagcccggccaagtttgcttcatttatcactca
gtactccactggacaggtcagcgtggaaattgagtgggagctacagaaa
gaaaacagcaaacgttggaatccagagattcagtacacttccaactaca

acaagtctgttaatgtggactttactgtagacactaatggtgtttatagtgaac

ctcgccccattggcacccgttaccttacccgtceectgtaa

AAV-LKO3

(proteina)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALQPGAPKPKAN
QQHQDNARGLVLPGYKYLGPGNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKE
DTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGK
KRPVDQSPQEPDSSSGVGKSGKQPARKRLNFGQTG
DSESVPDPQPLGEPPAAPTSLGSNTMASGGGAPMA
DNNEGADGVGNSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRT
WALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGY
FDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLSFKLFN
IQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVL
GSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGR
SSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYTFEDVPFHSSYA
HSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQGTTSGTTNQSRLL
FSQAGPQSMSLQARNWLPGPCYRQQRLSKTANDN
NNSNFPWTAASKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDE
EKFFPMHGNLIFGKEGTTASNAELDNVMITDEEEIRTT
NPVATEQYGTVANNLQSSNTAPTTRTVNDQGALPG
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MVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFG
LKHPPPQIMIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTG
QVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDF
TVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRPL

AAV8

(nucleotido)

atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacaacctctctgagg
gcattcgcgagtggtgggcegctgaaacctggagccccgaagceccaaag
ccaaccagcaaaagcaggacgacggccggggtctagtgcttcctggcta
caagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggggagcccgtcaa
cgcggcggacgcagcggccctcgagcacgacaaggcctacgaccage
agctgcaggcgggtgacaatccgtacctgcggtataaccacgccgacgce
cgagtttcaggagcgtctgcaagaagatacgtcttttgggggcaacctcgg
gcgagcagtcttccaggccaagaagcgggttctcgaacctctcggtetggt
tgaggaaggcgctaagacggctcctggaaagaagagaccggtagagc
catcaccccagcgttctccagactcctctacgggcatcggcaagaaaggce
caacagcccgccagaaaaagactcaattttggtcagactggcgactcag
agtcagttccagaccctcaacctctcggagaacctccagcagcegcecctct
ggtgtgggacctaatacaatggctgcaggcggtggcgcaccaatggcag
acaataacgaaggcgccgacggagtgggtagttcctcgggaaattggca
ttgcgattccacatggctgggcgacagagtcatcaccaccagcacccga
acctgggccctgcccacctacaacaaccacctctacaagcaaatctcca
acgggacatcgggaggagccaccaacgacaacacctacttcggctaca
gcaccccctgggggtattttgactttaacagattccactgccacttttcaccac
gtgactggcagcgactcatcaacaacaactggggattccggcccaagag
actcagcttcaagctcttcaacatccaggtcaaggaggtcacgcagaatg
aaggcaccaagaccatcgccaataacctcaccagcaccatccaggtgttt
acggactcggagtaccagctgccgtacgttctcggctctgcccaccaggg
ctgcctgcectecgttcccggeggacgtgttcatgattccccagtacggcetac
ctaacactcaacaacggtagtcaggccgtgggacgctcctccttctactge
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ctggaatactttccttcgcagatgctgagaaccggcaacaacttccagttta
cttacaccttcgaggacgtgcctttccacagcagctacgcccacagccag
agcttggaccggctgatgaatcctctgattgaccagtacctgtactacttgtct
cggactcaaacaacaggaggcacggcaaatacgcagactctgggcttc
agccaaggtgggcctaatacaatggccaatcaggcaaagaactggctg
ccaggaccctgttaccgccaacaacgcgtctcaacgacaaccgggcaa
aacaacaatagcaactttgcctggactgctgggaccaaataccatctgaat
ggaagaaattcattggctaatcctggcatcgctatggcaacacacaaaga
cgacgaggagcagtttttttcccagtaacgggatcctgatttttggcaaacaa
aatgctgccagagacaatgcggattacagcgatgtcatgctcaccagcega
ggaagaaatcaaaaccactaaccctgtggctacagaggaatacggtatc
gtggcagataacttgcagcagcaaaacacggctcctcaaattggaactgt
caacagccagggggccttacccggtatggtctggcagaaccgggacgtg
tacctgcagggtcccatctgggccaagattcctcacacggacggcaacttc
cacccgtctccgctgatgggeggctttggectgaaacatccteccgectcag
atcctgatcaagaacacgcctgtacctgcggatcctccgaccaccttcaac
cagtcaaagctgaactctttcatcacgcaatacagcaccggacaggtcag
cgtggaaattgaatgggagctgcagaaggaaaacagcaagcgctgga
accccgagatccagtacacctccaactactacaaatctacaagtgtggac
tttgctgttaatacagaaggcgtgtactctgaaccccgcecccattggcacce

gttacctcacccgtaatctgtaa

AAV8

(proteina)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPKPKAN
QQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLQAGDNPYLRYNHADAEFQERLQ
EDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPG
KKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQPARKRLNFGQT
GDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPM
ADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRT
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WALPTYNNHLYKQISNGTSGGATNDNTYFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFK
LFNIQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPY
VLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVG
RSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFTYTFEDVPFHSSY
AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTANTQTL
GFSQGGPNTMANQAKNWLPGPCYRQQRVSTTTGQ
NNNSNFAWTAGTKYHLNGRNSLANPGIAMATHKDD
EERFFPSNGILIFGKQNAARDNADYSDVMLTSEEEIK
TTNPVATEEYGIVADNLQQQNTAPQIGTVNSQGALP
GMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGF
GLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQSKLNSFITQYST
GQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTSVD
FAVNTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL

AAV-DJ

(nucledtido)

atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacactctctctgaagg
aataagacagtggtggaagctcaaacctggcccaccaccaccaaagcc
cgcagagcggcataaggacgacagcaggggtcttgtgcttcctgggtac

aagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggagagccggtcaac

gaggcagacgccgcggccctcgagcacgacaaagcctacgaccggca
gctcgacagcggagacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgce
cgagttccaggagcggctcaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcg
ggcgagcagtcttccaggccaaaaagaggcttcttgaacctcttggtctggt
tgaggaagcggctaagacggctcctggaaagaagaggcctgtagagca
ctctcetgtggagccagactcctcctcgggaaccggaaaggegggcecag
cagcctgcaagaaaaagattgaatttiggtcagactggagacgcagactc
agtcccagaccctcaaccaatcggagaacctcccgcagccccctcaggt
gtgggatctcttacaatggctgcaggcggtggcgcaccaatggcagaca

ataacgagggcgccgacggagtgggtaattcctcgggaaattggcattge
gattccacatggatgggcgacagagtcatcaccaccagcacccgaacct
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gggccctgcccacctacaacaaccacctctacaagcaaatctccaacag
cacatctggaggatcttcaaatgacaacgcctacttcggctacagcacccc
ctgggggtattttgactttaacagattccactgccacttttcaccacgtgactg
gcagcgactcatcaacaacaactggggattccggcccaagagactcag
cttcaagctcttcaacatccaggtcaaggaggtcacgcagaatgaaggca
ccaagaccatcgccaataacctcaccagcaccatccaggtgtttacggac
tcggagtaccagctgccgtacgttctcggcetctgecccaccagggcetgectg
cctcegttcccggeggacgtgttcatgattccccagtacggcetacctaacac
tcaacaacggtagtcaggccgtgggacgctcctccttctactgcctggaat
actttccttcgcagatgctgagaaccggcaacaacttccagtttacttacac
cttcgaggacgtgcctttccacagcagctacgcccacagccagagcttgg
accggctgatgaatcctctgattgaccagtacctgtactacttgtctcggact
caaacaacaggaggcacgacaaatacgcagactctgggcttcagccaa
ggtgggcctaatacaatggccaatcaggcaaagaactggctgccagga
ccctgttaccgccagcagcgagtatcaaagacatctgcggataacaaca
acagtgaatactcgtggactggagctaccaagtaccacctcaatggcaga
gactctctggtgaatccgggeccggccatggcaagccacaaggacgatg
aagaaaagttttttcctcagagcggggttctcatctttgggaagcaaggctc
agagaaaacaaatgtggacattgaaaaggtcatgattacagacgaaga
ggaaatcaggacaaccaatcccgtggctacggagcagtatggttctgtat
ctaccaacctccagagaggcaacagacaagcagctaccgcagatgtca
acacacaaggcgttcttccaggcatggtctggcaggacagagatgtgtac
cttcaggggcccatctgggcaaagattccacacacggacggacattttca
cccctcteccctcatgggtggattcggacttaaacaccctccgectcagate
ctgatcaagaacacgcctgtacctgcggatcctccgaccaccttcaacca
gtcaaagctgaactctttcatcacccagtattctactggccaagtcagegtg
gagatcgagtgggagctgcagaaggaaaacagcaagcgctggaaccc
cgagatccagtacacctccaactactacaaatctacaagtgtggactttgct
gttaatacagaaggcgtgtactctgaaccccgccccattggcacccgttac
ctcacccgtaatctgtaa
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AAV-DJ

(proteina)

MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPA
ERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAA
ALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKED
TSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKK
RPVEHSPVEPDSSSGTGKAGQQPARKRLNFGQTGD
ADSVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMAAGGGAPMAD
NNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTW
ALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYSTPWGY
FDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFKLFN
IQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLG
SAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSS
FYCLEYFPSQMLRTGNNFQFTYTFEDVPFHSSYAHS
QSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTTNTQTLGFSQ
GGPNTMANQAKNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNS
EYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKF
FPQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMITDEEEIRTTNPV
ATEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVNTQGVLPGMVW
QDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHP
PPQILIKNTPVPADPPTTFNQSKLNSFITQYSTGQVSV
EIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTSVDFAVNT
EGVYSEPRPIGTRYLTRNL

sL65

(nucledtido)

atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacactctctctgaagg
cattcgcgagtggtgggcgctgaaacctggagctccacaacccaaggcec
aaccaacagcatcaggacaacggcaggggtcttgtgcttcctgggtacaa
gtacctcggacccttcaacggactcgacaagggagagccggtcaacga

ggcagacgccgcggccctcgagcacgacaaggcectacgacaagcagce
tcgagcagggggacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgcecg
agtttcaggagcgtctgcaagaagatacgtcttttgggggcaacctcgggce
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gagcagtcttccaggccaagaagcgggttctcgaacctctcggtctggttg
aggaaggcgctaagacggctcctggaaagaagagaccggtagagecg
tcacctcagcgttcccccgactcctccacgggcatcggcaagaaaggcec
agcagcccgccagaaagagactcaatttcggtcagactggcgactcaga
gtcagtccccgaccctcaacctctcggagaacctccagcagegcecctcta
gtgtgggatctggtacagtggctgcaggcggtggcgcaccaatggcaga
caataacgaaggtgccgacggagtgggtaatgcctcaggaaattggcatt
gcgattccacatggctgggcgacagagtcattaccaccagcacccgaac
ctgggccctgcccacctacaacaaccacctctacaagcaaatctccagec
aatcaggagcttcaaacgacaaccactactttggctacagcaccccttgg
gggtattttgactttaacagattccactgccacttctcaccacgtgactggca
gcgactcattaacaacaactggggattccggcccaagagactcaacttca
agctcttcaacatccaagtcaaggaggtcacgacgaatgatggcgtcacg
accatcgctaataaccttaccagcacggttcaagtcttctcggactcggagt
accagttgccgtacgtcctcggcetctgecgcaccagggcetgectcecteegtt
cccggcggacgtgttcatgattccccagtacggctacctaacactcaacaa
cggtagtcaggccgtgggacgctcctccttttactgcctggaatatttcccat
cgcagatgctgagaacgggcaataactttgagttcagctacagcttcgag
gacgtgcctttccacagcagctacgcacacagccagagcttggaccgact
gatgaatcctctcattgaccagtacctgtactacttatccagaactcagtcca
caggaggaactcaaggtacccagcaattgttattttctcaagctgggcctgc
aaacatgtcggctcaggccaagaactggctgcctggaccttgctaccgge
agcagcgagtctccacgacactgtcgcaaaacaacaacagcaactttgc
ttggactggtgccaccaaatatcacctgaacggcagaaactcgttggttaa
tcccggcegtecgecatggcaactcacaaggacgacgaggaccgcttttice
catccagcggagtcctgatttttggaaaaactggagcaactaacaaaact
acattggaaaatgtgttaatgacaaatgaagaagaaattcgtcctactaat
cctgtagccacggaagaatacgggatagtcagcagcaacttacaagcg
gctaatactgcagcccagacacaagttgtcaacaaccagggagccttac
ctggcatggtctggcagaaccgggacgtgtacctgcagggtcccatttggg
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ccaaaattcctcacacagatggacactttcacccgtctcctcttatgggcgg
ctttggactcaagaacccgcctcctcagatcctcatcaaaaacacgcctgtt
cctgcgaatcctccggeggagttttcagctacaaagtttgcttcattcatcac
ccagtattccacaggacaagtgagcgtggagattgaatgggagctgcag
aaagaaaacagcaaacgctggaatcccgaagtgcagtatacatctaact
atgcaaaatctgccaacgttgatttcactgtggacaacaatggactttatact

gagcctcgccccattggcacccgttaccttaccegtcecctgtaa

sL65

(proteina)

MAADGYLPDWLEDTLSEGIREWWALKPGAPQPKAN
QQHQDNGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADA
AALEHDKAYDKQLEQGDNPYLKYNHADAEFQERLQE
DTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGK
KRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQPARKRLNFGQT
GDSESVPDPQPLGEPPAAPSSVGSGTVAAGGGAPM
ADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRT
WALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGY
FDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFN
IQVKEVTTNDGVTTIANNLTSTVQVFSDSEYQLPYVL
GSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRS
SFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYSFEDVPFHSSYAH
SQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTQGTQQLLF
SQAGPANMSAQAKNWLPGPCYRQQRVSTTLSQNN
NSNFAWTGATKYHLNGRNSLVNPGVAMATHKDDED
RFFPSSGVLIFGKTGATNKTTLENVLMTNEEEIRPTNP
VATEEYGIVSSNLQAANTAAQTQVVNNQGALPGMV
WQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLK
NPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASFITQYSTGQV
SVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVDFTV
DNNGLYTEPRPIGTRYLTRPL




10

15

20

25

30

62

AAV-NP59

(nucleotido)

atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacactctctctgaagg
aataagacagtggtggaagctcaaacctggcccaccaccaccaaagcc
cgcagagcggcataaggacgacagcaggggtcttgtgcttcctgggtac
aagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggagagccggtcaac
gaggcagacgccgcggccctcgagcacgacaaagcctacgaccggea
gctcgacagcggagacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgce
ggagtttcaggagcgccttaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcgg
acgagcagtcttccaggcgaaaaagagggttcttgaacctctgggcectgg
ttgaggaacctgttaagacggctccgggaaaaaagaggccggtagagc
actctcctgtggagccagactcctcctcgggaaccggcaagacaggceca
gcagcccgctaaaaagagactcaattttggtcagactggcgactcagagt
cagtcccagaccctcaacctctcggagaaccaccagcagccccctetggt
ctgggaactaatacgatggctacaggcagtggcgcaccaatggcagac
aataacgagggtgccgatggagtgggtaattcctcaggaaattggcattgc
gattcccaatggctgggcgacagagtcatcaccaccagcacccgaacct
gggccctgcccacctacaacaaccatctctacaagcaaatctccageca
atcaggagcttcaaacgacaaccactactttggctacagcaccccttggg
ggtattttgactttaacagattccactgccacttctcaccacgtgactggcag
cgactcattaacaacaactggggattccggcccaagaaactcagcttcaa
gctcttcaacatccaagttaaagaggtcacgcagaacgatggcacgacg
actattgccaataaccttaccagcacggttcaagtgtttactgactcggagta
ccagctcccgtacgtcctcggetcggegcatcaaggatgectcccgecgtt
cccagcagacgtcttcatggtgccacagtatggatacctcaccctgaaca
acgggagtcaggcagtaggacgctcttcattttactgcctggagtactttcctt
ctcagatgctgcgtaccggaaacaactttaccticagctacacttttgagga
cgttcctttccacagcagctacgctcacagccagagtctggaccgtctcatg
aatcctctcatcgaccagtacctgtattacttgagcagaacaaacactcca
agtggaaccaccacgcagtcaaggcttcagttttctcaggccggagcgag
tgacattcgggaccagtctaggaactggcttcctggaccctgttaccgcca

gcagcgagtatcaaagacatctgcggataacaacaacagtgaatactcg
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tgggctggagctaccaagtaccacctcaatggcagagactctctggtgaat
ccgggcccggccatggcaagccacaaggacgatgaagaaaagttttttc
ctcagagcggggttctcatctttgggaagcaaggctcagagaaaacaaat
gtggacattgaaaaggtcatgattacagacgaagaggaaatcaggaca
accaatcccgtggctacggagcagtatggttctgtatctaccaacctccag
agaggcaacagacaagcagctaccgcagatgtcgacacacaaggcgtt
cttccaggcatggtatggcaggacagagatgtgtaccttcagggacccatc
tgggcaaagattccacacacggacggacattttcacccctctcccctcatg
ggtggattcggacttaaacaccctcctccacagattctcatcaagaacacc
ccggtacctgcgaatccttcgaccaccttcagtgcggcaaagtttgcettectt
catcacacagtactcaacgggacaggtcagcgtggagatcgagtggga
gctgcagaaggaaaacagcaaacgctggaatcccgaaattcagtacac
ttccaactacaacaagtctgttaatgtggactttactgtggacactaatggcg
tgtattcagagcctcgccccattggcaccagatacctgactcgtaatctgta

a

AAV-NPS59

(proteina)

MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPA
ERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAA
ALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKED
TSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKK
RPVEHSPVEPDSSSGTGKTGQQPAKKRLNFGQTGD
SESVPDPQPLGEPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMAD
NNEGADGVGNSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTW
ALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFD
FNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLSFKLFNIQ
VKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGS
AHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSS
FYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHS
QSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLQFSQ

10
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AGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNSE
YSWAGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFF
PQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMITDEEEIRTTNPVA
TEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVDTQGVLPGMVW
QDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHP
PPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSV
EIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDT
NGVYSEPRPIGTRYLTRNL

AAV2

(nucleotido)

atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacactctctctgaagg
aataagacagtggtggaagctcaaacctggcccaccaccaccaaagcc
cgcagagcggcataaggacgacagcaggggtcttgtgcttcctgggtac
aagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggagagccggtcaac
gaggcagacgccgcggccctcgagcacgacaaagcctacgaccggea
gctcgacagcggagacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgce
ggagtttcaggagcgccttaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcgg
acgagcagtcttccaggcgaaaaagagggttcttgaacctctgggcectgg
ttgaggaacctgttaagacggctccgggaaaaaagaggccggtagagc
actctcctgtggagccagactcctcctcgggaaccggaaaggcgggceca
gcagcctgcaagaaaaagattgaattttggtcagactggagacgcagact
cagtacctgacccccagcctctcggacagccaccagcagccccctctggt
ctgggaactaatacgatggctacaggcagtggcgcaccaatggcagac
aataacgagggcgccgacggagtgggtaattcctcgggaaattggcattg
cgattccacatggatgggcgacagagtcatcaccaccagcacccgaacc
tgggccctgeccacctacaacaaccacctctacaaacaaatttccageca
atcaggagcctcgaacgacaatcactactttggctacagcaccccttggg
ggtattttgacttcaacagattccactgccacttttcaccacgtgactggcaa
agactcatcaacaacaactggggattccgacccaagagactcaacttca
agctctttaacattcaagtcaaagaggtcacgcagaatgacggtacgacg
acgattgccaataaccttaccagcacggttcaggtgtttactgactcggagt

11
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accagctcccgtacgtcctcggctcggegcatcaaggatgcctcececgecg
ttcccagcagacgtcttcatggtgccacagtatggatacctcaccctgaac
aacgggagtcaggcagtaggacgctcttcattttactgcctggagtactttcc
ttctcagatgctgcgtaccggaaacaactttaccttcagctacacttttgagg
acgttcctttccacagcagctacgctcacagccagagtctggaccgtctcat
gaatcctctcatcgaccagtacctgtattacttgagcagaacaaacactcc
aagtggaaccaccacgcagtcaaggcttcagttttctcaggccggagcga
gtgacattcgggaccagtctaggaactggcttcctggaccctgttaccgcc
agcagcgagtatcaaagacatctgcggataacaacaacagtgaatactc
gtggactggagctaccaagtaccacctcaatggcagagactctctggtga
atccgggcccggccatggcaagccacaaggacgatgaagaaaagttttt
tcctcagagcggggttctcatctttgggaagcaaggctcagagaaaacaa
atgtggacattgaaaaggtcatgattacagacgaagaggaaatcaggac
aaccaatcccgtggctacggagcagtatggttctgtatctaccaacctcca
gagaggcaacagacaagcagctaccgcagatgtcaacacacaaggcg
ttcttccaggcatggtctggcaggacagagatgtgtaccttcaggggceccat
ctgggcaaagattccacacacggacggacattttcacccctctcccctcat
gggtggattcggacttaaacaccctcctccacagattctcatcaagaacac
cccggtacctgcgaatccttcgaccaccttcagtgecggcaaagtttgcettect
tcatcacacagtactccacgggacaggtcagcgtggagatcgagtggga
gctgcagaaggaaaacagcaaacgctggaatcccgaaattcagtacac
ttccaactacaacaagtctgttaatgtggactttactgtggacactaatggcg
tgtattcagagcctcgccccattggcaccagatacctgactcgtaatctgta

a

AAV2

(proteina)

MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPA
ERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAA
ALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKED
TSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKK
RPVEHSPVEPDSSSGTGKAGQQPARKRLNFGQTGD

12
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ADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMAD
NNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTW
ALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFD
FNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQ
VKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGS
AHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRSS
FYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHS
QSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLQFSQ
AGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNSE
YSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFF
PQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMITDEEEIRTTNPVA
TEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVNTQGVLPGMVW
QDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHP
PPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSV
EIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDT
NGVYSEPRPIGTRYLTRNL

AAVS

(nucleotido)

ATGTCTTTTGTTGATCACCCTCCAGATTGGTTGGAA
GAAGTTGGTGAAGGTCTTCGCGAGTTTTTGGGCCT
TGAAGCGGGCCCACCGAAACCAAAACCCAATCAG
CAGCATCAAGATCAAGCCCGTGGTCTTGTGCTGCC
TGGTTATAACTATCTCGGACCCGGAAACGGTCTCG
ATCGAGGAGAGCCTGTCAACAGGGCAGACGAGGT
CGCGCGAGAGCACGACATCTCGTACAACGAGCAG
CTTGAGGCGGGAGACAACCCCTACCTCAAGTACAA
CCACGCGGACGCCGAGTTTCAGGAGAAGCTCGCC
GACGACACATCCTTCGGGGGAAACCTCGGAAAGG
CAGTCTTTCAGGCCAAGAAAAGGGTTCTCGAACCT
TTTGGCCTGGTTGAAGAGGGTGCTAAGACGGCCC
CTACCGGAAAGCGGATAGACGACCACTTTCCAAAA

13




10

15

20

25

30

67

AGAAAGAAGGCTCGGACCGAAGAGGACTCCAAGC
CTTCCACCTCGTCAGACGCCGAAGCTGGACCCAG
CGGATCCCAGCAGCTGCAAATCCCAGCCCAACCA
GCCTCAAGTTTGGGAGCTGATACAATGTCTGCGGG
AGGTGGCGGCCCATTGGGCGACAATAACCAAGGT
GCCGATGGAGTGGGCAATGCCTCGGGAGATTGGC
ATTGCGATTCCACGTGGATGGGGGACAGAGTCGT
CACCAAGTCCACCCGAACCTGGGTGCTGCCCAGC
TACAACAACCACCAGTACCGAGAGATCAAAAGCGG
CTCCGTCGACGGAAGCAACGCCAACGCCTACTTT
GGATACAGCACCCCCTGGGGGTACTTTGACTTTAA
CCGCTTCCACAGCCACTGGAGCCCCCGAGACTGG
CAAAGACTCATCAACAACTACTGGGGCTTCAGACC
CCGGTCCCTCAGAGTCAAAATCTTCAACATTCAAG
TCAAAGAGGTCACGGTGCAGGACTCCACCACCAC
CATCGCCAACAACCTCACCTCCACCGTCCAAGTGT
TTACGGACGACGACTACCAGCTGCCCTACGTCGTC
GGCAACGGGACCGAGGGATGCCTGCCGGCCTTCC
CTCCGCAGGTCTTTACGCTGCCGCAGTACGGTTAC
GCGACGCTGAACCGCGACAACACAGAAAATCCCA
CCGAGAGGAGCAGCTTCTTCTGCCTAGAGTACTTT
CCCAGCAAGATGCTGAGAACGGGCAACAACTTTGA
GTTTACCTACAACTTTGAGGAGGTGCCCTTCCACT
CCAGCTTCGCTCCCAGTCAGAACCTGTTCAAGCTG
GCCAACCCGCTGGTGGACCAGTACTTGTACCGCTT
CGTGAGCACAAATAACACTGGCGGAGTCCAGTTCA
ACAAGAACCTGGCCGGGAGATACGCCAACACCTA
CAAAAACTGGTTCCCGGGGCCCATGGGCCGAACC
CAGGGCTGGAACCTGGGCTCCGGGGTCAACCGC
GCCAGTGTCAGCGCCTTCGCCACGACCAATAGGA
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TGGAGCTCGAGGGCGCGAGTTACCAGGTGCCCCC
GCAGCCGAACGGCATGACCAACAACCTCCAGGGC
AGCAACACCTATGCCCTGGAGAACACTATGATCTT
CAACAGCCAGCCGGCGAACCCGGGCACCACCGC
CACGTACCTCGAGGGCAACATGCTCATCACCAGC
GAGAGCGAGACGCAGCCGGTGAACCGCGTGGCG
TACAACGTCGGCGGGCAGATGGCCACCAACAACC
AGAGCTCCACCACTGCCCCCGCGACCGGCACGTA
CAACCTCCAGGAAATCGTGCCCGGCAGCGTGTGG
ATGGAGAGGGACGTGTACCTCCAAGGACCCATCT
GGGCCAAGATCCCAGAGACGGGGGCGCACTTTCA
CCCCTCTCCGGCCATGGGCGGATTCGGACTCAAA
CACCCACCGCCCATGATGCTCATCAAGAACACGCC
TGTGCCCGGAAATATCACCAGCTTCTCGGACGTGC
CCGTCAGCAGCTTCATCACCCAGTACAGCACCGG
GCAGGTCACCGTGGAGATGGAGTGGGAGCTCAAG
AAGGAAAACTCCAAGAGGTGGAACCCAGAGATCC
AGTACACAAACAACTACAACGACCCCCAGTTTGTG
GACTTTGCCCCGGACAGCACCGGGGAATACAGAA
CCACCAGACCTATCGGAACCCGATACCTTACCCGA
CCCCTTTAA

AAV5

(proteina)

MSFVDHPPDWLEEVGEGLREFLGLEAGPPKPKPNQ
QHQDQARGLVLPGYNYLGPGNGLDRGEPVNRADEV
AREHDISYNEQLEAGDNPYLKYNHADAEFQEKLADD
TSFGGNLGKAVFQAKKRVLEPFGLVEEGAKTAPTGK
RIDDHFPKRKKARTEEDSKPSTSSDAEAGPSGSQQL
QIPAQPASSLGADTMSAGGGGPLGDNNQGADGVGN
ASGDWHCDSTWMGDRVVTKSTRTWVLPSYNNHQY
REIKSGSVDGSNANAYFGYSTPWGYFDFNRFHSHW

14
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SPRDWQRLINNYWGFRPRSLRVKIFNIQVKEVTVQD
STTTIANNLTSTVQVFTDDDYQLPYVVGNGTEGCLPA
FPPQVFTLPQYGYATLNRDNTENPTERSSFFCLEYFP
SKMLRTGNNFEFTYNFEEVPFHSSFAPSQNLFKLAN
PLVDQYLYRFVSTNNTGGVQFNKNLAGRYANTYKN
WFPGPMGRTQGWNLGSGVNRASVSAFATTNRMEL
EGASYQVPPQPNGMTNNLQGSNTYALENTMIFNSQ
PANPGTTATYLEGNMLITSESETQPVNRVAYNVGGQ
MATNNQSSTTAPATGTYNLQEIVPGSVWMERDVYLQ
GPIWAKIPETGAHFHPSPAMGGFGLKHPPPMMLIKN
TPVPGNITSFSDVPVSSFITQYSTGQVTVEMEWELKK
ENSKRWNPEIQYTNNYNDPQFVDFAPDSTGEYRTTR
PIGTRYLTRPL

AAV6

(nucleotido)

atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacaacctctctgagg

gcattcgcgagtggtgggacttgaaacctggagccccgaaacccaaagce
caaccagcaaaagcaggacgacggccggggtctggtgcttcctggcetac
aagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggggagcccgtcaac

gcggcggatgcagcggcecctcgagcacgacaaggcectacgaccagca
gctcaaagcgggtgacaatccgtacctgcggtataaccacgccgacgcc
gagtttcaggagcgtctgcaagaagatacgtctittgggggcaacctcggg
cgagcagtcttccaggccaagaagagggttctcgaaccttttggtctggttg
aggaaggtgctaagacggctcctggaaagaaacgtccggtagagcagt

cgccacaagagccagactcctcctcgggcattggcaagacaggcecagce
agcccgctaaaaagagactcaattttggtcagactggcgactcagagtca
gtccccgacccacaacctctcggagaacctccagcaacccccgcetgcetgt
gggacctactacaatggcttcaggcggtggcgcaccaatggcagacaat
aacgaaggcgccgacggagtgggtaatgcctcaggaaattggcattgeg
attccacatggctgggcgacagagtcatcaccaccagcacccgaacatg
ggccttgcccacctataacaaccacctctacaagcaaatctccagtgcttc

15
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aacgggggccagcaacgacaaccactacttcggctacagcaccccctg
ggggtattttgatttcaacagattccactgccatttctcaccacgtgactggca
gcgactcatcaacaacaattggggattccggcccaagagactcaacttca
agctcttcaacatccaagtcaaggaggtcacgacgaatgatggcgtcacg
accatcgctaataaccttaccagcacggttcaagtcttctcggactcggagt
accagttgccgtacgtcctcggctctgcgcaccagggcetgcecteccteegtt
cccggeggacgtgttcatgattccgcagtacggctacctaacgctcaaca
atggcagccaggcagtgggacggtcatccttttactgcctggaatatttccc
atcgcagatgctgagaacgggcaataactttaccttcagctacaccttcga
ggacgtgcctttccacagcagctacgcgcacagccagagcctggaccgg
ctgatgaatcctctcatcgaccagtacctgtattacctgaacagaactcaga
atcagtccggaagtgcccaaaacaaggacttgcetgtttagccgggggtctc
cagctggcatgtctgttcagcccaaaaactggctacctggaccctgttacc
ggcagcagcgcgtttctaaaacaaaaacagacaacaacaacagcaact
ttacctggactggtgcttcaaaatataaccttaatgggcgtgaatctataatc
aaccctggcactgctatggcctcacacaaagacgacgaagacaagttctt
tcccatgagcggtgtcatgatttttggaaaggagagcgccggagcttcaaa
cactgcattggacaatgtcatgatcacagacgaagaggaaatcaaagcc
actaaccccgtggccaccgaaagatttgggactgtggcagtcaatctcca
gagcagcagcacagaccctgcgaccggagatgtgcatgttatgggagcc
ttacctggaatggtgtggcaagacagagacgtatacctgcagggtcctatit
gggccaaaattcctcacacggatggacactttcacccgtctectctcatggg
cggctttggacttaagcacccgcctcctcagatcctcatcaaaaacacgcec
tgttcctgcgaatcctccggcagagttttcggctacaaagtttgcttcattcate
acccagtattccacaggacaagtgagcgtggagattgaatgggagctge
agaaagaaaacagcaaacgctggaatcccgaagtgcagtatacatcta
actatgcaaaatctgccaacgttgatttcactgtggacaacaatggactttat

actgagcctcgccccattggcacccgttacctcacccgtcccectgtaa
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AAV6

(proteina)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKAN
QQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQ
EDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPFGLVEEGAKTAPG
KKRPVEQSPQEPDSSSGIGKTGQQPAKKRLNFGQT
GDSESVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPM
ADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRT
WALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYSTPWGY
FDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFN
IQVKEVTTNDGVTTIANNLTSTVQVFSDSEYQLPYVL
GSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRS
SFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAH
SQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRTQNQSGSAQNKDLLF
SRGSPAGMSVQPKNWLPGPCYRQQRVSKTKTDNN
NSNFTWTGASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDEDK
FFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMITDEEEIKATN
PVATERFGTVAVNLQSSSTDPATGDVHVMGALPGM
VWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGL
KHPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASFITQYSTGQ
VSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVDFT
VDNNGLYTEPRPIGTRYLTRPL

16

AAV9

(nucledtido)

atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacaaccttagtgaag
gaattcgcgagtggtgggctttgaaacctggagcccctcaacccaaggca
aatcaacaacatcaagacaacgctcgaggtcttgtgcticcgggttacaaa
taccttggacccggcaacggactcgacaagggggagcecggtcaacgca
gcagacgcggcggccctcgagcacgacaaggcctacgaccagcagct
caaggccggagacaacccgtacctcaagtacaaccacgccgacgcecg

agttccaggagcggctcaaagaagatacgtcttttgggggcaacctcggg
cgagcagtcttccaggccaaaaagaggcttcttgaacctcttggtctggttg

17
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aggaagcggctaagacggctcctggaaagaagaggcctgtagagcagt
ctcctcaggaaccggactcctccgegggtattggcaaatcgggtgcacag
cccgctaaaaagagactcaatttcggtcagactggcgacacagagtcagt
cccagaccctcaaccaatcggagaacctcccgcagccccctcaggtgtg
ggatctcttacaatggcttcaggtggtggcgcaccagtggcagacaataa
cgaaggtgccgatggagtgggtagttcctcgggaaattggcattgcgattc
ccaatggctgggggacagagtcatcaccaccagcacccgaacctgggce
cctgcccacctacaacaatcacctctacaagcaaatctccaacagcacat
ctggaggatcttcaaatgacaacgcctacttcggctacagcaccccctgg
gggtattttgacttcaacagattccactgccacttctcaccacgtgactggca
gcgactcatcaacaacaactggggattccggcctaagcgactcaacttca
agctcttcaacattcaggtcaaagaggttacggacaacaatggagtcaag
accatcgccaataaccttaccagcacggtccaggtcttcacggactcaga
ctatcagctcccgtacgtgctcgggtcggcetcacgagggcetgectcececgec
gttcccagcggacgttttcatgattcctcagtacgggtatctgacgcttaatga
tggaagccaggccgtgggtcgttcgtecttttactgcctggaatatttccegte
gcaaatgctaagaacgggtaacaacttccagttcagctacgagtttgaga
acgtacctttccatagcagctacgctcacagccaaagcctggaccgacta
atgaatccactcatcgaccaatacttgtactatctctcaaagactattaacgg
ttctggacagaatcaacaaacgctaaaattcagtgtggccggacccagca
acatggctgtccagggaagaaactacatacctggacccagctaccgaca
acaacgtgtctcaaccactgtgactcaaaacaacaacagcgaatttgcttg
gcctggagcttcttcttgggctctcaatggacgtaatagcettgatgaatcctg
gacctgctatggccagccacaaagaaggagaggaccgtttctttcctttgtc
tggatctttaatttttggcaaacaaggaactggaagagacaacgtggatgc
ggacaaagtcatgataaccaacgaagaagaaattaaaactactaaccc
ggtagcaacggagtcctatggacaagtggccacaaaccaccagagtgc
ccaagcacaggcgcagaccggctgggttcaaaaccaaggaatacttcc
gggtatggtttggcaggacagagatgtgtacctgcaaggacccatttgggc
caaaattcctcacacggacggcaactttcacccttctccgetgatgggagg
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gtttggaatgaagcacccgcctcctcagatcctcatcaaaaacacacctgt
acctgcggatcctccaacggccttcaacaaggacaagctgaactctttcat
cacccagtattctactggccaagtcagcgtggagatcgagtgggagctge
agaaggaaaacagcaagcgctggaacccggagatccagtacacttcca
actattacaagtctaataatgttgaatttgctgttaatactgaaggtgtatatag

tgaaccccgccccattggcaccagatacctgactcgtaatctgtaa

AAV9

(proteina)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKAN
QQHQDNARGLVLPGYKYLGPGNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKE
DTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGK
KRPVEQSPQEPDSSAGIGKSGAQPAKKRLNFGQTG
DTESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVAD
NNEGADGVGSSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTW
ALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYSTPWGY
FDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFN
IQVKEVTDNNGVKTIANNLTSTVQVFTDSDYQLPYVL
GSAHEGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNDGSQAVGRS
SFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYEFENVPFHSSYAH
SQSLDRLMNPLIDQYLYYLSKTINGSGQNQQTLKFSV
AGPSNMAVQGRNYIPGPSYRQQRVSTTVTQNNNSE
FAWPGASSWALNGRNSLMNPGPAMASHKEGEDRF
FPLSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITNEEEIKTTNP
VATESYGQVATNHQSAQAQAQTGWVQNQGILPGMV
WQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGMK
HPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSFITQYSTGQV
SVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSNNVEFAV
NTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL

18

AAV-rh74

(nucleotido)

atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacaacctctctgagg
gcattcgcgagtggtgggacctgaaacctggagccccgaaacccaaag

19
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ccaaccagcaaaagcaggacaacggccggggtctggtgcttcctggcta
caagtacctcggacccttcaacggactcgacaagggggagcccgtcaa
cgcggcggacgcagcggccctcgagcacgacaaggcctacgaccage
agctccaagcgggtgacaatccgtacctgcggtataatcacgccgacgc
cgagtttcaggagcgtctgcaagaagatacgtcttttgggggcaacctcgg
gcgcgcagtcttccaggccaaaaagcegggttctcgaacctctgggectgg
ttgaatcgccggttaagacggctcctggaaagaagagaccggtagagcec
atcaccccagcgctctccagactcctctacgggcatcggcaagaaaggce
cagcagcccgcaaaaaagagactcaattttgggcagactggcgactcag
agtcagtccccgaccctcaaccaatcggagaaccaccagcaggcccct
ctggtctgggatctggtacaatggctgcaggeggtggcegcetccaatggca
gacaataacgaaggcgccgacggagtgggtagttcctcaggaaattgge
attgcgattccacatggctgggcgacagagtcatcaccaccagcacccgce
acctgggccctgcccacctacaacaaccacctctacaagcaaatctcca
acgggacctcgggaggaagcaccaacgacaacacctacttcggctaca
gcaccccctgggggtattttgacttcaacagattccactgccacttttcacca
cgtgactggcagcgactcatcaacaacaactggggattccggcccaaga
ggctcaacttcaagctcttcaacatccaagtcaaggaggtcacgcagaat
gaaggcaccaagaccatcgccaataaccttaccagcacgattcaggtctt
tacggactcggaataccagctcccgtacgtgctcggctcggcgcaccagg
gctgcctgcctccgttcccggeggacgtcticatgattcctcagtacgggtac
ctgactctgaacaatggcagtcaggctgtgggccggtcgtccttctactgec
tggagtactttcctictcaaatgctgagaacgggcaacaactttgaattcag
ctacaacttcgaggacgtgcccttccacagcagctacgcgcacagcecag
agcctggaccggctgatgaaccctctcatcgaccagtacttgtactacctgt
cccggactcaaagcacgggcggtactgcaggaactcagcagttgctatttt
ctcaggccgggcctaacaacatgtcggctcaggccaagaactggctacc
cggtccctgctaccggcagcaacgcgtctccacgacactgtcgcagaac
aacaacagcaactttgcctggacgggtgccaccaagtatcatctgaatgg
cagagactctctggtgaatcctggcgttgccatggctacccacaaggacg
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acgaagagcgattttttccatccagcggagtcttaatgtitgggaaacaggg
agctggaaaagacaacgtggactatagcagcgtgatgctaaccagcga

ggaagaaataaagaccaccaacccagtggccacagaacagtacggcg
tggtggccgataacctgcaacagcaaaacgccgctcctattgtaggggcec
gtcaatagtcaaggagccttacctggcatggtgtggcagaaccgggacgt
gtacctgcagggtcccatctgggccaagattcctcatacggacggcaactt
tcatccctcgecgetgatgggaggctttggactgaagcatccgcectectcag
atcctgattaaaaacacacctgttcccgcggatcctccgaccaccttcaatc
aggccaagctggcttctttcatcacgcagtacagtaccggccaggtcage

gtggagatcgagtgggagctgcagaaggagaacagcaaacgctggaa
cccagagattcagtacacttccaactactacaaatctacaaatgtggacttt
gctgtcaatactgagggtacttattccgagcctcgccccattggcacccegtt

acctcacccgtaatctgtaa

AAV-rh74

(proteina)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKAN
QQKQDNGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLQAGDNPYLRYNHADAEFQERLQ
EDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVESPVKTAPG
KKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQPAKKRLNFGQT
GDSESVPDPQPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGAPM
ADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRT
WALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFK
LFNIQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPY
VLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVG
RSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYNFEDVPFHSSY
AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTAGTQQL
LFSQAGPNNMSAQAKNWLPGPCYRQQRVSTTLSQN
NNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDE
ERFFPSSGVLMFGKQGAGKDNVDYSSVMLTSEEEIK

20
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TTNPVATEQYGVVADNLQQQNAAPIVGAVNSQGALP
GMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGF
GLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQAKLASFITQYST
GQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVD
FAVNTEGTYSEPRPIGTRYLTRNL

Estructura y funcion del AAV

El dependoparvovirus (AAV) es un parvovirus compuesto por una capside de
proteina icosaédrica y un genoma de ADN monocatenario. La capside virica del
AAV comprende tres subunidades, VP1, VP2 y VP3, y dos regiones de repeticiones
terminales invertidas (ITR, inverted terminal repeat), que se encuentran en los
extremos de la secuencia gendmica. Las ITR actuan como origenes de replicaciéon
y desempefian un papel en el empaquetamiento virico. El genoma virico también
comprende los genes rep y cap, asociados a la replicacion y al empaquetamiento
de la capside, respectivamente. En la mayoria de los AAV de tipo silvestre, el gen
rep codifica cuatro proteinas necesarias para la replicacion virica, Rep 78, Rep68,
Rep52 y Rep40. El gen cap codifica las subunidades de la capside, asi como la
proteina activadora del ensamblaje (AAP), que promueve el ensamblaje de las
particulas viricas. Los AAV son generalmente deficientes en replicacion, requiriendo
la presencia de un virus auxiliar o la funciones de virus auxiliares (p. €j., virus del
herpes simple (HSV) y/o adenovirus (AdV)) para replicarse dentro de una célula
infectada. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los AAV requieren genes de ARN
adenovirico E1A, E2A, E4 y VA para replicarse dentro de una célula hospedadora.

AAV recombinante

En general, los vectores de AAV recombinantes (rAAV) pueden comprender
muchos de los mismos elementos que se encuentran en los AAV de tipo silvestre,
incluyendo secuencias y estructuras de capside similares, asi como secuencias de
polinucledtidos que no son de origen AAV (p. €j., un polinucledtido heterdlogo al
AAV). En algunas realizaciones, los rAAV sustituiran las secuencias de AAV
originarias, de tipo silvestre, por secuencias de polinucleétidos que codifican una
carga util. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un rAAV comprendera secuencias
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de polinucledtidos que codifican uno o mas genes destinados a fines terapéuticos
(p. €j., para genoterapia). Los rAAV pueden modificarse para eliminar una o mas
secuencias codificantes viricas de tipo silvestre. Por ejemplo, los rAAV pueden
disefiarse para que comprendan soélo una ITR, y/o uno 0 mas genes necesarios para
el empaquetamiento (p. €j., genes rep y cap) que los que se encontrarian en un AAV
de tipo silvestre. La expresion génica con los rAAV suele limitarse a uno o mas
genes que totalizan 5 kb o menos, ya que las secuencias de mayor tamafio no se
empaquetan eficazmente dentro de la capside virica. En algunas realizaciones, se
pueden utilizar dos o mas rAAV para proporcionar partes de una carga util mas
grande, por ejemplo, para proporcionar una secuencia codificante completa para un
gen que normalmente seria demasiado grande para caber en un solo AAV.

Entre otras cosas, la presente divulgacién proporciona vectores viricos que
comprenden uno o mas polipéptidos descritos en el presente documento. En
algunas realizaciones, los rAAV pueden comprender una o mas proteinas de
capside (p. €j., una o mas proteinas de capside de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAV9, AAV10, AAV11, AAVC11.01, AAVC11.02,
AAVC11.03, AAVC11.04, AAVC11.05, AAVC11.06, AAVC11.07, AAVC11.08,
AAVC11.09, AAVC11.10, AAVC11.11 (denominadas indistintamente en el presente
documento como sL65), AAVC11.12, AAVC11.13, AAVC11.14, AAVC11.15,
AAVC11.16, AAVC11.17, AAVC11.18, AAVC11.19, AAV-DJ, AAV-LKO3, AAV-
LK19, AAVrh.74, AAVrh.10, AAVhu.37, AAVrh.K, AAVrh.39, AAV12, AAV 13,
AAVrh.8,), AAV aviar, AAV bovino, AAV canino, AAV equino, AAV primate, AAV no
primate, AAV ovino, un AAV hibrido (p. ej., un AAV que comprenda una o mas
secuencias de un subtipo de AAV y una o mas secuencias de un segundo subtipo),
y/o un AAV que comprenda una proteina de capside de AAV mutante o una capside
de AAV quimérica (p. €j., una capside con secuencias de polinucleotidos
procedentes de dos o mas serotipos diferentes de AAV). En algunas realizaciones,
los rAAV pueden comprender una 0 mas secuencias de polinucledtidos que
codifican un gen o acido nucleico de interés (p. ej., un gen para el tratamiento de
una enfermedad/trastorno genético y/o una secuencia de acido nucleico inhibidora).
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En algunas realizaciones, un vector de AAV recombinante puede comprender
al menos una ITR. En algunas realizaciones, un vector de AAV recombinante
comprende dos ITR. En algunas realizaciones, un vector de AAV recombinante
comprende una ITR en 5’. En algunas realizaciones, un vector de AAV recombinante
comprende una ITR en 3’. En algunas realizaciones, un vector de AAV recombinante
comprende una ITR de AAV2. En algunas realizaciones, un vector de AAV
recombinante comprende una parte de una ITR de AAV2. En algunas realizaciones,
un vector de AAV recombinante comprende una ITR que tiene una identidad de
secuencia de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % con una ITR de
AAVZ2. En algunas realizaciones, un vector de AAV recombinante comprende una
ITR que tiene una identidad de secuencia del 90 %, 95 %, 99 % o 100 % con una
de las secuencias ilustrativas de la Tabla 2 siguiente.

Tabla 2: Secuencias de ITR ilustrativas

Descripcion de Secuencia (5’ a 3’) Tamain | SEQID

laITR o (pb) NO
ITR de tipo 145 21
silvestre, AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGG

orientacion flip CCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCT
CGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCA
AAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTT
TGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCG
AGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTG

GCCAA
ITR de tipo | AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGG 145 22
silvestre, CCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCT

orientacion flop CGCTCACTGAGGCCGGGCGACCA
AAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTT
TGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCG
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AGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTG

GCCAA
ITR con bucle B | AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGG 123 23
delecionado CCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCT

CGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCT
TTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGC
GAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGT

GGCCAA
ITR con bucle C | AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGG 123 24
delecionado CCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCT

CGCTCACTGAGGCCGGGCGACCA
AAGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGC
GAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGT

GGCCAA
ITR con region A | AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGG 130 25
delecionada CCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCT

CGCTCACTGAGGCCGGGCGACCA
AAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTT
TGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCG

AGCGAGCGCGCAG
ITR con regién D | CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAG 105 26
delecionada GCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCG

TCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGG
CCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGC
AGAGAGGGAGTG

Los vectores de VAA pueden ser capaces de replicarse en una célula
hospedadora infectada (replicacién competente) o incapaces de replicarse en una
célula hospedadora infectada (replicacion incompetente). Un AAV con replicacion
competente (rcAAV, replication competent AAV) requiere la presencia de uno o mas

genes de empaquetamiento de AAV funcionales. Los vectores de AAV
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recombinantes se disefian generalmente para que sean incompetentes en cuanto a
su replicacion en células de mamifero, con el fin de reducir la posibilidad de que se
generen rcAAV por recombinacidbn con secuencias que codifican genes de
empaquetamiento de AAV. En algunas realizaciones, las preparaciones de vectores
de rAAV descritas en el presente documento estan disefiadas para que comprendan
pocos vectores de rcAAV, o ninguno. En algunas realizaciones, las preparaciones
de vectores de rAAV comprenden menos de aproximadamente 1 rcAAV por 102
vectores de rAAV. En algunas realizaciones, las preparaciones de vectores de rAAV
comprenden menos de aproximadamente 1 rcAAV por 10* vectores rAAV. En
algunas realizaciones, las preparaciones de vectores de rAAV comprenden menos
de aproximadamente 1 rcAAV por 108 vectores rAAV. En algunas realizaciones, las
preparaciones de vectores de rAAV comprenden menos de aproximadamente 1
rcAAV por 102 vectores de rAAV. En algunas realizaciones, las preparaciones de
vectores rAAV no comprenden vectores de rcAAV.

Nanoparticulas lipidicas (LNP)

Las nanoparticulas lipidicas (LNP) son sistemas de suministro que, entre
otras cosas, pueden lograr el suministro intracelular de acidos nucleicos en forma
intacta, lo que permite cambios biolégicos que incluyen efectos terapéuticos. En un
aspecto, las nanoparticulas lipidicas son composiciones lipidicas que comprenden
al menos un lipido. En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas pueden
comprender ademas al menos un acido nucleico (p. €j., ADN, ARN y similares). En
algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas pueden comprender un acido
nucleico terapéutico (p. ej., ADN, ARN y similares) encapsulado en una parte lipidica
de la nanoparticula.

La presente divulgacion proporciona composiciones que comprenden
nanoparticulas lipidicas. En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas
comprenden uno o mas componentes. En algunas realizaciones, las nanoparticulas
lipidicas comprenden uno o mas componentes tales como lipidos ionizables,
esteroles, lipidos conjugados con enlazadores y fosfolipidos. En algunas

realizaciones, las nanoparticulas lipidicas pueden comprender uno o0 mas
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compuestos descritos en el presente documento. Entre otras cosas, la presente
divulgacion describe que la seleccion y combinacion de uno o mas de los
componentes descritos en el presente documento puede influir en las caracteristicas
de las nanoparticulas lipidicas, como el diametro, el pKa, la estabilizacion y la
capacidad de ionizacion.

Entre otras cosas, la presente divulgacion describe que la seleccion y
combinacion de uno o mas de los componentes descritos en el presente documento
influye en la actividad funcional de las nanoparticulas lipidicas como el tropismo, la
estabilizacion y la eficacia de suministro. Por ejemplo, la presente divulgacion
describe que una combinacién de componentes puede adecuarse mejor al
suministro de una carga util particular (p. ej., ADN (p. ej., ADN plasmidico, ADN
linealizado (p. ej., ADN linealizado y dimerizado (CELID, close-ended linear duplex,
duplex lineal cerrado))) en comparacion con el de una referencia apropiada (p. €j.,
secuencias alternativas de acido nucleico, proteinas, y similares).

En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas pueden ser o
comprender una estructura producida por un método disponible (Véase, Jayaraman
et al., Angewandte Chemie (International Ed. In English), 2012; Li et al. PLOS One,
2013; Kulkarni et al. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 2017;
US 2019/0240345; WO 2019/089828; WO/2021/102411; WO/2019/046809;
W0O/2018089540, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento
por referencia en su totalidad). A la luz de las ensefianzas expuestas en el presente
documento, los expertos en la materia serian conscientes de la posibilidad de
sustituir las nanoparticulas lipidicas descritas en este documento por otras
alternativas disponibles.

Lipidos ionizables

En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas pueden comprender
uno o mas lipidos ionizables, como se describe en el presente documento. En
algunas realizaciones, un lipido ionizable puede incluir un grupo que contiene amina
en el grupo de cabeza. En algunas realizaciones, un lipido ionizable es o comprende

un compuesto descrito en el presente documento (p. ej., un compuesto de Formula
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II, Férmula Ill o Férmula IV). En algunas realizaciones, un lipido ionizable esta
presente en una preparacion de nanoparticulas lipidicas (LNP) de
aproximadamente 30 por ciento molar a aproximadamente 70 por ciento molar,
basado en moles totales de componentes de la nanoparticula lipidica. En algunas
realizaciones, el lipido ionizable esta presente de aproximadamente 33 por ciento
molar a aproximadamente 60 por ciento molar, basado en moles totales de
componentes de la nanoparticula lipidica. En algunas realizaciones, el lipido
ionizable esta presente de aproximadamente 34 por ciento molar a
aproximadamente 55 por ciento molar, basado en moles totales de componentes de
la nanoparticula lipidica. En algunas realizaciones, el lipido ionizable esta presente
de aproximadamente 33 por ciento molar a aproximadamente 51 por ciento molar,
basado en moles totales de componentes de la nanoparticula lipidica. En algunas
realizaciones, el lipido ionizable esta presente a aproximadamente 34.7 por ciento
molar, basado en moles totales de componentes de la nanoparticula lipidica. En
algunas realizaciones, el lipido ionizable esta presente a aproximadamente 50 por
ciento molar, basado en moles totales de componentes de la nanoparticula lipidica.

Esteroles

En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas comprenden uno o mas
esteroles como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones,
un esterol es un colesterol, o una variante o derivado del mismo. En algunas
realizaciones, se modifica un colesterol. En algunas realizaciones, un colesterol es
un colesterol oxidado. En algunas realizaciones, el colesterol es colesterol
esterificado. Las enzimas pueden actuar sobre el colesterol no modificado para
formar variantes con cadena lateral oxidada o anillo oxidado. En algunas
realizaciones, un colesterol puede oxidarse en la estructura de anillo beta o en la
estructura de cola de hidrocarburo. En algunas realizaciones, un esterol es un
fitosterol. Como esteroles ilustrativos que se consideran para su uso en las
nanoparticulas lipidicas desveladas se incluyen, pero sin limitacion, 25-
hidroxicolesterol (25-OH), 20a-hidroxicolesterol (20a-OH), 27-hidroxicolesterol, 6-
ceto-5a-hidroxicolesterol, 7-cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol, 7a-
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hidroxicolesterol, 7B-25-dihidroxicolesterol, beta-sitosterol, estigmasterol,
brasicasterol, campesterol, o combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, un colesterol con cadena lateral oxidada puede mejorar el suministro
de carga en relacion con otras variantes de colesterol. En algunas realizaciones, un
colesterol es un colesterol no modificado.

En algunas realizaciones, la composicion de LNP comprende de
aproximadamente 20 por ciento molar a aproximadamente 50 por ciento molar de
esterol. En algunas realizaciones, la composicion de LNP comprende
aproximadamente 38 por ciento molar de esterol. En algunas realizaciones, la
composicion de LNP comprende aproximadamente 38.5 por ciento molar de esterol.
En algunas realizaciones, la composicion de LNP comprende aproximadamente
33.8 por ciento molar de colesterol.

Lipidos conjugados con enlazadores

En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas comprenden uno o mas
lipidos conjugados con enlazadores, como se describe en el presente documento.
En algunas realizaciones, un lipido conjugado con enlazador es o comprende un
lipido con polietilenglicol (PEG) o un lipido modificado con PEG. En algunas
realizaciones, los lipidos con PEG o modificados con PEG, pueden denominarse
alternativamente lipidos PEGilados o lipidos con PEG. La inclusion de un lipido
PEGilado puede utilizarse para mejorar la estabilidad coloidal de las nanoparticulas
lipidicas in vitro y el tiempo de circulacién in vivo. En algunas realizaciones, la
PEGilacion es reversible en el sentido de que la fraccion de PEG se libera
gradualmente en la circulacion sanguinea. Como lipidos con PEG ilustrativos se
incluyen, entre otros, PEG conjugado con cadenas alquilicas saturadas o
insaturadas con una longitud de C6-C20. Fosfatidiletanolaminas modificadas con
PEG, acidos fosfatidicos modificados con PEG, ceramidas modificadas con PEG
(PEG-CER), dialquilaminas modificadas con PEG, diacilgliceroles modificados con
PEG (PEG-DAG), dialquilgliceroles modificados con PEG y mezclas de los mismos.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, un lipido con PEG puede ser PEG-c-DOMG,
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PEG-DMG, PEG-DLPE, PEG-DMPE, PEG-DPPE, PEG-DSG o un lipido PEG-
DSPE.

En algunas realizaciones, el lipido conjugado con enlazador comprende un
lipido de polietilenglicol. En algunas realizaciones, el lipido conjugado con enlazador
comprende dimiristoil glicerol (DMG), 1,2-dipalmitoil-rac-glicerol, metoxipolietilén
glicol (DPG-PEG) o 1,2-distearoil-rac-glicero-3-metilpolioxietileno (DSG - PEG). En
algunas realizaciones, el lipido conjugado con enlazador tiene una masa molecular
promedio de aproximadamente 500 Da a aproximadamente 5000 Da. En algunas
realizaciones, el lipido conjugado con enlazador tiene una masa molecular promedio
de aproximadamente 2000 Da. En algunas realizaciones, la composicion de LNP
comprende de aproximadamente 0 por ciento molar a aproximadamente 5 por ciento
molar de lipido conjugado con enlazador. En algunas realizaciones, la composicién
de LNP comprende aproximadamente 1.5 por ciento molar de lipido conjugado con
enlazador. En algunas realizaciones, la composicion de LNP comprende
aproximadamente 3 por ciento molar de lipido conjugado con enlazador.

Fosfolipidos

En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas comprenden uno o mas
fosfolipidos, como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones,
uno o mas fosfolipidos pueden ensamblarse en una o mas bicapas lipidicas. En
algunas realizaciones, uno o mas fosfolipidos pueden incluir una fraccion
fosfolipidica. En algunas realizaciones, uno o mas fosfolipidos pueden incluir una o
mas fracciones fosfolipidica. En algunas realizaciones, uno o mas fosfolipidos
pueden incluir una fraccion fosfolipidica y una o mas fracciones de acido graso. En
algunas realizaciones, un fosfolipido es o comprende un compuesto descrito en el
presente documento (p. €j., un compuesto de Férmula I). En algunas realizaciones,
una fraccion fosfolipidica incluye, pero sin limitacién, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, acido fosfatidico, 2-
lisofosfatidilcolina y esfingomielina. En algunas realizaciones, una fraccion de acido
graso incluye, pero sin limitacion, acido laurico, acido miristico, acido miristoleico,

acido palmitico, acido palmitoleico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico,
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acido alfalinolénico, acido erucico, acido fitanico, acido araquidico, &acido
araquidonico, acido eicosapentaenoico, acido behénico, acido docosapentaenoico
y acido docosahexaenoico. También se contemplan especies no naturales
incluyendo especies naturales con modificaciones y sustituciones incluyendo
ramificacion, oxidacién, ciclacion y alquinos. Por ejemplo, un fosfolipido puede
funcionalizarse con uno o mas alquinos, o reticularse con ellos, (p. €j., un grupo
alquenilo en el que uno o mas dobles enlaces se sustituye(n) por un triple enlace).
En condiciones de reaccién apropiadas, un grupo alquino puede experimentar una
cicloadicion catalizada por cobre al exponerse a una azida. Dichas reacciones
pueden ser utiles en la funcionalizacion de una bicapa lipidica de una composicién
de nanoparticula para facilitar la infiltracion en la membrana o el reconocimiento
celular o en la conjugacién de una composicion de nanoparticulas a un componente
util tal como una fraccién de direccionamiento o de obtencién de imagenes (p. €j.,
un colorante).

Como fosfolipidos ilustrativos se incluyen, pero sin limitacion, 1,2-distearoil-
sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE),
1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DLPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicerofosfocolina
(DMPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC), 1,2-diundecanoil-sn-glicerofosfocolina (DUPC), |-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), 1,2-di-0-octadecenil-sn-glicero-3-fosfocolina
(18:0 Dieter PC), 1-oleoil-2-colesterilhemisuccinoi I-sn-glicero-3-fosfocolina
(OChemsPC), 1-hexadecil snglicero-3-fosfocolina (C16 Liso PC), 1,2-dilinolenoil-sn-
glicero-3-fosfocolina, 1,2-diarachidonoyl-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-
didocosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (ME 16.0 PE), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-
dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, 1,2-
didocosahexaenoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal sédica de 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol)  (DOPG), dipalmitoilfosfatidilglicerol  (DPPG),
palmitoiloilfosfatidiletanolamina (POPE), distearoil-fosfatidiletanolamina (DSPE),
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dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE), dimiristoilfosfoetanolamina (DMPE), 1-
estearoil-2-oleoil-fosfatidiletanolamina (SOPE), 1-estearoil-2-oleoilfosfatidilcolina
(SOPC), esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, acido fosfatidico, palmitoilooilfosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina,
lisofosfatidiletanolamina (LPE), o combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, un fosfolipido es DSPC. En algunas realizaciones, un fosfolipido es
DMPC.

En algunas realizaciones, el fosfolipido comprende 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-(succinil) (succinil PE), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DSPC), colesterol, 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DSPE), 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(succinil) (succinil-DPPE), 1,2-dioleoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina  (DOPE),  1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DMPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), o una combinacién de los
mismos.

Diametro

Entre otras cosas, la presente divulgacién describe composiciones que tienen
un diametro hidrodinamico promedio de aproximadamente 30 a aproximadamente
220 nm. En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas descritas en el
presente documento pueden tener un diametro hidrodinamico promedio de
aproximadamente 30 a aproximadamente 220 nm. En algunas realizaciones, las
nanoparticulas lipidicas descritas en el presente documento pueden tener un
diametro hidrodinamico promedio de aproximadamente 30 nm, 35 nm, 40 nm, 45
nm, 50 nm, 55 nm, 60 nm, 65 nm, 70 nm, 75 nm, 80 nm, 85 nm, 90 nm, 95 nm, 100
nm, 105 nm, 110 nm, 115 nm, 120 nm, 125 nm, 130 nm, 135 nm, 140 nm, 145 nm,
150 nm, 155 nm, 160 nm, 165 nm, 170 nm, 175 nm, 180 nm, 185 nm, 190 nm, 195
nm, 200 nm, 205 nm, 210 nm, 215 nm, 220 nm, o cualquier intervalo cuyos extremos
estén definidos por cualquiera de dos de los valores mencionados anteriormente.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas descritas en el
presente documento pueden tener un diametro hidrodinamico promedio de

aproximadamente 50 nm a 200 nm.
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pKa

Entre otras cosas, la presente divulgaciéon describe composiciones,
preparaciones, nanoparticulas, y/o nanomateriales que tienen un pKa de
aproximadamente 5 a aproximadamente 9.

En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas descritas en el
presente documento tienen un pKa de aproximadamente 5 a aproximadamente 9.
En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas descritas en el presente
documento tienen un pKa que es de aproximadamente 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5,
8.0, 8.5, o cualquier intervalo cuyos extremos estén definidos por cualquiera de dos
de los valores mencionados anteriormente. En algunas realizaciones, las
nanoparticulas lipidicas descritas en el presente documento tienen un pKa que es
de aproximadamente 6.0, 6.1, 6.2,6.3,6.4,6.5,6.6,6.7,6.8,6.9,7.0,7.1,7.2, 7.3,
74,75,76,7.7,7.8,7.9,8.0,8.1,8.2,8.3,8.4,8.5,8.6, 8.7, 8.8, 8.9, 9.0, o cualquier
intervalo cuyos extremos estén definidos por cualquiera de dos de los valores
mencionados anteriormente.

Composiciones ilustrativas de LNP

La presente invencidn proporciona composiciones que comprenden
nanoparticulas lipidicas. En algunas realizaciones, una composicion de
nanoparticulas lipidicas comprende de aproximadamente 30 por ciento molar a
aproximadamente 70 por ciento molar de lipidos ionizables, de aproximadamente 5
por ciento molar a aproximadamente 25 por ciento molar de fosfolipidos, de
aproximadamente 25 por ciento molar a aproximadamente 45 por ciento molar de
colesterol y de aproximadamente O por ciento molar a aproximadamente 5 por ciento
molar de lipido conjugado con enlazador. En algunas realizaciones, una
composicidon de nanoparticulas lipidicas comprende aproximadamente 50 por ciento
molar de lipidos ionizables, aproximadamente 20 por ciento molar de fosfolipidos,
aproximadamente 39 por ciento molar de colesterol y aproximadamente 1 por ciento
molar de lipido conjugado con enlazador.

En algunas realizaciones, una composicién de nanoparticulas lipidicas

comprende de aproximadamente 30 por ciento molar a aproximadamente 70 por
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ciento molar de lipidos ionizables de Formula IlI, Formula Ill o Formula IV, de
aproximadamente 5 por ciento molar a aproximadamente 25 por ciento molar de
DSPC, de aproximadamente 25 por ciento molar a aproximadamente 45 por ciento
molar de colesterol y de aproximadamente O por ciento molar a aproximadamente
5 por ciento molar de PEG lipidico, basandose en los moles totales de estos
ingredientes.

En algunas realizaciones, una preparacion de nanoparticulas lipidicas (LNP)
comprende una relacion de masa de (el total de uno o mas lipidos ionizables,
esteroles, lipidos conjugados con enlazador y fosfolipidos):ADN de
aproximadamente 2:1 y 50:1. En algunas realizaciones, una preparaciéon de LNP
comprende una relacion de masa de (el total de uno o mas lipidos ionizables,
esteroles, lipidos conjugados con enlazador y fosfolipidos):ADN de
aproximadamente  2:1, aproximadamente 3:1, aproximadamente 4:1,
aproximadamente  5:1, aproximadamente 6:1, aproximadamente 7:1,
aproximadamente 8:1, aproximadamente 9:1, aproximadamente 10:1,
aproximadamente 11:1, aproximadamente 12:1, aproximadamente 13:1,
aproximadamente 14:1, aproximadamente 15:1, aproximadamente 16:1,
aproximadamente 17:1, aproximadamente 18:1, aproximadamente 19:1,
aproximadamente 20:1, aproximadamente 21:1, aproximadamente 22:1,
aproximadamente 23:1, aproximadamente 24:1, aproximadamente 25:1,
aproximadamente 26:1, aproximadamente 27:1, aproximadamente 28:1,
aproximadamente 29:1, aproximadamente 30:1, aproximadamente 31:1,
aproximadamente 32:1, aproximadamente 33:1, aproximadamente 34:1,
aproximadamente 35:1, aproximadamente 36:1, aproximadamente 37:1,
aproximadamente 38:1, aproximadamente 39:1, aproximadamente 40:1,
aproximadamente 41:1, aproximadamente 42:1, aproximadamente 43:1,
aproximadamente 44:1, aproximadamente 45:1, aproximadamente 46:1,
aproximadamente 47:1, aproximadamente 48:1, aproximadamente 49:1,

aproximadamente 50:1.
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Compuestos ilustrativos

Entre otras cosas, la presente divulgaciéon describe composiciones, y/o
nanoparticulas que comprenden uno o mas compuestos como los descritos en el
presente documento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona nanoparticulas
lipidicas que comprenden compuestos que comprenden uno o mas grupos lipidicos
parcialmente insaturados. En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas
proporcionadas comprenden compuestos que comprenden uno O mMas grupos
amina trimetilados. En algunas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas
proporcionadas comprenden compuestos que comprenden uno 0 mas grupos
amina dimetilados.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto

de Formula I:
0 R3 .
L! i IL/R
al \O/>/\O/ N0 N s
R?2 o] °
N o7

2 (1

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

cada uno de L' y L? es independientemente un enlace covalente, -C(O)-, -
OC-(O)-, o una cadena hidrocarbonada C+-C12 bivalente, saturada o insaturada,
recta o ramificada, opcionalmente sustituida;

cada uno de R' y R? es independientemente un grupo opcionalmente
sustituido seleccionado de una cadena hidrocarbonada C1-C2 saturada o
insaturada, recta o ramificada en donde 1-3 unidades de metileno estan
opcionalmente sustituidas por —-O-; y

cada uno de R3, R* y R® es independientemente un hidrégeno o una cadena
hidrocarbonada Ci-C1o bivalente, saturada o insaturada, recta o ramificada,
opcionalmente sustituida.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto

de Féormula Il:
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e (I

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

cada uno de L' y L? es independientemente un enlace covalente, -C(O)-, -
OC-(O)-, o una cadena hidrocarbonada C+-C12 bivalente, saturada o insaturada,
recta o ramificada, opcionalmente sustituida;

cada uno de R' y R? es independientemente un grupo opcionalmente
sustituido seleccionado de una cadena hidrocarbonada C1-C20 saturada o
insaturada, recta o ramificada en donde 1-3 unidades de metileno estan
opcionalmente sustituidas por —O-; y

cada uno de R3® y R* es independientemente un hidrégeno o una cadena
hidrocarbonada C+-C10 bivalente, saturada o insaturada, recta o ramificada,
opcionalmente sustituida.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto
de Formula llI:

R2
R1/L1\O/L2\/\/’L\R3(|”)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

cada uno de L' y L? es independientemente un enlace covalente, -C(O)-, -
OC-(0O)-, o una cadena hidrocarbonada C+-C12 bivalente, saturada o insaturada,
recta o ramificada, opcionalmente sustituida;

R' es independientemente un hidrégeno, o un grupo opcionalmente
sustituido seleccionado de una cadena hidrocarbonada C1-C20 saturada o
insaturada, recta o ramificada en donde 1-3 unidades de metileno estan
opcionalmente sustituidas por —O-; y

cada uno de R? y R3 es independientemente un hidrégeno o una cadena
hidrocarbonada C1-C1o bivalente, saturada o insaturada, recta o ramificada,

opcionalmente sustituida.
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En algunas realizaciones, la presente divulgacidon proporciona un compuesto

de Férmula IV:

R;XOJM’T‘/R?)
R'o RY (V)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

cada uno de R' y R? es independientemente un grupo opcionalmente
sustituido seleccionado de una cadena hidrocarbonada C1-C20 saturada o
insaturada, recta o ramificada en donde 1-3 unidades de metileno estan
opcionalmente sustituidas por —O-; y

cada uno de R® y R* es independientemente un hidrégeno o una cadena
hidrocarbonada C1-C1o bivalente, saturada o insaturada, recta o ramificada,
opcionalmente sustituida.

Nucleasas diana

En la técnica se conocen multiples nucleasas diana dirigidas al ADN. En
algunas realizaciones, las nucleasas descritas en el presente documento pueden
comprender cualquier secuencia de polipéptidos o de proteinas capaz de inducir
una rotura una rotura monocatenaria o bicatenaria de ADN. En algunas
realizaciones, las nucleasas descritas en el presente documento pueden ser
proteinas de tipo silvestre, proteinas de fusion, proteinas genomodificadas o
variantes de las mismas. En algunas realizaciones, las nucleasas pueden
seleccionarse de una clase de enzimas que comprende: TALEN, ZFN,
Meganucleasas, Nicasas TALE, Nicasas de dedos de zinc y nucleasas Cas (p. €j.,
Cas9 de Staphylococcus aureus (saCas9), Streptococcus pyogenes (spCas9),
Nucleasa de AZ (de ArcticZymes), HF1-Cas9, HF2-Cas9 o HiFi-Cas9). En algunas
realizaciones, las nucleasas se combinan con otros componentes de GENERIDE™
para producir la integracion dirigida de un transgén en un sitio de integracion diana.
En algunas realizaciones, las nucleasas se combinan con otros componentes de
GENERIDE™ para producir la integracién dirigida de un transgén en un sitio de
integracion diana que es distal con respecto un sitio de corte de nucleasa.

TALEN (nucleasas efectoras similares a un activador de la transcripcion)
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Las TALEN son enzimas de restriccidon que comprenden un dominio de unién
al ADN (dominio efector similar a un activador de la transcripcion (TAL, transcription
activator-like)) fusionado directa o indirectamente a una nucleasa. Los efectores
TAL (TALE) comprenden un conjunto altamente conservado de repeticiones de
secuencias de 33-34 aminoacidos, que pueden disefarse para unirse a secuencias
especificas de ADN dentro de un genoma celular. La fusién de TALE modificadas a
un dominio de escision de nucleasa (p. e€j., la nucleasa Fokl) puede producir
nucleasas TALE (TALEN) capaces de dirigirse a una secuencia de ADN especifica
para producir roturas en el ADN. Pueden utilizarse combinaciones de TALEN (p. €j.,
pares de TALEN) para producir roturas bicatenarias (DSB) en una secuencia de
ADN.

En algunas realizaciones, las TALEN pueden disefiarse para dirigirse a
secuencias de ADN especificas e inducir DSB. En algunas realizaciones, una o mas
TALEN (p. €j., pares de TALEN) pueden combinarse para inducir DSB a través de
la unién a secuencias de ADN diana en cadenas de ADN gendmico. En algunas
realizaciones, determinadas caracteristicas de las TALEN (p. ej., regiones de union
al ADN, regiones enlazadoras, regién de fusion de nucleasas), pueden disefiarse u
optimizarse para mejorar la eficacia de unién y/o corte del ADN. En algunas
realizaciones, determinadas caracteristicas de las TALEN (p. ej., regiones de union
al ADN, regiones enlazadoras, regién de fusion de nucleasas) pueden disefharse u
optimizarse para reducir la unién inespecifica.

Nicasa TALE

Los TALE (transcription activator-like effector, efectores similares a un
activador de la transcripcidn) comprenden un conjunto altamente conservado de
repeticiones de secuencias de 33-34 aminoacidos, que pueden disefarse para
unirse a secuencias de ADN especificas dentro de un genoma celular. Pueden
utilizarse combinaciones de TALEN (p. €j., pares de TALEN) para producir roturas
de ADN diana en una secuencia de ADN. Una Nicasa TALE puede disefarse
introduciendo mutaciones (p. ej., D450A) en un dominio de escision (p. ej., la
nucleasa Fokl) de un monémero TALEN en las TALEN disefiadas (p. €j., pares de
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TALEN). Las Nicasas TALE son capaces de reconocer regiones especificas de una
secuencia de ADN diana y generar roturas monocatenarias (SSB, single strand
breaks) diana en una secuencia de ADN.

En algunas realizaciones, las Nicasas TALE pueden disefharse para dirigirse
a secuencias de ADN especificas e inducir DSB. En algunas realizaciones,
determinadas caracteristicas de las Nicasas TALE (p. €j., regiones de unién al ADN,
regiones enlazadoras, regién de fusion de nucleasas), pueden disefarse u
optimizarse para mejorar la eficacia de unién y/o corte del ADN. En algunas
realizaciones, determinadas caracteristicas de las Nicasas TALE (p. €j., regiones de
unién al ADN, regiones enlazadoras, region de fusion de nucleasas) pueden
disefarse u optimizarse para reducir la unién inespecifica.

ZFN (Zinc Finger Nucleases, nucleasas de dedos de zinc)

Las ZFN son enzimas de restriccidon que comprenden un dominio de union al
ADN (proteina de dedos de zinc (ZFP, Zinc Finger Protein)) fusionado directa o
indirectamente a una nucleasa. Las ZFP comprenden de 3 a 6 repeticiones
individuales de dedos de zinc, que son capaces de reconocer entre 9 pb y 18 pb de
una secuencia de ADN diana. La fusion de ZFP disefiadas a un dominio de escision
de nucleasa (p. €j., la nucleasa Fokl) puede producir ZFN capaces de dirigirse a una
secuencia especifica de ADN para producir roturas en el ADN. Pueden utilizarse
combinaciones de ZFN (p. ej., pares de ZFN) para producir roturas bicatenarias
(DSB) diana en una secuencia de ADN.

En algunas realizaciones, las ZFN pueden disefiarse para dirigirse a
secuencias de ADN especificas e inducir roturas bicatenarias, DSB. En algunas
realizaciones, una o mas ZFN (p. €j., pares de ZFN) pueden combinarse para inducir
DSB a través de la union a secuencias de ADN diana en cadenas en ADN gendmico.
En algunas realizaciones, determinadas caracteristicas de las ZFN (p. €j., regiones
de union al ADN, regiones enlazadoras, region de fusion de nucleasas), pueden
disefiarse u optimizarse para mejorar la eficacia de unién y/o corte del ADN. En

algunas realizaciones, determinadas caracteristicas de las ZFN (p. €j., regiones de
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unién al ADN, regiones enlazadoras, region de fusion de nucleasas) pueden
disefarse u optimizarse para reducir la unién inespecifica.

Nicasa de dedos de Zinc

Las ZFP comprenden 3-6 repeticiones individuales de dedos de zinc, que son
capaces de reconocer entre 9 pb y 18 pb de una secuencia de ADN diana. Para
producir roturas dirigidas en el ADN en una secuencia de ADN, pueden utilizarse
combinaciones de ZFN (p. ej., pares de ZFN). Introduciendo mutaciones (p. €j.,
D450A) en un dominio de escision (p. ej., nucleasa Fokl) de un monémero de ZFN
en una ZFN disefiada, puede disenarse una Nicasa de ZF. Las Nicasas de ZF son
capaces de reconocer regiones especificas de una secuencia de ADN diana vy
generar roturas monocatenarias (SSB, single strand breaks) dirigidas en una
secuencia de ADN.

En algunas realizaciones, las nicasas de ZF pueden disefarse para dirigirse
a secuencias de ADN especificas e inducir SSB. En algunas realizaciones,
determinadas caracteristicas de la Nicasa de ZF (p. €j., regiones de unién al ADN,
regiones enlazadoras, regién de fusion de nucleasas), pueden disefarse u
optimizarse para mejorar la eficacia de union y/o corte del ADN. En algunas
realizaciones, determinadas caracteristicas de la Nicasa de ZF (p. €j., regiones de
unién al ADN, regiones enlazadoras, regién de fusion de nucleasas), pueden
disefarse u optimizarse para reducir la unién inespecifica.

Meganucleasas

Las meganucleasas (también denominadas endonucleasas de asentamiento
(homing)) son endonucleasas especificas de secuencia capaces de reconocer entre
12 pb y 40 pb de una secuencia de ADN diana. La clase mas numerosa de
endonucleasas de asentamiento es la familia LAGLIDADG, que incluye, entre otras,
las enzimas I-Crel e I-Scel, bien caracterizadas y de uso comun. El rediseno de
estas endonucleasas de asentamiento puede producir endonucleasas de
asentamiento capaces de dirigirse a una secuencia de ADN especifica para producir
roturas del ADN. Se han disefiado proteinas quiméricas que comprenden fusiones

de meganucleasas, ZFP y TAL para generar nuevas enzimas que aprovechen la
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afinidad de unién de las ZF y las TALE y la especificidad de escisién de las
meganucleasas.

En algunas realizaciones, pueden disefarse meganucleasas que se dirijan a
secuencias de ADN especificas e induzcan DSB (roturas bicatenarias). En algunas
realizaciones, una 0 mas meganucleasas pueden combinarse para inducir DSB a
través de la union a secuencias diana de ADN en cadenas de ADN gendmico. En
algunas realizaciones, una 0 mas meganucleasas pueden combinarse con ZFP y/o
TAL para inducir DSB a través de la union a secuencias diana de ADN en cadenas
de ADN gendmico. En algunas realizaciones, determinadas caracteristicas de las
meganucleasas (p. €j., regiones de unién al ADN, regiones enlazadoras, region de
fusidén de nucleasas), pueden disefiarse u optimizarse para mejorar la eficacia de
union y/o corte del ADN. En algunas realizaciones, determinadas caracteristicas de
las meganucleasas (p. €j., regiones de unién al ADN, regiones enlazadoras, region
de fusién de nucleasas), pueden disefiarse u optimizarse para reducir la unién
inespecifica.

Sistemas asociados a CRISPR

Los sistemas asociados a CRISPR comprenden normalmente una nucleasa
Cas (p. €j., Cas9, Cas13, Cas12a, nicasa Cas9 y similares) o una variante de la
misma y una secuencia de ARN guia (ARNQ) disefiada. Las secuencias de ARNg
estan disefiadas para tener complementariedad parcial con una secuencia de ADN
gendmico diana de interés dentro de una determinada distancia de un motivo
adyacente de protoespaciador (PAM, protospacer adjacent motif). Las secuencias
PAM vy la distancia a los sitios de corte de la nucleasa Cas suelen ser especificas
de determinados tipos de enzimas (p. ej., Cas9, Cas13, Cas12a, nicasa Cas9).
Determinadas nucleasas Cas, o sus variantes, son capaces de producir DSB en una
secuencia de ADN diana.

Cas9

Cas9 es una enzima endonucleasa de ADN guiada por ARN que actua a
través de la complementariedad de pares de bases entre los 17-20 primeros
nucleotidos de un ARNg disefiado y una cadena complementaria de ADN gendmico
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diana. EI ADN gendmico diana debe presentar una secuencia PAM apropiada (p.
ej., NGG o NAG) adyacente a la region de complementariedad del ARNg. Una vez
unida a una secuencia diana apropiada, Cas9 induce una DSB en una secuencia
de ADN diana. Las nucleasas Cas9 pueden encontrarse en diversas especies
diferentes, incluyendo, p. €j., S. pyogenes (SpCas9), S. aureus y N. meningitidis,
entre otras. Las nucleasas Cas9 disefiadas pueden mejorar la actividad de corte o
reducir los efectos de corte inespecificos.
Cas12a / Cpft

Cas12a (Cpf1) es una enzima endonucleasa de ADN guiada por ARN que
actua a través de la complementariedad de pares de bases entre los 20 primeros
nucleotidos de un ARNg disefiado y una cadena complementaria de ADN gendmico
diana. EI ADN gendmico diana debe presentar una secuencia PAM apropiada (p.
ej., TTN/TTTN/TTTV) adyacente a la regiéon de complementariedad del ARNg. Una
vez unida a una secuencia diana apropiada, Cas12a induce un corte bicatenario
escalonado en una secuencia de ADN diana.

Nicasas Cas9

Las mutaciones (p. €j., D10A y/o H840A) en uno de los dos dominios de
nucleasa Cas9 de tipo silvestre dan lugar a una variante de Cas9 (nicasa Cas9). Al
igual que las Cas 9 de tipo silvestre, las nicasas actuan a través de la
complementariedad de pares de bases entre los nucleétidos de un ARNg disefiado
y una cadena complementaria de ADN gendmico diana. A diferencia de Cas9 de
tipo silvestre, una vez unida a una secuencia diana apropiada, la nicasa Cas9 corta
sblo una cadena del ADN generando una SSB que puede repararse sin inducir
indeles (inserciones/deleciones).

ARNg (ARN guia)

Una molécula de ARN guia puede ser o comprender un acido nucleico que
promueva el direccionamiento o asentamiento especifico de un complejo de
ARNg/Cas a una diana. En algunas realizaciones, un ARNg incorporara funciones
y estructuras de un ARN crispr (ARNcr) y/o de un ARN transactivante crispr
(ARNtracr). En algunas realizaciones, un ARNg puede ser quimeérico y comprender
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rasgos tanto de ARNcr como de ARNtracr en una unica secuencia de acido nucleico
(p- €j., ARN guia unico, o ARNgu). En algunas realizaciones, la molécula de ARNg
comprende dominios multiples. En algunas realizaciones, una molécula de ARNg
comprende un dominio de direccionamiento (complementario a un acido nucleico
diana), un primer dominio de complementariedad, un dominio de enlace, un
segundo dominio de complementariedad (complementario al primer dominio de
complementariedad), un dominio proximal, y/o un dominio de cola.

En algunas realizaciones, una molécula de ARNg puede comprender un
dominio de direccionamiento que comprenda una secuencia de acido nucleico que
sea complementaria (p. €j., al menos 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % o0 100 % complementaria) a una secuencia de ADN
diana. En algunas realizaciones, una molécula de ARNg puede comprender un
dominio de direccionamiento que comprenda una secuencia de acido nucleico que
sea complementaria (p. €j., al menos 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % o 100 % complementaria) a una cadena sencilla de
una secuencia de ADN diana. En algunas realizaciones, el dominio de
direccionamiento tiene una longitud de 5-50 nucleétidos (p. €j., 5-10, 10-15, 15-20,
20-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50 y similares). En algunas realizaciones, el
dominio de direccionamiento tiene una longitud de 16 nucledtidos. En algunas
realizaciones, el dominio de direccionamiento tiene una longitud de 16 nucledtidos.
En algunas realizaciones, el dominio de direccionamiento tiene una longitud de 17
nucledtidos. En algunas realizaciones, el dominio de direccionamiento tiene una
longitud de 18 nucledtidos. En algunas realizaciones, el dominio de
direccionamiento tiene una longitud de 19 nucledétidos. En algunas realizaciones, el
dominio de direccionamiento tiene una longitud de 20 nucledtidos. En algunas
realizaciones, el dominio de direccionamiento tiene una longitud de 21 nucledétidos.
En algunas realizaciones, el dominio de direccionamiento tiene una longitud de 22
nucledtidos. En algunas realizaciones, el dominio de direccionamiento tiene una
longitud de 23 nucledtidos. En algunas realizaciones, el dominio de

direccionamiento tiene una longitud de 24 nucledétidos. En algunas realizaciones, el
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dominio de direccionamiento tiene una longitud de 25 nucleétidos. En algunas
realizaciones, el dominio de direccionamiento tiene una longitud de 26 nucledtidos.

En algunas realizaciones, una molécula de ARNg puede disefiarse para
reducir el direccionamiento inespecifico dentro de un genoma celular. En algunas
realizaciones, una molécula de ARNg puede disefarse utilizando un programa
informatico para una secuencia de ADN diana especifica con una similitud de
secuencia limitada (p. ej., homologia, identidad y similares) con otra region del
genoma.

En algunas realizaciones, una molécula de ARNg se disefia para dirigirse a
una secuencia de ADN no codificante (p. €j., un intrén, una regién no traducida, un
potenciador, un promotor, un silenciador o secuencia aislante). En algunas
realizaciones, una molécula de ARNg se disefia para dirigirse a una secuencia no
codificante en un gen humano. En algunas realizaciones, una molécula de ARNg se
disefia para dirigirse a una secuencia no codificante en un gen de puerto seguro
humano (p. ej., albumina, colageno, actina, CCR5, y similares). En algunas
realizaciones, una molécula de ARNg se disefia para dirigirse a una secuencia no
codificante en un gen de albumina humana. En algunas realizaciones, una molécula
de ARNg se disefia para dirigirse al intron 13 o al intrén 14 de un gen de albumina
humana.

En algunas realizaciones, una molécula de ARNg puede disefiarse para
dirigirse a una secuencia y/o incluir una secuencia seleccionada de una secuencia
de la Tablas 3 y 4 mostradas mas adelante. En algunos ejemplos, la secuencia de
la Tabla 3 o de la Tabla 4 puede ser una secuencia espaciadora para un ARNg.

Tabla 3: Secuencias ilustrativas de ARNg para spCas9.

SEQ
Locus diana Cadena Secuencia
ID NO:
Albumina humana
Intréon 14_1 - GTGGTCGGTGCTGGTCTATA 27
Albdmina humana - TTTAGAATAGTGGTCGGTGC 28
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Intrén 142

Albumina humana
Intrén 14_3

CGCATCATATAAGTCAGAAC 29

Albumina humana

Intron 14_4 - TGAGCCATCACTTACTTGGA 30
Albumina humana Intrén
14_5 - CTGCTGAGCCATCACTTACT 31
Albumina humana Intrén
14 6 - TTAAGCCTGTCCTAGACTTA 32

Albumina humana Intron
13 1

TTGCATGTTTGGTTAGGCTA 33

Albumina humana Intrén

13 2 - ACAGTATGGCACAATAGAGC 34
Albumina humana Intrén
13 3 - AAGTTACTGTCAGGCCATAA 35
Albumina humana Intrén
13 4 - AATCTCTGGACGGAAGCTCA 36
Tabla 4: Secuencias ilustrativas de ARNg para saCas9.
Locus diana Cadena Secuencia SEQ
ID NO:
Albumina
humana
Intron 13_1 ATGTTTGGTTAGGCTAGGGCTT 37
Albumina
humana
Intron 13_2 GGAGGCTTTGTACATGTGGGAC 38
Albumina
humana
Intron 13_3 TTACAAACAATTGTCTTACAAA 39
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Albumina
humana
Intrén 141 - CACTGAAACTTTGGTTTCAATT 40

Albumina

humana
Intrén 14 2 - CCACTGCTGAGCCATCACTTAC 41

Albumina

humana
Intrén 14_3 + CAAGTAAGTGATGGCTCAGCAG 42

Albumina

humana
Intrén 14 _4 + GGCTCAGCAGTGGAATACTCT 43

Albumina

humana
Intrén 14 5 + TTCAACTCATCCTTTCCATTG 44

Albumina

humana
Intrén 14 6 + TGACTTATATGATGCGGTACA 45

Acidos nucleicos heterélogos

Cargas utiles

En algunas realizaciones, uno o mas vectores o construcciones descritos en
el presente documento pueden comprender una secuencia de polinucleétidos que
codifique una o mas cargas utiles. De acuerdo con diversos aspectos, puede
utilizarse cualquiera de una variedad de cargas utiles (p. €j., las que tienen un fin
diagndstico y/o terapéutico), solas o combinadas. En algunas realizaciones, una
carga util puede ser o comprender una secuencia de polinucleétidos que codifique
un péptido o polipéptido. En algunas realizaciones, una carga util es un péptido que
tiene actividad celular intrinseca o extrinseca, que promueve un proceso biologico
para tratar una dolencia. En algunas realizaciones, una carga util puede ser o

comprender un transgén (también denominado en el presente documento gen de
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interés (GO, gene of interest)). En algunas realizaciones, una carga util puede ser
o comprender una o mas secuencias de repeticiones terminales invertidas (ITR) (p.
ej., una o mas ITR de AAV). En algunas realizaciones, una carga util puede ser o
comprender uno o mas transgenes con secuencias de ITR flanqueantes. En algunas
realizaciones, una carga util puede ser o comprender una 0 mas secuencias de
acido nucleico heterélogas que codifiquen un gen indicador (p. ej., un indicador
fluorescente o luminiscente). En algunas realizaciones, una carga util puede
comprender uno o0 mas biomarcadores (p. €j., uno indirecto para la expresion de la
carga util). En algunas realizaciones, una carga util puede comprender una
secuencia para la expresion policistronica (incluyendo, p. ej., un péptido 2A, o
secuencia intrénica, un sitio interno de entrada al ribosoma). En algunas
realizaciones, los péptidos 2A son secuencias peptidicas pequefas (p. ej., de
aproximadamente 18-22 aminoacidos) que permiten la coexpresion de dos o mas
productos de proteina distintos dentro de una sola secuencia codificante. En
algunas realizaciones, los péptidos 2A permiten la coexpresion de dos o mas
productos de proteina distintos, independientemente de la disposicion de las
secuencias codificantes de proteina. En algunas realizaciones, los péptidos 2A son
o comprenden un motivo consenso (p. €j., DVEXNPGP). En algunas realizaciones,
los péptidos 2A promueven la escision de proteinas. En algunas realizaciones, los
péptidos 2A son o comprenden secuencias viricas (p. €j., virus de la fiebre aftosa
(F2A), virus de la rinitis equina A, teschovirus porcino-1 (P2A) o virus Thosea asigna
(T2A)).

En algunas realizaciones, una carga util puede ser o comprender una
secuencia de polinucledtidos, que comprenda un casete de expresion. En algunas
realizaciones, un casete de expresion comprende una primera secuencia de acido
nucleico y una segunda secuencia de acido nucleico, en donde la primera secuencia
de acido nucleico codifica un transgén; y la segunda secuencia de acido nucleico
se situa en posicion 5' o 3' en la primera secuencia de acido nucleico y promueve la
produccion de dos productos génicos independientes (p. €j., una secuencia
codificante de un péptido 2A).
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En algunas realizaciones, los biomarcadores son o comprenden un péptido
2A (p. €j., P2A, T2A, E2A y/o F2A). En algunas realizaciones, los biomarcadores
son o comprenden un motivo de escision de Furina (véase, Tian et al., FurinDB: A
Database of 20-Residue Furin Cleavage Site Motifs, Substrates and Their
Associated Drugs, (2011), Int. J. Mol. Sci., vol. 12: 1060-1065). En algunas
realizaciones, los biomarcadores son o comprenden una etiqueta (p. ej., una
etiqueta inmunoldgica). En algunas realizaciones, una carga util puede comprender
uno o mas acidos nucleicos funcionales (p. €j., uno o mas ARNpi (ARN pequefio de
interferencia) o miARN (microARN)). En algunas realizaciones, una carga util puede
comprender uno o mas acidos nucleicos inhibidores (incluyendo, p. €j., ribozima,
miARN, ARNpi o ARNhc, entre otros). En algunas realizaciones, una carga util
puede comprender una o mas nucleasas (p. ej., proteinas Cas, endonucleasas,
TALEN, ZFN).

En algunas realizaciones, una secuencia que codifica un péptido 2A puede
tener una identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o del 100 % con
una secuencia de nucledétidos de referencia de tipo silvestre correspondiente (p. ej.,
una secuencia P2A de tipo silvestre). En algunas realizaciones, una secuencia que
codifica un péptido P2A puede ser o comprender una secuencia que tenga una
identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o del 100 % con una parte de
una secuencia de nucledétidos de referencia de tipo silvestre correspondiente (p. e;j.,
una secuencia génica de tipo silvestre). En algunas realizaciones, una secuencia
que codifica un péptido P2A puede ser o comprender una secuencia que tenga una
identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o del 100 % con una

secuencia ilustrativa de la Tabla 5 mostrada a continuacion.
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Tabla 5: Secuencias ilustrativas de péptido 2A

Descripcion Secuencia SEQ
ID NO

Secuencia de | GGAAGCGGCGCCACCAATTTCAGCCTGCTGAAAC 46
nucleotidos AGGCCGGCGACGTGGAAGAGAACCCTGGCCCT
de P2A

Secuencia de | GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP 47
aminoacidos
de P2A

Secuencia de | GGCAGCGGCGCCACCAACTTCAGCCTGCTGAAAC 48
nucledtidos AGGCCGGCGACGTGGAAGAGAACCCTGGCCCT
de P2A

version 2

Transgenes

En algunas realizaciones, un transgén es un gen corrector elegido para
mejorar uno 0 mas signos y/o sintomas de una enfermedad, trastorno o afeccion.
En algunas realizaciones, un transgén puede integrarse en el genoma de una célula
hospedadora utilizando un vectores o vectores incluidos en la presente divulgacion.
En algunas realizaciones, los transgenes son versiones funcionales de genes
asociados a enfermedades (es decir, una o mas isoformas de genes que estan
asociadas a la manifestacion o empeoramiento de una enfermedad, trastorno o
afeccion) que se encuentran en una célula hospedadora. En algunas realizaciones,
los transgenes son una version optimizada de genes asociados a enfermedades
que se encuentran en una célula hospedadora (p. €j., variantes con optimizacién de
codones o expresion). En algunas realizaciones, los transgenes son variantes de
genes asociados a enfermedades que se encuentran en una célula hospedadora
(p- €j., un fragmento génico funcional o una variante del mismo). En algunas
realizaciones, un transgén es un gen que causa la expresion de un péptido que
normalmente se expresa en uno o mas tejidos sanos. En algunas realizaciones, un

transgén es un gen que causa la expresion de un péptido que normalmente se
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expresa en células hepaticas. En algunas realizaciones, un transgén es un gen que
causa la expresion de un péptido que normalmente se expresa en células de
musculo. En algunas realizaciones, un transgén es un gen que causa la expresion
de un péptido que normalmente se expresa en células del sistema nervioso central.

En algunas realizaciones, un transgén puede ser o comprender un gen que
causa la expresion de un péptido que no se expresa normalmente en uno o mas
tejidos sanos (p. ej., un péptido expresado de manera ectdpica). En algunas
realizaciones, un transgén es un gen que causa la expresion de un péptido que se
expresa de manera ectopica en uno o mas tejidos sanos (p. €j., higado, musculo,
sistema nervioso central (SNC), pulmoén). En algunas realizaciones, un transgén es
un gen que causa la expresion de un péptido que se expresa de manera ectopica
en uno o mas tejidos sanos y que normalmente se expresa en uno o mas tejidos
sanos (p. €j., higado, musculo, sistema nervioso central (SNC), pulmén).

En algunas realizaciones, un transgén puede ser o comprender un gen que
codifigue un acido nucleico funcional. En algunas realizaciones, un agente
terapéutico es o comprende un agente que tiene un efecto terapéutico sobre una
célula hospedadora o sobre un sujeto hospedador (incluyendo, p. €j., ribozima, ARN
guia (ARNg), oligonucleétido antisentido (ASO, antisense oligonucleotide), miARN,
ARNpi y/o ARNhc). Por ejemplo, en algunas realizaciones, un agente terapéutico
promueve un proceso bioldgico para tratar una dolencia, p. €j., al menos un sintoma
de una enfermedad, trastorno o afeccion.

En algunas realizaciones, la expresion del transgén en un sujeto es
sustancialmente el resultado de la integracién en un sitio de integracion diana. En
algunas realizaciones, un 75 % o mas (p. €j., 80 % o mas, 85 % o mas, 90 % o mas,
95 % o mas, 99 % o mas, 99.5 % o mas) de la expresion total del transgén en un
sujeto procede de la integracion del transgén en un sitio de integracion diana. En
algunas realizaciones, un 25 % o menos (p. €j., 20 % o menos, 15 % o menos, 10 %
0 menos, 5% o menos, 1% o menos, 0.5% o menos, 0.1 % o menos) de la

expresion total del transgén en un sujeto procede de una fuente distinta de la
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integracion del transgén en un sitio de integracion diana (p. €j.,, expresion episomal,
integracion en un sitio de integracion no diana).

En algunas realizaciones, los transgenes se expresan de manera transitoria
en un sujeto (p. ej., expresiéon episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y
similares). En algunas realizaciones, un 75 % o mas (p. €j., 80 % o mas, 85 % o
mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 99 % o mas, 99.5 % o mas) de la expresion total del
transgén en un sujeto procede de expresion transitoria. En algunas realizaciones, el
25 % o menos (p. €j., 20 % o menos, 15 % o menos, 10 % o menos, 5 % o0 menos,
1 % o menos, 0.5 % o menos, 0.1 % o menos) de la expresién total del transgén en
un sujeto procede de una fuente distinta de la expresion transitoria (p. e€j.,,
integracion en un sitio de integracion no diana). En algunas realizaciones, los
transgenes se expresan de manera transitoria en un sujeto (p. ej., expresion
episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y similares) durante una o mas
semanas después del tratamiento. En algunas realizaciones, los transgenes se
expresan de manera transitoria en un sujeto (p. ej., expresion episomal de
plasmidos, ADN minicirculares, virus y similares) durante uno o mas meses después
del tratamiento.

En algunas realizaciones, los transgenes se expresan de manera transitoria
en un sujeto (p. ej., expresion episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y
similares) una o mas semanas después del tratamiento a un nivel comparable al
observado en uno 0 mas dias después del tratamiento. En algunas realizaciones,
los transgenes se expresan de manera transitoria en un sujeto (p. ej., expresion
episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y similares) uno o mas meses
después del tratamiento a un nivel comparable al observado en uno o mas dias
después del tratamiento.

En algunas realizaciones, los transgenes se expresan de manera transitoria
en un sujeto (p. ej., expresion episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y
similares) una o mas semanas después del tratamiento a un nivel que se reduce
con respecto al observado en uno o mas dias después del tratamiento. En algunas

realizaciones, los transgenes se expresan de manera transitoria en un sujeto (p. ej.,
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expresion episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y similares) uno o mas
meses después del tratamiento a un nivel que se reduce con respecto al observado
en uno o mas dias después del tratamiento.

En algunas realizaciones, los transgenes se expresan de manera transitoria
en un sujeto (p. €j., expresiéon episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y
similares) durante no mas de un mes después del tratamiento. En algunas
realizaciones, los transgenes se expresan de manera transitoria en un sujeto (p. e;j.,
expresion episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y similares) durante no
mas de dos meses después del tratamiento. En algunas realizaciones, los
transgenes se expresan de manera transitoria en un sujeto (p. €j., expresion
episomal de plasmidos, ADN minicirculares, virus y similares) durante no mas de
tres meses después del tratamiento. En algunas realizaciones, los transgenes se
expresan de manera transitoria en un sujeto (p. €j., expresion episomal de
plasmidos, ADN minicirculares, virus y similares) durante no mas de cuatro meses
después del tratamiento. En algunas realizaciones, los transgenes se expresan de
manera transitoria en un sujeto (p. ej., expresion episomal de plasmidos, ADN
minicirculares, virus y similares) durante no mas de cinco meses después del
tratamiento. En algunas realizaciones, los transgenes se expresan de manera
transitoria en un sujeto (p. ej., expresion episomal de plasmidos, ADN minicirculares,
virus y similares) durante no mas de seis meses después del tratamiento.

En algunas realizaciones, el tamano combinado de los transgenes y de los
brazos de homologia puede optimizarse para aumentar la probabilidad de que estos
transgenes tengan una longitud de secuencia adecuada para empaquetarse de
manera eficaz en un vehiculo de suministro, lo que puede aumentar la probabilidad
de que los transgenes se suministren en definitiva de forma adecuada al paciente.

En algunas realizaciones, una secuencia de nucleétidos que codifica un
transgén presenta optimizacion de codones. En algunas realizaciones, una
secuencia de nucledtidos que codifica un transgén presenta optimizacion de
codones para un determinado tipo celular (p. ej., mamifero, insecto, bacteria, hongo,

y similares). En algunas realizaciones, una secuencia de nucleotidos que codifica
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un transgén presenta optimizacion de codones para una célula humana. En algunas
realizaciones, una secuencia de nucleotidos que codifica un transgén presenta
optimizacion de codones para una célula humana de un tipo de tejido particular (p.
€j., higado, musculo, SNC, pulmén).

En determinadas realizaciones, una secuencia de nucleétidos que codifica
un transgén puede optimizarse con codones para que tenga una homologia de
nucledtidos con una secuencia de nucleotidos de referencia (p. €j., una secuencia
génica de tipo silvestre) de menos del 100 %. En determinadas realizaciones, la
homologia de nucledtidos entre una secuencia de nucle6tidos con optimizaciéon de
codones que codifica un transgén y una secuencia de nucleétidos de referencia es
inferior al 100 %, inferior al 99%, inferior al 98%, inferior al 97%, inferior al 96%,
inferior al 95%, inferior al 94%, inferior al 93%, inferior al 92%, inferior al 91%, inferior
al 90%, inferior al 89%, inferior al 88%, inferior al 87%, inferior al 86%, inferior al
85%, inferior al 84%, inferior al 83%, inferior al 82%, inferior al 81%, inferior al 80%,
inferior al 78%, inferior al 76%, inferior al 74%, inferior al 72%, inferior al 70%, inferior
al 68%, inferior al 66%, inferior al 64%, inferior al 62%, inferior al 60%, inferior al
55%, inferior al 50% e inferior al 40%.

En algunas realizaciones, un transgén puede ser o comprender una
secuencia que tenga una identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o
del 100 % con una secuencia de nucledtidos de referencia de tipo silvestre
correspondiente (p. ej., una secuencia génica de tipo silvestre). En algunas
realizaciones, un transgeén puede ser o comprender una secuencia que tenga una
identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o del 100 % con una parte de
una secuencia de nucleétidos de referencia de tipo silvestre correspondiente (p. ej.,
una secuencia geénica de tipo silvestre). En algunas realizaciones, un transgén
puede ser o comprender una secuencia que tenga una identidad de al menos 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % con una secuencia ilustrativa de la Tabla 6

mostrada a continuacion.
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Tabla 6: Secuencias de transgenes ilustrativas

Descripcion Secuencia SEQ
del ID NO
Transgén
FAH humano | tccttcatcceggtggecgaggattccgacttccccatccacaacctgecct 49

acggcgtcttctcgaccagaggcgacccaagaccgaggataggtgtggce
cattggcgaccagatcctggacctcagcatcatcaagcacctctttactggt
cctgtcctctccaaacaccaggatgtcttcaatcagcctacactcaacagcet
tcatgggcctgggtcaggctgcctggaaggaggcgagagtgttcttgcag

aacttgctgtctgtgagccaagccaggctcagagatgacaccgaacttcg

gaagtgtgcattcatctcccaggcttctgccacgatgcaccttccagccacc
ataggagactacacagacttctattcctctcggcagcatgctaccaacgtc

ggaatcatgttcagggacaaggagaatgcgttgatgccaaattggctgca

cttaccagtgggctaccatggccgtgcctcctctgtcgtggtgtctggcaccce
caatccgaaggcccatgggacagatgaaacctgatgactctaagcctcc

cgtatatggtgcctgcaagctcttggacatggagctggaaatggcttttttigt

aggccctggaaacagattgggagagccgatccccatttccaaggcccat

gagcacatttttggaatggtccttatgaacgactggagtgcacgagacattc
agaagtgggagtatgtccctctcgggccattccttgggaagagttttgggac
cactgtctctccgtgggtggtgcccatggatgctctcatgccctttgetgtgee

caacccgaagcaggaccccaggcccctgccgtatctgtgccatgacgag
ccctacacatttgacatcaacctctctgttaacctgaaaggagaaggaatg

agccaggcggctaccatatgcaagtccaattttaagtacatgtactggacg

atgctgcagcagctcactcaccactctgtcaacggctgcaacctgcggcec

gggggacctcctggcttctgggaccatcagcgggceccggagccagaaaa

cttcggctccatgttggaactgtcgtggaagggaacgaagcccatagacct
ggggaatggtcagaccaggaagtttctgctggacggggatgaagtcatca
taacagggtactgccagggggatggttaccgcatcggctttggccagtgtg
ctggaaaagtgctgcctgctctcctgecatca
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FAH humano
Variante 3
con
optimizacién

de codones

tccttcattcctgtggccgaggattctgactttcccattcacaacctgcecctatg
gcgtcttttcaaccaggggagatcccaggcccagaatcggggtggcecatt
ggagatcagatcctggacctgtcaatcatcaagcacctgtttacaggccct
gtgctgagcaagcaccaggatgtgttcaaccagccaactctgaacagcitt
catggggctggggcaggctgcctggaaggaggcaagggtgtttctgcag
aatctgctgagcgtgtcacaggctaggctgagggatgataccgagctgag
gaagtgtgcatttatctcacaggcatcagccacaatgcatctgccagctac
aatcggcgactataccgacttttactcaagcaggcagcatgccaccaatgt
gggcatcatgttcagggacaaagagaatgccctgatgccaaattggctgce
acctgcctgtgggctatcatggcagagccagctcagtggtggtgtcaggg
acaccaattaggaggcctatgggccagatgaagcctgatgacagcaaa
ccacctgtctacggcgcctgcaagctcctggatatggaactggagatggct
ttttttgtgggcccaggcaatagactgggagagcccattccaatctcaaag
gcccatgaacatatctttggcatggtcctgatgaatgactggtcagccaga
gacattcagaagtgggagtacgtgccactgggaccatttctgggaaagag
ctttggcaccacagtgtcaccatgggtggtgcccatggatgccctgatgcc
ctttgctgtgccaaatccaaaacaagaccccaggcccctcccctatctetgt
catgatgaaccatatacttttgacattaacctgagcgtgaacctgaaagga
gaaggcatgagccaagccgccactatctgtaagagcaacttcaaatatat
gtactggacaatgctgcagcagctcacccaccatagcgtgaatgggtgta
acctgaggccaggcgacctgctggcatcaggcactatttcagggcctgag
cctgaaaattttggatcaatgctggagctgtcatggaagggaactaaaccc
atcgacctggggaatggccagaccagaaagtttctcctggatggcgatga
ggtgatcattacaggctactgtcagggggatggctatagaattggatttggc

caatgcgccggcaaagtcctccctgccectgetgeccage

50

FAH humano

tccttcatcccagtggetgaagattctgacttccccattcacaacctcecttat
ggagtctttagcacaagaggagacccaagacctagaattggcgtggctat

51
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Variante
con
optimizacién

de codones

2

tggggatcagatcctggacctgagcattatcaaacatctctttacaggccca
gtcctcagcaagcaccaagatgtgttcaatcaacccacactgaactcattt

atggggctgggccaagctgcctggaaggaggcaagagtgtttctccaga

acctcctgtcagtgagccaggccaggctgagagatgacacagagctgag
gaagtgtgcctttatctcacaagccagcgccacaatgcacctgccagcaa
ccatcggggactacacagacttttacagcagcaggcagcacgccactaa
tgtgggcatcatgtttagagacaaagagaatgccctcatgcctaactggct

gcatctgccagtgggctaccatggcagagccagcagegtggtggtgtetg

gcacccctatcaggaggcccatgggccagatgaagcctgatgacagca

agccacctgtgtatggggcatgtaagctgctggacatggagctggaaatg

gctttctttgtggggcectgggaacaggetgggcgaaccaattcccatcagce
aaagctcatgaacacatttttgggatggtgctcatgaatgactggtctgcca

gagacatccagaagtgggagtatgtccccctgggaccattcctgggcaag
agctttgggaccactgtgtcaccatgggtggtgcccatggatgccctgatgce
catttgctgtgcctaatcccaaacaagatccaaggccactgccctacctctg
ccacgatgagccctacacatttgatatcaacctctctgtgaatctgaaggga
gaaggaatgagccaagctgctaccatttgcaaaagcaactttaagtatatg
tattggaccatgctgcagcaactcacccaccacagcgtgaatggctgtaa

cctgaggcctggcgacctgctggcectctggcaccatcagcggecctgaac
ctgagaactttggcagcatgctggagctgagctggaagggaaccaagcc
cattgacctgggcaatggacagaccaggaaattcctcctggacggggac
gaggtgatcatcacaggctattgccagggggatgggtataggattggcttt

ggccaatgtgccggcaaagtgctgcctgccctgctcectage

FAH humano

Variante
con
optimizacién

de codones

1

tectttattcctgtggccgaagatagcgacttccctatccataacctcccatat
ggcgtcttctcaaccaggggcgaccccaggcccaggattggggtggcaa
ttggagaccagatcctggacctcagcatcattaagcacctctttacaggac
ctgtgctgagcaagcaccaggatgtgttcaaccagcctaccctgaatagct
ttatgggactgggccaggcagcatggaaagaagccagagtgttcctcca

52
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gaatctgctgagcgtgagccaggccaggctcagggatgacacagaact
gaggaaatgtgccttcatctcacaggcatcagccacaatgcacctcectge
cacaattggggactacactgacttctacagcagcagacagcatgccacta
atgtggggattatgtttagagacaaggaaaatgccctcatgccaaattggct
gcacctgcctgtgggctaccacggcagagcctcatcagtggtggtgtcag
gcacaccaattaggaggccaatgggacagatgaagcctgacgactcaa
agccaccagtctatggcgcctgcaaactgctggacatggagctggagatg
gctttctttgtggggcectggcaacaggetgggagaaccaatccctatttcaa
aggcccacgagcacatttttggcatggtgctcatgaatgactggtctgccag
agatatccagaagtgggaatacgtgcccctgggcccttttctgggcaaga
gctttggcaccacagtgtcaccttgggtggtcccaatggatgccctgatgec
ctttgccgtgcccaaccccaagcaggatcccagaccactgecctacctgt
gccacgatgagccctatacctttgacatcaacctgtcagtcaacctgaagg
gggagggcatgagccaggccgccactatttgcaagagcaactttaaatat
atgtactggactatgctccaacagctcactcaccactcagtgaatggctgc
aatctgaggcctggcgacctcctggctagecggcactatctctggccctgaa
cctgagaactttgggagcatgctggagctgtcatggaaagggacaaagc
ctattgacctggggaatggccagacaaggaagtttctcctggatggcgatg
aggtcatcatcactgggtactgccagggcgatggctacaggattggatttg
gacagtgtgctggcaaagtgctcccagctctgctgecctca

ATP7B
truncado

humano

CCTGAGCAGGAGAGACAGATCACAGCCAGAGAAG
GGGCCAGTCGGAAAATCTTATCTAAGCTTTCTTTG

CCTACCCGTGCCTGGGAACCAGCAATGAAGAAGA
GTTTTGCTTTTGACAATGTTGGCTATGAAGGTGGT

CTGGATGGCCTGGGCCCTTCTTCTCAGCCGCAGA
AGTGCTTCTTACAGATCAAAGGCATGACCTGTGCA
TCCTGTGTGTCTAACATAGAAAGGAATCTGCAGAA
AGAAGCTGGTGTTCTCTCCGTGTTGGTTGCCTTGA

53
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TGGCAGGAAAGGCAGAGATCAAGTATGACCCAGA
GGTCATCCAGCCCCTCGAGATAGCTCAGTTCATCC
AGGACCTGGGTTTTGAGGCAGCAGTCATGGAGGA
CTACGCAGGCTCCGATGGCAACATTGAGCTGACAA
TCACAGGGATGACCTGCGCGTCCTGTGTCCACAA
CATAGAGTCCAAACTCACGAGGACAAATGGCATCA
CTTATGCCTCCGTTGCCCTTGCCACCAGCAAAGCC
CTTGTTAAGTTTGACCCGGAAATTATCGGTCCACG
GGATATTATCAAAATTATTGAGGAAATTGGCTTTCA
TGCTTCCCTGGCCCAGAGAAACCCCAACGCTCATC
ACTTGGACCACAAGATGGAAATAAAGCAGTGGAAG
AAGTCTTTCCTGTGCAGCCTGGTGTTTGGCATCCC
TGTCATGGCCTTAATGATCTATATGCTGATACCCAG
CAACGAGCCCCACCAGTCCATGGTCCTGGACCAC
AACATCATTCCAGGACTGTCCATTCTAAATCTCATC
TTCTTTATCTTGTGTACCTTTGTCCAGCTCCTCGGT
GGGTGGTACTTCTACGTTCAGGCCTACAAATCTCT
GAGACACAGGTCAGCCAACATGGACGTGCTCATC
GTCCTGGCCACAAGCATTGCTTATGTTTATTCTCTG
GTCATCCTGGTGGTTGCTGTGGCTGAGAAGGCGG
AGAGGAGCCCTGTGACATTCTTCGACACGCCCCC
CATGCTCTTTGTGTTCATTGCCCTGGGCCGGTGGC
TGGAACACTTGGCAAAGAGCAAAACCTCAGAAGCC
CTGGCTAAACTCATGTCTCTCCAAGCCACAGAAGC
CACCGTTGTGACCCTTGGTGAGGACAATTTAATCA
TCAGGGAGGAGCAAGTCCCCATGGAGCTGGTGCA
GCGGGGCGATATCGTCAAGGTGGTCCCTGGGGGA
AAGTTTCCAGTGGATGGGAAAGTCCTGGAAGGCAA
TACCATGGCTGATGAGTCCCTCATCACAGGAGAAG
CCATGCCAGTCACTAAGAAACCCGGAAGCACTGTA




10

15

20

25

30

113

ATTGCGGGGTCTATAAATGCACATGGCTCTGTGCT
CATTAAAGCTACCCACGTGGGCAATGACACCACTT
TGGCTCAGATTGTGAAACTGGTGGAAGAGGCTCA
GATGTCAAAGGCACCCATTCAGCAGCTGGCTGAC
CGGTTTAGTGGATATTTTGTCCCATTTATCATCATC
ATGTCAACTTTGACGTTGGTGGTATGGATTGTAATC
GGTTTTATCGATTTTGGTGTTGTTCAGAGATACTTT
CCTAACCCCAACAAGCACATCTCCCAGACAGAGGT
GATCATCCGGTTTGCTTTCCAGACGTCCATCACGG
TGCTGTGCATTGCCTGCCCCTGCTCCCTGGGGCT
GGCCACGCCCACGGCTGTCATGGTGGGCACCGG
GGTGGCCGCGCAGAACGGCATCCTCATCAAGGGA
GGCAAGCCCCTGGAGATGGCGCACAAGATAAAGA
CTGTGATGTTTGACAAGACTGGCACCATTACCCAT
GGCGTCCCCAGGGTCATGCGGGTGCTCCTGCTGG
GGGATGTGGCCACACTGCCCCTCAGGAAGGTTCT
GGCTGTGGTGGGGACTGCGGAGGCCAGCAGTGA
ACACCCCTTGGGCGTGGCAGTCACCAAATACTGTA
AAGAGGAACTTGGAACAGAGACCTTGGGATACTGC
ACGGACTTCCAGGCAGTGCCAGGCTGTGGAATTG
GGTGCAAAGTCAGCAACGTGGAAGGCATCCTGGC
CCACAGTGAGCGCCCTTTGAGTGCACCGGCCAGT
CACCTGAATGAGGCTGGCAGCCTTCCCGCAGAAA
AAGATGCAGTCCCCCAGACCTTCTCTGTGCTGATT
GGAAACCGTGAGTGGCTGAGGCGCAACGGTTTAA
CCATTTCTAGCGATGTCAGTGACGCTATGACAGAC
CACGAGATGAAAGGACAGACAGCCATCCTGGTGG
CTATTGACGGTGTGCTCTGTGGGATGATCGCAATC
GCAGACGCTGTCAAGCAGGAGGCTGCCCTGGCTG
TGCACACGCTGCAGAGCATGGGTGTGGACGTGGT
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TCTGATCACGGGGGACAACCGGAAGACAGCCAGA
GCTATTGCCACCCAGGTTGGCATCAACAAAGTCTT
TGCAGAGGTGCTGCCTTCGCACAAGGTGGCCAAG
GTCCAGGAGCTCCAGAATAAAGGGAAGAAAGTCG
CCATGGTGGGGGATGGGGTCAATGACTCCCCGGC
CTTGGCCCAGGCAGACATGGGTGTGGCCATTGGC
ACCGGCACGGATGTGGCCATCGAGGCAGCCGACG
TCGTCCTTATCAGAAATGATTTGCTGGATGTGGTG
GCTAGCATTCACCTTTCCAAGAGGACTGTCCGAAG
GATACGCATCAACCTGGTCCTGGCACTGATTTATA
ACCTGGTTGGGATACCCATTGCAGCAGGTGTCTTC
ATGCCCATCGGCATTGTGCTGCAGCCCTGGATGG
GCTCAGCGGCCATGGCAGCCTCCTCTGTGTCTGT
GGTGCTCTCATCCCTGCAGCTCAAGTGCTATAAGA
AGCCTGACCTGGAGAGGTATGAGGCACAGGCGCA
TGGCCACATGAAGCCCCTGACGGCATCCCAGGTC
AGTGTGCACATAGGCATGGATGACAGGTGGCGGG
ACTCCCCCAGGGCCACACCATGGGACCAGGTCAG
CTATGTCAGCCAGGTGTCGCTGTCCTCCCTGACGT
CCGACAAGCCATCTCGGCACAGCGCTGCAGCAGA
CGATGATGGGGACAAGTGGTCTCTGCTCCTGAATG
GCAGGGATGAGGAGCAGTACATC

LDLR

humano

gggccctggggctggaaattgcgcetggaccgtcgcecttgctectcgecgeg
gcggggactgcagtgggcgacagatgcgaaagaaacgagttccagtgce
caagacgggaaatgcatctcctacaagtgggtctgcgatggcagcegcetg

agtgccaggatggctctgatgagtcccaggagacgtgcttgtctgtcacctg
caaatccggggacttcagctgtgggggcecgtgtcaaccgcetgceattcctca
gttctggaggtgcgatggccaagtggactgcgacaacggctcagacgag
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caaggctgtccccccaagacgtgctcccaggacgagtttcgetgccacga
tgggaagtgcatctctcggcagttcgtctgtgactcagaccgggactgcttg
gacggctcagacgaggcctcctgceccggtgctcacctgtggteccecgecag
cttccagtgcaacagctccacctgcatcccccagetgtgggectgegaca
acgaccccgactgcgaagatggctcggatgagtggccgcagcegctgtag
gggtctttacgtgttccaaggggacagtagcccctgctcggcecttcgagttc
cactgcctaagtggcgagtgcatccactccagetggegcetgtgatggtggce
cccgactgcaaggacaaatctgacgaggaaaactgcgcetgtggccacct
gtcgccctgacgaattccagtgctctgatggaaactgcatccatggcagcec
ggcagtgtgaccgggaatatgactgcaaggacatgagcgatgaagttgg
ctgcgttaatgtgacactctgcgagggacccaacaagttcaagtgtcacag
cggcgaatgcatcaccctggacaaagtctgcaacatggctagagactgce
cgggactggtcagatgaacccatcaaagagtgcgggaccaacgaatgc
ttggacaacaacggcggctgttcccacgtctgcaatgaccttaagatcgge
tacgagtgcctgtgccccgacggcttccagetggtggeccagcgaagatg
cgaagatatcgatgagtgtcaggatcccgacacctgcagccagcetctgeg
tgaacctggagggtggctacaagtgccagtgtgaggaaggcttccagcetg
gacccccacacgaaggcctgcaaggcetgtgggctccatcgcectacctctt
cttcaccaaccggcacgaggtcaggaagatgacgctggaccggagcga
gtacaccagcctcatccccaacctgaggaacgtggtcgctctggacacgg
aggtggccagcaatagaatctactggtctgacctgtcccagagaatgatct
gcagcacccagcttgacagagcccacggcgtctcttcctatgacaccgtc
atcagcagagacatccaggcccccgacgggctggcetgtggactggatcce
acagcaacatctactggaccgactctgtcctgggcactgtctctgttgcgga
taccaagggcgtgaagaggaaaacgttattcagggagaacggctccaa
gccaagggccatcgtggtggatcctgtticatggcttcatgtactggactgact
ggggaactcccgccaagatcaagaaagggggcectgaatggtgtggaca
tctactcgctggtgactgaaaacattcagtggcccaatggcatcaccctag
atctcctcagtggcecgcectctactgggttgactccaaacttcactccatctca
agcatcgatgtcaacgggggcaaccggaagaccatcttggaggatgaa
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aagaggctggcccaccccttctecttggecgtcetttgaggacaaagtattttg
gacagatatcatcaacgaagccattttcagtgccaaccgcctcacaggttc
cgatgtcaacttgttggctgaaaacctactgtccccagaggatatggttctctt
ccacaacctcacccagccaagaggagtgaactggtgtgagaggaccac
cctgagcaatggcggctgccagtatctgtgcctccctgcccecgcagatcaa
cccccactcgceccaagtttacctgecgectgecccggacggceatgcetgetgge
cagggacatgaggagctgcctcacagaggctgaggctgcagtggccac
ccaggagacatccaccgtcaggctaaaggtcagctccacagccgtaag
gacacagcacacaaccacccgacctgttcccgacacctcccggcetgect
ggggccacccctgggctcaccacggtggagatagtgacaatgtctcacc
aagctctgggcgacgttgctggcagaggaaatgagaagaagcccagta
gcgtgagggctctgtccattgtcctccccategtgctectegtcettectttgect
gggggtcttccttctatggaagaactggcggcttaagaacatcaacagcat
caactttgacaaccccgtctatcagaagaccacagaggatgaggtccac

atttgccacaaccaggacggctacagctacccctcgagacagatggtca

gtctggaggatgacgtggcg

HAP humano

tccactgcggtcctggaaaacccaggcettgggcaggaaactctctgacttt

ggacaggaaacaagctatattgaagacaactgcaatcaaaatggtgcca
tatcactgatcttctcactcaaagaagaagttggtgcattggccaaagtattg
cgcttatttgaggagaatgatgtaaacctgacccacattgaatctagaccit

ctcgtttaaagaaagatgagtatgaatttttcacccatttggataaacgtagc
ctgcctgctctgacaaacatcatcaagatcttgaggcatgacattggtgcca
ctgtccatgagctttcacgagataagaagaaagacacagtgccctggttcc
caagaaccattcaagagctggacagatttgccaatcagattctcagctatg
gagcggaactggatgctgaccaccctggttttaaagatcctgtgtaccgtgce
aagacggaagcagtttgctgacattgcctacaactaccgccatgggcagce
ccatccctcgagtggaatacatggaggaagaaaagaaaacatggggca
cagtgttcaagactctgaagtccttgtataaaacccatgcttgctatgagtac
aatcacatttttccacttcttgaaaagtactgtggcttccatgaagataacatt
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ccccagctggaagacgtttctcagttcctgcagacttgcactggtttccgect
ccgacctgtggctggcectgctttcctctcgggatttcttgggtggectggectte
cgagtcttccactgcacacagtacatcagacatggatccaagcccatgtat
acccccgaacctgacatctgccatgagctgttgggacatgtgceccttgttttc
agatcgcagctttgcccagttttcccaggaaattggccttgcectctctgggtg
cacctgatgaatacattgaaaagctcgccacaatttactggtttactgtgga
gtttgggctctgcaaacaaggagactccataaaggcatatggtgctgggcet
cctgtcatcctttggtgaattacagtactgcttatcagagaagccaaagcttct
ccccctggagctggagaagacagccatccaaaattacactgtcacggag
ttccagcccctctattacgtggcagagagttttaatgatgccaaggagaaa
gtaaggaactttgctgccacaatacctcggcccttctcagttcgctacgacc
catacacccaaaggattgaggtcttggacaatacccagcagcttaagattt
tggctgattccattaacagtgaaattggaatcctttgcagtgccctccagaa

aataaag

ASL humano

gcctcggagagtgggaagctttggggtggecggtttgtgggtgcagtggac
cccatcatggagaagttcaacgcgtccattgcctacgaccggcacctttgg
gaggtggatgttcaaggcagcaaagcctacagcaggggcctggagaag
gcagggctcctcaccaaggccgagatggaccagatactccatggcectag
acaaggtggctgaggagtgggcccagggcaccttcaaactgaactccaa
tgatgaggacatccacacagccaatgagcgccgcctgaaggagctcatt
ggtgcaacggcagggaagctgcacacgggacggagccggaatgacce
aggtggtcacagacctcaggctgtggatgcggcagacctgctccacgctc
tcgggcctcctctgggagcetcattaggaccatggtggatcgggcagaggce
ggaacgtgatgttctcttcccggggtacacccatttgcagagggcccagcec
catccgctggagccactggattctgagccacgccgtggcactgacccgag
actctgagcggctgctggaggtgcggaageggatcaatgtcctgeccectg
gggagtggggccattgcaggcaatcccctgggtgtggaccgagagcetge
tccgagcagaactcaactttggggccatcactctcaacagcatggatgcc
actagtgagcgggactttgtggccgagttcctgttctgggcettcgetgtgceat
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gacccatctcagcaggatggccgaggacctcatcctctactgcaccaagg
aattcagcttcgtgcagctctcagatgcctacagcacgggaagcagcectg
atgccccagaagaaaaaccccgacagtttggagctgatccggagcaag
gctgggcgtgtgtttgggcggtgtgccgggctectgatgaccctcaaggga
cttcccagcacctacaacaaagacttacaggaggacaaggaagctgtgtt
tgaagtgtcagacactatgagtgccgtgctccaggtggccactggcgtcat
ctctacgctgcagattcaccaagagaacatgggacaggctctcagcccc
gacatgctggccactgaccttgcctattacctggtccgcaaagggatgcca
ttccgccaggcccacgaggcectccgggaaagcetgtgttcatggeccgaga
ccaagggggtcgccctcaaccagctgtcactgcaggagctgcagaccat
cagccccctgttctcgggegacgtgatctgegtgtgggactacgggcaca
gtgtggagcagtatggtgccctgggcggceactgcgcegcetccagegtcgac
tggcagatccgccaggtgcgggcegctactgcaggcacagcaggcec

G6PC

humano

gaggaaggaatgaatgttctccatgactttgggatccagtcaacacattac
ctccaggtgaattaccaagactcccaggactggttcatcttggtgtccgtgat
cgcagacctcaggaatgccttctacgtcctcttccccatctggttccatcttca
ggaagctgtgggcattaaactcctttgggtagctgtgattggagactggctc
aacctcgtctttaagtggattctctttggacagcgtccatactggtgggttttgg
atactgactactacagcaacacttccgtgcccctgataaagcagttccctgt
aacctgtgagactggaccagggagcccctctggccatgccatgggcaca
gcaggtgtatactacgtgatggtcacatctactctttccatctttcagggaaa
gataaagccgacctacagatttcggtgcttgaatgtcattttgtggttgggatt
ctgggctgtgcagctgaatgtctgtctgtcacgaatctaccttgctgctcatttt
cctcatcaagttgttgctggagtcctgtcaggcattgctgttgcagaaactttc
agccacatccacagcatctataatgccagcctcaagaaatattttctcatta
ccttcttcctgttcagcettcgccatcggattttatctgetgctcaagggactggg
tgtagacctcctgtggactctggagaaagcccagaggtggtgcgagcag
ccagaatgggtccacattgacaccacaccctttgccagcctcctcaagaa
cctgggcacgctctttggectggggcetggctctcaactccagcatgtacag
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ggagagctgcaaggggaaactcagcaagtggctcccattccgectcage
tctattgtagcctccctegtcctectgcacgtcetttgactccttgaaacccccat
cccaagtcgagcetggtcttctacgtcttgtccttctgcaagagtgeggtagtg

cccctggcatccegtcagtgtcatccectactgectcgecccaggtectgggcec

agccgcacaagaagtcgttg

ABCB11

humano

tctgactcagtaattcttcgaagtataaagaaatttggagaggagaatgatg
gttttgagtcagataaatcatataataatgataagaaatcaaggttacaaga
tgagaagaaaggtgatggcgttagagttggcttctttcaattgtttcggttttctt
catcaactgacatttggctgatgtttgtgggaagtttgtgtgcatttctccatgg
aatagcccagccaggcgtgctactcatttttggcacaatgacagatgttttta
ttgactacgacgttgagttacaagaactccagattccaggaaaagcatgtg
tgaataacaccattgtatggactaacagttccctcaaccagaacatgacaa
atggaacacgttgtgggttgctgaacatcgagagcgaaatgatcaaatttg
ccagttactatgctggaattgctgtcgcagtacttatcacaggatatattcaa
atatgcttttgggtcattgccgcagctcgtcagatacagaaaatgagaaaat
tttactttaggagaataatgagaatggaaatagggtggtttgactgcaattca
gtgggggagctgaatacaagattctctgatgatattaataaaatcaatgatg
ccatagctgaccaaatggcccttttcattcagcgcatgacctcgaccatctgt
ggtttcctgttgggatttttcaggggttggaaactgaccttggttattatttctgtc
agccctctcattgggattggagcagccaccattggtctgagtgtgtccaagtt
tacggactatgagctgaaggcctatgccaaagcaggggtggtggctgatg
aagtcatttcatcaatgagaacagtggctgcttttggtggtgagaaaagag
aggttgaaaggtatgagaaaaatcttgtgttcgcccagcgttggggaatta
gaaaaggaatagtgatgggattctttactggattcgtgtggtgtctcatctttit
gtgttatgcactggcctictggtacggctccacacttgtcctggatgaaggag
aatatacaccaggaacccttgtccagattttcctcagtgtcatagtaggagct
ttaaatcttggcaatgcctctccttgtttggaagcctttgcaactggacgtgca
gcagccaccagcatttttgagacaatagacaggaaacccatcattgactg
catgtcagaagatggttacaagttggatcgaatcaagggtgaaattgaatt
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ccataatgtgaccttccattatccttccagaccagaggtgaagattctaaatg
acctcaacatggtcattaaaccaggggaaatgacagctctggtaggaccc
agtggagctggaaaaagtacagcactgcaactcattcagcgattctatga

cccctgtgaaggaatggtgaccgtggatggccatgacattcgctctcttaac
attcagtggcttagagatcagattgggatagtggagcaagagccagttctg
ttctctaccaccattgcagaaaatattcgctatggcagagaagatgcaaca
atggaagacatagtccaagctgccaaggaggccaatgcctacaacttcat
catggacctgccacagcaatttgacacccttgttggagaaggaggaggcc
agatgagtggtggccagaaacaaagggtagctatcgccagagccctcat
ccgaaatcccaagattctgcttttggacatggccacctcagctctggacaat
gagagtgaagccatggtgcaagaagtgctgagtaagattcagcatgggc
acacaatcatttcagttgctcatcgcttgtctacggtcagagctgcagatacc
atcattggttttgaacatggcactgcagtggaaagagggacccatgaaga

attactggaaaggaaaggtgtttacttcactctagtgactttgcaaagccag

ggaaatcaagctcttaatgaagaggacataaaggatgcaactgaagatg
acatgcttgcgaggacctttagcagagggagctaccaggatagtttaagg

gcttccatccggcaacgctccaagtctcagctttcttacctggtgcacgaac

ctccattagctgttgtagatcataagtctacctatgaagaagatagaaagga
caaggacattcctgtgcaggaagaagttgaacctgccccagttaggagg

attctgaaattcagtgctccagaatggccctacatgctggtagggtctgtgg

gtgcagctgtgaacgggacagtcacacccttgtatgcctttttattcagccag
attcttgggactttttcaattcctgataaagaggaacaaaggtcacagatca

atggtgtgtgcctactttttgtagcaatgggctgtgtatctcttttcacccaatttc
tacagggatatgcctttgctaaatctggggagctcctaacaaaaaggctac
gtaaatttggtttcagggcaatgctggggcaagatattgcctggtttgatgac
ctcagaaatagccctggagcattgacaacaagacttgctacagatgcttcc
caagttcaaggggctgccggctctcagatcgggatgatagtcaattccttca
ctaacgtcactgtggccatgatcattgccttctcctttagctggaagctgage

ctggtcatcttgtgcttcttccecttcttggcetttatcaggagccacacagacca
ggatgttgacaggatttgcctctcgagataagcaggccctggagatggtgg
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gacagattacaaatgaagccctcagtaacatccgcactgttgctggaattg
gaaaggagaggcggttcattgaagcacttgagactgagctggagaagcc
cttcaagacagccattcagaaagccaatatttacggattctgctttgcctttge
ccagtgcatcatgtttattgcgaattctgcttcctacagatatggaggttactta
atctccaatgaggggctccatttcagctatgtgttcagggtgatctctgcagtt
gtactgagtgcaacagctcttggaagagccttctcttacaccccaagttatg
caaaagctaaaatatcagctgcacgcttttttcaactgctggaccgacaac
ccccaatcagtgtatacaatactgcaggtgaaaaatgggacaacttccag
gggaagattgattttgttgattgtaaatttacatatccttctcgacctgactcge
aagttctgaatggtctctcagtgtcgattagtccagggcagacactggcgttt
gttgggagcagtggatgtggcaaaagcactagcattcagctgttggaacgt
ttctatgatcctgatcaagggaaggtgatgatagatggtcatgacagcaaa
aaagtaaatgtccagttcctccgctcaaacattggaattgtitcccaggaac
cagtgttgtttgcctgtagcataatggacaatatcaagtatggagacaacac
caaagaaattcccatggaaagagtcatagcagctgcaaaacaggctca
gctgcatgattttgtcatgtcactcccagagaaatatgaaactaacgttgggt
cccaggggtctcaactctctagaggggagaaacaacgcattgctattgcetc
gggccattgtacgagatcctaaaatcttgctactagatgaagccacttctgce
cttagacacagaaagtgaaaagacggtgcaggttgctctagacaaagcc
agagagggtcggacctgcattgtcattgcccatcgcttgtccaccatccag
aacgcggatatcattgctgtcatggcacagggggtggtgattgaaaaggg
gacccatgaagaactgatggcccaaaaaggagcctactacaaactagtc

accactggatcccccatcagt

ABCB4

humano

gatcttgaggcggcaaagaacggaacagcctggcgccccacgagcge
ggagggcgactttgaactgggcatcagcagcaaacaaaaaaggaaaa
aaacgaagacagtgaaaatgattggagtattaacattgtttcgatactccg

attggcaggataaattgtttatgtcgctgggtaccatcatggccatagctcac
ggatcaggtctccccctcatgatgatagtatttggagagatgactgacaaat
ttgttgatactgcaggaaacttctcctttccagtgaacttttccttgtcgcetgcta
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aatccaggcaaaattctggaagaagaaatgactagatatgcatattactac
tcaggattgggtgctggagttcttgttgctgcctatatacaagtttcattttggac
tttggcagctggtcgacagatcaggaaaattaggcagaagttttttcatgcta
ttctacgacaggaaataggatggtttgacatcaacgacaccactgaactc

aatacgcggctaacagatgacatctccaaaatcagtgaaggaattggtga
caaggttggaatgttctttcaagcagtagccacgttttttgcaggattcatagt

gggattcatcagaggatggaagctcacccttgtgataatggccatcagccc
tattctaggactctctgcagccgtitgggcaaagatactctcggcatttagtg

acaaagaactagctgcttatgcaaaagcaggcgccgtggcagaagagg
ctctgggggccatcaggactgtgatagctttcgggggccagaacaaaga

gctggaaaggtatcagaaacatttagaaaatgccaaagagattggaatta
aaaaagctatttcagcaaacatttccatgggtattgccttcctgttaatatatg

catcatatgcactggccttctggtatggatccactctagtcatatcaaaagaa
tatactattggaaatgcaatgacagtttttttttcaatcctaattggagctttcagt
gttggccaggctgccccatgtattgatgcttttgccaatgcaagaggagcea

gcatatgtgatctttgatattattgataataatcctaaaattgacagtttttcaga
gagaggacacaaaccagacagcatcaaagggaatttggagttcaatgat
gttcacttttcttacccttctcgagctaacgtcaagatcttgaagggcctcaac
ctgaaggtgcagagtgggcagacggtggccctggttggaagtagtggctg
tgggaagagcacaacggtccagctgatacagaggctctatgaccctgat

gagggcacaattaacattgatgggcaggatattaggaactttaatgtaaac
tatctgagggaaatcattggtgtggtgagtcaggagccggtgctgttticcac
cacaattgctgaaaatatttgttatggccgtggaaatgtaaccatggatgag
ataaagaaagctgtcaaagaggccaacgcctatgagtttatcatgaaatta
ccacagaaatttgacaccctggttggagagagaggggcccagctgagtg
gtgggcagaagcagaggatcgccattgcacgtgccctggticgcaacce

caagatccttctgctggatgaggccacgtcagcattggacacagaaagtg
aagctgaggtacaggcagctctggataaggccagagaaggccggacc

accattgtgatagcacaccgactgtctacggtccgaaatgcagatgtcatc
gctgggtttgaggatggagtaattgtggagcaaggaagccacagcgaac
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tgatgaagaaggaaggggtgtacttcaaacttgtcaacatgcagacatca

ggaagccagatccagtcagaagaatttgaactaaatgatgaaaaggctg
ccactagaatggccccaaatggctggaaatctcgcctatttaggcattctac
tcagaaaaaccttaaaaattcacaaatgtgtcagaagagccttgatgtgga
aaccgatggacttgaagcaaatgtgccaccagtgtcctttctgaaggtcctg
aaactgaataaaacagaatggccctactttgtcgtgggaacagtatgtgcc
attgccaatggggggcttcagccggcattttcagtcatattctcagagatcat
agcgatttttggaccaggcgatgatgcagtgaagcagcagaagtgcaac

atattctctttgattttcttatttctgggaattatttctttttttactttcttccttcagggtt
tcacgtttgggaaagctggcgagatcctcaccagaagactgcggtcaatg
gcttttaaagcaatgctaagacaggacatgagctggtttgatgaccataaa

aacagtactggtgcactttctacaagacttgccacagatgctgcccaagtc

caaggagccacaggaaccaggttggctttaattgcacagaatatagctaa
ccttggaactggtattatcatatcatttatctacggttggcagttaaccctattg

ctattagcagttgttccaattattgctgtgtcaggaattgttgaaatgaaattgtt
ggctggaaatgccaaaagagataaaaaagaactggaagctgctggaa

agattgcaacagaggcaatagaaaatattaggacagttgtgtctttgaccc
aggaaagaaaatttgaatcaatgtatgttgaaaaattgtatggaccttacag
gaattctgtgcagaaggcacacatctatggaattacttttagtatctcacaag
catttatgtatttttcctatgccggttgttttcgatttggtgcatatctcattgtgaat
ggacatatgcgcttcagagatgttattctggtgttttctgcaattgtatttggtgce
agtggctctaggacatgccagttcattigctccagactatgctaaagctaag
ctgtctgcagcccacttattcatgctgtttgaaagacaacctctgattgacag

ctacagtgaagaggggctgaagcctgataaatttgaaggaaatataacat

ttaatgaagtcgtgttcaactatcccacccgagcaaacgtgccagtgcttca

ggggctgagcctggaggtgaagaaaggccagacactagccctggtggg
cagcagtggctgtgggaagagcacggtggtccagctcctggageggttct
acgaccccttggcggggacagtgcttctcgatggtcaagaagcaaagaa
actcaatgtccagtggctcagagctcaactcggaatcgtgtctcaggagcc
tatcctatttgactgcagcattgccgagaatattgcctatggagacaacagc
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cgggttgtatcacaggatgaaattgtgagtgcagccaaagctgccaacat
acatcctttcatcgagacgttaccccacaaatatgaaacaagagtgggag
ataaggggactcagctctcaggaggtcaaaaacagaggattgctattgcc
cgagccctcatcagacaacctcaaatcctcctgttggatgaagctacatca
gctctggatactgaaagtgaaaaggttgtccaagaagccctggacaaag
ccagagaaggccgcacctgcattgtgattgctcaccgcctgtccaccatce
agaatgcagacttaatagtggtgtttcagaatgggagagtcaaggagcat
ggcacgcatcagcagctgctggcacagaaaggcatctatttttcaatggtc
agtgtccaggctgggacacagaactta

CBS humano

ccttctgagaccccccaggcagaagtggggeccacaggetgeccccac
cgctcagggccacactcggcgaaggggagcectggagaaggggteccce
agaggataaggaagccaaggagcccctgtggatccggcccgatgctece
gagcaggtgcacctggcagctgggcecggcctgcctccgagtcecccacat
caccacactgccccggcaaaatctccaaaaatcttgccagatattctgaa
gaaaatcggggacacccctatggtcagaatcaacaagattgggaagaa
gttcggcctgaagtgtgagcetcttggccaagtgtgagttcttcaacgcgggce
gggagcgtgaaggaccgcatcagcctgcggatgattgaggatgctgage
gcgacgggacgctgaagcccggggacacgattatcgagccgacatccg
ggaacaccgggatcgggctggccctggctgcggcagtgaggggctatceg
ctgcatcatcgtgatgccagagaagatgagctccgagaaggtggacgtg
ctgcgggcactgggggctgagattgtgaggacgcccaccaatgccaggtt
cgactccccggagtcacacgtgggggtggectggecggctgaagaacga
aatccccaattctcacatcctagaccagtaccgcaacgccagcaaccccce
tggctcactacgacaccaccgctgatgagatcctgcagcagtgtgatggg
aagctggacatgctggtggcttcagtgggcacgggcggcaccatcacgg
gcattgccaggaagctgaaggagaagtgtcctggatgcaggatcattggg
gtggatcccgaagggtccatcctcgcagagccggaggagctgaaccag
acggagcagacaacctacgaggtggaagggatcggctacgacttcatcc
ccacggtgctggacaggacggtggtggacaagtggttcaagagcaacg
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atgaggaggcgttcacctttgcccgcatgctgatcgcgcaagaggggctg
ctgtgcggtggcagtgctggcagcacggtggcggtggecgtgaaggecg
cgcaggagctgcaggagggccagcgctgcgtggtcattctgcccgactc
agtgcggaactacatgaccaagttcctgagcgacaggtggatgctgcag
aagggctttctgaaggaggaggacctcacggagaagaagccctggtggt
ggcacctccgtgttcaggagctgggcctgtcagccccgcetgaccgtgetee
cgaccatcacctgtgggcacaccatcgagatcctccgggagaagggctt
cgaccaggcgcccgtggtggatgaggcgggggtaatcctgggaatggtg
acgcttgggaacatgctctcgtccctgcttgccgggaaggtgcagccgtca
gaccaagttggcaaagtcatctacaagcagttcaaacagatccgcctcac
ggacacgctgggcaggctctcgcacatcctggagatggaccacttcgecc
tggtggtgcacgagcagatccagtaccacagcaccgggaagtccagtca
gcggcagatggtgttcggggtggtcaccgcecattgacttgctgaacttcgtg

gccgeccaggagegggaccagaag

hMMUT

ctgagagccaaaaaccagctgttcctgctgagcccccactatctgagaca
ggtcaaagaaagttccgggagtagactgatccagcagagactgctgcac
cagcagcagccactgcatcctgagtgggccgctctggccaagaaacag

ctgaagggcaaaaacccagaagacctgatctggcacactccagagggg
atttcaatcaagcccctgtacagcaaaagggacactatggatctgccaga

ggaactgccaggagtgaagcctttcacccgcggaccttacccaactatgt

atacctttcgaccctggacaattcggcagtacgccggcttcagtactgtgga
ggaatcaaacaagttttataaggacaacatcaaggctggacagcagggc
ctgagtgtggcattcgatctggccacacatcgcggctatgactcagataatc
ccagagtcaggggggacgtgggaatggcaggagtcgctatcgacacag
tggaagatactaagattctgttcgatggaatccctctggagaaaatgtctgtg
agtatgacaatgaacggcgctgtcattcccgtgctggcaaacttcatcgtca
ctggcgaggaacagggggtgcctaaggaaaaactgaccggcacaattc
agaacgacatcctgaaggagttcatggtgcggaatacttacatttttccccct

gaaccatccatgaaaatcattgccgatatcttcgagtacaccgctaagcac
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atgcccaagttcaactcaattagcatctccgggtatcatatgcaggaagcea
ggagccgacgctattctggagctggcttacaccctggcagatggcectgga
atattctcgaaccggactgcaggcaggcctgacaatcgacgagttcgcetc
ctagactgagtttcttttggggaattggcatgaacittttacatggagatcgcca
agatgagggctggccggagactgtgggcacacctgatcgagaagatgtt
ccagcctaagaactctaagagtctgctgctgcgggeccattgccagacat
ccggctggtctctgactgaacaggacccatataacaatattgtcagaaccg
caatcgaggcaatggcagccgtgttcggaggaacccagagcctgcaca
caaactcctttgatgaggccctggggctgcctaccgtgaagtctgctaggat
tgcacgcaatacacagatcattatccaggaggaatccggaatcccaaag
gtggccgatcectggggaggctcttacatgatggagtgcctgacaaacga
cgtgtatgatgctgcactgaagctgattaatgaaatcgaggaaatggggg
gaatggcaaaggccgtggctgagggcatticcaaaactgaggatcgagg
aatgtgcagctaggcgccaggcacgaattgactcaggaagcgaagtgat
cgtcggggtgaataagtaccagctggagaaagaagacgcagtcgaagt
gctggccatcgataacacaagcgtgcgcaatcgacagattgagaagctg
aagaaaatcaaaagctcccgcgatcaggcactggccgaacgatgcectg
gcagccctgactgagtgtgctgcaagcggggacggaaacattctggctct
ggcagtcgatgcctcccgggctagatgcactgtgggggaaatcaccgac
gccctgaagaaagtcttcggagagcacaaggccaatgatcggatggtga
gcggcgcttatagacaggagttcggggaatctaaagagattaccagtgec
atcaagagggtgcacaagttcatggagagagaagggcgacggcccag
gctgctggtggcaaagatgggacaggacggacatgatcgcggagcaaa
agtcattgccaccgggttcgctgacctgggatttgacgtggatatcggcecect
ctgttccagacaccacgagaggtcgcacagcaggcagtcgacgctgatg
tgcacgcagtcggagtgtccactctggcagctggccataagaccctggtg
cctgaactgatcaaagagctgaactctctgggcagaccagacatcctggt
catgtgcggcggcgtgatcccaccccaggattacgaattcctgtttgaggte
ggggtgagcaacgtgttcggaccaggaaccaggatccctaaggccgcea
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gtgcaggtcctggatgatattgaaaagtgtctggaaaagaaacagcagtc

agtg
Brazos de homologia

En algunas realizaciones, los vectores viricos descritos en el presente
documento comprenden una o mas secuencias de polinucledtidos flanqueantes con
homologia de secuencia significativa con un sitio de integracion diana (p. €j., brazos
de homologia). En algunas realizaciones, los brazos de homologia flanquean una
secuencia de polinucledtidos que codifica una carga util (p. ej., un brazo de
homologia en posicién 5' con respecto a una carga util (también denominado en el
presente documento brazo de homologia en 5') y un brazo de homologia en posicién
3' con respecto a una carga util (también denominado en el presente documento
brazo de homologia en 3')). En algunas realizaciones, los brazos de homologia
dirigen la integracion especifica de sitio de una carga util.

En algunas realizaciones, los brazos de homologia tienen la misma longitud
(también denominados en el presente documento brazos de homologia equilibrados
o brazos de homologia uniformes). En algunas realizaciones, los vectores viricos
comprenden brazos de homologia de la misma longitud, en donde los brazos de
homologia que tienen al menos una determinada longitud, proporcionan efectos
mejorados (p. €j., tasa mejorada de integracion de diana). En algunas realizaciones,
los brazos de homologia tienen una longitud de entre 50 nt y 1600 nt. En algunas
realizaciones, los brazos de homologia tienen una longitud de entre 100 nt y 1000
nt. En algunas realizaciones, los brazos de homologia tienen una longitud de entre
200 nt y 1000 nt. En algunas realizaciones, los brazos de homologia tienen una
longitud de entre 500 nt y 1500 nt. En algunas realizaciones, los brazos de
homologia tienen una longitud de entre 1000 nt y 2000 nt. En algunas realizaciones,
los brazos de homologia tienen una longitud superior a 2000 nt. En algunas
realizaciones, cada brazo de homologia tiene una longitud de al menos 50 nt. En
algunas realizaciones, cada brazo de homologia tiene una longitud de al menos 750
nt. En algunas realizaciones, cada brazo de homologia tiene una longitud de al
menos 1000 nt. En algunas realizaciones, cada brazo de homologia tiene una
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longitud de al menos 1250 nt. En algunas realizaciones, los brazos de homologia
tienen una longitud inferior a 1000 nt. En algunas realizaciones, los brazos de
homologia contienen al menos un 70 % de homologia con un sitio de integracion
diana. En algunas realizaciones, los brazos de homologia contienen al menos un
80 % de homologia con un sitio de integracion diana. En algunas realizaciones, los
brazos de homologia contienen al menos un 90 % de homologia con un sitio de
integracion diana. En algunas realizaciones, los brazos de homologia contienen una
homologia de al menos 95 % con un sitio de integracion diana. En algunas
realizaciones, los brazos de homologia contienen una homologia de al menos 99 %
con un sitio de integracion diana. En algunas realizaciones, los brazos de homologia
contienen una homologia del 100 % con un sitio de integracién diana.

En algunas realizaciones, los brazos de homologia tienen diferentes
longitudes (también denominados en el presente documento brazos de homologia
no equilibrados o brazos de homologia desiguales). En algunas realizaciones, los
vectores viricos que comprenden brazos de homologia no equilibrados de diferentes
longitudes, proporcionan efectos mejorados (p. ej., aumento de la tasa de
integracion del sitio diana) en comparacion con una secuencia de referencia
apropiada. En algunas realizaciones, los vectores viricos que comprenden brazos
de homologia de diferentes longitudes, en donde cada brazo de homologia tiene al
menos una determinada longitud, proporcionan efectos mejorados (p. €j., aumento
de la tasa de integracion del sitio diana) en comparacién con una secuencia de
referencia apropiada (p. €j., un vector virico que comprende brazos de homologia
de la misma longitud o un vector virico que comprende uno o mas brazos de
homologia de menos de 1000 nt de longitud).

En algunas realizaciones, cada brazo de homologia tiene una longitud
superior a 50 nt. En algunas realizaciones, cada brazo de homologia tiene una
longitud superior a 100 nt. En algunas realizaciones, cada brazo de homologia tiene
una longitud superior a 400 nt. En algunas realizaciones, cada brazo de homologia
tiene una longitud superior a 750 nt. En algunas realizaciones, cada brazo de
homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt. En algunas realizaciones, un



10

15

20

25

30

129

brazo de homologia tiene una longitud de al menos 750 nt y otro brazo de homologia
tiene una longitud de al menos 1000 nt. En algunas realizaciones, un brazo de
homologia tiene una longitud de al menos 750 nt y otro brazo de homologia tiene
una longitud de al menos 1100 nt. En algunas realizaciones, un brazo de homologia
tiene una longitud de al menos 750 nt y otro brazo de homologia tiene una longitud
de al menos 1200 nt. En algunas realizaciones, un brazo de homologia tiene una
longitud de al menos 750 nt y otro brazo de homologia tiene una longitud de al
menos 1300 nt. En algunas realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud
de al menos 750 nt y otro brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1400
nt. En algunas realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos
750 nty otro brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1500 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 750 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1600 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 750 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1700 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 750 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1800 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 750 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1900 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 750 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 2000 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1100 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1200 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1300 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1400 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
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brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1500 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1600 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1700 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1800 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1900 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 2000 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1300 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1400 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1600 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1000 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1250 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 1250 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 400 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 800 nt. En algunas
realizaciones, un brazo de homologia tiene una longitud de al menos 600 nt y otro
brazo de homologia tiene una longitud de al menos 600 nt.

En algunas realizaciones, un brazo de homologia en 5' es mas largo que un
brazo de homologia en 3'. En algunas realizaciones, un brazo de homologia en 3'
es mas largo que un brazo de homologia en 5'. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un brazo de homologia en 5' tiene una longitud de aproximadamente
1600 nt y un brazo de homologia en 3' tiene una longitud de aproximadamente 1000
nt. En algunas realizaciones, un brazo de homologia en §' tiene una longitud de
aproximadamente 1000 nt y un brazo de homologia en 3' tiene una longitud de
aproximadamente 1600 nt. En algunas realizaciones, los vectores viricos que

comprenden brazos de homologia proporcionan efectos mejorados (p. €j., aumento
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de la tasa de integracion del sitio diana) en comparacién con una secuencia de
referencia apropiada (p. €j., vectores viricos que carecen de brazos de homologia).
En algunas realizaciones, los vectores viricos que comprenden brazos de
homologia proporcionan tasas de integracién en el sitio diana del 0.01 % o mas (p.
ej., 0.05 % o mas, 0.1 % o mas, 0.2 % o mas, 0.3 % o mas, 0.4 % o mas, 0.5 % o
mas, 0.6 % o mas, 0.7 % o mas, 0.8 % o mas, 0.9 % o mas, 1 % omas, 1.5% o
mas, 2 % o mas, 5 % o mas, 10 % o mas, 20 % o mas, 30 % o mas). En algunas
realizaciones, los vectores viricos que comprenden brazos de homologia
proporcionan mayores tasas de integracion del sitio diana a lo largo del tiempo. En
algunas realizaciones, las tasas de integracion del sitio diana aumentan a lo largo
del tiempo en relacion con una medicion inicial de la integracion del sitio diana. En
algunas realizaciones, las tasas de integracién del sitio diana a lo largo del tiempo
son al menos 1.5 veces superiores a la de una medida inicial de integracion del sitio
diana (p. €j., 1.5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30
veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 200
veces). En algunas realizaciones, las tasas de integracion del sitio diana se miden
después de uno o mas dias. En algunas realizaciones, las tasas de integracion del
sitio diana se miden después de una o mas semanas. En algunas realizaciones, las
tasas de integracion del sitio diana se miden después de uno o mas meses. En
algunas realizaciones, las tasas de integracion del sitio diana se miden después de
uno o0 mas anos.

En algunas realizaciones, los vectores viricos que comprenden brazos de
homologia de diferentes longitudes proporcionan efectos mejorados (p. €j., aumento
de la tasa de integracion del sitio diana) en relacién con una secuencia de referencia
(p. €j., vectores virico scon brazos de homologia de la misma longitud, vectores
viricos con al menos un brazo de homologia inferior a 500 nt). En algunas
realizaciones, los vectores viricos que comprenden brazos de homologia de
diferentes longitudes proporcionan una actividad de edicién mejorada de al menos
1.1 veces, al menos 1.2 veces, al menos 1.3 veces, al menos 1.4 veces, al menos

1.5 veces, al menos 1.6 veces, al menos 1.7 veces, al menos 1.8 veces, al menos
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1.9 veces, al menos 2.0 veces, al menos 2.5 veces, al menos 3.0 veces, al menos
3.5 veces o de al menos 4.0 veces en relacion con una composicion de referencia
(p- €j., vectores viricos con brazos de homologia de la misma longitud, vectores
viricos con al menos un brazo de homologia inferior a 500 nt).

En algunas realizaciones, los vectores viricos que comprenden brazos de
homologia de diferentes longitudes proporcionan tasas de integracion del sitio diana
del 0.01 % o mas (p. €j., del 0.05 % o mas, 0.1 % o mas, 0.2 % o mas, 0.3 % o mas,
0.4 % o mas, 0.5 % o mas, 0.6 % o mas, 0.7 % o mas, 0.8 % o mas, 0.9 % o mas,
1% omas, 1.5 % o mas, 2 % o mas, 5 % o mas, 10 % o mas, 20 % o mas, 30 % o
mas). En algunas realizaciones, los vectores viricos que comprenden brazos de
homologia de diferentes longitudes proporcionan mayores tasas de integracién del
sitio diana a lo largo del tiempo. En algunas realizaciones, las tasas de integracién
del sitio diana aumentan a lo largo del tiempo en relacion con una medicién inicial
de la integracion del sitio diana. En algunas realizaciones, las tasas de integracion
del sitio diana a lo largo del tiempo son al menos 1.5 veces superiores a la de una
medida inicial de integracién del sitio diana (p. ej., 1.5 veces, 2 veces, 3 veces, 4
veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70
veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 200 veces).

En algunas realizaciones, los vectores viricos que comprenden brazos de
homologia de longitudes diferentes pueden ofrecer una mejora de la reescritura
gendmica en una especie o en un sistema modelo particular para una especie
particular (p. €j., un ratén, un ser humano, o modelos de los mismos). En algunas
realizaciones, los vectores viricos pueden comprender diferentes combinaciones de
longitudes de brazos de homologia cuando se optimizan para la expresion en una
especie o0 en un sistema modelo particular para una especie particular (p. €j., un
ratéon, un ser humano, o modelos de los mismos). En algunas realizaciones, los
vectores viricos que comprenden combinaciones de longitudes de brazos de
homologia especificas pueden ofrecer una mejora de la reescritura genémica en
una especie o en un sistema modelo de una especie (p. €j., un ser humano, modelo

de raton humanizado) en comparacidén con una segunda especie o con un sistema
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modelo de una segunda especie (p. €j., un ratdon, modelo de ratén puro). En algunas
realizaciones, los vectores viricos que comprenden combinaciones de longitudes de
brazos de homologia especificas pueden optimizarse con respecto a niveles altos
de reescritura gendmica en una especie o en un modelo de una especie (p. €j., un
ser humano, modelo de raton humanizado) en comparacion con una segunda
especie 0 con un sistema modelo de una segunda especie (p. €j., un raton, modelo
de raton puro).

En algunas realizaciones, los brazos de homologia dirigen la integracion de
un transgén inmediatamente detras de un gen enddgeno altamente expresado. En
algunas realizaciones, los brazos de homologia dirigen la integracion de un transgén
sin que se altere la expresion del gen enddgeno (integracion no alterada).

En algunas realizaciones, una o mas secuencias de brazo de homologia
pueden tener una identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o del 100 %
con una secuencia de nucleétidos de referencia de tipo silvestre correspondiente (p.
€j., una secuencia gendémica de tipo silvestre). En algunas realizaciones, una o0 mas
secuencias de brazo de homologia pueden ser o comprender una secuencia que
tenga una identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o del 100 % con
una parte de una secuencia de nuclettidos de referencia de tipo silvestre
correspondiente (p. ej., una secuencia gendémica de tipo silvestre). En algunas
realizaciones, una o mas secuencias del brazo de homologia pueden ser o
comprender una secuencia que tenga una identidad de al menos 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 99 % o del 100 % con una secuencia ilustrativa de la Tabla 7 mostrada a
continuacion. En algunas realizaciones, las composiciones descritas en el presente
documento pueden comprender una o mas secuencias de brazos de homologia

seleccionadas de la Tabla 7 mostrada a continuacion.
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Tabla 7: Secuencias de brazos de homologia ilustrativas

Descripcion Secuencia SEQ
del HA ID NO

Brazo de | GTGATGCTTATGAATATTAATAGGAATATTTGTAAG 62

homologia en | GCCTGAAATATTTTGATCATGAAATCAAAACATTAA

5" de 0.4 kb | TTTATTTAAACATTTACTTGAAATGTGGTGGTTTGT

de albumina | GATTTAGTTGATTTTATAGGCTAGTGGGAGAATTTA

humana CATTCAAATGTCTAAATCACTTAAAATTGCCCTTTAT
GGCCTGACAGTAACTTTTTTTTATTCATTTGGGGAC
AACTATGTCCGTGAGCTTCCGTCCAGAGATTATAG
TAGTAAATTGTAATTAAAGGATATGATGCACGTGAA
ATCACTTTGCAATCATCAATAGCTTCATAAATGTTA
ATTTTGTATCCTAATAGTAATGCTAATATTTTCCTAA
CATCTGTCATGTCTTTGTGTTCAGGGTAAAAAACTT
GTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAGGCTTA

Brazo de | GCATGTTTGGTTAGGCTAGGGCTTAGGGATTTATA 63

homologia en
5 de 0.6 kb
de albumina

humana

TATCAAAGGAGGCTTTGTACATGTGGGACAGGGAT
CTTATTTTACAAACAATTGTCTTACAAAATGAATAAA
ACAGCACTTTGTTTTTATCTCCTGCTCTATTGTGCC
ATACTGTTAAATGTTTATAATGCCTGTTCTGTTTCC
AAATTTGTGATGCTTATGAATATTAATAGGAATATTT
GTAAGGCCTGAAATATTTTGATCATGAAATCAAAAC
ATTAATTTATTTAAACATTTACTTGAAATGTGGTGGT
TTGTGATTTAGTTGATTTTATAGGCTAGTGGGAGAA
TTTACATTCAAATGTCTAAATCACTTAAAATTGCCCT
TTATGGCCTGACAGTAACTTTTTTTTATTCATTTGG
GGACAACTATGTCCGTGAGCTTCCGTCCAGAGATT
ATAGTAGTAAATTGTAATTAAAGGATATGATGCACG
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TGAAATCACTTTGCAATCATCAATAGCTTCATAAAT
GTTAATTTTGTATCCTAATAGTAATGCTAATATTTTC
CTAACATCTGTCATGTCTTTGTGTTCAGGGTAAAAA
ACTTGTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAGGCTTA

Brazo de
homologia en
5" de 0.8 kb
de albumina

humana

TTCAAACTCAGTGCACTTGTTGAGCTTGTGAAACA
CAAGCCCAAGGCAACAAAAGAGCAACTGAAAGCT
GTTATGGATGATTTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTG
CTGCAAGGCTGACGATAAGGAGACCTGCTTTGCC
GAGGAGGTACTACAGTTCTCTTCATTTTAATATGTC
CAGTATTCATTTTTGCATGTTTGGTTAGGCTAGGGC
TTAGGGATTTATATATCAAAGGAGGCTTTGTACATG
TGGGACAGGGATCTTATTTTACAAACAATTGTCTTA
CAAAATGAATAAAACAGCACTTTGTTTTTATCTCCT
GCTCTATTGTGCCATACTGTTAAATGTTTATAATGC
CTGTTCTGTTTCCAAATTTGTGATGCTTATGAATAT
TAATAGGAATATTTGTAAGGCCTGAAATATTTTGAT
CATGAAATCAAAACATTAATTTATTTAAACATTTACT
TGAAATGTGGTGGTTTGTGATTTAGTTGATTTTATA
GGCTAGTGGGAGAATTTACATTCAAATGTCTAAATC
ACTTAAAATTGCCCTTTATGGCCTGACAGTAACTTT
TTTTTATTCATTTGGGGACAACTATGTCCGTGAGCT
TCCGTCCAGAGATTATAGTAGTAAATTGTAATTAAA
GGATATGATGCACGTGAAATCACTTTGCAATCATC
AATAGCTTCATAAATGTTAATTTTGTATCCTAATAGT
AATGCTAATATTTTCCTAACATCTGTCATGTCTTTGT
GTTCAGGGTAAAAAACTTGTTGCTGCAAGTCAAGC
TGCCTTAGGCTTA

64
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Brazo de
homologia en
3' de 0.4 kb
de albumina

humana

TAACATCACATTTAAAAGCATCTCAGGTAACTATAT
TTTGAATTTTTTAAAAAAGTAACTATAATAGTTATTA
TTAAAATAGCAAAGATTGACCATTTCCAAGAGCCAT
ATAGACCAGCACCGACCACTATTCTAAACTATTTAT
GTATGTAAATATTAGCTTTTAAAATTCTCAAAATAGT
TGCTGAGTTGGGAACCACTATTATTTCTATTTTGTA
GATGAGAAAATGAAGATAAACATCAAAGCATAGATT
AAGTAATTTTCCAAAGGGTCAAAATTCAAAATTGAA
ACCAAAGTTTCAGTGTTGCCCATTGTCCTGTTCTGA
CTTATATGATGCGGTACACAGAGCCATCCAAGTAA
GTGATGGCTCAGCAGTGGAATACTCTGGGAATTAG
GCTGAACCACATGAAAGAGTGCTTTATA

65

Brazo de
homologia en
3' de 0.6 kb
de albumina

humana

TAACATCACATTTAAAAGCATCTCAGGTAACTATAT
TTTGAATTTTTTAAAAAAGTAACTATAATAGTTATTA
TTAAAATAGCAAAGATTGACCATTTCCAAGAGCCAT
ATAGACCAGCACCGACCACTATTCTAAACTATTTAT
GTATGTAAATATTAGCTTTTAAAATTCTCAAAATAGT
TGCTGAGTTGGGAACCACTATTATTTCTATTTTGTA
GATGAGAAAATGAAGATAAACATCAAAGCATAGATT
AAGTAATTTTCCAAAGGGTCAAAATTCAAAATTGAA
ACCAAAGTTTCAGTGTTGCCCATTGTCCTGTTCTGA
CTTATATGATGCGGTACACAGAGCCATCCAAGTAA
GTGATGGCTCAGCAGTGGAATACTCTGGGAATTAG
GCTGAACCACATGAAAGAGTGCTTTATAGGGCAAA
AACAGTTGAATATCAGTGATTTCACATGGTTCAACC
TAATAGTTCAACTCATCCTTTCCATTGGAGAATATG
ATGGATCTACCTTCTGTGAACTTTATAGTGAAGAAT

66
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CTGCTATTACATTTCCAATTTGTCAACATGCTGAGC
TTTAATAGGACTTATCTTCTTATGACAACATTTATTG

Brazo de
homologia en
3' de 0.8 kb
de albumina

humana

TAACATCACATTTAAAAGCATCTCAGGTAACTATAT
[TTGAATTTTTTAAAAAAGTAACTATAATAGTTATTA
TTAAAATAGCAAAGATTGACCATTTCCAAGAGCCAT
ATAGACCAGCACCGACCACTATTCTAAACTATTTAT
GTATGTAAATATTAGCTTTTAAAATTCTCAAAATAGT
TGCTGAGTTGGGAACCACTATTATTTCTATTTTGTA
GATGAGAAAATGAAGATAAACATCAAAGCATAGATT
AAGTAATTTTCCAAAGGGTCAAAATTCAAAATTGAA
ACCAAAGTTTCAGTGTTGCCCATTGTCCTGTTCTGA
CTTATATGATGCGGTACACAGAGCCATCCAAGTAA
GTGATGGCTCAGCAGTGGAATACTCTGGGAATTAG
GCTGAACCACATGAAAGAGTGCTTTATAGGGCAAA
AACAGTTGAATATCAGTGATTTCACATGGTTCAACC
TAATAGTTCAACTCATCCTTTCCATTGGAGAATATG
ATGGATCTACCTTCTGTGAACTTTATAGTGAAGAAT
CTGCTATTACATTTCCAATTTGTCAACATGCTGAGC
TTTAATAGGACTTATCTTCTTATGACAACATTTATTG
GTGTGTCCCCTTGCCTAGCCCAACAGAAGAATTCA
GCAGCCGTAAGTCTAGGACAGGCTTAAATTGTTTT
CACTGGTGTAAATTGCAGAAAGATGATCTAAGTAAT
TTGGCATTTATTTTAATAGGTTTGAAAAACACATGC
CATTTTACAAATAAGACTTATATTTGTCCTTTTGTTT
TTCAGCCTACCATGAG

67

Brazo de
homologia en

tttctagatgtaaataattattttaagtttgccctatggtggccccacacatgag

acaaacccccaagatgtgacttttgagaatgagacttggataaaaaacat

68
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5 de 1.6 kb
de albumina

humana

gtagaaatgcaagccctgaagctcaactccctattgctatcacaggggttat
aattgcataaaatttagctatagaaagttgctgtcatctcttgtgggctgtaatc
atcgtctaggcttaagagtaatattgcaaaacctgtcatgcccacacaaatc
tctccctggceattgttgtetttgcagatgtcagtgaaagagaaccagcagctc
ccatgagtttggatagccttattttctatagcctccccactattagctttgaagg
gagcaaagtttaagaaccaaatataaagtttctcatctttatagatgagaaa
aattttaaataaagtccaagataattaaatttttaaggatcatttttagctcttta
atagcaataaaactcaatatgacataatatggcacttccaaaatctgaata
atatataattgcaatgacatacttcttticagagatttactgaaaagaaatttgt
tgacactacataacgtgatgagtggtttatactgattgtttcagttggtcttccc
accaactccatgaaagtggattttattatcctcatcatgcagatgagaatatt
gagacttatagcggtatgcctgagccccaaagtactcagagttgcctggct
ccaagatttataatcttaaatgatgggactaccatccttactctctccatttttct
atacgtgagtaatgttttttctgttttttttttttctttttccattcaaactcagtgcactt
gttgagctcgtgaaacacaagcccaaggcaacaaaagagcaactgaa
agctgttatggatgatttcgcagcttitgtagagaagtgctgcaaggctgacg
ataaggagacctgctttgccgaggaggtactacagttctcttcattttaatatg
tccagtattcatttttgcatgtttggttaggctagggcttagggatttatatatca
aaggaggctttgtacatgtgggacagggatcttattttacaaacaattgtctt
acaaaatgaataaaacagcactttgtttttatctcctgctctattgtgccatact
gttaaatgtttataatgcctgttctgtttccaaatttgtgatgcttatgaatattaat
aggaatatttgtaaggcctgaaatattttgatcatgaaatcaaaacattaattt
atttaaacatttacttgaaatgtggtggtttgtgatttagttgattttataggctagt
gggagaatttacattcaaatgtctaaatcacttaaaattgccctttatggcctg
acagtaacttttttttattcatttggggacaactatgtccgtgagcttccgtcca
gagattatagtagtaaattgtaattaaaggatatgatgcacgtgaaatcacitt
tgcaatcatcaatagcttcataaatgttaattttgtatcctaatagtaatgctaat
attttcctaacatctgtcatgtctttgtgttcagggtaaaaaacttgttgctgcaa
gtcaagctgccttaggctta
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Brazo de
homologia en
3'de 1 kb de
albumina

humana

Taacatcacatttaaaagcatctcaggtaactatattttgaattttttaaaaaa
gtaactataatagttattattaaaatagcaaagattgaccatttccaagagcc
atatagaccagcaccgaccactattctaaactatttatgtatgtaaatattag
cttttaaaattctcaaaatagttgctgagttgggaaccactattatttctattttgt
agatgagaaaatgaagataaacatcaaagcatagattaagtaattttcca
aagggtcaaaattcaaaattgaaaccaaagtttcagtgttgcccattgtcct
gttctgacttatatgatgcggtacacagagccatccaagtaagtgatggctc
agcagtggaatactctgggaattaggctgaaccacatgaaagagtgcttta
tagggcaaaaacagttgaatatcagtgatttcacatggttcaacctaatagtt
caactcatcctttccattggagaatatgatggatctaccttctgtgaactttata
gtgaagaatctgctattacatttccaatttgtcaacatgctgagctttaatagg
acttatcttcttatgacaacatttattggtgtgtccccttgcctagcccaacaga
agaattcagcagccgtaagtctaggacaggcttaaattgttttcactggtgta
aattgcagaaagatgatctaagtaatttggcatttattttaataggtttgaaaa
acacatgccattttacaaataagacttatatttgtccttttgtttttcagcctacca
tgagaataagagaaagaaaatgaagatcaaaagcttattcatctgtttttctt
tttcgttggtgtaaagccaacaccctgtctaaaaaacataaatttctttaatca
ttttgcctcttttctctgtgcticaattaataaaaaatggaaagaatctaataga

gtggtacagcactgttatttttcaaagatgtgttg

69

Brazo de
homologia en
5' de 1 kb de
albumina

humana

Actccatgaaagtggattttattatcctcatcatgcagatgagaatattgaga
cttatagcggtatgcctgagccccaaagtactcagagttgectggctccaa
gatttataatcttaaatgatgggactaccatccttactctctccatttttctatacg
tgagtaatgttttttctgttttttttttttctttttccattcaaactcagtgcacttgttga
gctcgtgaaacacaagcccaaggcaacaaaagagcaactgaaagctg
ttatggatgatttcgcagcttttgtagagaagtgctgcaaggctgacgataa
ggagacctgctttgccgaggaggtactacagttctcttcattttaatatgtcca
gtattcatttttgcatgtttggttaggctagggcttagggatttatatatcaaagg
aggctttgtacatgtgggacagggatcttattttacaaacaattgtcttacaaa

70
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atgaataaaacagcactttgtttttatctcctgctctattgtgccatactgttaaa
tgtttataatgcctgttctgtttccaaatttgtgatgcttatgaatattaataggaa
tatttgtaaggcctgaaatattttgatcatgaaatcaaaacattaatttatttaa
acatttacttgaaatgtggtggtttgtgatttagttgattttataggctagtggga
gaatttacattcaaatgtctaaatcacttaaaattgccctttatggcctgacag
taacttttttttattcatttggggacaactatgtccgtgagcttccgtccagagat
tatagtagtaaattgtaattaaaggatatgatgcacgtgaaatcactttgcaa
tcatcaatagcttcataaatgttaatttigtatcctaatagtaatgctaatattttc
ctaacatctgtcatgtctttgtgticagggtaaaaaacttgttgctgcaagtca
agctgccttaggctta

En algunas realizaciones, los vectores viricos proporcionados en el presente
documento pueden comprender un brazo de homologia en $' y un brazo de
homologia en 3' disefiados para dirigirse a un locus de albumina. En algunas
realizaciones, los vectores viricos proporcionados en el presente documento
pueden comprender una secuencia de brazo de homologia en 5' que tenga una
identidad de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con la SEQ ID
NO: 62 y una secuencia de brazo de homologia en 3' que tenga una identidad de
secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con la SEQ ID NO: 67. En
algunas realizaciones, un vector virico comprende un brazo de homologia en 5' que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 62 y un brazo de homologia en 3' que
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 67.

En algunas realizaciones, los vectores viricos proporcionados en el presente
documento pueden comprender una secuencia del brazo de homologia en 5' que
tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 %
con la SEQ ID NO: 63 y una secuencia de brazo de homologia en 3' que tenga una
identidad de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos
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85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con la SEQ ID
NO: 66. En algunas realizaciones, un vector virico comprende un brazo de
homologia en 5' que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 63 y un brazo de
homologia en 3' que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 66.

En algunas realizaciones, los vectores viricos proporcionados en el presente
documento pueden comprender una secuencia del brazo de homologia en 5' que
tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 %
con la SEQ ID NO: 64 y una secuencia de brazo de homologia en 3' que tenga una
identidad de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con la SEQ ID
NO: 65. En algunas realizaciones, un vector virico comprende un brazo de
homologia en 5' que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 64 y un brazo de
homologia en 3' que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 65.

En algunas realizaciones, los vectores viricos proporcionados en el presente
documento pueden comprender una secuencia del brazo de homologia en 5' que
tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos
80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 %
con la SEQ ID NO: 68 y una secuencia de brazo de homologia en 3' que tenga una
identidad de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con la SEQ ID
NO: 69. En algunas realizaciones, un vector virico comprende un brazo de
homologia en 5' que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 68 y un brazo de
homologia en 3' que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 69. En algunas
realizaciones, los vectores viricos proporcionados en el presente documento
pueden comprender una secuencia del brazo de homologia en 5' que tenga una
identidad de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos
85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con la SEQ ID

NO: 70 y una secuencia de brazo de homologia en 3' que tenga una identidad de
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secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con la SEQ ID NO: 69.
Medicion de la integracion del sitio diana

Como se describe en otra parte del presente documento, uno de los
problemas que surgen con el uso tradicional de nucleasas para introducir material
de acido nucleico en las células, es la posibilidad significativa de integracion
inespecifica. En consecuencia, es importante verificar la correcta integraciéon
mediante uno 0 mas ensayos especificamente dirigidos, como se describe a
continuacion.

De acuerdo con diversas realizaciones, la tasa de integracion puede medirse
en cualquiera de una variedad de puntos temporales. En algunas realizaciones, las
tasas de integracion del sitio diana se miden después de uno o mas dias. En algunas
realizaciones, las tasas de integracidon del sitio diana se miden después de una o
mas semanas. En algunas realizaciones, las tasas de integracion del sitio diana se
miden después de uno o mas meses. En algunas realizaciones, las tasas de
integracion del sitio diana se miden después de uno o mas afos. En algunas
realizaciones, las tasas de integracion del sitio diana se miden a través de la
evaluaciéon de uno o mas biomarcadores (p. €j., biomarcadores que comprenden
péptido 2A). En algunas realizaciones, las tasas de integracion del sitio diana se
miden a través de la evaluacion de uno o mas acidos nucleicos aislados (p. €j.,
ARNmM ARNg). En algunas realizaciones, las tasas de integracion del sitio diana se
miden a través de la evaluacion de la expresion génica (p. ej., mediante tincién
inmunohistoquimica).

Tabla 8: Métodos ilustrativos para evaluar la integracion del sitio diana

Tipo de | Muestra Método Protocolo ilustrativo

ensayo analizada ilustrativo

Tasa de | Higado gPCR Biopsia de higado sometida a

integracion | (congelado) extraccion de ADN gendmico. Para
detectar el porcentaje de alelo (p. ej.,
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de ADN
genomico
(% de Int. de
ADNg)

albumina) que contiene insercion
especifica, se ejecuta el método de
gPCR (quantitative polymerase chain
reaction, reaccion en cadena de la

polimerasa cuantitativa).

ARNm

fusionado

Higado

(congelado)

ddPCR

Biopsia de higado sometida a
extraccion de ARN. Para cuantificar el
ARNmM

fusionado (ARNm quimérico unico

numero de copias de
transcrito a partir del alelo editado), se
ejecuta el método de ddPCR (droplet
PCR, PCR

nanogotas). Este ensayo mide la

digital digital en

actividad transcripcional después de

la inserciéon de la diana.

ALB-2A

Plasma

ELISA

Se extrae sangre y se procesa para
obtener plasma. ELISA patentado
utilizado para medir la albumina
con 2A

universal

marcada (biomarcador

circulante para la
integracion dirigida) Este ensayo mide
la expresion total de la proteina

después de la insercién de la diana.

% de edicidn
de

hepatocitos

Seccion
fijada de
higado

IHQ

Higado fijado, seccionado y tedido
contra el transgén. Se contaron las
células transgénicas positivas y se
utilizaron para calcular el porcentaje
de edicion de hepatocitos. Para la

integracion dirigida en un sitio de
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integracion diana en el locus de
albumina, la expresion del transgén
debe ser especifica de hepatocitos.
Este ensayo se centra en |la
integracion de dianas por célula y es
ortogonal al % de Int. de ADNg, que

se centra en la integracion de dianas

seccion de
tejido (p. ej.,
higado) fijada

por alelo.
Expresion Células (p. | ICQ/IHQ Células fijadas tefiidas con colorante
de GFP ej., HepG2) nuclear de contraste. Obtencion de
fjadas  y/o imagenes de células GFP+ (positivas
seccion  de a GFP) directamente o tedidas
tejido (p. ej., utilizando un anticuerpo anti-etiqueta
higado) fijada de HA (hemaglutinina). Este ensayo
mide el porcentaje de células que
expresan el transgén GFP y es un
indicador de la eficacia de la edicién
del vector virico.
Expresion Células (p. | ICQ/IHQ Células fijadas tefidas con colorante
de UGT1A1 | ej.,, HepG2) nuclear de contraste. Células tefidas
fijadas  ylo utilizando anticuerpo anti-UGT1A1.

Este ensayo mide el porcentaje de
células que expresan UGT1A1yesun
indicador de la eficacia de la edicién

del vector virico.

Métodos de tratamiento

Las composiciones y construcciones desveladas en el presente documento
pueden usarse en cualquier aplicacién in vitro o in vivo para provocar o mejorar la
expresion de una carga util (p. ej., un transgén) de un sitio de integracion diana

particular en una célula mientras se mantiene la expresién de genes endégenos en
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el sitio de integracidn diana y alrededor de éste. Por ejemplo, las composiciones y
construcciones desveladas en el presente documento pueden usarse para tratar un
trastorno, una enfermedad o una dolencia en un sujeto (p. ej., mediante
genoterapia).

En algunas realizaciones, el tratamiento comprende obtener o mantener un
efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. En algunas realizaciones, un efecto
farmacolégico y/o fisiolégico deseado puede comprender la prevencion total o
parcial de una enfermedad (p. €j., prevencion de los sintomas de la enfermedad).
En algunas realizaciones, un efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado puede
comprender la curacion total o parcial de una enfermedad (p. €j., curacién de efectos
adversos asociados a una enfermedad). En algunas realizaciones, un efecto
farmacolégico y/o fisiolégico deseado puede comprender la prevencion de la
recidiva de una enfermedad. En algunas realizaciones, un efecto farmacolégico y/o
fisiolégico deseado puede comprender la reduccién del avance de una enfermedad.
En algunas realizaciones, un efecto farmacologico y/o fisiolégico deseado puede
comprender el alivio de los sintomas de una enfermedad. En algunas realizaciones,
un efecto farmacoldgico y/o fisioldgico deseado puede comprender la prevencion de
la remision de una enfermedad. En algunas realizaciones, un efecto farmacoldgico
y/o fisiolégico deseado puede comprender la estabilizacion y/o reduccion de los
sintomas asociados a una enfermedad.

En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar una
composicion antes, durante o después de la aparicion de una enfermedad (p. €j.,
antes, durante o después de la aparicion de sintomas asociados a una enfermedad).
En algunas realizaciones, el tratamiento comprende combiterapia (p. €j., con una o
mas terapias, incluyendo diferentes tipos de terapias).

Enfermedades de interés

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar cualquier enfermedad de interés

que incluya una carencia o anomalia genética como componente de la enfermedad.
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Como ejemplo especifico, en algunas realizaciones, las composiciones y
construcciones, tales como las desveladas en el presente documento, pueden
usarse para tratar acidurias organicas de cadena ramificada (p. €j., cetoaciduria de
cadena ramificada (MSUD, Maple Syrup Urine Disease, enfermedad de la orina con
olor a jarabe de arce), acidemia metilmalénica (MMA), acidemia propiénica (PA),
acidemia isovalérica (IVA), aciduria argininosuccinica). En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende la introduccién de una secuencia de polinucleétidos que
codifica uno 0 mas transgenes de interés (p. ej., complejo BCKDH (subunidades
E1a, E1b y E2), metilmalonil-CoA mutasa, propionil-CoA carboxilasa (subunidades
alfa y beta), isovalerii CoA deshidrogenasa, argininosuccinato liasa (ASL), y/o
variantes de los mismos). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no funcionales) asociadas a
acidurias organicas de cadena ramificada. En algunas realizaciones, el tratamiento
comprende la reduccién de signos y/o sintomas asociados con acidurias organicas
de cadena ramificada (p. €j., hipotonia, retraso del desarrollo, convulsiones, atrofia
optica, encefalopatia aguda, hiperventilacion, disnea, inestabilidad de la
temperatura, vomitos recurrentes, cetoacidosis, pancreatitis, estrefiimiento,
neutropenia, pancitopenia, hemofagocitosis secundaria, arritmia cardiaca,
miocardiopatia, insuficiencia renal cronica, dermatitis, pérdida de audicién).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar trastornos de oxidacion de acidos
grasos (p. €j., carencia de proteina trifuncional, carencia de L-3 hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa de cadena larga (LCAD), carencia de acil-CoA deshidrogenasa de
cadena media (MCHAD), carencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy
larga (VLCHAD)). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende Ila
introduccion de una secuencia de polinucleétidos que codifica uno 0 mas transgenes
de interés (p. ej., HADHA, HADHB, LCHAD, ACADM, ACADVL, y/o variantes de los
mismos). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la reduccion de
proteinas aberrantes (p. ej., proteinas no funcionales) asociadas a trastornos de

oxidacion de acidos grasos. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
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reduccion de signos y/o sintomas asociados a trastornos de oxidacion de acidos
grasos (p. €j., higado agrandado, retraso en el desarrollo mental y fisico, debilidad
muscular cardiaca, arritmia cardiaca, dafo nervioso, funcién hepatica anémala,
rabdomiolisis, mioglobinuria, hipoglucemia, acidosis metabdlica, disnea,
hepatomegalia, hipotonia, miocardiopatia).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la glucogenosis (enfermedades
por almacenamiento de glucogeno, glycogen storage disease) (p. €j., glucogenosis
de tipo 1 (GSD1), glucogenosis de tipo 2 (enfermedad de Pompe, GSD2). En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucleétidos que codifica uno o0 mas transgenes de interés (p. ej., G6PC
(GSD1a), G6PT1 (GSD1b), SLC17A3, SLC37A4 (GSD1c), alfa-glucosidasa acida,
y/o variantes de los mismos). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende
la reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no funcionales) asociadas a
glucogenosis. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la reduccion de
signos y/o sintomas asociados a glucogenosis (p. €j., hepatomegalia, hipoglucemia,
debilidad muscular, calambres musculares, cansancio, retraso en el desarrollo,
obesidad, trastornos hemorragicos, funciéon hepatica andémala, funcién renal
andémala, funcion respiratoria andémala, funcion cardiaca anémala, ulceras bucales,
gota, cirrosis, fibrosis, tumores hepaticos).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar trastornos del ciclo de la carnitina.
En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccién de una
secuencia de polinucledtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. €j.,
OCTN2, CPT1, CACT, CPT2, y/o variantes de los mismos). En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la reduccion de proteinas aberrantes (p. €j.,
proteinas no funcionales) asociadas a trastornos del ciclo de la carnitina. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la reduccién de signos y/o sintomas

asociados a trastornos del ciclo de la carnitina (p. ej., hipoglucemia hipocetosica,
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miocardiopatia, debilidad muscular, cansancio, retraso del desarrollo motor,
edema).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar trastornos del ciclo de la urea. En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucledtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej.,, CPS1,
ARG1, ASL, OTC, y/o variantes de los mismos). En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende la reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no
funcionales) asociadas a trastornos del ciclo de la urea. En algunas realizaciones,
el tratamiento comprende la reduccion de signos y/o sintomas asociados a
trastornos del ciclo de la urea (p. €j., vomitos, nauseas, anomalias del
comportamiento, cansancio, coma, psicosis, letargo, vomitos ciclicos, miopia,
hiperamonemia, niveles elevados de ornitina).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la homocistunuria (HCU). En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucleétidos que codifica uno 0 mas transgenes de interés (p. €j., cistationina
beta sintasa (CBS), y/o variantes de la misma). En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende la reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no
funcionales) asociadas a HCU. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende
la reduccién de signos y/o sintomas asociados a HCU (p. €j., ectopia (o luxacion)
del cristalino, miopia, iridodenesis, cataratas, atrofia O&ptica, glaucoma,
desprendimiento de retina, dano retiniano, retraso de los hitos del desarrollo,
discapacidad intelectual, depresion, ansiedad, trastorno obsesivo-compulsivo,
dolicostenomelia, rodilla valga, pie cavo, escoliosis, torax en quilla, térax en
embudo, osteoporosis, aumento del desarrollo de coagulos, tromboembolia,
embolia pulmonar, piel fragil, hipopigmentacion, rubor facial, hernia inguinal,
pancreatitis, cifosis, neumotérax espontaneo).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
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algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucleotidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., UGT1A1,
y/o variantes del mismo). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no funcionales) asociadas al
sindrome de Crigler-Najjar. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de signos y/o sintomas asociados al sindrome de Crigler-Najjar (p ej.,
ictericia, kernicterus (ictericia nuclear), letargo, vémitos, fiebre, reflejos anémalos,
espasmos musculares, opistétonos, espasticidad, hipotonia, atetosis, niveles
elevados de bilirrubina, diarrea, habla farfullante, confusion, disfagia, convulsiones).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la tirosinemia hereditaria. En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucleétidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., FAH, y/o
variantes del mismo). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no funcionales) asociadas a la
tirosinemia hereditaria. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de los signos y/o sintomas asociados a la tirosinemia hereditaria (p. €j.,
hepatomegalia, ictericia, hepatopatia, cirrosis, hepatocarcinoma, fiebre, diarrea,
melena, vomitos, esplenomegalia, edema, coagulopatia, funcion renal anémala,
raquitismo, debilidad, hipertonia, ileo, taquicardia, hipertension, crisis neuroldgicas,
insuficiencia respiratoria, miocardiopatia).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la epidermdlisis ampollosa. En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucledtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., COL7A1,
COL17A1, MMP1, KRT5, LAMA3, LAMB3, LAMC2, ITGB4, y/o variantes de los
mismos). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la reduccién de
proteinas aberrantes (p. ej., proteinas no funcionales) asociadas a la epidermdlisis
ampollosa. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la reduccion de los
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crecimiento andémalo de las ufas, ampollas, piel engrosada, alopecia cicatricial,
cicatrices atroficas, milia, problemas dentales, disfagia, picor y dolor en la piel).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la carencia de alfa-1 antitripsina
(A1ATD). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccién de una
secuencia de polinucledtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej.,
alfa-1 antitripsina (A1AT), y/o variantes de la misma). En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende la reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no
funcionales) asociadas a la carencia de alfa-1 antitripsina. En algunas realizaciones,
el tratamiento comprende la reduccion de signos y/o sintomas asociados con
A1ATD (p. €j., enfisema, tos cronica, produccion de flema, sibilancias, infecciones
respiratorias cronicas, ictericia, hepatomegalia, hemorragias, acumulacién anémala
de liquidos, enzimas hepaticas elevadas, disfuncion hepatica, hipertensién portal,
cansancio, edema, hepatitis cronica activa, cirrosis, hepatocarcinoma, paniculitis).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la enfermedad de Wilson. En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucleétidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., ATP7B, y/o
variantes del mismo). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no funcionales) asociadas a la
enfermedad de Wilson. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de signos y/o sintomas asociados con la enfermedad de Wilson (p. €j.,
cansancio, falta de apetito, dolor abdominal, ictericia, anillos de Kayser-Fleischer,
edema, problemas del habla, disfagia, pérdida de coordinacién fisica, movimientos
incontrolados, rigidez muscular, hepatopatia, anemia, depresion, esquizofrenia,
amenorrea, esterilidad, calculos renales, dafio tubular renal, artritis, osteoporosis,
osteofitos)

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar enfermedades hematicas (p. ej.,
hemofilia A, hemofilia B). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la



10

15

20

25

30

151

introduccién de una secuencia de polinucleétidos que codifica uno o mas transgenes
de interés (p. ej., Factor IX (FIX), Factor VIII (FVIII), y/o variantes de los mismos).
En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la reduccion de proteinas
aberrantes (p. €j., proteinas no funcionales) asociadas a enfermedades hematicas.
En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la reduccién de signos y/o
sintomas asociados a enfermedades hematicas (p. ej., sangrado excesivo,
hematomas andémalos, dolor e hinchazoén articular, orina con sangre, heces con
sangre, hemorragias nasales andémalas, cefalea, letargo, vomitos, vision doble,
debilidad, convulsiones, crisis epilépticas).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar el angioedema hereditario. En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucledtidos que codifica uno 0 mas transgenes de interés (p. €j., inhibidor de
C1 esterasa (C1-inh)). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no funcionales) asociadas a
angioedema hereditario. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de signos y/o sintomas asociados a angioedema hereditario (p. €j.,,
edema, prurito, urticaria, nauseas, vomitos, dolor abdominal agudo, disfagia,
disfonia, estridor).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la enfermedad de Parkinson. En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucledtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., dopamina
descarboxilasa (DDC)). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de proteinas aberrantes (p. ej., proteinas no funcionales) asociadas a
enfermedad de Parkinson. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de los signos y/o sintomas asociados a la enfermedad de Parkinson (p.
ej., temblores, bradicinesia, rigidez muscular, deterioro de la postura y el equilibrio,

pérdida de movimientos automaticos, cambios en el habla, cambios en la escritura).
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En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar enfermedades musculares. En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucleétidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. €j., distrofias
musculares, distrofia muscular de Duchenne (DMD), distrofia muscular de cintura y
extremidades). miopatia miotubular ligada al cromosoma X). En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la reduccion de proteinas aberrantes (p. ej.,
proteinas no funcionales) asociadas a enfermedad musculares. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la reduccién de signos y/o sintomas
asociados con enfermedades musculares (p. €j., dificultad de movimiento, musculos
de la pantorrilla agrandados, dolor y rigidez muscular, retraso en el desarrollo,
problemas de aprendizaje, marcha inusual, escoliosis, problemas respiratorios,
disfagia, arritmia, miocardiopatia, funciéon articular anémala, hipotonia, disnea,
ausencia de reflejos).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la mucopolisacaridosis (MPS) (p.
ej., MPS IH, MPS IH/S, MPS IS, MPS Il, MPS 1lIA, MPS IlIB, MPS 1lIC, MPS 1lID,
MPS IVA, MPS IVB, MPS V, MPS VI, MPS VII, MPS 1X). En algunas realizaciones,
el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia de polinucledtidos que
codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., IDUA, IDS, SGSH, NAGLU,
HGSNAT, GNS, GALNS, GLB1, ARSB, GUSB, HYAL1). En algunas realizaciones,
el tratamiento comprende la reduccién de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no
funcionales) asociadas a la mucopolisacaridosis. En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende la reduccion de signos y/o sintomas asociados a MPS (p.
ej., anomalias cardiacas, irregularidades respiratorias, hepatomegalia,
esplenomegalia, anomalias neuroldgicas, retrasos en el desarrollo, infecciones
recurrentes, secrecion nasal persistente, respiracion ruidosa, opacidad de la cérnea,
macroglosia, deformidades de la columna vertebral, rigidez articular, tunel carpiano,

insuficiencia valvular adrtica, pérdida progresiva de la audicion, convulsiones,
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marcha inestable, acumulacion de heparan sulfato, carencias enzimaticas,
anomalias musculoesqueléticas, cardiopatia, quistes, masas de tejidos blandos).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la carencia de lipasa acida
lisosomal. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccién de
una secuencia de polinucledétidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p.
ej., LIPA y/o variantes del mismo). En algunas realizaciones, el tratamiento
comprende la reduccidén de proteinas aberrantes (p. ej., proteinas no funcionales)
asociadas a la carencia de lipasa acida lisosomal. En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende reducciones de signos y/o sintomas asociados a la carencia
de lipasa acida lisosomal (p. €j., vomitos, diarrea, hinchazén del abdomen y falta de
aumento de peso, pérdida de peso, ictericia, fiebre, calcificacion, anemia, disfuncion
o insuficiencia hepatica, caquexia, mala absorcion, problemas de las vias biliares,
cardiopatia, accidente cerebrovascular).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar trastornos asociados al
metabolismo, transporte y/o colestasis de acidos biliares. En algunas realizaciones,
el tratamiento comprende la introduccidn de una secuencia de polinucledétidos que
codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., PFIC1, PFIC2, PFIC3, ABCB4, y/o
variante de los mismos). En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de proteinas aberrantes (p. e€j., proteinas no funcionales) asociadas al
metabolismo, transporte y/o colestasis de acidos biliares. En algunas realizaciones,
el tratamiento comprende reducciones de signos y/o sintomas asociados con el
metabolismo, transporte y/o colestasis de acidos biliares (p. ej., prurito, ictericia,
retraso del crecimiento, hipertension portal, hepatoesplenomegalia, diarrea,
pancreatitis, carcinoma hepatocelular).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la fenilcetonuria. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia de

polinucleodtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., fenilalanina
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hidroxilasa (PAH) y/o variante de la misma). En algunas realizaciones, el tratamiento
comprende la reduccidon de proteinas aberrantes (p. ej., proteinas no funcionales)
asociadas a la fenilcetonuria. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende
reducciones de signos y/o sintomas asociados a la fenilcetonuria (p. €j., olor a
humedad en el aliento, piel y/u orina, convulsiones, erupciones cutaneas,
microcefalia, hiperactividad, discapacidad intelectual, asma, eccema, anemia,
aumento de peso, insuficiencia renal, osteoporosis, gastritis, esofagitis y carencias
renales, calculos renales, hipertension, problemas psiquiatricos, mareos).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar la hiperoxaluria primaria. En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia
de polinucledtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., AGT, AGXT,
GRHPR, HOGA1, y/o variante de los mismos). En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende la reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no
funcionales) asociadas a hiperoxaluria primaria. En algunas realizaciones, el
tratamiento comprende reducciones de signos y/o sintomas asociados a la
fenilcetonuria (p. €j., dolor en fosa lumbar, oxalosis, calculos renales y/o calculos en
otras partes de las vias urinarias como la vejiga o la uretra, nefrocalcinosis,
hematuria, disuria, necesidad de orinar con frecuencia, cdlico renal, obstruccion de
las vias urinarias, infecciones repetidas de las vias urinarias, dafio renal,
insuficiencia renal, retraso del desarrollo).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar porfirias. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia de
polinucledtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., ALAD, HMBS,
UROS, UROD, CPOX, PPOCX, FECH, ALAS2, y/o variante de los mismos). En
algunas realizaciones, el tratamiento comprende la reduccién de proteinas
aberrantes (p. e€j., proteinas no funcionales) asociadas a porfirias. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende reducciones de signos y/o sintomas

asociados a porfirias (p. ej., dolor abdominal, dolor en brazos y piernas, debilidad
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generalizada, vomitos, confusién, estreiimiento, taquicardia, fluctuacion de la
presion arterial, retencion urinaria, psicosis, alucinaciones, convulsiones,
abrasiones, ampollas, erosiones de la piel, lesiones cutaneas, nauseas, aumento
de la presién arterial, confusion).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar trastornos asociados a la
produccion de anticuerpos (p. ej., trastornos autoinmunitarios). En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la introduccion de una secuencia de
polinucledtidos que codifica uno o mas transgenes de interés (p. ej., POLB, HLA-
DRB1, IL7R, CYP27B1, TNFRSF1A, HLA-B, HLA-DPB1, HLA-DRB1, IRF5,
PTPN22, RBPJ, RUNX1, STAT4, y/o variantes de los mismos). En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la reduccion de proteinas aberrantes (p. e;.,
proteinas no funcionales) asociadas a la produccion de anticuerpos. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende la reduccién de signos y/o sintomas
asociados a la produccion de anticuerpos (p. e€j., inflamacion articular, rigidez
articular, cansancio, fiebre, pérdida de apetito, problemas de vision, temblor, marcha
inestable, mareos, erupcién cutanea, lesiones, hiperalgesia).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones desveladas en
el presente documento pueden usarse para tratar trastornos asociados a la
produccion de proteinas secretadas. En algunas realizaciones, el tratamiento
comprende la introduccién de una secuencia de polinucleétidos que codifica uno o
mas transgenes de interés. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende la
reduccion de proteinas aberrantes (p. €j., proteinas no funcionales) asociadas a la
produccion de proteinas secretadas. En algunas realizaciones, el tratamiento
comprende la reduccion de los signos y/o sintomas asociados a la produccién de
proteinas secretadas.

Integracion dirigida

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones
proporcionadas en el presente documento dirigen la integracion de una carga util

(p- €j., un transgén y/o acido nucleico funcional) en un sitio de integracién diana (p.
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ej., un gen endogeno). En algunas realizaciones, las composiciones vy
construcciones proporcionadas en el presente documento dirigen la integracion de
una carga util (p. ej., un transgén y/o acido nucleico funcional) en un sitio de
integracion diana (p. ej., un gen enddégeno) que se encuentra unicamente en un
tejido especifico. En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones
proporcionadas en el presente documento dirigen la integracion de una carga util
(p- €j., un transgén y/o acido nucleico funcional) en un sitio de integracién diana (p.
ej., un gen enddégeno) que se encuentra en un sujeto en células que estan presentes
en mas de un tejido (p. €j., en 2, 3, 4, 5 0 en todos los tejidos). En algunas
realizaciones, las composiciones y construcciones proporcionadas en el presente
documento dirigen la integracion de una carga util (p. ej., un transgén y/o acido
nucleico funcional) en un sitio de integracién diana (p. €j., un gen endoégeno) que
puede permitir la expresion inducible de una carga util. En algunas realizaciones, la
expresion inducible puede controlarse a través de medios artificiales (p. ej.,
administracién de un farmaco u otra senal exdgena) o a través de medios naturales
(p- €j., expresidon de IgH a partir de linfocitos B). En algunas realizaciones, las
composiciones y construcciones proporcionadas en el presente documento dirigen
la integracidn de una carga util en un sitio de integracion diana en un tipo celular
especifico (p. ej., locus especificos de tejido). En algunas realizaciones, la
integracion de una carga util se produce en un tejido especifico (p. €j., higado,
sistema nervioso central (SNC), musculo, rifidén, vascular, pulmén). En algunas
realizaciones, la integracion de una carga util se produce en multiples tejidos
especificos (p. €j., higado, sistema nervioso central (SNC), musculo, rifidn, vascular,
pulmon).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones
proporcionadas en el presente documento dirigen la integracion de una carga util en
un sitio de integracion diana que se considera que es un sitio de puerto seguro (p.
ej., albumina, apolipoproteina A2 (ApoA2), haptoglobina, IgH (p. €j., linfocitos B), B2
microglobulina, B-actina (beta-actina), GAPDH). En algunas realizaciones, un sitio
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apropiado para su uso con los métodos y las composiciones que se proporcionan
en el presente documento. En algunas realizaciones, un sitio de integracion diana
codifica un polipéptido. En algunas realizaciones, un sitio de integracion diana
codifica un polipéptido que esta altamente expresado en un sujeto (p. €j., un sujeto
qgue no padece una enfermedad, trastorno o afeccion, o un sujeto que padece una
enfermedad, trastorno o afeccion). En algunas realizaciones, la integracién de una
carga util se produce en un extremo §' o 3' de uno o mas genes endogenos (p. e;j.,
genes que codifican polipéptidos). En algunas realizaciones, la integracion de una
carga util se produce entre un extremo 5' o 3' de uno o mas genes endégenos (p.
€j., genes que codifican polipéptidos).

En algunas realizaciones, las composiciones y construcciones
proporcionadas en el presente documento dirigen la integracién de una carga util en
un sitio de integracion diana con minima o ninguna integracion inespecifica (p. €j.,
integracion en un locus no diana). En algunas realizaciones, las composiciones y
construcciones proporcionadas en el presente documento dirigen la integracion de
una carga util en un sitio de integracion diana con integracion inespecifica reducida
en comparacién con una composicion o construccion de referencia (p. €j., en
relacion con una composicion o construccidn sin secuencias de homologia
flanqueantes).

En algunas realizaciones, la integracion de un transgén en un sitio de
integracion diana, permite la expresiéon de una carga util sin que se altere la
expresion del gen enddégeno. En algunas realizaciones, la integracion de un
transgén en un sitio de integracion diana, permite la expresion de una carga util a
partir de un promotor enddégeno. En algunas realizaciones, la integracion de un
transgén en un sitio de integracion diana, altera la expresion del gen endoégeno. En
algunas realizaciones, la integracion de un transgén en un sitio de integracion diana,
altera la expresion del gen endégeno sin que afecte negativamente a una célula y/o
a un sujeto diana (p. €j., dirigiéndose a un sitio de puerto seguro). En algunas
realizaciones, la integracion de un transgén en un sitio de integracion diana no

requiere el uso de una nucleasa (p. €j., nucleasas Cas, TALEN, ZFN). En algunas
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realizaciones, la integracion de un transgén en un sitio de integracion diana se
facilita mediante el uso de una nucleasa (p. ej., nucleasas Cas, TALEN, ZFN).

En algunas realizaciones, la integracion de un transgén en un sitio de
integracion diana confiere una ventaja selectiva (p. €j.,, aumento de la tasa de
supervivencia en una pluralidad de células en relacion con otras células en un
tejido). En algunas realizaciones, una ventaja selectiva puede producir un mayor
porcentaje de células en uno o mas tejidos que expresan un transgén.

Sitio de corte

En algunas realizaciones, la integraciéon de un transgén en un sitio de
integracion diana se mejora mediante el uso de una nucleasa (p. €j., nucleasas Cas,
TALEN, ZFN) dirigida a un sitio de corte especifico para producir una rotura
monocatenaria o bicatenaria de ADN. En algunas realizaciones, la integracion de
un transgén en un sitio de integracién diana se mejora mediante el uso de una
nucleasa dirigida a un sitio de corte en una secuencia de ADN que es distal con
respecto al sitio de integracidon diana. En algunas realizaciones, la integracion de un
transgén en un sitio de integracion diana se facilita mediante el uso de una nucleasa
dirigida a un sitio de corte en una secuencia de ADN que no se solapa con el sitio
de integracién diana. En algunas realizaciones, la integracion de un transgén en un
sitio de integracién diana se mejora mediante el uso de una nucleasa dirigida a un
sitio de corte en una secuencia de ADN que tiene una separacién de al menos
aproximadamente 100 pb (p. ej., aproximadamente 100 pb, 150 pb, 200 pb, 250 pb,
300 pb, 350 pb, 400 pb, 450 pb, 500 pb, 550 pb, 600 pb, 650 pb, 700 pb, 750 pb,
800 pb, 850 pb, 900 pb, 950 pb, 1000 pb, 1050 pb, 1100 pb, 1150 pb, 1200 pb, 1250
pb, 1300 pb, 1350 pb, 1400 pb, 1450 pb, 1500 pb, 1550 pb, 1600 pb, 1650 pb, 1700
pb, 1800 pb, 1850 pb, 1900 pb, 1950 pb, 2000 pb) de un sito de integracién diana.
En algunas realizaciones, la integracion de un transgén en un sitio de integracion
diana se mejora mediante el uso de una nucleasa dirigida a un sitio de corte en una
secuencia de ADN que esta a una distancia de aproximadamente 100 pb (p. €j.,
aproximadamente 1 pb, 3 pb, 5 pb, 10 pb, 20 pb, 30 pb, 40 pb, 50 pb, 60 pb, 70 pb,
80 pb, 90 pb, 100 pb) de un sitio de integracion diana.
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En algunas realizaciones, un sitio de corte se encuentra dentro de una
secuencia de ADN no codificante (p. €j., un intrén, una region no traducida, un
potenciador, un promotor, un silenciador o un aislante). En algunas realizaciones,
un sitio de corte se encuentra dentro de una secuencia no codificante de un gen
humano. En algunas realizaciones, un sitio de corte se encuentra en un intron de un
gen humano (p. €j., colageno, actina, albumina, 32 microglobulina, IgH, GAPDH,
G6PC). En algunas realizaciones, un sitio de corte se encuentra en el intron 13 o el
intrén 14 de un gen de albumina humano. En algunas realizaciones, un sitio de corte
se encuentra en el intrdn 5 0 en un sitio después del exén 6 de un gen de actina
humano. En algunas realizaciones, un sitio de corte se encuentra en el intrén 2 o el
intrén 3 de un gen de 2 microglobulina humano. En algunas realizaciones, un sitio
de corte se encuentra dentro de IGHJ6 o entre IGHJ6 e IGHM de un gen de IgH
humano.

En algunas realizaciones, un sitio de corte dentro de una o mas secuencias
no codificantes de un gen humano (p. €j., intron 13 y 14 de un gen de albumina)
puede proporcionar una integracion mejorada del transgén cuando se combina con
componentes GENERIDE™ vy una o mas nucleasas apropiadas. En algunas
realizaciones, la seleccion de un sitio de corte puede basarse en efectos
inespecificos (off-target) esperados (p. ej., efectos inespecificos reducidos)
utilizando una base de datos externa o una herramienta informatica de
prediccion/calculo conocida en la técnica (p. ej., Benchling, CHOPCHOP, IDT,
CRISPOR, E-CRISP, TureDesign, CRISPick). En algunas realizaciones, un sitio de
corte puede reducir efectos inespecificos no deseados (p. €j., citotoxicidad,
carcinogenicidad, inmunogenicidad y similares). En algunas realizaciones, un sitio
de corte puede estar dentro de un locus de puerto seguro para reducir los posibles
efectos de la integracion alterada.

Composiciones

En algunas realizaciones, las composiciones pueden producirse usando
meétodos y construcciones proporcionados en el presente documento (p. €j.,

vectores viricos). En algunas realizaciones, las composiciones incluyen
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composiciones liquidas, soélidas y gaseosas. En algunas realizaciones, las
composiciones comprenden ingredientes adicionales (p. e€j., diluyentes,
estabilizante, excipientes, adyuvantes). En algunas realizaciones, los ingredientes
adicionales pueden comprender tampones (p. €j., fosfato, citrato, tampones de acido
organico), antioxidantes (p. ej., acido ascoérbico), polipéptidos de bajo peso
molecular (p. ej., de menos de 10 restos), diversas proteinas (p. ej., seroalbumina,
gelatina, inmunoglobulinas), polimeros hidréfilos (p. ej., polivinilpirrolidona),
aminoacidos (p. €j., glicina, glutamina, asparagina, arginina, lisina), hidratos de
carbono (p. ej., monosacaridos, disacaridos, glucosa, manosa, dextrinas), agentes
quelantes (p. ej., EDTA), alcoholes de azucar (p. €j., manitol, sorbitol), contraiones
formadores de sal (p. ej., sodio, potasio) y/o tensioactivos no iénicos (p. ej.,
Tween™, Pluronics™, polietilenglicol (PEG)), entre otros. En algunas realizaciones,
el transportador acuoso es una solucion acuosa de pH tamponado.

En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente
documento pueden proporcionarse en un intervalo de dosificaciones. En algunas
realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden
proporcionarse en una sola dosis. En algunas realizaciones, las composiciones
proporcionadas en el presente documento pueden proporcionarse en multiples
dosis. En algunas realizaciones, las composiciones se proporcionan durante un
periodo de tiempo. En algunas realizaciones, las composiciones se proporcionan a
intervalos especificos (p. ej., intervalos variables, intervalos establecidos). En
algunas realizaciones, las dosis pueden variar en funcion de la forma farmacéutica
y de la via de administracion. En algunas realizaciones, las composiciones
proporcionadas en el presente documento pueden proporcionarse en dosis entre
1e11y 1e14 vg/kg. En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en
el presente documento pueden proporcionarse en dosis entre 1e12 y 1e13 vg/kg.
En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente
documento pueden proporcionarse en dosis entre 1e12 y 1e14 vg/kg. En algunas
realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden

proporcionarse en dosis entre 1e14 y 1e15 vg/kg. En algunas realizaciones, las
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composiciones proporcionadas en el presente documento pueden proporcionarse
en dosis no superiores a 1e14 vg/kg. En algunas realizaciones, las composiciones
proporcionadas en el presente documento pueden proporcionarse en dosis no
superiores a 1e15 vg/kg.

En algunas realizaciones, un experto familiarizado con la técnica sera capaz
de idear un nivel de dosificacién y una pauta posoldgica apropiados utilizando las
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento para el
tratamiento de diversas afecciones en diversos pacientes. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, una dosis seleccionada depende de un efecto terapéutico deseado,
de una via de administracion y de una duracién de tratamiento deseada. En algunas
realizaciones, se administran niveles de dosificacion de aproximadamente 0.001 mg
a aproximadamente 6 mg de acido nucleico por kg de peso corporal durante cada
dosificacion a un sujeto (p. €j., animal, ser humano). En algunas realizaciones, los
niveles de dosificacion de acidos nucleicos dentro de las nanoparticulas lipidicas
desveladas son de aproximadamente 0.1 mg/kg a aproximadamente 1.0 mg/kg. En
algunas realizaciones, los niveles de dosificacion de acidos nucleicos dentro de las
nanoparticulas lipidicas desveladas son de aproximadamente 0.1 mg/kg a
aproximadamente 3.0 mg/kg. En algunas realizaciones, a un sujeto (p. €j., animal,
ser humano), se le administran niveles de dosificacion de las nanoparticulas
lipidicas desveladas de aproximadamente 0.2 mg a aproximadamente 100 mg del
total de uno o mas componentes (p. ej., lipidos ionizables, esteroles, lipidos
conjugados con enlazador, fosfolipidos)kg de peso corporal. En algunas
realizaciones, los niveles de dosificacion de las nanoparticulas lipidicas desveladas
son de aproximadamente 0.5 mg/kg a aproximadamente 6 mg/kg del total de uno o
mas componentes (p. ej., lipidos ionizables, esteroles, lipidos conjugados con
enlazador, fosfolipidos)/kg de peso corporal.

En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente
documento pueden administrarse a un sujeto en un punto temporal particular (p. €j.,
edad de un sujeto). En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en
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realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden
administrarse a un sujeto neonatal. En algunas realizaciones, un sujeto ratén
neonatal tiene entre 0 y 7 dias de vida. En algunas realizaciones, el sujeto humano
neonatal tiene una edad de entre 0 dias y 1 mes. En algunas realizaciones, las
composiciones proporcionadas en el presente documento pueden administrarse a
un sujeto con una edad de entre 7 y 30 dias. En algunas realizaciones, las
composiciones proporcionadas en el presente documento pueden administrarse a
un sujeto con una edad de entre 3 meses y 1 ano. En algunas realizaciones, las
composiciones proporcionadas en el presente documento pueden administrarse a
un sujeto con una edad de entre 1 y 5 afos. En algunas realizaciones, las
composiciones proporcionadas en el presente documento pueden administrarse a
un sujeto con una edad de entre 4 y 7 afnos. En algunas realizaciones, las
composiciones proporcionadas en el presente documento pueden administrarse a
un sujeto a partir de los 5 anos.

En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente
documento pueden administrarse a un sujeto en un punto temporal en funcién del
estadio de crecimiento (p. €j., porcentaje del tamafio o peso estimado/promedio de
un adulto) de un tejido u drgano particular. En algunas realizaciones, las
composiciones proporcionadas en el presente documento pueden administrarse a
un sujeto en donde un tejido u érgano (p. €j., higado, musculo, SNC, pulmén, y
similares) es al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al menos el
40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al
menos el 90 %, o al menos el 99 % del tamafio o peso estimado/promedio de un
adulto. En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente
documento pueden administrarse a un sujeto en donde un tejido u érgano tiene
aproximadamente un 20 % (+/- 5 %) del tamafio o peso estimado/promedio de un
adulto. En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente
documento pueden administrarse a un sujeto en donde un tejido u érgano tiene
aproximadamente un 50 % (+/- 5 %) del tamafio o peso estimado/promedio de un
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documento pueden administrarse a un sujeto en donde un tejido u 6rgano tiene
aproximadamente un 60 % (+/- 5 %) del tamafio o peso estimado/promedio de un
adulto. En algunas realizaciones, el tamarfio o peso estimado/promedio de un adulto,
de un tejido u 6érgano particular, puede determinarse como se describe en la técnica
(Véase, Noda et al. Pediatric radiology, 1997; Johnson et al. Liver transplantation,
2005; y Szpinda et al. Biomed research international, 2015, cada uno de los cuales
se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad).

En algunas realizaciones, una composicion como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracidn diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. ej.,
SEQ ID NO: 49), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicion 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
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SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(il) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicion como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracion diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 50), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicidén 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(if) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicion como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
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casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 51), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicidén 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion ' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(i) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicién como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracién diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 52), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
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de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion $' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(ii) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicion como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracién diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 53), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicién 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
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menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(i) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composiciéon como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracidn diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. ej.,
SEQ ID NO: 54), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicion 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
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SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(il) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicion como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracion diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 55), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicidén 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(if) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicion como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura

monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracion diana; y (ii) un
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casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 56), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicidén 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion ' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(i) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicién como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracién diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 57), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia

en posicidén 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
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de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion $' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(ii) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicion como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracién diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 58), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicién 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
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menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(i) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composiciéon como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracidn diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. ej.,
SEQ ID NO: 59), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicion 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
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SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(il) pueden administrarse como composiciones distintas.

En algunas realizaciones, una composicion como la descrita en el presente
documento puede comprender (i) una nucleasa o secuencia de polinucleétidos que
codifique una nucleasa capaz de inducir una rotura bicatenaria y/o una rotura
monocatenaria en un sitio de corte distal de un sitio de integracion diana; y (ii) un
casete polinucleotidico que comprenda un casete de expresion que comprenda una
primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad de secuencia de al
menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 6 (p. €j.,
SEQ ID NO: 60), una segunda secuencia de acido nucleico situada en la secuencia
en posicidén 5' 0 3' en la primera secuencia de acido nucleico que tenga una identidad
de secuencia de al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al
menos 90 %, al menos 95 %, al menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la
Tabla 5 (p. ej., SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48) una tercera
secuencia de acido nucleico situada en posicion 5' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 68 o SEQ ID NO: 70) y una cuarta
secuencia de acido nucleico situada en posicion 3' en el casete de expresion y que
comprenda una secuencia que tenga una identidad de secuencia de al menos 70 %,
al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 99 % o del 100 % con una secuencia de la Tabla 7 (p. ej., SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 69). En algunas realizaciones, (i) y
(if) pueden administrarse como composiciones distintas.

Vias de administracion

En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas en el presente
documento pueden administrarse a un sujeto a través de cualquiera (o0 mas) de una

variedad de vias conocidas en la técnica (p. €j., parenteral, subcutanea, intravenosa,
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intracraneal, intraespinal, intraocular, intramuscular, intravaginal, intraperitoneal,
epicutanea, intradérmica, rectal, pulmonar, intradsea, oral, bucal, intraportal,
intraarterial, intratraqueal o nasal). En algunas realizaciones, las composiciones
proporcionadas en el presente documento pueden introducirse en células, que
después se introducen en un sujeto (p. €j., células de higado, musculo, sistema
nervioso central (SNC), pulmén, hematicas). En algunas realizaciones, las
composiciones proporcionadas en el presente documento pueden introducirse
mediante métodos de suministro conocidos en la técnica (p. ej., inyeccion, catéter).

En algunas realizaciones, la reescritura gendémica con la plataforma
GENERIDE™ difiere de la genoterapia convencional porque utiliza HR para
suministrar un gen corrector en una ubicacion especifica en el genoma. En algunas
realizaciones, GENERIDE™ inserta un gen corrector de una manera exacta, lo que
lleva a la integracion especifica de sitio en el genoma.

En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas comprenden
uno o mas brazos de homologia, un transgén, y un acido nucleico que promueve la
produccion de dos productos génicos independientes. En algunas realizaciones, las
composiciones y meétodos de la presente divulgacion comprenden una primera
secuencia de acido nucleico que codifica un transgén. En algunas realizaciones, las
composiciones y métodos de la presente divulgacion comprenden un segundo acido
nucleico que promueve la produccién de dos productos génicos independientes (p.
ej., un péptido 2A). En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona
un casete de expresién que comprende una primera secuencia de acido nucleico y
una segunda secuencia de acido nucleico como se describe en el presente
documento.

En algunas realizaciones, un segundo acido nucleico comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un péptido 2A; una secuencia de acido
nucleico que codifica un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES); una secuencia
de acido nucleico que codifica una regién de corte y empalme aminoterminal de
inteina y una region de corte y empalme carboxiterminal de inteina; y/o una

secuencia de acido nucleico que codifica un donante de corte y empalme y un
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aceptor de corte y empalme. En algunas realizaciones, las composiciones y
meétodos de la presente divulgacion comprenden un casete polinucleotidico que
comprende un casete de expresion que comprende dicho primer acido nucleico y
dicho segundo acido nucleico. En algunas realizaciones, las composiciones y
meétodos de la presente divulgacion comprenden una tercera secuencia de acido
nucleico que comprende una secuencia que es sustancialmente homologa a una
secuencia gendémica. En algunas realizaciones, las composiciones y métodos de la
presente divulgacion comprenden una cuarta secuencia de acido nucleico que
comprende una secuencia que es sustancialmente homologa a una secuencia
genomica. En algunas realizaciones, dicha tercera secuencia de acido nucleico se
situa en posicion 5' en el casete de expresidn y comprende una secuencia que es
sustancialmente homdloga a una secuencia gendmica en posicion 5' de un sitio de
integracion diana en un genoma de una célula. En algunas realizaciones, dicha
cuarta secuencia de acido nucleico se situa en posicion 3' en el casete de expresion
y comprende una secuencia que es sustancialmente homologa a una secuencia
gendmica en posicidén 3' de un sitio de integracion diana en el genoma de la célula.

En algunas realizaciones, una o mas composiciones descritas en el presente
documento se administran en combinacion. En algunas realizaciones, una primera
composicién puede administrarse simultaneamente con una segunda composicion.
En algunas realizaciones, una primera composicién y una segunda composicion
pueden administrarse secuencialmente (p. €j., con minutos, horas, dias, semanas o
meses de diferencia). En algunas realizaciones, una o mas composiciones pueden
administrarse por la misma via (p. ej., parenteral, subcutanea, intravenosa,
intracraneal, intraespinal, intraocular, intramuscular, intravaginal, intraperitoneal,
epicutanea, intradérmica, rectal, pulmonar, intradsea, oral, bucal, intraportal,
intraarterial, intratraqueal o nasal). En algunas realizaciones, una o mas
composiciones pueden administrarse por diferentes vias (p. ej., parenteral,
subcutanea, intravenosa, intracraneal, intraespinal, intraocular, intramuscular,
intravaginal, intraperitoneal, epicutanea, intradérmica, rectal, pulmonar, intradsea,

oral, bucal, intraportal, intraarterial, intratraqueal o nasal).



10

15

20

25

30

175

En algunas realizaciones, una o mas composiciones administradas en
combinacion pueden comprender: (i) una primera composicién que comprende una
carga util (p. ej., uno o mas ARNm y/o proteinas de nucleasas (p. €j., proteinas Cas
(p. €j., Cas9 de Staphylococcus aureus (saCas9), Streptococcus pyogenes
(spCas9), Nucleasa de AZ, HF1-Cas9, HF2-Cas9 o HiFi-Cas9), endonucleasas,
meganucleasas, TALEN, ZFN)); y (ii) una segunda composicion que comprende una
segunda carga util distinta (p. €j., una secuencia de polinucleétidos que comprende
una regidon que codifica un transgén). En algunas realizaciones, la primera y
segunda composicién se suministra con el mismo sistema de suministro (p. ej.,
vector virico, nanoparticula lipidica, y similares). En algunas realizaciones, la
primera y segunda composicion se suministra con diferentes sistemas de suministro
(p- €j., vector virico, nanoparticula lipidica, y similares). En algunas realizaciones, la
primera composicion se administra antes que la segunda composicion (p. €j., con
una diferencia de minutos, horas, dias, semanas o meses). En algunas
realizaciones, la segunda composicion se administra antes que la primera
composicién (p. ej., con una diferencia de minutos, horas, dias, semanas o meses).
En algunas realizaciones, la primera y segunda composicion se administran
simultaneamente. En algunas realizaciones, la primera y segunda composicion se
combinan antes de la administracion.

En algunas realizaciones, la primera y/o segunda composicién se administra
una sola vez a una dosis particular (p. €j., una dosis fija 0 una dosis basada en el
peso). En algunas realizaciones, la primera y/o segunda composicion se administra
mas de una vez a una dosis particular (p. ej., una dosis fija 0 una dosis basada en
el peso). En algunas realizaciones, cuando se administra mas de una dosis (p. €j.,
una dosis fija 0 una dosis basada en el peso) la primera y/o segunda composicion
puede administrarse de manera simultanea, sustancialmente de manera simultanea
o consecutiva. En algunas realizaciones, se administran multiples dosis (p. €j., una
dosis fija 0 una dosis basada en el peso) en un periodo de tiempo especificado (p.

ej., en minutos, horas, dias, semanas o meses).
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En algunas realizaciones, la primera y/o segunda composicion se administra
en respuesta a un biomarcador (p. €j., un biomarcador circulante como se describe
en el documento W02020214582A1). Por ejemplo, la primera y/o segunda
composicién se administra a una dosis particular (p. €j., una dosis fija 0 una dosis
basada en el peso) y en un periodo de tiempo especificado (p. €j., en minutos, horas,
dias, semanas o0 meses) se controlan los niveles de un biomarcador (p. ej., como se
describe en el documento W0O2020214582A1). Si los niveles de un biomarcador (p.
ej., como se describe en el documento W0O2020214582A1) son bajos (p. ej., en
comparacion con los de una referencia apropiada (p. €j., niveles de un biomarcador
antes de la administracion)), entonces la primera y/o segunda composicion se
administra a una dosis particular (p. ej., una dosis fija 0 una dosis basada en el
peso). Si los niveles de un biomarcador (p. €j., como se describe en el documento
W02020214582A1) son altos (p. €j., en comparacion con los de una referencia
apropiada (p. €j., niveles de un biomarcador después de una administracion inicial)),
entonces puede reevaluarse la dosificacion posterior (p. €j., una dosis fija o una
dosis basada en el peso) de la primera y/o segunda composicion (p. €j., suspension
del tratamiento, reduccién de la dosis fija 0 dosis basada en el peso).

Métodos de produccién de vectores viricos

Produccién de vectores viricos

En algunas realizaciones, la produccion de vectores viricos (p. €j., vectores
viricos de AAV) puede incluir tanto etapas previas para generar vectores viricos (p.
ej., cultivo basado en células) como etapas posteriores para procesar los vectores
viricos (p. €j., purificacion, formulacién, y similares). En algunas realizaciones, las
etapas previas pueden comprender uno o mas de ampliacion celular, cultivo celular,
transfeccion celular, lisis celular, produccion de vectores viricos y/o recogida de
vectores viricos.

En algunas realizaciones, las etapas posteriores pueden comprender una o
mas de separacion, filtracion, concentracion, clarificacion, purificacion,
cromatografia (p. ej., afinidad, intercambio ionico, hidrofobo, modo mixto),

centrifugacion (p. ej., ultracentrifugacion), y/o formulacion.
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En algunas realizaciones, las construcciones y métodos descritos en el
presente documento estan disefiados para aumentar los rendimientos de vectores
viricos (p. ej., rendimientos de vectores de AAV), reducir los niveles de vectores
viricos competentes en cuanto a su replicacion (p. ej., AAV competentes en cuanto
a su replicacion (rcAAV, replication competent AAV)), mejorar la eficacia de
empaquetamiento de vectores viricos (p. €j., empaquetamiento de la capside de
vectores de AAV), y/o cualquier combinacion de los mismos, en relacion con una
construccion o método de referencia, por ejemplo los de Xiao et al. 1998 y Grieger
et al. 2015, cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por
referencia en su totalidad.

Lineas celulares y reactivos de transfeccion

En algunas realizaciones, la produccion de vectores viricos comprende el uso
de células (p. ej., cultivo celular). En algunas realizaciones, la produccion de
vectores viricos comprende el uso del cultivo celular de una o mas lineas celulares
(p- €j., lineas celulares de mamifero). En algunas realizaciones, la produccion de
vectores viricos comprende el uso de lineas celulares HEK293 o variantes de las
mismas (p. €j., lineas celulares HEK293T, HEK293F). En algunas realizaciones, las
células pueden crecer en suspension. En algunas realizaciones, las células estan
compuestas por células adherentes. En algunas realizaciones, las células pueden
crecer en medios que no contienen componentes animales (p. €j., suero animal). En
algunas realizaciones, las células pueden crecer en medios aséricos (p. €j., medio
F17, medio Expi293). En algunas realizaciones, la producciéon de vectores viricos
comprende la transfeccion de células con construcciones de expresiéon (p. ej.,
plasmidos). En algunas realizaciones, las células se seleccionan con respecto a una
alta expresion de vectores viricos (p. ej., vectores de VAA). En algunas
realizaciones, las células se seleccionan con respecto a una alta eficacia de
empaquetamiento de vectores viricos (p. €j., empaquetamiento de la capside de
vectores de AAV). En algunas realizaciones, las células se seleccionan para mejorar
la eficacia de la transfeccion (p. ej., con reactivos quimicos de transfeccion,

incluyendo moléculas catidnicas). En algunas realizaciones, las células se disefian
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con respecto a una alta expresion de vectores viricos (p. €j., vectores de VAA). En
algunas realizaciones, las células se disefian con respecto a una alta eficacia de
empaquetamiento de vectores viricos (p. ej., empaquetamiento de la capside de
vectores de AAV). En algunas realizaciones, las células se disefian para mejorar la
eficacia de transfeccion (p. ej., con reactivos quimicos de transfeccion, incluyendo
moléculas cationicas). En algunas realizaciones, las células pueden ser disefiarse
o seleccionarse con respecto a dos o mas de los atributos anteriores. En algunas
realizaciones, las células se ponen en contacto con una o mas construcciones de
expresion (p. e€j., plasmidos). En algunas realizaciones, las células se ponen en
contacto con uno o mas reactivos de transfeccion (p. €j., reactivos quimicos de
transfeccion, incluyendo lipidos, polimeros y moléculas catidnicas) y una o mas
construcciones de expresion. En algunas realizaciones, las células se ponen en
contacto con una o mas moléculas catiénicas (p. €j., un lipido catiénico, un reactivo
PEI) y con una o mas construcciones de expresion. En algunas realizaciones, las
células se ponen en contacto con un reactivo PEIMAX y con una o mas
construcciones de expresion. En algunas realizaciones, las células se ponen en
contacto con un reactivo FectoVir-AAV y con una o mas construcciones de
expresion. En algunas realizaciones, las células se ponen en contacto con uno o
mas reactivos de transfeccion y con una o mas construcciones de expresion a
proporciones particulares. En algunas realizaciones, las proporciones de los
reactivos de transfeccidn con respecto a las construcciones de expresion mejoran
la produccion de los vectores viricos (p. €j., mejora del rendimiento del vector,
mejora de la eficacia del empaquetamiento y/o mejora de la eficacia de la
transfeccion).

Construcciones de expresion

En algunas realizaciones, las construcciones de expresiéon son o comprenden
una 0 mas secuencias de polinucledtidos (p. €j., plasmidos). En algunas
realizaciones, las construcciones de expresidon comprenden elementos de
secuencia de polinucledtidos particulares (p. €j., cargas utiles, promotores, genes

viricos y similares). En algunas realizaciones, las construcciones de expresion
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comprenden secuencias de polinucleétidos que codifican genes viricos (p. €j., un
gen o variante de gen rep o cap, uno 0 mas genes o variantes génicas de virus
auxiliares). En algunas realizaciones, las construcciones de expresion de un tipo
particular comprenden combinaciones especificas de elementos de secuencia de
polinucleétidos. En algunas realizaciones, las construcciones de expresion de un
tipo particular no comprenden combinaciones especificas de elementos de
secuencia de polinucledtidos. En algunas realizaciones, una construccion de
expresion particular no comprende elementos de secuencia de polinucleétidos que
codifican genes rep y cap y/o variantes génicas.

En algunas realizaciones, las construcciones de expresion comprenden
secuencias de polinucleétidos que codifican genes viricos de tipo silvestre (p. ej.,
genes rep, genes cap, genes auxiliares viricos o0 combinaciones de los mismos de
tipo silvestre). En algunas realizaciones, las construcciones de expresion
comprenden secuencias de polinucledtidos que codifican genes o variantes génicas
de virus auxiliar (p ej., genes o variantes génicas de herpesvirus, genes o variantes
génicas de adenovirus). En algunas realizaciones, las construcciones de expresion
comprenden secuencias de polinucledtidos que codifican una o mas copias de
genes que expresan una o mas proteinas Rep de tipo silvestre (p. ej., 1 copia, 2
copias, 3 copias, 4 copias, 5 copias, y similares). En algunas realizaciones, las
construcciones de expresion comprenden secuencias de polinucleétidos que
codifican una unica copia génica que expresa una o mas proteinas Rep de tipo
silvestre (p. ej., Rep68, Rep40, Rep52, Rep78, o combinaciones de las mismas). En
algunas realizaciones, las construcciones de expresién comprenden secuencias de
polinucledtidos que codifican una o mas proteinas Rep de tipo silvestre (p. €j.,
Rep68, Rep40, Rep52, Rep78, o combinaciones de las mismas). En algunas
realizaciones, las construcciones de expresion comprenden secuencias de
polinucledtidos que codifican al menos cuatro proteinas Rep de tipo silvestre (p. €j.,
Rep68, Rep40, Rep52, Rep78). En algunas realizaciones, las construcciones de
expresion comprenden secuencias de polinucleétidos que codifican cada una de

Rep68, Rep40, Rep52 y Rep78. En algunas realizaciones, las construcciones de
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expresion comprenden secuencias de polinucleétidos que codifican una o mas
proteinas auxiliares adenoviricas de tipo silvestre (p. ej., E2 y E4).

En algunas realizaciones, las construcciones de expresion comprenden
secuencias de polinucledtidos de tipo silvestre que codifican genes viricos de tipo
silvestre (p. €j., genes rep, genes cap, genes auxiliares). En algunas realizaciones,
las construcciones de expresion comprenden secuencias de polinucledtidos
modificadas (p. ej., con optimizacion de codones) que codifican genes viricos de
tipo silvestre (p. ej., genes rep, genes cap, genes auxiliares). En algunas
realizaciones, las construcciones de expresion comprenden secuencias de
polinucledtidos modificadas que codifican genes viricos modificados (p. €j., genes
rep, genes cap, genes auxiliares). En algunas realizaciones, los genes viricos
modificados se disefian y/o genomodifican para obtener determinadas mejoras (p.
ej., mejora de la transduccion, especificidad tisular, tamafio reducido, respuesta
inmunitaria reducida, mejora del empaquetamiento, niveles de rcAAV reducidos, y
similares).

De acuerdo con diversas realizaciones, las construcciones de expresion
desveladas en el presente documento pueden ofrecer una mayor flexibilidad y
modularidad en comparacién con tecnologias anteriores. En algunas realizaciones,
las construcciones de expresidon desveladas en el presente documento pueden
permitir el intercambio de diversas secuencias de polinucledtidos (p. €j., diferentes
genes rep, genes cap, cargas utiles, genes auxiliares, promotores, y similares) al
tiempo que proporcionan determinadas mejoras (p. €j., mayor rendimiento del vector
virico, mayor empaquetamiento, niveles reducidos de rcAAV, y similares). En
algunas realizaciones, las construcciones de expresion desveladas en el presente
documento son compatibles con diversos procesos de produccion anteriores (p. €j.,
diferentes condiciones de cultivo celular, diferentes reactivos de transfeccion, y
similares) al tiempo que proporcionan determinadas mejoras (p. €j., mayor
rendimiento del vector virico, mayor empaquetamiento, niveles reducidos de rcAAV,

y similares)
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En algunas realizaciones, las construcciones de expresion de diferentes tipos
comprenden diferentes combinaciones de secuencias de polinucleétidos. En
algunas realizaciones, una construccidén de expresioén de un tipo comprende uno o
mas elementos de secuencia de polinucleétidos (p. ej., cargas utiles, promotores,
genes viricos y similares) que no esta(n) presente(s) en una construccién de
expresion de un tipo diferente. En algunas realizaciones, una construccion de
expresion de un tipo comprende elementos de secuencia de polinucledtidos que
codifican un gen virico (p. €j., un gen o variante de gen rep o cap) y elementos de
secuencia de polinucledtidos que codifican una carga util (p. €j., un transgén y/o
acido nucleico funcional). En algunas realizaciones, una construccion de expresiéon
de un tipo comprende elementos de secuencia de polinucledtidos que codifican uno
0 Mas genes viricos (p. €j., un gen o variante de gen rep o cap y/o uno 0 mas genes
de virus auxiliares). En algunas realizaciones, una construccion de expresiéon de un
tipo comprende elementos de secuencia de polinucleétidos que codifican uno o mas
genes viricos, en donde los genes viricos son de uno o mas tipos de virus (p. €j.,
genes o variantes génicas de AAV y adenovirus). En algunas realizaciones, los
genes viricos de adenovirus son genes y/o variantes génicas. En algunas
realizaciones, los genes viricos de adenovirus son uno o mas de E2A (p. gj., proteina
de unién a ADN (DBP, DNA Binding Protein) E2A), E4 (p. ej., marco abierto de
lectura 2 (ORF, Open Reading Frame) de E4, ORF3, ORF4, ORF6/7), VA, ylo
variantes de los mismos.

En algunas realizaciones, las construcciones de expresion se usan para la
produccion de vectores viricos (p. ej., mediante cultivo celular). En algunas
realizaciones, las construcciones de expresion se ponen en contacto con las células
junto con uno o mas reactivos de transfeccién (p. ej., reactivos quimicos de
transfeccion). En algunas realizaciones, las construcciones de expresiéon se ponen
en contacto con las células a proporciones particulares junto con uno o mas
reactivos de transfeccion. En algunas realizaciones, las construcciones de
expresion de diferentes tipos se ponen en contacto con las células a proporciones
(p- €j., proporciones en peso) particulares junto con uno o mas reactivos de
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transfeccion. En algunas realizaciones, las construcciones de expresion de
diferentes tipos se ponen en contacto con las células a una proporcion (p. ej.,
proporcion en peso) de aproximadamente 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1,
1.5:1,1:1,1:1.5,1:2,1:3,1:4,1:5,1:6, 1.7, 1:8, 1:9, 0 1:10. En algunas realizaciones,
una primera construccion de expresion que comprende uno 0 mas genes auxiliares
viricos y una segunda construccion de expresién que comprende una o mas cargas
utiles se ponen en contacto con las células a una proporcién (p. €j., proporcién en
peso) de aproximadamente 10:1, 9:1, 8:1,7:1,6:1, 5:1,4:1, 3:1, 2:1,1.5:1,1:1, 1:1.5,
1:2,1:3, 1:4, 1:5, 1.6, 1:7, 1:8, 1:9, 0 1:10 de la primera construccidn de expresion
con respecto a la segunda construccidn de expresion. En algunas realizaciones,
una primera construccion de expresion que comprende una o mas cargas utiles y
una segunda construccion de expresion que comprende uno 0 mas genes auxiliares
viricos se ponen en contacto con las células a una proporcion (p. ej., proporcion en
peso) de aproximadamente 10:1, 9:1, 8:1,7:1,6:1, 5:1,4:1, 3:1, 2:1,1.5:1, 1:1, 1:1.5,
1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 0 1:10 de la primera construccidén de expresion
con respecto a la segunda construccion de expresién. En algunas realizaciones, las
proporciones particulares de las construcciones de expresidon mejoran la produccién
de los AAV (p. ej., aumento de los rendimientos del vector virico, aumento de la
eficacia del empaquetamiento y/o aumento de la eficacia de la transfeccién. En
algunas realizaciones, las células se ponen en contacto con una o mas
construcciones de expresion (p. ej., de manera secuencial o sustancialmente de
manera simultanea). En algunas realizaciones, tres o mas construcciones de
expresion se ponen en contacto con las células. En algunas realizaciones, las
construcciones de expresion comprenden uno o mas promotores (p. €j., uno 0 mas
promotores exégenos). En algunas realizaciones, los promotores son o comprenden
CMV, RSV, CAG, EF1alfa, PGK, A1AT, C5-12, MCK, desmina, p5, p40, o
combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, las construcciones de
expresion comprenden uno o mas promotores por delante de un elemento de
secuencia de polinucledtidos particular (p. ej., un gen o variante de gen rep o cap).

En algunas realizaciones, las construcciones de expresion comprenden uno o mas
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promotores por detras de un elemento de secuencia de polinucleétidos particular (p.
€j., un gen o variante de gen rep o cap).

En algunas realizaciones, las construcciones de expresién comprenden una
0 mas secuencias de polinucleétidos que codifican elementos (p. ej., marcadores
de seleccion, origenes de replicacion) necesarios para el cultivo celular (p. ej.,
cultivo de células bacterianas, cultivo de células de mamifero). En algunas
realizaciones, las construcciones de expresion comprenden una 0 mas secuencias
de polinucledtidos que codifican genes de resistencia a antibiéticos (p. ej., genes de
resistencia a kanamicina, genes de resistencia a ampicilina). En algunas
realizaciones, las construcciones de expresion comprenden una 0 mas secuencias
de polinucleotidos que codifican un origen de replicacidon bacteriano (p. ej., origen
de replicacion colE1).

En algunas realizaciones, las construcciones de expresidon comprenden una
0 mas secuencias de terminacion de la transcripcion (p. ej., una secuencia de poliA).
En algunas realizaciones, las construcciones de expresion comprenden uno o mas
de BGH poliA, FIX poliA, SV40 poliA, poliA sintética, o combinaciones de los
mismos. En algunas realizaciones, las construcciones de expresion comprenden
una o mas secuencias de terminacion de la transcripcion por detras de un elemento
de secuencia particular (p. €j., un gen o variante de gen rep o cap). En algunas
realizaciones, las construcciones de expresion comprenden una 0 mas secuencias
de terminacion de la transcripcion por delante de un elemento de secuencia
particular (p. €j., un gen o variante de gen rep o cap).

En algunas realizaciones, las construcciones de expresién comprenden una
0 mas secuencias intrénicas. En algunas realizaciones, las construcciones de
expresion comprenden uno 0 mas intrones de diferentes origenes (p. €j., genes
conocidos), incluyendo pero sin limitacion, el intron FIX, el intrén de Albumina, o
combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, las construcciones de
expresion comprenden uno o mas intrones de diferentes longitudes (p. €j., de 133
pb a 4 kb). En algunas realizaciones, las construcciones de expresion comprenden

una o0 mas secuencias intronicas por delante de un elemento de secuencia particular
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(p. €j., un gen o variante de gen rep o cap). En algunas realizaciones, las
construcciones de expresion comprenden una o mas secuencias intrénicas dentro
de un elemento de secuencia particular (p. ej., un gen o variante de gen rep o cap).
En algunas realizaciones, las construcciones de expresion comprenden una o mas
secuencias intronicas por detras de un elemento de secuencia particular (p. €j., un
gen o variante de gen rep o cap). En algunas realizaciones, las construcciones de
expresion comprenden una o mas secuencias intronicas después de un promotor
(p- €j., un promotor p5). En algunas realizaciones, las construcciones de expresion
comprenden una 0 mas secuencias intronicas antes de un gen o variante de gen
rep. En algunas realizaciones, las construcciones de expresion comprenden una o
mas secuencias intronicas entre un promotor y gen o variante de gen rep.
Ejemplos ilustrativos

Ejemplo 1: La rotura bicatenaria inducida por Cas9 puede mejorar la
eficacia de GENERIDE™

Este ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de una
construccion GENERIDE™ a un sitio de integracion diana en una regién codificante
de un locus humano endégeno (p. €j., albumina (ALB) humana) junto con una o mas
enzimas Cas9 dirigidas a un sitio de corte dentro de una secuencia no codificante
de un locus humano endégeno (p. €j., intron de ALB humana), puede mejorar la
eficacia de integracion de transgenes.

Se construyeron vectores viricos que comprendian una capside virica (p. €j.,
LKO03), la secuencia P2A, un gen transgénico (p. ej., UGT1A1), un flanqueo
equilibrado (1kb/1kb) de longitudes de brazos de homologia en 5’ y 3'. Los brazos
de homologia se disefiaron para que fueran complementarios a un sitio de
integracion diana de albumina gendmica humana. Células HepG2, una linea celular
de carcinoma hepatocelular de higado humano, se transdujeron con vectores viricos
a una dosis de MOI (Multiplicity of infection, multiplicidad de infeccion)=1E®.
Después de la transduccién, las células se transfectaron con spCas9 y ARNg
(disefiado usando el algoritmo de IDT para ARNg) utilizando Lipofectamine™
CRISPRMAX (ThermoFisher Scientific, Inc) de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. Los ARNg se disefiaron para dirigirse al gen de ALB en el intron 13 o 14
(Tabla 3). Cuarenta y ocho (48) horas después de la transfeccion, se aislo el ARN
total de las células utilizando el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
proveedor y se evaluaron los niveles de ARNm fusionado (p. €j., véase la Tabla 8).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que los vectores viricos, como se
describe en el presente documento, que comprenden un transgén (p. ej., UGT1A1)
junto con spCas9, pueden mejorar la actividad de edicion. En algunas realizaciones,
spCas9 puede inducir una rotura bicatenaria (de doble cadena, DSB) en un sitio de
corte dentro del intron 13 y/o 14 del gen ALB (Fig. 1A y 1B). En algunas
realizaciones, como se demuestra en la Fig. 2A, la DSB inducida en el intrén 13 del
gen de ALB humano, puede mejorar la eficacia de integracion del transgén en al
menos 400 veces en comparacidon con una referencia apropiada (p. e€j.,,
administraciéon de vector sin induccion de DSB). En algunas realizaciones, como se
demuestra en la Fig. 2B, la DSB inducida en el intron 14 del gen de ALB humano,
puede mejorar la eficacia de integracién del transgén en al menos 200 veces en
comparacion con una referencia apropiada (p. ej.,, administracion de vector sin
induccion de DSB). En algunas realizaciones, la administracion de una construcciéon
GENERIDE™ junto con una DSB en cualquier secuencia no codificante dentro de
un locus enddgeno, puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes en
relacion con una construccion GENERIDE™ sola. En algunas realizaciones, la
administracion de una construccion GENERIDE™ junto con una DSB en una region
particular de una secuencia no codificante dentro de un locus enddégeno, puede
mejorar la eficacia de integracion del transgén o puede ser comparable en
comparacién con una DSB en una region alternativa de una secuencia no
codificante (Fig. 2C). En algunas realizaciones, una DSB se localiza en una
secuencia no codificante distal al sitio de integracion del transgén.

Se construyeron vectores viricos que comprendian una capside virica (p. €j.,
LKO03), la secuencia P2A, un gen transgénico (p. €j., GFP), un flanqueo equilibrado
(1kb/1kb) de longitudes de brazos de homologia en 5’ y 3. Los brazos de homologia

se disefaron para que fueran complementarios a un sitio de integracion diana de
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albumina gendémica humana. Células HepG2, una linea celular de carcinoma
hepatocelular de higado humano, se transdujeron con vectores viricos a una dosis
de MOI=1E®>. Después de la transduccion, las células se transfectaron con spCas9
y ARNg (disefado usando el algoritmo de IDT para ARNg) utilizando
Lipofectamine™ CRISPRMAX (ThermoFisher Scientific, Inc) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los ARNg se disefiaron para dirigirse al gen de ALB en
el intron 13 o0 14 (Tabla 3). Cuarenta y ocho (48) horas después de la transfeccion,
se aislo el ARN total de las células utilizando el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del proveedor y se evaluaron los niveles de ARNm fusionado.
Ademas, se realiz6 inmunohistoquimica y/o inmunocitoquimica (por ejemplo, véase
la Tabla 8) Las imagenes se evaluaron utilizando un programa informatico de
procesamiento de imagenes (p. Ej., ImageJ).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que los vectores viricos, como se
describe en el presente documento, que comprenden un transgén (p. €j., GFP) junto
con spCas9, pueden mejorar la actividad de edicidén y la expresion de proteinas.
Como se demuestra en las Figs. 2D y 2E, los DSB inducidos en el intrén 13 y/o 14
pueden mejorar al menos 5 veces la expresion de proteinas (p. €j., % de células
positivas a GFP). Ademas, como se muestra en la Figura 2F, el aumento de los
niveles de ARNm fusionado puede estar asociado a un aumento de la expresion de
proteinas.

Se construyeron vectores viricos que comprendian una capside virica (p. €j.,
LKO03), la secuencia P2A, un gen transgénico (p. €j., GFP), un flanqueo equilibrado
(1kb/1kb) de longitudes de brazos de homologia en 5’y 3. Los brazos de homologia
se disefaron para que fueran complementarios a un sitio de integracion diana de
albumina gendmica humana. Células HepG2, una linea celular de carcinoma
hepatocelular de higado humano, se transdujeron con vectores viricos a una dosis
de MOI=1E>. Después de la transduccion, las células se transfectaron con ARNm
de spCas9 y ARNg (disefiado usando el algoritmo de IDT para ARNQ) utilizando
Lipofectamine™ CRISPRMAX (ThermoFisher Scientific, Inc) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante. Los ARNg se disefiaron para dirigirse al gen de ALB en
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elintron 13 o 14 (Tabla 8). Setenta y dos (72) horas después de la transfeccion, las
células se fijaron y se obtuvieron imagenes. Las células positivas a GFP se
cuantificaron utilizando programas informaticos (p. €j., Image J o CellProfiler) (Fig.
3A).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que el ARNm de spCas9 también
puede mejorar la actividad de edicidén de los vectores viricos, como se describe en
el presente documento (Fig. 3B). Como se demuestra en la Figura 4, una proporcién
de aproximadamente 5 de ARNm de spCas9 por ARN guia, puede mejorar la
actividad de edicion de los vectores viricos. En algunas realizaciones, la proporcion
de ARNm spCas9 y ARN guia puede optimizarse para mejorar la eficacia de
integracion del transgén.

Se construyeron vectores viricos que comprendian una capside virica (p. €j.,
LKO03), la secuencia P2A, un gen transgénico (p. ej., GFP, GFP conjugada con
etiqueta de HA o UGT1A1), un flanqueo equilibrado (1kb/1kb) de longitudes de
brazos de homologia en 5’ y 3’. Los brazos de homologia se disefiaron para que
fueran complementarios a un sitio de integracion diana de albumina gendmica
humana. Células HepG2, una linea celular de carcinoma hepatocelular de higado
humano, se transdujeron con vectores viricos a una dosis de MOI=1E®. Después de
la transduccién, las células se transfectaron con Cas9 (p. ej., spCas9-HF1 y/o
spCas9-HF2) y ARNg (disenado usando el algoritmo de IDT para ARNQ) utilizando
Lipofectamine™ CRISPRMAX (ThermoFisher Scientific, Inc) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los ARNg se disefiaron para dirigirse al gen de ALB en
el intron 13 o0 14 (Tabla 3). Cuarenta y ocho (48) horas después de la transfeccion,
se realizé inmunohistoquimica y/o inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo. Las
imagenes se evaluaron utilizando un programa informatico de procesamiento de
imagenes (p. €j., ImageJ).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que los vectores viricos, como se
describe en el presente documento, junto con diferentes spCas9 (p. €j., spCas9-
HF1 y/o spCas9-HF2) que utilizan ARNg disefiado para dirigirse al intrén 13 y/o 14
de la albumina, pueden mejorar la actividad de edicion de GENERIDE™. Como se
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demuestra en la Figura 5, la DSB inducida por spCas9-HF1 y/o spCas9-HF2 en el
intron 14, puede mejorar la expresion de proteinas (p. ej.,% de células positivas a
GFP) en comparacién con la DSB inducida en el intrén 13.

Se construyeron vectores viricos que comprendian una capside virica (p. €j.,
LKO03), la secuencia P2A, un gen transgénico conjugado con HA (p. ej., GFP, GFP
conjugado con HA y/o UGT1A1), un flanqueo equilibrado (1kb/1kb) de longitudes de
brazos de homologia en 5’ y 3’. Los brazos de homologia se disefiaron para que
fueran complementarios a un sitio de integracion diana de albumina gendmica
humana. Células HepG2, una linea celular de carcinoma hepatocelular de higado
humano, se transdujeron con vectores viricos a una dosis de MOI=1E5. Después de
la transduccion, las células se transfectaron con saCas9 y ARNg (disefiado usando
el algoritmo de IDT para ARNg) utilizando Lipofectamine™ CRISPRMAX
(ThermoFisher Scientific, Inc) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
ARNg se disenaron para dirigirse al gen de ALB en el intron 13 o 14 (Tabla 3). Se
realizé inmunohistoquimica y/o inmunocitoquimica (p. ej., véase la Tabla 8) Las
imagenes se evaluaron utilizando un programa informatico de procesamiento de
imagenes (p. €j., ImageJ).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que los vectores viricos, como se
describe en el presente documento, junto con saCas9 que utilizan ARNg disefiado
para dirigirse al intron 13 y/o 14 de la albumina, pueden mejorar la actividad de
edicion de GENERIDE™. Como se demuestra en la Figura 6, la DSB inducida por
saCas9 puede aumentar la expresion de proteinas (p. €j., % de células positivas
HA+).

Ejemplo 2: La rotura de ADN inducida por nucleasas Cas puede
aumentar la eficacia de GENERIDE™

Este ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de una
construccion GENERIDE™ a un sitio de integracion diana en una regién codificante
de un locus humano endégeno (albumina humana) junto con una o mas enzimas

Cas (p. €j., Cas9, Cas13, Cas12a, Cas9 nicasa, y similares) dirigidas a un sitio de
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corte dentro de una secuencia no codificante de un locus humano endégeno (p. €j.,
intron de ALB humana), puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes.

Se construyd una primera composicion que comprendia vectores viricos que
comprendian una capside virica, una secuencia P2A, un gen transgénico y
longitudes de brazos de homologia en 5' y 3' flanqueantes equilibrados o no
equilibrados. Los brazos de homologia se disefian para que sean complementarios
a un sitio de integracion diana (p. ej., albumina genémica humana).

Se construye una segunda composicion que comprende una enzima Cas (p.
ej., Cas9, Cas13, Cas12a, Cas9 nicasa, y similares) y un ARNg disefiado para
dirigirse a una secuencia no codificante de un locus humano endégeno (p. €j., intrén
ALB humana). En la técnica se conocen diversos métodos para suministrar dicha
composicién (p. e€j., transfeccion con plasmidos o ARNm que codifican una enzima
Cas (p. ej., Cas9, Cas13, Cas12a, Cas9 nicasa, y similares) y un ARNg,
transduccion con vectores viricos que codifican una enzima Cas (p. ej., Cas9,
Cas13, Cas12a, Cas9 nicasa, y similares) y un ARNg, y/o suministro intracelular de
una enzima Cas (p. €j., Cas9, Cas13, Cas12a, Cas9 nicasa, y similares)-ARNg
ribonucleoproteina (RNP))

Después de la construccidon de cada composicién, se prueban diversas
condiciones experimentales. En un experimento, las células (p. ej., HepG2) se
transducen y/o transfectan simultdneamente con una primera composicién y una
segunda composicién. En otro experimento, las células (p. ej., HepG2) se
transducen secuencialmente con una primera composicion y después se
transducen y/o transfectan con una segunda composicion. En otro experimento, las
células (p. ej., HepG2) se transducen y/o transfectan secuencialmente con una
segunda composicion y después se transducen con una primera composicion. En
otro experimento, las células (p. ej., HepG2) se transducen y/o transfectan
simultaneamente con una primera composicidon y una segunda composicion, y
después se transducen y/o transfectan varias veces (p. €j., al menos mas de una
vez) con una segunda composicion. En otro experimento, las células se transducen

secuencialmente con una primera composicion y después se transducen y/o
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transfectan varias veces (p. ej., al menos mas de una vez) con una segunda
composicidon. Después de la transfeccidn y/o transduccion, se aislé el ARN total de
las células utilizando el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
proveedor y se evaluaron los niveles de ARNm fusionado.

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que los vectores viricos, como se
describe en el presente documento, junto con enzimas Cas (p. ej., Cas9, Cas13,
Cas12a, Cas9 nicasa, y similares) pueden mejorar la actividad de edicién. En
algunas realizaciones, las enzimas Cas (p. ej., Cas9, Cas13, Cas12a, Cas9 nicasa,
y similares) pueden inducir una rotura de ADN (p. €j., una rotura bicatenaria (DBS)
y/o una rotura monocatenaria (SSB)) dentro de una secuencia no codificante de un
gen de ALB humano. En algunas realizaciones, la rotura de ADN inducida (p. ej.,
DSB y/o SSB) dentro de una secuencia no codificante de un gen de ALB humano
puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes en comparacion con una
referencia apropiada (p. €j., administraciéon de vector sin induccién de DSB y/o SSB).
En algunas realizaciones, la administracion de una construccion GENERIDE ™ junto
con una rotura de ADN inducida (p. ej., DSB y/o SSB) en cualquier secuencia no
codificante dentro de un locus enddgeno, puede mejorar la eficacia de integracion
de transgenes en relacion con una construccion GENERIDE™ sola. En algunas
realizaciones, la administracion de una construccion GENERIDE™ junto con una
rotura de ADN inducida (p. ej., DSB y/o SSB) en una regién particular de una
secuencia no codificante dentro de un locus enddgeno, puede mejorar la eficacia de
integracion de transgenes o puede ser comparable en comparacion con una rotura
de ADN inducida (p. ej., DSB y/o SSB) en una region alternativa de una secuencia
no codificante. En algunas realizaciones, una rotura de ADN inducida (p. ej., DSB
y/o SSB) se localiza en una secuencia no codificante que es distal con respecto al
sitio de integracion del transgeén.

Ejemplo 3: La rotura de ADN inducida por ZFN puede aumentar la
eficacia de GENERIDE™

Este ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de una

construccion GENERIDE™ a un sitio de integracion diana en una region codificante
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de un locus humano endégeno (p. €j., albumina (ALB) humana) junto con una o mas
nucleasas de dedos de zinc (ZFN) (p. ej., pares de ZFN y/o Nicasa de ZFN
(ZFNicasa) dirigida a un sitio de corte dentro de una secuencia no codificante de un
locus humano endogeno (p. e€j., intron de albumina humana), puede mejorar la
eficacia de integraciéon de transgenes.

Se construyd una primera composicion que comprendia vectores viricos que
comprendian una capside virica, una secuencia P2A, un gen transgénico y
longitudes de brazos de homologia en 5' y 3' flanqueantes equilibrados o no
equilibrados. Los brazos de homologia se disefian para que sean complementarios
a un sitio de integracién diana (p. ej., albumina genémica humana).

Se construye una segunda composicién que comprende una o mas ZFN (p.
ej., pares de ZFN y/o Nicasa de ZF) disefiadas para dirigirse a una secuencia no
codificante de un locus humano endégeno (p. €j., intron de ALB humana). Una
ZFN/ZFNicasa puede prepararse de forma que pueda unirse a una regién especifica
de un gen (por ejemplo, el intrén 13 y/o 14 de un gen de albumina humana) y
comprender un dominio nucleasa (por ejemplo, Fokl) capaz de cortar (p. €j.,
ZFNicasa) o escindir (p. €j., pares de ZFN) la secuencia diana. En la técnica se
conocen diversos métodos para suministrar dicha composicién (p. €j., transfecciéon
con plasmidos o0 ARNm que codifican una o mas ZFN (p. ej., pares de ZFN y/o
Nicasa de ZF), transduccion con vectores viricos que codifican una o mas ZFN (p.
ej., pares de ZFN y/o Nicasa de ZF) y/o electroporacion).

Después de la construccidon de cada composicién, se prueban diversas
condiciones experimentales. En un experimento, las células (p. ej., HepG2) se
transducen y/o transfectan simultdneamente con una primera composicién y una
segunda composicién. En un experimento posterior, las células (p. €j., HepG2) se
transducen secuencialmente con una primera composicion y después se
transducen y/o transfectan con una segunda composicion. En un experimento
posterior, las células (p. ej., HepG2) se transducen y/o transfectan secuencialmente
con una segunda composicidon y después se transducen con una primera

composicion. En un experimento posterior, las células (p. ej., HepG2) se transducen



10

15

20

25

30

192

y/o transfectan simultdneamente con una primera composicion y una segunda
composicidn, y después se transducen y/o transfectan varias veces (p. €j., al menos
mas de una vez) con una segunda composicion. En un experimento posterior, las
células se transducen secuencialmente con una primera composicion y después se
transducen y/o transfectan varias veces (p. €j., al menos mas de una vez) con una
segunda composicion. Después de la transfeccion y/o transduccién, se aislo el ARN
total de las células utilizando el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
proveedor y se evaluaron los niveles de ARNm fusionado.

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que los vectores viricos, como se
describe en el presente documento, junto con una o mas ZFN (p. €j., pares de ZFN
y/o Nicasa de ZF) pueden proporcionar una actividad de edicion mejorada. En
algunas realizaciones, una o mas ZFN (p. ej., pares de ZFN y/o Nicasa de ZF
(ZFNicasa)) pueden inducir una rotura de ADN (p. €j., DSB y/o SSB) dentro de una
secuencia no codificante de un gen de ALB humano. En algunas realizaciones, la
rotura de ADN inducida (p. ej., DSB y/o SSB) dentro de una secuencia no codificante
de un gen de ALB humano puede mejorar la eficacia de integracién de transgenes
en comparacién con una referencia apropiada (p. ej., administracién de vector sin
induccion de DSB y/o SSB). En algunas realizaciones, la administracion de una
construccion GENERIDE™ junto con una rotura de ADN inducida (p. €j., DSB y/o
SSB) en cualquier secuencia no codificante dentro de un locus enddgeno, puede
mejorar la eficacia de integracidén de transgenes en relaciéon con una construccion
GENERIDE™ sola. En algunas realizaciones, la administracién de una construccion
GENERIDE™ junto con una rotura de ADN inducida (p. €j., DSB y/o SSB) en una
regioén particular de una secuencia no codificante dentro de un locus enddgeno,
puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes o puede ser comparable en
comparacién con una rotura de ADN inducida (p. ej., DSB y/o SSB) en una regién
alternativa de una secuencia no codificante. En algunas realizaciones, una rotura
de ADN inducida (p. €j., DSB y/o SSB) se localiza en una secuencia no codificante

que es distal con respecto al sitio de integracion del transgén.
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Ejemplo 4: La rotura de ADN inducida por meganucleasas puede
aumentar la eficacia de GENERIDE™

Este ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de una
construccion GENERIDE™ a un sitio de integracién diana en una region codificante
de un locus humano endégeno (p. €j., albumina (ALB) humana) junto con una o mas
meganucleasas dirigidas a un sitio de corte dentro de una secuencia no codificante
de un locus humano enddgeno (p. €j., intrédn de albumina humana), puede mejorar
la eficacia de integracion de transgenes.

Se construyd una primera composicion que comprendia vectores viricos que
comprendian una capside virica, una secuencia P2A, un gen transgénico y
longitudes de brazos de homologia en 5' y 3' flanqueantes equilibrados o no
equilibrados. Los brazos de homologia se disefian para que sean complementarios
a un sitio de integracion diana (p. ej., albumina genémica humana).

Se construye una segunda composicion que comprende una o0 mas
meganucleasas disefiadas para dirigirse a una secuencia no codificante de un locus
humano enddgeno (p. €j., intron de ALB humana). En la técnica se conocen diversos
métodos para suministrar dicha composicion (p. ej., transfeccion con plasmidos o
ARNm que codifican una o mas meganucleasas y/o transduccién con vectores
viricos que codifican una o0 mas meganucleasas.

Después de la construccién de cada composicién, se prueban diversas
condiciones experimentales. En un experimento, las células (p. ej., HepG2) se
transducen y/o transfectan simultdneamente con una primera composicion y una
segunda composicion. En un experimento posterior, las células (p. ej., HepG2) se
transducen secuencialmente con una primera composicion y después se
transducen y/o transfectan con una segunda composicion. En un experimento
posterior, las células (p. ej., HepG2) se transducen y/o transfectan secuencialmente
con una segunda composicidon y después se transducen con una primera
composicién. En un experimento posterior, las células (p. €j., HepG2) se transducen
y/o transfectan simultdneamente con una primera composicion y una segunda

composicidn, y después se transducen y/o transfectan varias veces (p. €j., al menos
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mas de una vez) con una segunda composicion. En un experimento posterior, las
células se transducen secuencialmente con una primera composicion y después se
transducen y/o transfectan varias veces (p. €j., al menos mas de una vez) con una
segunda composicion. Después de la transfeccion y/o transduccion, se aislo el ARN
total de las células utilizando el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
proveedor y se evaluaron los niveles de ARNm fusionado.

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que los vectores viricos, como se
describe en el presente documento, junto con una o mas meganucleasas pueden
mejorar la actividad de edicion. En algunas realizaciones, una o0 mas
meganucleasas pueden inducir una rotura de ADN (p. ej., DSB y/o SSB) dentro de
una secuencia no codificante de un gen de ALB humano. En algunas realizaciones,
la rotura de ADN inducida (p. ej., DSB y/o SSB) dentro de una secuencia no
codificante de un gen de ALB humano puede mejorar la eficacia de integracion de
transgenes en comparacion con una referencia apropiada (p. €j., administracion de
vector sin induccién de DSB y/o SSB). En algunas realizaciones, la administraciéon
de una construccion GENERIDE™ junto con una rotura de ADN inducida (p. €j.,
DSB y/o SSB) en cualquier secuencia no codificante dentro de un locus enddgeno,
puede mejorar la eficacia de integracién de transgenes en relacion con una
construccion GENERIDE™ sola. En algunas realizaciones, la administracion de una
construccion GENERIDE™ junto con una rotura de ADN inducida (p. €j., DSB y/o
SSB) en una region particular de una secuencia no codificante dentro de un locus
endégeno, puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes o puede ser
comparable en comparacion con una rotura de ADN inducida (p. ej., DSB y/o SSB).
En algunas realizaciones, una rotura de ADN inducida (p. €j., DSB y/o SSB) se
localiza en una secuencia no codificante que es distal con respecto al sitio de
integracion del transgén.

Ejemplo 5: La rotura de ADN inducida por una nucleasa ilustrativa
puede mejorar la eficacia GENERIDE™

Este ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de una

construccion GENERIDE™ a un sitio de integracion diana en una region codificante
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de un locus humano endégeno (p. €j., albumina (ALB) humana) junto con una o mas
nucleasas ilustrativas, como se describe en el presente documento, dirigidas a un
sitio de corte dentro de una secuencia no codificante de un locus humano endégeno
(p. €j., intrén de albumina humana), puede mejorar la eficacia de integracién de
transgenes.

Se construyd una primera composicion que comprendia vectores viricos que
comprendian una capside virica, una secuencia P2A, un gen transgénico y
longitudes de brazos de homologia en 5' y 3' flanqueantes equilibrados o no
equilibrados. Los brazos de homologia se disefian para que sean complementarios
a un sitio de integracién diana (p. ej., albumina genémica humana).

Se construye una segunda composicion que comprende una o0 mas
nucleasas ilustrativas, como se describe en el presente documento, disefiadas para
dirigirse a una secuencia no codificante de un locus humano endégeno (p. €j., intrén
de ALB humana). En la técnica se conocen diversos métodos para suministrar dicha
composicion (p. ej., transfeccion con plasmidos o ARNm que codifican una o mas
nucleasas ilustrativas, como se describe en el presente documento, transduccion
con vectores viricos que codifican una 0 mas nucleasas ilustrativas, como se
describe en el presente documento, y/o suministro intracelular de una o mas
nucleasas RNP ilustrativas, como se describe en el presente documento).

Después de la construccién de cada composicién, se prueban diversas
condiciones experimentales. En un experimento, las células (p. ej., HepG2) se
transducen y/o transfectan simultdneamente con una primera composicion y una
segunda composicion. En un experimento posterior, las células (p. ej., HepG2) se
transducen secuencialmente con una primera composicion y después se
transducen y/o transfectan con una segunda composicion. En un experimento
posterior, las células (p. €j., HepG2) se transducen y/o transfectan secuencialmente
con una segunda composicidon y después se transducen con una primera
composicién. En un experimento posterior, las células (p. €j., HepG2) se transducen
y/o transfectan simultdneamente con una primera composicion y una segunda

composicidn, y después se transducen y/o transfectan varias veces (p. €j., al menos
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mas de una vez) con una segunda composicion. En un experimento posterior, las
células se transducen secuencialmente con una primera composicion y después se
transducen y/o transfectan varias veces (p. €j., al menos mas de una vez) con una
segunda composicion. Después de la transfeccion y/o transduccion, se aislo el ARN
total de las células utilizando el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
proveedor y se evaluaron los niveles de ARNm fusionado.

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que los vectores viricos, como se
describe en el presente documento, junto con una o mas nucleasas ilustrativas,
como se describe en el presente documento, pueden mejorar la actividad de edicién.
En algunas realizaciones, una o0 mas nucleasas ilustrativas, como se describe en el
presente documento, pueden inducir una rotura de ADN (p. ej., DSB y/o SSB) dentro
de una secuencia no codificante de un gen de ALB humano. En algunas
realizaciones, la rotura de ADN inducida (p. €j., DSB y/o SSB) dentro de una
secuencia no codificante de un gen de ALB humano puede mejorar la eficacia de
integracion de transgenes en comparacién con una referencia apropiada (p. €j.,
administracién de vector sin induccién de DSB y/o SSB). En algunas realizaciones,
la administracion de una construccion GENERIDE™ junto con una rotura de ADN
inducida (p. €j., DSB y/o SSB) en cualquier secuencia no codificante dentro de un
locus endogeno, puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes en relacién
con una construccion GENERIDE™ sola. En algunas realizaciones, la
administracion de una construccion GENERIDE™ junto con una rotura de ADN
inducida (p. ej., DSB y/o SSB) en una region particular de una secuencia no
codificante dentro de un locus enddgeno, puede mejorar la eficacia de integracién
de transgenes o puede ser comparable en comparacion con una rotura de ADN
inducida (p. ej., DSB y/o SSB) en una region alternativa de una secuencia no
codificante. En algunas realizaciones, una rotura de ADN inducida (p. ej., DSB y/o
SSB) se localiza en una secuencia no codificante que es distal con respecto al sitio
de integracion del transgén.

Ejemplo 6: La rotura de ADN inducida puede aumentar la eficacia de
GENERIDE™ in vivo o ex vivo
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Este ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de una
construccion GENERIDE™ a un sitio de integracion diana en una region codificante
de un locus enddgeno (p. ej., albumina humana) junto con una o mas
endonucleasas, como se describe en el presente documento, dirigidas a un sitio de
corte dentro de una secuencia no codificante de un locus endégeno (p. €j., intron de
albumina humana), puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes en un
sujeto (p. ej., un sujeto que padece una enfermedad).

En algunas realizaciones, este ejemplo incluye el uso de una o mas
construcciones GENERIDE™, p. ej., vectores viricos que comprenden una capside
virica, como se describe en el presente documento, una secuencia 2A (p. €j., P2A),
un transgén, como se describe en el presente documento, y brazos de homologia
humanos flanqueantes (p. €j., equilibrados o no equilibrados).

En algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se administran
de manera secuencial o simultanea con una o mas endonucleasas, como se
describe en el presente documento. En algunas realizaciones, las construcciones
GENERIDE™ se coadministran con una o mas endonucleasas a un sujeto in vivo
(p. €j., un sujeto que padece una enfermedad). En algunas realizaciones, las
construcciones GENERIDE™ se coadministran con una o mas endonucleasas a
una célula (p. ej., una célula hepatica) ex vivo, opcionalmente seguido de la
administracién de la célula a un sujeto (p. €j., un sujeto que padece una enfermedad)
después de la integracion del transgén. En algunas realizaciones, las
construcciones GENERIDE™ se administran antes de la administracién con una o
mas endonucleasas. En algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se
administran después de la administracion con una o mas endonucleasas. En
algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE se coadministran con una o
mas endonucleasas a un sujeto in vivo (p. ej., un sujeto que padece una
enfermedad), opcionalmente seguido de la administracion con una o mas
endonucleasas.

Entre otras cosas, este ejemplo proporciona una idea de que la rotura
inducida de ADN (p. ej., DSB y/o SSB) puede mejorar la eficacia de GENERIDE™
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in-vivo. En alguna realizacién, los niveles de ARNm fusionado pueden aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura de ADN inducida (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, los niveles de ALB-2A pueden aumentar en un
sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura inducida de ADN (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, una expresion transgénica puede aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (por ejemplo, administracién de vector sin rotura de ADN inducida (por
ejemplo, DSB y/o SSB).

Entre otras cosas, este ejemplo proporciona una vision de que las
construcciones GENERIDE™ administradas de manera secuencial o simultanea
con una o mas endonucleasas puede proporcionar una ventaja selectiva mejorada
para las células que han integrado con éxito un transgén de interés.

Ejemplo 7: La rotura de ADN inducida con GENERIDE™ puede mejorar
el fenotipo de la enfermedad de Wilson

El presente ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracién de
una construccion GENERIDE™, que comprende un transgén terapéutico que
codifica ATP7B (p. €j., un ATP7B truncado), a un sitio de integracion diana en una
region codificante de un locus enddgeno (p. €j., albumina humana) junto con una o
mas endonucleasas, como se describe en el presente documento, dirigidas a un
sitio de corte dentro de una secuencia no codificante de un locus endégeno (p. €j.,
intron de albumina humana), puede usarse para tratar o prevenir la enfermedad de
Wilson (p. ej., mediante la reduccion de efectos fenotipicos y/o sintomas in vivo) en
un sujeto (p. €j., un sujeto que padece una enfermedad de Wilson).

Se construyen construcciones GENERIDE™, p. ej., vectores viricos que
comprenden una capside virica, como se describe en el presente documento, una
secuencia 2A (p. €j.,, P2A), un transgén ATP7B humano (p. €j.,, un ATP7B
truncado), y brazos de homologia humanos flanqueantes (p. €j., equilibrados o no
equilibrados). Las construcciones GENERIDE™ se administran (p. ej., por via
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intravenosa) a una dosis (p. €j., a una dosis fija o una dosis basada en el peso) a un
sujeto (p. ej., un sujeto que padece la enfermedad de Wilson). En algunas
realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se administran de manera
secuencial o simultanea con una o0 mas endonucleasas, como se describe en el
presente documento. En algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™
se coadministran con una o mas endonucleasas a un sujeto in vivo (por ejemplo, un
sujeto que padece la enfermedad de Wilson). En algunas realizaciones, las
construcciones GENERIDE™ se coadministran con una o mas endonucleasas a
una célula (p. €j., una célula hepatica) ex vivo, opcionalmente seguido de la
administracién de la célula a un sujeto (p. €j., un sujeto que padece la enfermedad
de Wilson) después de la integracién del transgén. En algunas realizaciones, las
construcciones GENERIDE™ se coadministran con una o mas endonucleasas a un
sujeto in vivo (p. €j., un sujeto que padece la enfermedad de Wilson), opcionalmente
seguido de la administracion con una o mas endonucleasas.

Entre otras cosas, este ejemplo proporciona una idea de que la rotura
inducida de ADN (p. ej., DSB y/o SSB) puede mejorar la eficacia de GENERIDE™
in-vivo. En algunas realizaciones, los niveles de ARNm fusionado pueden aumentar
en un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura de ADN inducida (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, los niveles de ALBA-2A pueden aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacion con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura inducida de ADN (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, una expresion transgénica puede aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (por ejemplo, administracion de vector sin rotura de ADN inducida (por
ejemplo, DSB y/o SSB).

Entre otras cosas, el presente ejemplo demuestra que el tratamiento de un
sujeto (por ejemplo, un sujeto que padece la enfermedad de Wilson) con los
vectores viricos de la presente divulgacion, puede aumentar una tasa y/o un nivel

de integracién (por ejemplo, medida a través del porcentaje de células positivas) en
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relacion con una referencia apropiada (p. €j., sin tratar o con vehiculo). En algunas
realizaciones, el tratamiento de un sujeto (p. ej., un sujeto que padece la
enfermedad de Wilson) con los vectores viricos de la presente divulgacién, puede
permitir o restaurar el crecimiento normal (p. €j., medido a través de cambios en el
porcentaje de peso corporal a lo largo del tiempo) en relaciéon con una referencia
apropiada (p. €j., sin tratar o con vehiculo). En algunas realizaciones, el tratamiento
de un sujeto (p. €j., un sujeto que padece una enfermedad de Wilson) con los
vectores viricos de la presente divulgacion, puede proporcionar niveles reducidos
de un biomarcador (p. €j., cobre, hAAT, alanina aminotransferasa (ALT)) asociado
a la enfermedad de Wilson. En algunas realizaciones, el tratamiento de un sujeto
(p- €j., un sujeto que padece una enfermedad de Wilson) con los vectores viricos de
la presente divulgacion, puede proporcionar una o mas de una mejora de la funcion
tisular (p. ej., hepatica) (p. ej., medida mediante evaluacion de marcadores de
funcidn tisular (p. ej., funcion hepatica)), crecimiento normal (p. ej., medido mediante
cambios porcentuales del peso corporal a lo largo del tiempo) en relacién con una
referencia (p. e/., sin tratar o con vehiculo), niveles reducidos de un biomarcador (p.
ej., cobre hepatico o urinario, hAAT, alanina aminotransferasa (ALT)) asociado a la
enfermedad de Wilson.

Ejemplo 8: La rotura de ADN inducida con GENERIDE™ puede mejorar
el fenotipo de la Tirosinemia Hereditaria

El presente ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de
una construccion GENERIDE™, que comprende un transgén terapéutico que
codifica FAH y/o una variante del mismo, a un sitio de integracién diana en una
region codificante de un locus enddgeno (p. €j., albumina humana) junto con una o
mas endonucleasas, como se describe en el presente documento, dirigidas a un
sitio de corte dentro de una secuencia no codificante de un locus endégeno (p. €;j.,
intron de albumina humana), puede usarse para tratar o prevenir la tirosinemia
hereditaria (p. ej., mediante la reduccién de efectos fenotipicos y/o sintomas in vivo)

en un sujeto (p. €j., un sujeto que padece una tirosinemia hereditaria).
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Se construyen construcciones GENERIDE™, p. ej., vectores viricos que
comprenden una capside virica, como se describe en el presente documento, una
secuencia 2A (p. €j., P2A), un transgén FAH humano y/o una variante del mismo, y
brazos de homologia humanos flanqueantes (p. €j., equilibrados o no equilibrados).
Las construcciones GENERIDE se administran (p. €j., por via intravenosa) a una
dosis (p. €j., a una dosis fija 0 una dosis basada en el peso) a un sujeto (p. €j., un
sujeto que padece tirosinemia hereditaria). En algunas realizaciones, las
construcciones GENERIDE™ se administran de manera secuencial o simultanea
con una o mas endonucleasas, como se describe en el presente documento. En
algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se coadministran con una
0 mas endonucleasas a un sujeto in vivo (por ejemplo, un sujeto que padece
tirosinemia hereditaria). En algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™
se coadministran con una o mas endonucleasas a una célula (p. ej., una célula
hepatica) ex vivo, opcionalmente seguido de la administracion de la célula a un
sujeto (p. €j., un sujeto que padece una tirosinemia hereditaria) después de la
integracion del transgén. En algunas realizaciones, las construcciones
GENERIDE™ se coadministran con una o mas endonucleasas a un sujeto in vivo
(p. €j., un sujeto que padece tirosinemia hereditaria), opcionalmente seguido de la
administracién con una o mas endonucleasas.

Entre otras cosas, este ejemplo proporciona una idea de que la rotura
inducida de ADN (p. ej., DSB y/o SSB) puede mejorar la eficacia de GENERIDE™
in-vivo. En algunas realizaciones, los niveles de ARNm fusionado pueden aumentar
en un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura de ADN inducida (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, los niveles de ALBA-2A pueden aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacion con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura inducida de ADN (p. €., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, una expresion transgénica puede aumentar en

un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
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apropiada (por ejemplo, administracién de vector sin rotura de ADN inducida (por
ejemplo, DSB y/o SSB).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que el tratamiento de un sujeto
(p. €j., un sujeto que padece tirosinemia hereditaria) con los vectores viricos de la
presente divulgacién, puede aumentar una tasa y/o un nivel de integracién (p. ej.,
medida a través del porcentaje de células positivas) en relacién con una referencia
apropiada (p. €j., sin tratar o con vehiculo). En algunas realizaciones, el tratamiento
de un sujeto (p. €j., un sujeto que padece tirosinemia hereditaria) con los vectores
viricos de la presente divulgacion, puede permitir o restaurar el crecimiento normal
(p. €., medido a través de cambios porcentuales del peso corporal a lo largo del
tiempo) en relacion con una referencia apropiada (p. €j., sin tratar o con vehiculo).
En algunas realizaciones, el tratamiento de un sujeto (p. ej., un sujeto que padece
una tirosinemia hereditaria) con los vectores viricos de la presente divulgacion,
puede proporcionar niveles reducidos de un biomarcador (p. €j., ALT, bilirrubina,
succinilacetona (SUAC), alfa-fetoproteina (AFP)) asociado a tirosinemia hereditaria.
En algunas realizaciones, el tratamiento de un sujeto (p. ej., un sujeto que padece
una tirosinemia hereditaria) con los vectores viricos de la presente divulgacion,
puede proporcionar una o mas de una mejora de la funcion tisular (p. ej., hepatica)
(p. €j., medida mediante evaluacién de marcadores de funcion tisular (p. ej., funcién
hepatica)), crecimiento normal (p. ej., medido a través de cambios porcentuales del
peso corporal a lo largo del tiempo) en relacidon con una referencia (p. €j., sin tratar
o con vehiculo), niveles reducidos de un biomarcador (p. ej., ALT, bilirrubina,
succinilacetona (SUAC), alfa-fetoproteina (AFP)) a tirosinemia hereditaria.

Ejemplo 9: La rotura de ADN inducida con GENERIDE™ puede mejorar
el sindrome de Crigler-Najjar

El presente ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de
una construccion GENERIDE™, que comprende un gen UGT1A1 y/o una variante
del mismo, a un sitio de integracién diana en una regién codificante de un locus
endogeno (p. €j., albumina humana) junto con una o mas endonucleasas, como se

describe en el presente documento, que se dirige a un sitio de corte dentro de una
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secuencia no codificante de un locus enddgeno (p. €j., intron de albumina humana),
puede usarse para tratar o prevenir el sindrome de Crigler-Najjar (p. ej., mediante
la reduccion de efectos fenotipicos y/o sintomas in vivo) en un sujeto (p. €j., un
sujeto que padece el sindrome de Crigler-Naijjar).

Se construyen construcciones GENERIDE™, p. ej., vectores viricos que
comprenden una capside virica, como se describe en el presente documento, una
secuencia 2A (p. €j., P2A), un transgén UGT1A1 y/o una variante del mismo, y
brazos de homologia humanos flanqueantes (p. ej., equilibrados o no equilibrados).
Las construcciones GENERIDE™ se administran (p. €j., por via intravenosa) a una
dosis (p. €j., a una dosis fija 0 una dosis basada en el peso) a un sujeto (p. €j., un
sujeto que padece el sindrome de Crigler-Najjar). En algunas realizaciones, las
construcciones GENERIDE™ se administran de manera secuencial o simultanea
con una o mas endonucleasas, como se describe en el presente documento. En
algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se coadministran con una
0 mas endonucleasas a un sujeto in vivo (p. €j., un sujeto que padece el sindrome
de Crigler-Najjar). En algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se
coadministran con una o mas endonucleasas a una célula (p. €j.,, una célula
hepatica) ex vivo, opcionalmente seguido de la administracion de la célula a un
sujeto (p. €j., un sujeto que padece el sindrome de Crigler-Najjar) después de la
integracion del transgén. En algunas realizaciones, las construcciones
GENERIDE™ se coadministran con una o mas endonucleasas a un sujeto in vivo
(p. €j., un sujeto que padece el sindrome de Crigler-Najjar), opcionalmente seguido
de la administracion con una o mas endonucleasas.

Entre otras cosas, este ejemplo proporciona una idea de que la rotura
inducida de ADN (p. ej., DSB y/o SSB) puede mejorar la eficacia de GENERIDE™
in-vivo. En algunas realizaciones, los niveles de ARNm fusionado pueden aumentar
en un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura de ADN inducida (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, los niveles de ALBA-2A pueden aumentar en

un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacion con una referencia
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apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura inducida de ADN (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, una expresion transgénica puede aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (por ejemplo, administracién de vector sin rotura de ADN inducida (por
ejemplo, DSB y/o SSB).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que el tratamiento de un sujeto
(p- €/., un sujeto que padece el sindrome de Crigler-Najjar) con los vectores viricos
de la presente divulgacién, puede aumentar una tasa y/o un nivel de integracion (p.
ej., medido a través del porcentaje de células positivas) en relacién con una
referencia apropiada (p. €j., sin tratar o con vehiculo). En algunas realizaciones, el
tratamiento de un sujeto (p. ej., un sujeto que padece el sindrome de Crigler-Najjar)
con los vectores viricos de la presente divulgacion, puede permitir o restaurar el
crecimiento normal (p. ej., medido a través de cambios porcentuales del peso
corporal a lo largo del tiempo) en relacidon con una referencia apropiada (p. €j., sin
tratar o con vehiculo). En algunas realizaciones, el tratamiento de un sujeto (p. ef.,
un sujeto que padece el sindrome de Crigler-Najjar) con los vectores viricos de la
presente divulgacion, puede proporcionar niveles reducidos de un biomarcador
asociado al sindrome de Crigler-Najjar. En algunas realizaciones, el tratamiento de
un sujeto (p. ej., un sujeto que padece el sindrome de Crigler-Najjar) con los
vectores viricos de la presente divulgacion, puede proporcionar una o0 mas de una
mejora de la funcién tisular (p. ej., hepatica) (p. ej., medida mediante evaluacién de
marcadores de funcién tisular (p. ej., funcion hepatica)), crecimiento normal (p. ej.,
medido a través de cambios porcentuales del peso corporal a lo largo del tiempo)
en relacion con una referencia (p. €j., sin tratar o con vehiculo), niveles reducidos
de un biomarcador asociado al sindrome de Crigler-Najjar.

Ejemplo 10: La rotura de ADN inducida con GENERIDE™ puede mejorar
la carencia de alfa-1 antitripsina

El presente ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de
una construccion GENERIDE™, que comprende un transgen SERPINA1 y/o

variantes del mismo, a un sitio de integracion diana en una region codificante de un
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locus enddgeno (p. €j., albumina humana) junto con una o mas endonucleasas,
como se describe en el presente documento, dirigidas a un sitio de corte dentro de
una secuencia no codificante de un locus endogeno (p. ej., intron de albumina (ALB)
humana), puede usarse para tratar o prevenir la carencia de alfa-1 antitripsina (p.
ej., mediante la reduccion de efectos fenotipicos y/o sintomas in vivo) en un sujeto
(p- €/., un sujeto que padece carencia de alfa-1 antitripsina).

Se construyen construcciones GENERIDE™, p. ej., vectores viricos que
comprenden una capside virica, como se describe en el presente documento, una
secuencia 2A (p. €j., P2A), un transgén SERPINA1 y/o una variante del mismo, y
brazos de homologia humanos flanqueantes (p. €j., equilibrados o no equilibrados).
Las construcciones GENERIDE™ se administran (p. €j., por via intravenosa) a una
dosis (p. €j., una dosis fija 0 una dosis basada en el peso) a un sujeto (p. ej., un
sujeto que padece carencia de alfa-1 antitripsina). En algunas realizaciones, las
construcciones GENERIDE™ se administran de manera secuencial o simultanea
con una o mas endonucleasas, como se describe en el presente documento. En
algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se coadministran con una
0 mas endonucleasas a un sujeto in vivo (p. €j., un sujeto que padece carencia de
alfa-1 antitripsina). En algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se
coadministran con una 0 mas endonucleasas a una célula (p. ej., célula hepatica y/o
pulmonar) ex vivo, opcionalmente seguido de la administracién de la célula a un
sujeto (p. ej., un sujeto que padece carencia de alfa-1 antitripsina) después de la
integracion del transgén. En algunas realizaciones, las construcciones
GENERIDE™ se coadministran con una o mas endonucleasas a un sujeto in vivo
(p. €j., un sujeto que padece carencia de alfa-1 antitripsina), opcionalmente seguido
de la administracion con una o mas endonucleasas.

Entre otras cosas, este ejemplo proporciona una idea de que la rotura
inducida de ADN (p. ej., DSB y/o SSB) puede mejorar la eficacia de GENERIDE™
in-vivo. En algunas realizaciones, los niveles de ARNm fusionado pueden aumentar
en un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia

apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura de ADN inducida (p. ej., DSB
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y/o SSB). En algunas realizaciones, los niveles de ALBA-2A pueden aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura inducida de ADN (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, una expresion transgénica puede aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (por ejemplo, administracion de vector sin rotura de ADN inducida (por
ejemplo, DSB y/o SSB).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que el tratamiento de un sujeto
(p. €j., un sujeto que padece carencia de alfa-1 antitripsina) con los vectores viricos
de la presente divulgaciéon, puede aumentar una tasa y/o un nivel de integracion (p.
ej., medido a través del porcentaje de células positivas) en relacién con una
referencia adecuada (p. €j., sin tratar o con vehiculo). En algunas realizaciones, el
tratamiento de un sujeto (p. €., un sujeto que padece carencia de alfa-1 antitripsina)
con los vectores viricos de la presente divulgacion, puede permitir o restaurar la
funcién pulmonar en relacion con una referencia apropiada (p. €j., sin tratar o con
vehiculo). En algunas realizaciones, el tratamiento de un sujeto (p. €., un sujeto que
padece carencia de alfa-1 antitripsina) con los vectores viricos de la presente
divulgacién, puede proporcionar niveles reducidos de un biomarcador asociado a la
carencia de alfa-1 Antitripsina. En algunas realizaciones, el tratamiento de un sujeto
(p. €., un sujeto que padece carencia de alfa-1 antitripsina) con los vectores viricos
de la presente divulgacion, puede proporcionar una o mas de una mejora de la
funcidn tisular (p. /., pulmonar) (p. ej., medida mediante evaluacién de marcadores
de funcion tisular (p. e€j., pulmonar)), funcién respiratoria normal o reduccién del
empeoramiento de la funcion respiratoria, niveles reducidos de un biomarcador
asociado a la a carencia de alfa-1 antitripsina.

Ejemplo 11: La rotura bicatenaria inducida con GENERIDE™ puede
mejorar la funcién tisular

El presente ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracion de
una construccion GENERIDE™  que comprende un transgeén terapéutico y/o una

variante del mismo, a un sitio de integracion diana en una region codificante de un
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locus enddgeno (p. €j., albumina humana) junto con una o mas endonucleasas,
como se describe en el presente documento, dirigidas a un sitio de corte dentro de
una secuencia no codificante de un locus enddgeno (p. €j., intron de albumina
humana), puede usarse para tratar o prevenir enfermedades (p. €j., mediante la
reduccion de efectos fenotipicos y/o sintomas in vivo) en un sujeto (p. €j., un sujeto
que padece una enfermedad).

Se construyen construcciones GENERIDE™, p. ej., vectores viricos que
comprenden una capside virica, como se describe en el presente documento, una
secuencia 2A (p. €j., P2A), un transgén terapéutico y/o una variante del mismo, y
brazos de homologia humanos flanqueantes (p. €j., equilibrados o no equilibrados).
Las construcciones GENERIDE se administran (p. ej., por via intravenosa) a una
dosis (p. €j., a una dosis fija 0 una dosis basada en el peso) a un sujeto (p. €j., un
sujeto que padece una enfermedad). En algunas realizaciones, las construcciones
GENERIDE™ se administran de manera secuencial o simultanea con una o mas
endonucleasas, como se describe en el presente documento. En algunas
realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se coadministran con una o mas
endonucleasas a un sujeto in vivo (p. €j., un sujeto que padece una enfermedad).
En algunas realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se coadministran con
una o mas endonucleasas a una célula (p. ej.,, una célula hepatica) ex vivo,
opcionalmente seguido de la administracién de la célula a un sujeto (p. €j., un sujeto
que padece una enfermedad) después de la integraciéon del transgén. En algunas
realizaciones, las construcciones GENERIDE™ se coadministran con una o mas
endonucleasas a un sujeto in vivo (p. €j., un sujeto que padece una enfermedad),
opcionalmente seguido de la administracion con una o mas endonucleasas.

Entre otras cosas, este ejemplo proporciona una idea de que la rotura
inducida de ADN (p. ej., DSB y/o SSB) puede mejorar la eficacia de GENERIDE™
in-vivo. En alguna realizacion, los niveles de ARNm fusionado pueden aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura de ADN inducida (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, los niveles de ALBA-2A pueden aumentar en
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un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (p. ej., administracion de vector sin rotura inducida de ADN (p. ej., DSB
y/o SSB). En algunas realizaciones, una expresion transgénica puede aumentar en
un sujeto, y/o en una célula, y/o en un tejido en comparacién con una referencia
apropiada (por ejemplo, administracién de vector sin rotura de ADN inducida (por
ejemplo, DSB y/o SSB).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que el tratamiento de un sujeto
(p. €j., un sujeto que padece una enfermedad) con los vectores viricos de la presente
divulgacion, puede aumentar una tasa y/o un nivel de integracién (p. ej., medido a
través del porcentaje de células positivas) en relacion con una referencia apropiada
(p- €j., sin tratar o con vehiculo). En algunas realizaciones, el tratamiento de un
sujeto (p. ej., un sujeto que padece una enfermedad) con los vectores viricos de la
presente divulgacion, puede permitir o restaurar el crecimiento normal (p. ej.,
medido a través de cambios en el porcentaje de peso corporal a lo largo del tiempo)
en relaciéon con una referencia apropiada (p. ej., sin tratar o con vehiculo). En
algunas realizaciones, el tratamiento de un sujeto (p. €j., un sujeto que padece una
enfermedad) con los vectores viricos de la presente divulgacién, puede proporcionar
niveles reducidos de un biomarcador asociado a la enfermedad. En algunas
realizaciones, el tratamiento de un sujeto (p. ej., un sujeto que padece una
enfermedad) con los vectores viricos de la presente divulgacién, puede proporcionar
una o mas de una mejora de la funcion tisular (p. ej., hepatica) (p. ej., medida
mediante evaluacién de marcadores de funcion tisular (p. ej., funcién hepatica)),
crecimiento normal (p. ej., medido a través de cambios porcentuales del peso
corporal a lo largo del tiempo) en relacion con una referencia (p. €j., sin tratar o con
vehiculo), niveles reducidos de un biomarcador asociado a la enfermedad.

Ejemplo 12: Las alineaciones de homologia mas largas predicen mayor
eficacia la integracién

El presente ejemplo demuestra que, entre otras cosas, la administracién de
una construccion GENERIDE™ con alineaciones de homologia mas largas junto

con una o mas enzimas Cas9 dirigidas a un sitio de corte dentro de una secuencia
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no codificante de un locus humano enddgeno (p. €j., intron de albumina (ALB)
humana), puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes.

Se construyeron vectores viricos que comprendian una capside virica (p. €j.,
LKO03), la secuencia P2A, un gen transgénico (p. ej., GFP), diferentes longitudes de
brazos de homologia en 5’ y 3. Los brazos de homologia se disefiaron para que
fueran complementarios a un sitio de integracion diana de albumina gendmica
humana. Células HepG2, una linea celular de carcinoma hepatocelular de higado
humano, se transdujeron con vectores viricos a una dosis de MOI=1E>. Después de
la transduccion, las células se transfectaron con spCas9 y ARNg (disefiado usando
el algoritmo de IDT para ARNg) utilizando Lipofectamine™ CRISPRMAX
(ThermoFisher Scientific, Inc) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
ARNg se disefaron para dirigirse al gen de ALB en el intron 13 o 14 (Tabla 8).
Cuarenta y ocho (48) horas después de la transfeccion, se aisl6 el ARN total de las
células utilizando el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del proveedor
y se evaluaron los niveles de ARNm fusionado. Ademas, se realizd
inmunohistoquimica y/o inmunocitoquimica utilizando anticuerpos anti-GFP. Las
imagenes se evaluaron utilizando un programa informatico de procesamiento de
imagenes (p. €j., ImageJ).

Entre otras cosas, este ejemplo demuestra que las alineaciones de
homologia mas largas pueden proporcionar una mayor eficacia de integracion. En
algunas realizaciones, como se demuestra en la Figura 4B, una alineacion de
homologia de al menos 800 pb puede mejorar la eficacia de integracion de
transgenes (medida como niveles de ARNm fusionado) en comparacién con una
referencia apropiada. En algunas realizaciones, como se demuestra en la Figura
4C, la alineacion de homologia de al menos 800 pb puede mejorar la eficacia de
integracion del transgén (medida como niveles de células positivas a GFP). En
algunas realizaciones, las alineaciones de homologia pueden optimizarse para
mejorar la eficacia de integracion del transgén.

Ejemplo 13: La rotura bicatenaria inducida por Cas9 con ARNg
apropiado también demuestra mejora de la eficacia de GENERIDE™
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Este ejemplo demuestra ademas que la combinacion de una construccion
GENERIDE™ en un sitio de integracion diana en una region codificante de un locus
humano endogeno (p. ej., albumina (ALB) humana) con una o mas enzimas Cas9
dirigidas a un sitio de corte dentro de una secuencia no codificante de un locus
humano endégeno (p. €j., intron de ALB humana) puede mejorar la eficacia de
integracion de transgenes.

Se construyeron vectores viricos que comprendian una capside virica (p. €j.,
LKO03), la secuencia P2A, un gen transgénico (p. €j., GFP), un flanqueo equilibrado
(1kb/1kb) de longitudes de brazos de homologia en 5’y 3'. Los brazos de homologia
se disefaron para que fueran complementarios a un sitio de integracion diana de
albumina gendmica humana. Células HepG2, una linea celular de carcinoma
hepatocelular de higado humano, se transdujeron con vectores viricos a una dosis
de MOI=1E>. Después de la transduccion, las células se transfectaron con Cas9 y
ARNg (disenado usando el algoritmo de IDT para ARNg) utilizando Lipofectamine ™
CRISPRMAX (ThermoFisher Scientific, Inc) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los ARNg se disefaron para dirigirse al gen de ALB en el intrén 13 o0 14
(Tabla 9). Cuarenta y ocho (48) horas después de la transfeccion, se aislo el ARN
total de las células utilizando el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
proveedor y se evaluaron los niveles de ARNm fusionado (p. €j., véase la Tabla 8).
La Tabla 9 muestra cuales son las secuencias espaciadoras del ARNg que son
idénticas a las de la secuencia analoga en la ALB.

Tabla 9: Secuencias ilustrativas de ARNg para spCas9.

SEQ
ID NO:

Locus diana Cadena Secuencia

Albumina humana Intrén
13_11
Albumina humana Intrén
13_12

- ACAGTATGGCACAATAGAGC 4l

- AGTTACTGTCAGGCCATAAA 72
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Albumina humana Intron

AAGTTACTGTCAGGCCATAA 73
13_13
Albumina humana Intrén
AGGGATTTATATATCAAAGG 74
13_14
Albumina humana Intrén
AAAGGAGGCTTTGTACATGT 75
13_15
Albumina humana Intron
TTACTACTATAATCTCTGGA 76
13_16
Albumina humana Intrén
13 17 GGCTTTGTACATGTGGGACA 77
Albumina humana Intron
14 11 AAAGGATGAGTTGAACTATT 78
Albumina humana Intrén
ATAAGTCAGAACAGGACAAT 79
14 12
Albumina humana Intron
ACATGAAAGAGTGCTTTATA 80
14 13
Albumina humana Intrén
AAATAGTTTAGAATAGTGGT 81
14 14
Albumina humana Intron
GCTCAGCAGTGGAATACTCT 82
14 15
Albumina humana Intrén
CTGTTCTGACTTATATGATG 83
14_16
Albumina humana Intrén
14 17 AGTAAGTGATGGCTCAGCAG 84
Albumina humana Intrén
14 18 TATAAGTCAGAACAGGACAA 85
Albumina humana Intrén
14 19 AATGGGCAACACTGAAACTT 86

Los vectores viricos, como se describe en el presente documento, que

comprenden un transgén (p. ej., GFP) junto con Cas9, mejoran la actividad de
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edicion. Como se demuestra en la Fig. 9A, la DSB inducida en el intron 13 y/o 14
mejoro la expresion de proteinas (p. ej., aumento del % de células positivas a GFP)
al menos 5 veces en relacion con una construccion GENERIDE™ sola. Ademas,
como se demuestra en la Fig. 9B, la DSB inducida en el intron 13 y/o 14 mejoré la
expresion de proteinas en relacion con una construccion GENERIDE™ sola. El
aumento de los niveles de ARNm fusionado puede estar asociado a un aumento de
la expresion de proteinas. Hubo al menos un aumento de 600 veces en cuanto al
ARNm fusionado de los ARNg de Cas9 probados junto con GENERIDE™ en
relacion con una construccion GENERIDE™ sola.

Por tanto, este ejemplo demuestra que una construccion GENERIDE™ junto
con una DSB en una region particular de una secuencia no codificante dentro de un
locus enddgeno, puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes.

Ejemplo 14: La administracion de Cas9 puede aumentar la eficacia de
GENERIDE™

El presente ejemplo demuestra que la administracion de una construccion
GENERIDE™ a un sitio de integracidn diana en una region codificante de un locus
enddgeno de ratdon (p. €j., albumina (ALB) de ratén) junto con una o mas enzimas
Cas9 dirigidas a un sitio de corte dentro de una secuencia no codificante de un locus
endogeno de ratdon (p. €j., intron de ALB de ratdn), puede mejorar la eficacia de
integracion de transgenes in-vivo.

Estudio con animales

Los animales se adquirieron en Jackson Laboratories. Los procedimientos
generales para el cuidado y alojamiento de los animales fueron aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de LogicBio Therapeutics.
Animales FvB macho de cuatro semanas de vida se trataron con rAAV.DJ-GR-eGFP
a la dosis de 3e13 vg/kg via seno retro-orbital con anestesia, seguido de la
dosificacion de ARNm de spCas9 formulado con LNP y ARNg. SpCas9 14_4 LNP
se traté 1, 3 o 7 dias después de la dosificacion del AAV. Durante el estudio, se
tomaron muestras periddicas de los animales mediante sangrado submentoniano y

se recogio plasma, que se conservo a -80°C hasta su posterior analisis. En los
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sacrificios, se recogié sangre para plasma mediante puncion cardiaca. Para la
diseccién hepatica, se fijé un lobulo del higado con formol al 10 % y el resto se
congelo rapidamente y se conservo a -80°C. Al dia siguiente, el higado se transfirio
a etanol al 70 % para su inclusién en parafina.

Cuantificacioén de la proteina de fusion albumina-2A en plasma

La Albumina-2A de ratébn en plasma se midi®6 mediante ELISA de
quimioluminiscencia, utilizando para la captura, un anticuerpo policlonal de conejo
anti-2A patentado y para la deteccion, un anticuerpo policlonal de cabra anti-
Albumina de raton marcado con HRP (Abcam ab19195). La albumina-2A
recombinante de ratén expresada en células de mamifero y purificada por afinidad
se utilizdé para construir la curva patron en plasma de ratén de control al 1 % para
tener en cuenta los efectos de la matriz. Se utilizé leche al 1 % (Cell Signaling
9999S) en PBS para el bloqueo y BSA al 1 % para la dilucion de muestras en PBST.

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se realizé en una plataforma robética (Ventana™
DISCOVERY ULTRA Staining Module, Ventana Co., Tucson, AZ). Las secciones de
tejido (4 um) se desparafinaron y se sometieron a recuperacion de antigenos
termoinducida durante 64 minutos. Las peroxidasas enddgenas se bloquearon con
inhibidor de peroxidasa (CM1) durante 8 min antes de incubar la seccion con
anticuerpo anti-GFP (Novus Biologicals, Centennial, CO) a una dilucion de 1:800
durante 60 min a temperatura ambiente. A continuacion, se detecté el complejo
antigeno-anticuerpo mediante DISC. OmniMap anti-rabbit multimer RUO detection
system y DISCOVERY ChromoMap DAB Kit Ventana Co., Tucson, AZ).
Posteriormente, todos los portaobjetos se tifieron con hematoxilina de contraste
(Fisher Sci, Waltham, MA), se deshidrataron, se lavaron y se montaron para
escanearlos con un escaner digital de portaobjetos (Hamamatsu, Bridgewater, NJ).
Las imagenes escaneadas se evaluaron con ocultacion utilizando el programa
informatico Imaged para cuantificar la zona de tincién positiva.

Como se demuestra en la Fig. 10, la administracion de spCas9 (ARNm y
ARNg) formulada con LNP ya sea 1, 3 o 7 dias después de la dosificacion de
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GENERIDE™, mejoro la eficacia de integracion del transgén in-vivo. Los niveles de
Albumina-2A (ALB-2A) aumentaron al menos 54 veces en los ratones a los que se
habia administrado spCas9 formulada con LNP, 1 dia después de la dosificacion de
GENERIDE™, en relacién con la administracion de una construccion GENERIDE™
sola. Este efecto fue similar en los ratones a los que se habia administrado spCas9
formulada con LNP, 3 dias después de la dosificacion de GENERIDE™. La
administracion de spCas9 formulada con LNP, 7 dias después de la dosificacion de
GENERIDE™, aumenté los niveles de ALB-2A al menos 20 veces en relacién con
la administracién de una construccion GENERIDE™ sola. La FIG. 11 muestra
imagenes que representan que la administracion in vivo de Cas9 y de ARN guia
apropiados puede aumentar la eficacia de integracién.

Las FIGS. 22A-22E muestran resultados de experimentos realizados para
optimizar una estrategia de dosificacion de GENERIDE™ y de la nanoparticula
lipidica (LNP) GenVoy-ILM en células hepaticas, para confirmar el suministro de
Cas9 por la LNP GenVoy-ILM, y determinar la cronologia de los componentes para
la integracibn maxima. A diferentes grupos de ratones se les administraron
diferentes combinaciones de GR (3e13 vg/kg) solo, GR (3e13 vg/kg) junto con Cas9
(1 mg/kg) después de 1, 3 o 7 dias, o solo LNP que contenia Cas9 + ARNg
(1 mg/kg). El vector de la herramienta GENERIDE™ que se utilizé fue DJ-GFP (LB-
Vt-0298-001). Los INDELES se analizaron mediante secuenciacion de Sanger
seguido de analisis TIDE. La FIG. 22A muestra imagenes de IHQ (IHQ dirigida a
Cas9-Flag) de células hepaticas que confirman la expresion de Cas9 después del
suministro de la LNP que contenia Cas9, con un control de WT sin tratamiento
previo. La FIG. 22B muestra una serie de graficos que miden los niveles de ALB-2A
(ug/ml) hasta 6 semanas después de la dosificacion de LNP (panel izquierdo) y que
miden los niveles de ALB-2A (ug/ml) a las 3 semanas después de la dosificacion de
LNP (panel derecho) para GR dosificado con LNP en diferentes puntos temporales
(D1, D3 y D7), con un control de GR unicamente. Se realizé un ensayo para medir
los niveles del biomarcador PD de GENERIDE™ (ALB-2A). La FIG. 22C muestra
una imagen IHQ de hepatocitos que confirma una mejor integracion en GR2.0
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(Cas9) después del suministro de GR (3e13) + LNP (1 mg/kg) que contenia Cas9.
Para este experimento, ratones FvB/NJ recibieron dosis de 3e13 vk de GR-GFP
(1.0/1.0) y después, el Dia 1, de LNP-Cas9 GenVoy-ILM a 1 mg/kg. La FIG. 22D
muestra un grafico de barras que mide los niveles de ALB-2A (ug/ml) 1 semana
después de la administracion para confirmar la potencia de la LNP almacenada
cuando la LNP se ha almacenado durante 1 0 2 meses. La FIG. 22E muestra una
serie de graficos que cuantifican la frecuencia de indel (insercion/delecion) mediante
un ensayo TIDE de D4-1 (panel superior) y D4-2 (panel inferior).

Por tanto, este ejemplo demuestra que una construccion GENERIDE™ junto
con una DSB en una regién particular de una secuencia no codificante dentro de un
locus enddgeno, puede mejorar la eficacia de integracion de transgenes in-vivo. La
administracion de spCas9 formulada con LNP, 1 0 3 dias después de la dosificacidon
de GENERIDE™, puede conferir una mayor mejora de la eficacia de integracién del
transgén que la administracion de spCas9 formulada con LNP 7 dias después de la
dosificacion de GENERIDE™,

Este Ejemplo también demuestra que Cas9 se expreso en la mayoria de las
células hepaticas usando la LNP GenVoy-ILM y que la dosificacion de GR 1 dia
después es un punto temporal optimizado para realizar la dosificacion de LNP ya
que la dosificacion de LNP el D1 y D3 mostré niveles de ALB-2A comparables y
niveles de ALB-2A mas altos que la dosificacion el D7. Este ejemplo también
muestra que la ALB-2A mejor6 significativamente (~50X) con la aplicacién de Cas9
con LNP y a las 5 semanas, hay una disminucién de ALB-2A, posiblemente debido
a una respuesta inmunitaria a la GOI, sin embargo, el grupo de sélo GR no
demuestra la misma disminucion de expresiéon. Esto ultimo puede deberse a los
menores niveles generales de integracion. Este ejemplo confirmé la mejora de la
integracion en GR2.0 (Cas9) y que la potencia de la LNP seguia siendo la misma
cuando la LNP se almacenaba durante 2 meses. La actual plataforma GR2.0 (Cas9)
(dosificacion de GR-GFP (1.0/1.0) a 3E13 vg/kg) dio lugar a tasas de edicion de
hepatocitos del 1.9 %. Historicamente, la misma dosis de GR-MMUT (1.0/1.0)
editaba un 0.05 % de los hepatocitos, lo que sugiere un aumento de 40 veces con
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la plataforma actual. Por ultimo, este ejemplo ilustra una frecuencia de indel del
9.2 % en la muestra D4-1 y una frecuencia de indel del 9.0 % en la muestra D4-2.

Ejemplo 15: El desequilibrio de la longitud del brazo de homologia (0.4-
0.8 kb) no afect6 significativamente a la mejora de la integracion GENERIDE™
mediada por Cas9

El experimento descrito en este Ejemplo demuestra que un desequilibrio de
la longitud del brazo de homologia (0.4-0.8 kb) no afecta significativamente a la
mejora de integracion GENERIDE™ mediada por Cas9.

La FIG. 12 muestra los resultados de un experimento en el que se
administraron dos construcciones GENERIDE™ (GR-hATP7B o GR-GFP) solas o
junto con Cas9, con un control sin tratamiento previo. La construccion GR-hATP7b
incluia brazos de homologia de distintos tamarfos (0.4/0.8 kB; 0.8/0.4 kB o 0.6/0.6
kB), mientras que la GR-GFP tenia brazos de homologia de 1.0/1.0 kB. GOI, gen
de interés (gene of interest). Células HEPG2 se sembraron a 100 k/pocillo en
formato de 24 pocillos. Al dia siguiente, el medio se sustituyé por DMEM que
contenia suero bovino fetal (FBS) al 2.5 % con o sin las construcciones (GR-
hATP7B o GR-GFP) a una MOI de 1E5. EI ARNm de Cas9 (1 pg/pocillo) y el ARNgu
(250 ngl/pocillo) se transfectaron utilizando el reactivo Lipofectamine™
MessengerMAX™ de acuerdo con el protocolo del proveedor. Las células se
recogieron 3 dias después de la transfeccion y se extrajo el ARNm para el analisis.
La FIG. 12 muestra una serie de graficos que miden los niveles de ARNm fusionado
(copias/20 mg) (panel izquierdo) y ARNm fusionado normalizado (norm. a 0.6/0.6
GR-hATP7B) (panel derecho). GR-GFP tenia un valor inicial mas alto, lo que, sin
querer ligarse a ninguna teoria en particular, puede deberse a brazos de homologia
mas largos o a un GOl mas pequeno. La FIG. 13 muestra los resultados de un
experimento en el cual el factor de aumento de ARNm fusionado entre los GOI
(genes de interés) se midi6 como ARNm fusionado normalizado (norm. a GR solo)
para las construcciones indicadas. El nivel de ARNm fusionado es una medida de

la eficacia de integracion.
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Por tanto, este ejemplo demuestra que un desequilibrio de la longitud del
brazo de homologia no tiene ningun impacto significativo en la mejora mediada por
Cas9 cuando se administra una construccion GENERIDE™ junto con Cas9.

Ejemplo 16: La eficacia de integracion, medida por el nivel de ARNm
fusionado, es mayor cuando GENERIDE™ se administra con ARNm de spCas9

El experimento descrito en este Ejemplo demuestra que la eficacia de
integracion del gen hAAT es mayor cuando GENERIDE™ se administra con ARNm
(de spCas9) de Streptococcus pyogenes.

La FIG. 14 muestra los resultados de un experimento en el cual se administro
una construccion GENERIDE™ (GR-hAAT) sola o junto con ARNm de spCas9, con
un control sin tratamiento previo y H20. Células HEPG2 se sembraron a
100 k/pocillo en formato de 24 pocillos. Al dia siguiente, el medio se sustituy6 por
DMEM que contenia suero bovino fetal (FBS) al 2.5% con o sin la construccion (GR-
hAAT) a una MOI de 1E5. EI ARNm de Cas9 (1 pg/pocillo) y el ARNgu (250
ng/pocillo) se transfectaron utilizando el reactivo Lipofectamine™ MessengerMAX™
de acuerdo con el protocolo del proveedor. Las células se recogieron 3 dias después
de la transfeccion y se extrajo el ARNm para el analisis. La FIG. 14 muestra un
grafico que mide los niveles de ARNm fusionado (copias/100 ng). EI ARNm de
spCas9 aumenté la eficacia de integraciéon de GR-hAAT.

Por tanto, este ejemplo demuestra que la eficacia de integracién, medida por
los niveles de ARNm fusionado, son mayores cuando GENERIDE™ se administra
con ARNm de spCas9.

Ejemplo 17: La integracidén de plasmidos circulares y lineales puede
mejorarse con la adicién de Cas9

El experimento descrito en este Ejemplo demuestra que la integracion de
plasmidos tanto circulares como lineales puede mejorarse con la adicion de Cas9.

Las FIGS. 15A y 15B muestran los resultados de un experimento en el que
se midio la eficacia de integracion de plasmidos de tipo silvestre (WT, wild type)
frente a plasmidos mutantes, en formato circular o lineal con o sin Cas9. Los

plasmidos tenian sitios de corte de enzimas de restriccion para linealizar el
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plasmido, y las mutaciones en el sitio de corte pueden mejorar aun mas la
integracion. La FIG. 15A muestra un grafico que mide los niveles de ARNm
fusionado (copias/100 ng) en presencia o ausencia de Cas9 de plasmidos de WT y
mutantes, en formato circular y lineal, con un control sin tratamiento previo (panel
izquierdo). La FIG. 15B muestra un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado
en presencia de Cas9 (norm. a C-WT+Cas9) de plasmidos de WT y mutantes, tanto
en formato circular como lineal (panel derecho).

Por tanto, este ejemplo demuestra que Cas9 mejora la integracion tanto de
plasmidos circulares como lineales, siendo los plasmidos lineales los que muestran
una mejor eficacia.

Ejemplo 18: Medicion de la eficacia de edicién, la reparacion dirigida por
homologia (HDR) y la unién de extremos no homélogos (NHEJ) después de la
transfeccion con ARNm de Nucleasa de AZ y de SpCas9 en células HEPG2

El experimento descrito en este Ejemplo midi6 la eficacia de edicion, la HDR
y la NHEJ después de la transfeccién con ARNm de Nucleasa de AZ y de SpCas9
en células HEPG2 humanas.

Las FIGS. 16A y 16B muestran los resultados de un experimento en el que
se midio la eficacia de edicion, KI_ HDR y NHEJ Fw+Rv después de la transfeccion
con ARNm de Nucleasa de AZ (FIG. 16A) o de SpCas9 (FIG. 16B) de diferentes
proporciones entre donante y ARNg respectivamente. Las células HepG2 se
trataron con SpCas9 o Nucleasa de AZ junto con el ARNgu designado. Para los
datos de HDR, se utiliz6 un donante de ADNmc corto con brazos de homologia
flanqueando el sitio de corte. Para los datos de NHEJ, se utiliz6 un donante de
ODNDbc (oligodesoxinucledtido bicatenario) corto. En todos los casos, se utilizé NGS
para definir la tasa de INDELES, la integracion de ADNmc y la integracién ODNbc
en relacion con las lecturas totales. Las flechas indican solapamiento de los ARNg
para SpCas9 y Nucleasa de AZ; los asteriscos indican los ARNg con el mayor Ki-
HDR para la Nucleasa de AZ. La FIG. 16A muestra una serie de graficos en los que
se midi6 la eficacia de edicidn (%) (panel superior), la KI_HDR (%) (panel central) y
la NHEJ_Fw+Rv ( %) (panel inferior) después de la transfeccion con ARNm de
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Nucleasa de AZ para diferentes proporciones entre donante y ARNg en células
HEPG2. La media de KI_HDR (%) fue mayor para el ADNmc (monocatenario) que
para el ADNbc (bicatenario) y viceversa en el caso de NHEJ_Fw+Rv (%). La FIG.
16B muestra una serie de graficos en los que se midio la eficacia de edicion (%)
(panel superior), la KI_HDR (%) (panel central) y la NHEJ_Fw+Rv (%) (panel
inferior) después de la transfeccion con ARNm de SpCas9 para diferentes
proporciones entre donante y ARNg en células HEPG2. La media de KI_HDR ( %)
fue mayor para el ADNmc que para el ADNbc viceversa en el caso de NHEJ_Fw+Rv
(%). Por tanto, este ejemplo demuestra que tanto el ARNm de Nucleasa de AZ como
de SpCas9 pueden dar lugar a la integracion de GENERIDE™ en células humanas
HEPG2.

Ejemplo 19: Comparacién de los ARNg en células HEPG2 humanas

El experimento descrito en este Ejemplo comparé ARNg humanos de spCas9
y Nucleasa de AZ Cas9 en células HEPG2 y compara la eficacia de la Nucleasa de
AZ Cas9 cuando realiza el corte dentro del brazo de homologia (HA) frente a cuando
lo hace fuera del mismo, en células HEPG2 humanas.

Las FIGS. 17A y 17B muestran los resultados de un experimento en donde
se midi6 la eficacia de integracion del transgén de spCas9 de diferentes ARNg
humanos en células HEPG2. Células HEPG2 se sembraron a 100 k/pocillo en
formato de 24 pocillos. Al dia siguiente, el medio se sustituyé por DMEM que
contenia suero bovino fetal (FBS) al 2.5 % con o sin las construcciones (GR-
hATP7B o GR-GFP) a una MOI de 1E5. El ARNm de Cas9 (1 ug/pocillo) y el ARNgu
(250 ng/pocillo) se transfectaron utilizando el reactivo Lipofectamine™
MessengerMAX™ de acuerdo con el protocolo del proveedor. Las células se
recogieron 3 dias después de la transfeccion y se extrajo el ARNm para el analisis.
La FIG. 17A muestra un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado
(copias/2.5 ng) en presencia de spCas9 en células HEPG2, con un control PD128
(panel izquierdo). La FIG. 17B muestra un grafico que mide los niveles de ARNm
fusionado normalizados (norm. a vt solamente) en presencia de spCas9 en células
HEPG2, con un control de PD128 (panel izquierdo). Las FIGS. 18A y 18B muestran
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los resultados de un experimento que evalua el efecto de la ubicacién del corte (es
decir, corte dentro del brazo de homologia (HA) GR, en donde tanto el HA en &'
como el HA en 3' pueden experimentar HDR, frente al corte fuera del brazo de
homologia GR, en donde sélo un extremo puede experimentar HDR) para spCas9
en células humanas. La FIG. 18A muestra un grafico en donde se comparan los
niveles de ARNm fusionado (norm.) cuando el corte se realiza fuera del HA (1 brazo)
frente a cuando el corte se realiza dentro del HA (2 brazos); el corte dentro del HA
dio lugar a una eficacia de integracion significativamente mas alta para spCas9
(panel izquierdo). La FIG. 18B muestra un grafico que mide los niveles de ARNm
fusionado (norm.) en funcién de la longitud alineada (intrén 12 y 13) cuando el corte
se realiza fuera del HA y dentro del HA (panel derecho). Las FIGS. 19A-19C
muestran los resultados de un experimento en donde se midié la eficacia de
integracion de transgenes de GENERIDE™ con Nucleasa de AZ Cas9 para
diferentes ARNg humanos en células HEPG2. Obsérvese que la 'referencia 14_2'
es un ARNgu de SpCas9, que se utiliza con SpCas9 como control positivo. La FIG.
19A muestra un grafico que mide los niveles de ARNm fusionado (copias/2.5 ng) en
presencia de GR-mut y Nucleasa de AZ Cas9 en células HEPG2, con un control
(PD128) de GR unicamente (panel izquierdo). La FIG. 19B muestra un grafico que
mide los niveles de ARNm fusionado (copias/2.5 ng) en presencia de GR-GFP y
Nucleasa de AZ Cas9 en células HEPG2, con un control sin tratamiento previo y un
control de GR unicamente (vt-0290) (panel central). La FIG. 19C muestra un grafico
que mide los niveles de ARNm fusionado (copias/2.5 ng) en presencia de GR-
ATP7B y Nucleasa de AZ Cas9 en células HEPG2, con un control sin tratamiento
previo y un control de GR unicamente (vt-235) (panel derecho). Las FIGS. 20A y
20B muestran los resultados de un experimento que mide la eficacia de integracién
GENERIDE™ con la Nucleasa de AZ Cas9 cuando corta dentro del HA frente a
cuando corta fuera del HA en células HEPG2. La FIG. 20A muestra un grafico en
donde se comparan los niveles de ARNm fusionado (norm. a vt Unicamente) cuando
el corte se realiza fuera del HA (1 brazo) frente a cuando el corte se realiza dentro
del HA (2 brazos) (panel izquierdo). La FIG. 20B muestra un grafico que mide los
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niveles de ARNm fusionado (norm.) en funcién de la longitud alineada (intrén 12 y
13) cuando el corte se realiza fuera del HA y dentro del HA (panel derecho).

Por tanto, este ejemplo demuestra que el ARNg 14-2 para spCas9 dio lugar
a una mayor eficacia de integracion en este experimento que otros ARNg, mientras
que el ARNgu 163 fue el mas activo entre los ARNgu de la Nucleasa de AZ, seguido
del 37, 188, 171 y 116. También se descubriéo que el ARNgu 188 funciona mejor y
de forma mas fiable que otros ARNgu de la Nucleasa de AZ para tres vectores
diferentes, presumiblemente debido a su mayor proximidad al sitio de integracién lo
que hace que el sitio DSB esté dentro de los limites del brazo de homologia para
los tres vectores. Ademas, este ejemplo ilustra que cuando el corte se realizado
dentro del brazo de homologia da lugar a una mayor eficacia de integracion en el
caso de spCas9, pero que esto no se aplica a la Nucleasa de AZ Cas9. Por ultimo,
también muestra que el vector ATP7B con brazo de homologia corto muestra una
menor integracidon en comparacion con el brazo de homologia de 1kb tanto para
spCas9 como para la Nucleasa de AZ Cas9.

Ejemplo 20: Mediciéon de la eficacia de edicion, de la HDR y de la NHEJ,
después de la transfeccion con ARNm de Nucleasa de AZ en células HEPG2

El experimento descrito en este Ejemplo midi6 la eficacia de edicion, la HDR
y la NHEJ después de la transfeccién con ARNm de Nucleasa de AZ en células
HEPG2 humanas.

La FIG. 21 muestra los resultados de un experimento en donde se midio la
eficacia de edicion, KI_ HDR y NHEJ_ Fw+Rv después de la transfecciéon con ARNm
de Nucleasa de AZ de los ARNg y donantes indicados (Sin donante, ADNmc o
ADNDbc). Las células HepG2 se trataron con SpCas9 o Nucleasa de AZ junto con el
ARNgu designado. Para los datos de HDR, se utiliz6 un donante de ADNmc corto
con brazos de homologia flanqueando el sitio de corte. Para los datos de NHEJ, se
utilizé un donante de ODNbc (oligodesoxinucleétido bicatenario) corto. En todos los
casos, se utilizé NGS para definir la tasa de INDELES, la integracion de ADNmc y
la integracion ODNDbc en relacion con las lecturas totales. La FIG. 21 muestra una
serie de graficos en los que se midio la eficacia de edicion (%) (panel superior), la
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KI_HDR (%) (panel central) y la NHEJ_Fw+Rv (%) (una medida de integracién por
NHEJ en orientaciones directa (forward, fw) o inversa (reverse, rev); panel inferior)
después de la transfecciéon con ARNm de Nucleasa de AZ para los ARNg y donantes
indicados (Sin donante, ADNmc o ADNbc) en células HEPG2. La media de KI_HDR
(%) fue mayor para el ADNmc (monocatenario) que para el ADNbc (bicatenario) y
viceversa en el caso de NHEJ_Fw+Rv (%). Las flechas indican solapamiento de los
ARNg para SpCas9 y Nucleasa de AZ; los asteriscos indican los ARNg con el mayor
KI-HDR para la Nucleasa de AZ.

Por tanto, este ejemplo demuestra que el ARNm de la Nucleasa de AZ
conduce a reescritura genémica, a HDR y a NHEJ en células HEPG2. Por tanto, los
datos muestran que el ARNgu promueve la mayor integracion por NHEJ, aunque
también que la HDR es generalmente mas eficaz que la NHEJ, al menos en este
escenario. Ademas, los ARNgu mas activos por NHEJ se encuentran a menudo,
pero no siempre, entre los ARNgu mas activos por HDR. Estas tendencias son mas
pronunciadas en el caso de la Nucleasa de AZ que en el de SpCas9. Por otro lado,
las secuencias de ARNgu ilustrativas de la Tabla 10 fueron las mas activas en
ambos conjuntos de datos — el conjunto de cribado HDR+NHEJ (datos NGS) y el
conjunto de cribado basado en GR (ARN fusionado).

Tabla 10: Secuencias ilustrativas de ARNgu

Espe | Nucleas | Nombre | Regidén | Protoespacia | Secuencia completa
cie a diana | dor ordenada

Ser Nucleas | Nucleasa | Intron | TAGCAATAG | mU*mA*mG*rCrArArUrA

huma | ade AZ | de 12 GGAGTTGA | rGrGrGrArGrUrUrGrArG

no AZ 65/ GCTTC (SEQ | rCrUrUrCrGrUrUrUrCrAr

Nucleasa ID NO: 87) GrUrUrGrArArArGrArAr

de AZ 65 GrUrCrArCrUrCrUrUrAr

ArArGrUrGrArGrCrUrGr

ArArArUrCrArCrUrArArA

rArArUrUrArArGrArUrUr
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GrArArCrCrCrGrGrCrUr
ArCrUrGrArCrUrCrUrGr
UrCrArUrCrCrG*mG*mG
*mU (SEQ ID NO: 93)
Ser Nucleas | Nucleasa | Intréon | AAAATAAGG | mA*mA*mMA*rArUrArArG
huma | ade AZ | de 12 CTATCCAAA | rGrCrUrArUrCrCrArArAr
no AZ 116/ CTCA (SEQ | CrUrCrArGrUrUrUrCrAr
Nucleasa ID NO: 88) GrUrUrGrArArArGrArAr
de GrUrCrArCrUrCrUrUrAr
AZ 116 ArArGrUrGrArGrCrUrGr
ArArArUrCrArCrUrArArA
rArArUrUrArArGrArUrUr
GrArArCrCrCrGrGrCrUr
ArCrUrGrArCrUrCrUrGr
UrCrArUrCrCrG*mG*mG
*mU(SEQ ID NO: 94)
Ser Nucleas | Nucleasa | Intrén | TCTCATGTG | mU*mC*mU*rCrArUrGr
huma | ade AZ | de 12 TGGGGCCA | UrGrUrGrGrGrGrCrCrAr
no AZ_ 163/ CCATA (SEQ | CrCrArUrArGrUrUrUrCr
Nucleasa ID NO: 89) ArGrUrUrGrArArArGrAr
de ArGrUrCrArCrUrCrUrUr
AZ 163 ArArArGrUrGrArGrCrUr

GrArArArUrCrArCrUrArA
rArArArUrUrArArGrArUr
UrGrArArCrCrCrGrGrCr
UrArCrUrGrArCrUrCrUr
GrUrCrArUrCrCrG*mG*
mG*mU(SEQ ID NO: 95)
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Ser
huma

no

Nucleas
ade AZ

Nucleasa
de

AZ_ 188/
Nucleasa
de

AZ 188

Intrén
13

AAAAGTTAC
TGTCAGGC
CATAA (SEQ
ID NO: 90)

MA*MA*mA*rArGrUrUrA
rCrUrGrUrCrArGrGrCrCr
ArUrArArGrUrUrUrCrAr

GrUrUrGrArArArGrArAr

GrUrCrArCrUrCrUrUrAr

ArArGrUrGrArGrCrUrGr

ArArArUrCrArCrUrArArA
rArArUrUrArArGrArUrUr
GrArArCrCrCrGrGrCrUr

ArCrUrGrArCrUrCrUrGr

UrCrArUrCrCrG*mG*mG
*mU (SEQ ID NO: 96)

Ser
huma

no

Nucleas
ade AZ

ESOH_AI
b_14-2

Intrén
14

AGTTTAGAA
TAGTGGTC
GGTGC
(SEQ ID NO:
91)

MA*MG*mU*rUrUrArGrA
rArUrArGrUrGrGrUrCrGr
GrUrGrCrGrUrUrUrCrAr

GrUrUrGrArArArGrArAr

GrUrCrArCrUrCrUrUrAr

ArArGrUrGrArGrCrUrGr

ArArArUrCrArCrUrArArA
rArArUrUrArArGrArUrUr

GrArArCrCrCrGrGrCrUr

ArCrUrGrArCrUrCrUrGr

UrCrArUrCrCrG*mG*mG
*mU(SEQ ID NO: 97)

Ser
huma

no

SpCas9

spCas9
14 2 Hi
Mod

Intrén
14

TTTAGAATA
GTGGTCGG
TGC (SEQ ID
NO: 92)

mU*mU*mU*rArGrArArU
rArGrUrGrGrUrCrGrGrUr
GrCrGrUrUrUrUrArGrA
MGmMCmUmAmMGmMAmMA
MAMUMAMGMCrArArG
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rUrUrArArArArUrArArGr

GrCrUrArGrUrCrCrGrUr
UrArUrCrAmAmCmUmU
MGMAMAMAMAMAMG
MUmGmMGmMCmAmMCmC
MGMAMGmMUmMCmGmG
mUmGmCmU*mU*muU*

mU (SEQ ID NO: 98)

‘m’ es 2’OMe, * indica enlace fosforotioato y r indica ribo.

Ejemplo 22: Evaluacién de ARN de IDT para garantizar la viabilidad con
la LNP de AZ

El experimento descrito en este Ejemplo demuestra un estudio disefiado para
evaluar el ARN de IDT para garantizar la viabilidad con la LNP (obtenida de
AstraZeneca; "LNP de AZ") donde se evalud la calidad de los materiales de ARN de
IDT para garantizar la viabilidad de trabajo con la LNP y se compararon las
proporciones N:P, las preparaciones de formulacion y el escalonamiento de la
dosificacion de LB el Dia 1 (D1) frente a 4 horas (H4).

Las FIGS. 23A-23F muestran los resultados de experimentos realizados para
evaluar el ARN de IDT para garantizar la viabilidad con la LNP de AZ. El donante
GR-HDR utilizado fue DJ-mHA (1.0/1.0) GFP-LB-Vt-0298-001 y la LNP utilizada fue
la AZ de AstraZeneca. Se administraron 5 combinaciones diferentes a distintos
grupos de ratones de WT: Unicamente GR WT, GR WT + LNP N:P=3 (Co-
formulacién) escalonado el D1, GR WT + LNP N:P=6 (Co-formulacién) escalonado
el D1, GR WT + LNP N:P=6 (formulacién por sep.) escalonado el D1y GR WT +
LNP N:P=6 (Co-formulacién) escalonado en H4. Ratones FvB recibieron DJ-AAV-
GFP junto con preparados con una proporcion N.P de 3 o 6 (como se indica), con
el ARNm y el ARNgu formulados conjuntamente ('Co-formulacién') o por separado
(‘formulacion por sep.'). El tiempo de escalonamiento indica si la LNP se dosifico 1
dia 0 4 horas después de la dosificacion del AAV. La FIG. 23A muestra los

resultados de un experimento realizado para medir los niveles de ALB-2A (ug/ml)
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hasta 3 semanas después de la dosificacion de LNP en las 5 combinaciones
diferentes enumeradas anteriormente, con el GR unicamente como control. La FIG.
23B es un grafico de barras que mide las copias de ARNm fusionado/100 ng de
ARN de las 5 combinaciones diferentes administradas, con el GR unicamente como
control. La FIG. 23C es un conjunto de imagenes de IHQ, realizandose la IHQ para
etiquetar y medir células GFP+ después de la administracion de las 5
combinaciones enumeradas anteriormente. La FIG. 23D es un grafico de barras que
mide el % de células positivas a GFP después de la administraciéon de las 5
combinaciones enumeradas anteriormente. La FIG. 23E es un grafico de barras que
mide los niveles de ALB-2A (ug/ml) después de la administracion de las 5
combinaciones enumeradas anteriormente. La FIG. 23F muestra los niveles de
ALB-2A (pg/ml) en funcidén del % de células positivas a GFP después de la
administracion de las 5 combinaciones enumeradas.

Por tanto, este ejemplo demuestra que hay una mejor integracion,
cuantificada por la expresion de ALB-2A y la integracion de ARNm fusionado,
cuando se utiliza GR2.0 en comparacion con GR solo y eso es cierto para todos los
grupos de GR2.0, con un rendimiento de LNP de AZ que es mejor que el de la LNP
Genvoy-ILM anterior. ElI N:P6 dio lugar a una mayor expresion de ALB-2A que el
N:P3, sin embargo, la combinacién de ARN guia y de spCas9 formulados
conjuntamente dio lugar a una mayor expresién de ALB-2A en comparacion con la
combinacion de ARN guia y de Cas9 formulada por separado. Hubo una expresién
de ALB-2A comparable con el escalonamiento de la dosis en H4 y D1 entre los
componentes GR y LNP, con respecto a la administracion de los componentes. Este
ejemplo mostré que la coformulacion LNP N:P6 produjo una integracion de ~16 %
de células GFP+ en la IHQ que se correlaciond con la expresion de ALB-2A.
Ademas, la tincion de CD4 no mostré diferencias entre los grupos cuando se
comparé con GR solo y la integracién de ADNg molecular se correlacioné en general
con ARN fusionado y ALB-2A.
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Ejemplo 23: Optimizacion del calendario de tratamiento: El tratamiento
con GR un dia después de la transfeccion del ARNm también mejoré la
integracion

El experimento descrito en este Ejemplo demuestra que el tratamiento con
GR un dia después de la transfeccion de ARNm también mejora la integracién de
GR.

Las FIGS. 24A y 24B muestran resultados de experimentos realizados para
optimizar un calendario de tratamiento, en los que las células se trataron de acuerdo
con 2 protocolos diferentes para determinar cual era mejor para mejorar la
integracion. La FIG. 24A muestra los resultados de experimentos en los que las
células se trataron con GR el mismo dia que la transfeccion de ARNm (protocolo
original). La siembra se realiz6 el DO seguido de la transfeccion de ARNm de
nucleasa junto con el tratamiento GR-GFP el D1 y la recogida se realiz6 el D4 (panel
superior). La FIG. 24A muestra un grafico de barras que mide el % de células HA+
de las 4 combinaciones diferentes administradas: sin tratamiento previo (control),
GR-GFP, GR-GFP + Cas9, y s6lo ARNm (panel inferior izquierdo) y otro grafico de
barras que mide el % de células HA+ (norm.) de las mismas 4 combinaciones
administradas (panel inferior derecho). La FIG. 24B muestra los resultados de
experimentos en los que las células se trataron con GR el dia después de la
transfeccion de ARNm. La siembra se realiz6 el DO, seguido de la transfeccion del
ARNm de la nucleasa el D1, seguido del tratamiento con GR-GFP el D2 vy, por
ultimo, la recogida se realiz6 el D5 (panel superior). La FIG. 24B muestra un grafico
de barras que mide el % de células HA+ de las 4 combinaciones diferentes
administradas: sin tratamiento previo (control), GR-GFP, GR-GFP + Cas9, y sélo
ARNm (panel inferior izquierdo) y otro grafico de barras que mide el % de células
HA+ (norm.) de las mismas 4 combinaciones administradas (panel inferior derecho).

Por tanto, este ejemplo demuestra que el tratamiento con GR un dia después
de la transfeccion de ARNm también mejora la integracién. Los datos también
pueden sugerir que la adicion de ODNbc un dia después dara lugar a una mejor
eficacia de hibridacion de ODNbc.
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Ejemplo 24: Efecto de los reactivos de transfeccion sobre la eficacia de
transfeccion y la proporcion de edicion in vitro

El experimento descrito en este Ejemplo evalu6 el efecto de diferentes
reactivos de transfeccién sobre la eficacia de transfeccion y la proporcion de edicidon
in vitro en células humanas.

La FIG. 25 muestra los resultados de experimentos realizados para comparar
la eficacia de transfeccién de diferentes reactivos mediante inmunofluorescencia.
La FIG. 25 muestra 4 imagenes de inmunofluorescencia (panel superior izquierdo)
que prueban la eficacia de transfeccion de Lipofectamine™ 3000 para la
transfeccion de mCherry y eGFP, con un canal DAPI y una imagen fusionada de
eGFP-mCherry que muestra la expresion de ambos y 4 imagenes de
inmunofluorescencia (panel superior derecho) que prueban la eficacia de
transfeccion de MessengerMax™ para la transfeccion de mCherry y eGFP, con un
canal DAPI y una imagen fusionada de e GFP-mCherry que muestra la expresion de
ambos. La FIG. 25 también muestra graficos de barras que miden el % de eficacia
de transfeccion para eGFP y mCherry tanto para Lipofectamine™ 3000 como para
MessengerMax™ paneles inferior izquierdo e inferior derecho, respectivamente. La
FIG. 26 muestra un grafico de barras que mide el % de células HA+ de las 8
combinaciones diferentes administradas: sin tratamiento previo (control), ARNm
solo, Vehiculo + GR-GFP + ARNm de Cas9, Vehiculo + ODNbc + GR-GFP + ARNm
de Cas9, ARNg n.° 2 + GR-GFP + ARNm de Cas9, ARNg n.° 2 + ODNbc + GR-GFP
+ ARNm de Cas9, ARNg n. °10 + GR-GFP + ARNm de Cas9, y ARNg n.° 10 +
ODNbc + GR-GFP + ARNm de Cas9 (panel inferior izquierdo), un grafico de barras
que mide el % de células HA+ (norm.) de las mismas 8 combinaciones
administradas (panel inferior central), y otro grafico de barras que mide el recuento
de células/imagen de las mismas 8 combinaciones administradas (panel inferior
derecho).

Por tanto, este ejemplo demuestra que MessengerMax™ es superior a

Lipofectamine 3000 para la transfeccion de ARNm, como se evidencia por su
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eficacia de transfeccion mucho mayor que Lipofectamine 3000, pero no mostrd
mucha separacion del valor inicial.
Equivalentes

Los expertos en la materia reconoceran o podran determinar, utilizando tan
solo experimentacion rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas
de la invencion descritas en el presente documento. El alcance de la presente
invencion no pretende limitarse a la Descripcion anterior, sino mas bien a lo
expuesto en las siguientes reivindicaciones:

Se hace constar que con relacion a esta fecha, el mejor método conocido por
la solicitante para llevar a la practica la citada invencion, es el que resulta claro de

la presente descripcion de la invencion.



