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NANOPARTICULAS LIPIDAS CONJUGADAS CON ANTICUERPOS ESPECIFICOS DE CMH Y USOS
DE LAS MISMAS
REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de los Estados

Unidos n.° 63/443.223, presentada el 3 de febrero de 2023, de la solicitud provisional de los Estados Unidos
n.° 63/463.252, presentada el 1 de mayo de 2023 y de la solicitud provisional de los Estados Unidos n.°
63/467.282, presentada el 17 de mayo de 2023, cada una de las cuales se incorpora en su totalidad por
referencia en el presente documento.
REFERENCIA A UN LISTADO ELECTRONICO DE SECUENCIAS
El contenido del listado electronico de secuencias (183952035040SEQLIST.xml; tamafio: 57.069

bytes; y fecha de creacién: 30 de enero de 2024) se incorpora en su totalidad en el presente documento

por referencia.
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion proporciona nanoparticulas lipidicas para el suministro de acidos nucleicos a células

madre hematopoyéticas, métodos de fabricacién y uso.
ANTECEDENTES

Existe la necesidad de contar con métodos seguros y eficaces in vivo para la edicién genética

dirigida en células madre hematopoyéticas (CMH).
COMPENDIO
en la presente memoria se proporciona una nanoparticula lipidica (NPL) para el suministro dirigido
de un acido nucleico a una célula madre hematopoyética (CMH), comprendiendo la NPL un conjugado de
lipido-anticuerpo que comprende el compuesto de Férmula (1): [Lipido] — [conector opcional] — [anticuerpo],
en donde el anticuerpo se une a CD105 y/o CD117; un lipido catidnico ionizable que comprende: (i) un

compuesto de Formula (11'):

RY )J\
RIAL J\ AR \‘/ ~N R2A3

RlAZ RZAZ
R1A3 RZAl
. N (0]
R3B
R3A RSAS
\’<R3A2
RO an),

o una de sus sales, en donde: R!, R? y R3 son cada uno de forma independiente un enlace o
alquileno C,.3; R'A, R?Ay R3A son cada uno de forma independiente un enlace o alquileno Cj_3p; R, R1A2,

R1A3) R2AL R2A2 R2A3 R3AL R38A2 y R3A3 gon cada uno de forma independiente H, alquilo C;_ 5, alquenilo C;.
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20, "(CH2)0-10C(O)OR! 0 -(CH,)0.100C(0)R#?; Ra1 y R22 son cada uno de forma independiente alquilo C;.59 0

alquenilo Cy.5;
%
R3B2 R3BL

~N
N/

R3E es R3B3

H o alquilo C; opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes, cada uno seleccionado de forma

; R38L es alquileno Cy¢; y R382 y R383 son cada uno de forma independiente

independiente del grupo que consiste en -OH y -O-(alquilo C); o (ii) un compuesto que tiene la siguiente

estructura:

/
N\
Do)
- - o una de sus sales;

y uno o mas &cidos nucleicos dispuestos en la NPL.

En algunas realizaciones, el compuesto de Formula (II') es un compuesto de Férmula (11):

JL . )k
RIAL AR Y ~ R2A3
R1’>‘/ \’<R 2n2

R1A3 R2A1

,N @)

RSA RSAS

R3A2

R ),

0 una de sus sales, en donde: R, R? y R3 son cada uno de forma independiente un enlace o
alquileno C,.3; R™, R?* y R3A son cada uno de forma independiente un enlace o alquileno Cj.3o; R4, R142,
R1A3 R2AL R2A2 R2A3 R3Al RS8AZ y R3A3 gon cada uno de forma independiente H, alquilo C;.5, alquenilo C,.
20, "(CH2)0.10C(O)OR2! 0 -(CH,)0.100C(0)R#?; Ral y Ra2 son cada uno de forma independiente alquilo Cy.59 0

alquenilo Cy.5;
2
R3B2 R3BL

N,
N

R3BS

RSB es ; R3B! es alquileno C,¢; y R382 y R383 son cada uno de forma independiente

H o alquilo Cy.
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En algunas realizaciones, la NPL comprende dos conjugados de lipido-anticuerpo que comprenden
el compuesto de Férmula (I), en donde el primer conjugado de lipido-anticuerpo y el segundo conjugado
de lipido-anticuerpo son iguales o diferentes.

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL que se une a CD105 y/o CD117 comprende una
region variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de cadena ligera (VL) de
anticuerpo. En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a CD117, donde la VH comprende una CDR-
H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de FTFSNYAMS (SEQ ID NO: 1), una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO: 2) y una CDR-H3 que
comprende la secuencia de aminoacidos de AKGPPTYHTNYYYMDV (SEQ ID NO: 3), y la VL comprende
CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de RASQGISSWLA (SEQ ID NO: 4), una CDR-L2
gue comprende la secuencia de aminoacidos de AASSLQS (SEQ ID NO: 5) y una CDR-L3 que comprende
la secuencia de aminoacidos de QQTNSFPYT (SEQ ID NO: 6). En algunas realizaciones, el anticuerpo se
une a CD117, donde la VH comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de
FTFSDADMD (SEQ ID NO: 10), una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
RTRNKAGSYTTEYAASVKG (SEQ ID NO: 11) y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de AREPKYWIDFDL (SEQ ID NO: 12), y la VL comprende CDR-L1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 13), una CDR-L2 que comprende la secuencia de
aminodcidos de AASSLQS (SEQ ID NO: 14) y una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos
de QQSYIAPYT (SEQ ID NO: 15). En algunas realizaciones, el anticuerpo se une a CD105, donde VH
comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de DAWMD (SEQ ID NO: 19), una
CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de EIRSKASNHATYYAESVKG (SEQ ID NO: 20) y
una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de WRRFFDS (SEQ ID NO: 21), y VL
comprende CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de RASSSVSYMH (SEQ ID NO: 22),
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de ATSNLAS (SEQ ID NO: 23) y una CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos de QQWSSNPLT (SEQ ID NO: 24).

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL se une a CD117 y comprende una region variable
de cadena pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde
la VH comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de FTFSNYAMS (SEQ ID
NO: 1), una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de AISGSGGSTYYADSVKG (SEQ ID
NO: 2) y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de AKGPPTYHTNYYYMDV (SEQ ID
NO: 3), y la VL comprende CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de RASQGISSWLA (SEQ
ID NO: 4), una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de AASSLQS (SEQ ID NO: 5) y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QQTNSFPYT (SEQ ID NO: 6).

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL se une a CD117 y comprende una region variable
de cadena pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde
la VH comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de FTFSDADMD (SEQ ID
NO: 10), una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de RTRNKAGSYTTEYAASVKG (SEQ
ID NO: 11) y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de AREPKYWIDFDL (SEQ ID NO:
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12), y la VL comprende CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de RASQSISSYLN (SEQ ID
NO: 13), una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de AASSLQS (SEQ ID NO: 14) y una
CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoacidos de QQSYIAPYT (SEQ ID NO: 15).

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL se une a CD105 y comprende una region variable
de cadena pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde
VH comprende una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de DAWMD (SEQ ID NO: 19),
una CDR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos de EIRSKASNHATYYAESVKG (SEQ ID NO:
20) y una CDR-H3 que comprende la secuencia de aminoacidos de WRRFFDS (SEQ ID NO: 21), y VL
comprende CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de RASSSVSYMH (SEQ ID NO: 22),
una CDR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos de ATSNLAS (SEQ ID NO: 23) y una CDR-L3
gue comprende la secuencia de aminoacidos de QQWSSNPLT (SEQ ID NO: 24).

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL comprende una region variable de cadena
pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde el
anticuerpo se une a CD117, y en donde la VH comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
7 y la VL comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones, el
anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de
cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde el anticuerpo se une a CD117, y en donde la VH comprende la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 16 y la VL comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada
(VH) de anticuerpo y una regioén variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde el anticuerpo se
une a CD105, y en donde la VH comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25y la VL
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 26.

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL se une a CD117 y comprende una regién variable
de cadena pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde
la VH comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 y la VL comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL se une a CD117 y comprende una region variable
de cadena pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde
la VH comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16 y la VL comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 17.

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL se une a CD105 y comprende una regién variable
de cadena pesada (VH) de anticuerpo y una region variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo, en donde
la VH comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25 y la VL comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 26.

En algunas realizaciones, el anticuerpo de la NPL que se une a CD105 y/o CD117 comprende un
Fab, F(ab)2, Fab’-SH, Fv, fragmento scFv o dominio variable Unico de inmunoglobulina. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende un Fab. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un

dominio Fc.
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En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un Fab que comprende un dominio de cadena
pesada y un dominio de cadena ligera. En algunas realizaciones, los dominios de cadena pesada y cadena
ligera del Fab comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 9 y 38 o tienen
al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 o0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de
aminodcidos expuestas en las SEQ ID NO: 9 y 38. En algunas realizaciones, los dominios de cadena
pesada y cadena ligera del Fab comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO:
18 y 39 o tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las
secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 18 y 39. En algunas realizaciones, los dominios
de cadena pesada y cadena ligera del Fab comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las
SEQ ID NO: 27 y 40 o tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia
con las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 27 y 40.

En algunas realizaciones, el Fab carece del enlace disulfuro intercatenario natural en el extremo C.
En algunas realizaciones, el Fab esta disefiado para reemplazar una o ambas cisteinas en la cadena ligera
constante natural y la cadena pesada constante natural que forman el disulfuro intercatenario natural con
un aminoécido distinto de cisteina, para eliminar de este modo el enlace disulfuro intercatenario natural en
el Fab. En algunas realizaciones, el Fab comprende un fragmento de cadena pesada que comprende la
sustitucion C233S y un fragmento de cadena ligera que comprende la sustitucion C214S, numeracion
segun Kabat.

En algunas realizaciones, el Fab tiene un enlace disulfuro intercatenario no natural. En algunas
realizaciones, el Fab tiene un enlace disulfuro intercatenario interno disefiado.

En algunas realizaciones, el Fab comprende la sustitucion F174C en el fragmento de cadena
pesada y la sustitucion S176C en el fragmento de cadena ligera, numeracién segun Kabat. En algunas
realizaciones, el Fab comprende una cisteina en el extremo C del fragmento de cadena pesada o ligera.
En algunas realizaciones, el Fab comprende ademas uno o mas aminoacidos entre el fragmento de cadena
pesada del Fab y la cisteina C-terminal.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina
(ISV). En algunas realizaciones, el dominio ISV es un dominio ISV de Nanobody®. En algunas
realizaciones, el dominio variable Unico de inmunoglobulina comprende una cisteina en el extremo C.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende dos o mas dominios VHH.

En algunas realizaciones, el dominio variable Unico de inmunoglobulina comprende un dominio
VHH y comprende ademds un espaciador que comprende uno o0 mas aminoacidos entre el dominio VHH y
la cisteina C-terminal. En algunas realizaciones, los dos o mas dominios VHH estan unidos por un
espaciador aminoacidico. En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un primer dominio VHH unido
a un dominio CH1 de anticuerpo y un segundo dominio VHH unido a un dominio constante de la cadena
ligera de anticuerpo

En algunas realizaciones, el dominio CH1 del anticuerpo y el dominio constante de cadena ligera

del anticuerpo estan unidos por uno o mas enlaces disulfuro. En algunas realizaciones, el dominio CH1
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comprende las sustituciones F174C y C233S y el dominio constante de cadena ligera comprende las
sustituciones S176C y C214S, numeracion segun Kabat.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un espaciador o conector de aminoacidos con
la secuencia de aminoacidos de AAA o con una secuencia de aminoacidos expuesta en una cualquiera de
las SEQ ID NO: 45-60.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un anticuerpo biespecifico. En algunas
realizaciones, el anticuerpo de la NPL que se une a CD105 y/o CD117 comprende un anticuerpo
biespecifico.

En algunas realizaciones, se proporciona en la presente memoria una NPL, donde el o los acidos
nucleicos son ADN o ARN. En algunas realizaciones, el ARN es un ARNm.

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos de la NPL comprenden un ARNm que codifica
una nucleasa dirigida, un editor de bases quimicas, un editor de calidad o un editor epigendmico. En
algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos comprenden un ARNm que codifica una nucleasa dirigida.
En algunas realizaciones, la nucleasa dirigida es una nucleasa asociada a CRISPR (Cas), una nucleasa
de dedos de zinc (ZFN), una nucleasa efectora de tipo activador transcripcional (TALEN) o una megaTAL.
En algunas realizaciones, la nucleasa dirigida es una nucleasa Cas, ZFN, TALEN o megaTAL que
comprende una secuencia de aminoacidos que confiere unién a una secuencia de nucleétidos diana.

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos de la NPL comprenden un ARNm que codifica
una nucleasa asociada a CRISPR (Cas) o un editor de bases quimicas; y un ARN guia (ARNg) que
comprende una secuencia de nucleétidos que confiere unién a una secuencia de nucleétidos diana.

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos de la NPL comprenden un ARNm que codifica
un editor de calidad; y un ARN guia de edicién de calidad (ARNgec) que comprende una secuencia de
nucleétidos que confiere unién a una secuencia de nucle6tidos diana.

En algunas realizaciones, la nucleasa Cas es una enzima Cas de tipo Il o de tipo V, o0 una variante
de la misma. En algunas realizaciones, la nucleasa Cas es una enzima Cas9, una enzima Casl12, una
enzima CasX, una enzima Cas14 o una variante de las mismas.

En algunas realizaciones, el ARNg o ARNgec de la NPL comprende una secuencia que tiene al
menos un 80 % de identidad con al menos 15 nucleétidos consecutivos de la secuencia de nucleétidos
diana. En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos de la NPL comprenden ademas un acido nucleico
molde donante que comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad con al menos 15
nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucleotidos diana.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos diana comprende al menos 15 nucle6tidos
consecutivos y esta ubicada dentro de una regién codificante de un gen, una regién intronica asociada a
un gen, una region exénica asociada a un gen, una region 5' no traducible asociada a un gen o una region
3' no traducible asociada a un gen, en donde el gen se selecciona del grupo que consiste en un gen
seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1,
LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA,
CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG,
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AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1l, FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2, antitrombina Il y proteina C.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana esta dentro de una regién reguladora,
opcionalmente una region potenciadora o una region represora, de un gen seleccionado del grupo que
consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG,
RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C,
NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG,
FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5,
CXCR4, F5, F2, antitrombina Ill y proteina C. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana
esta dentro del potenciador eritroide de BCL11A. En algunas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos
diana comprende la secuencia polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una
variante de la misma que comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de
nucledtidos.

En algunas realizaciones, el lipido catiénico ionizable de la NPL comprende un compuesto de
Férmula (11". En algunas realizaciones, el lipido catidnico ionizable de la NPL comprende un compuesto de
Formula (II). En algunas realizaciones, R382 y R383 son cada uno de forma independiente H o alquilo Cy,
opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes, cada uno seleccionado de forma independiente
del grupo que consiste en -OH y -O-(alquilo Cy). En algunas realizaciones, R®? y R383 son cada uno de
forma independiente metilo o etilo, cada uno opcionalmente sustituido con uno o mas -OH. En algunas

realizaciones, R382 y R383 son cada uno metilo sin sustituir.

RBB2 R3B£LL7

\|T|/ \N/\/\SSS \N/\/‘?l'
En algunas realizaciones, , |

R3B3
/\N/\/g% HO\/\N/\/\jg

| P o O
HOV\T/\/\;

es |
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R3B2 R3B1
~N N 7~ A \ /\/\:é
|

383 |
R es . En algunas

En algunas realizaciones,
realizaciones, R, R> y R3 son cada uno de forma independiente un enlace o metileno. En algunas
realizaciones, R y R? son cada uno metileno y R3 es un enlace.

En algunas realizaciones, el lipido cationico ionizable de la NPL es un compuesto de Férmula (Ila):

0] O
R1AL R1AJ\ )J\ R2A R2A3

R 1A2 R2A2

R1A3 N o) R2AL
3B2 3B1
RIS N _R

I R3A R3A3
R3B3

@) @)

R3A2

R3A (l1a).

en donde RlA RZA R3A RlAl R1A2 R1A3 R2A1 R2A2 R2A3 RSAl R3A2 R3A3 R3Bl RSBZ y R383 son
como se ha definido para la Férmula (II'), Formula (Il) o cualquier variacion o realizacion de las mismas.

En algunas realizaciones, el lipido cationico ionizable de la NPL es un compuesto de Férmula (IIb):

NN (IIb).

En algunas realizaciones, R4, R?* y R3A son cada uno de forma independiente un enlace o -(CHy);.
10-- En algunas realizaciones, R y R?A son cada uno de forma independiente un enlace, -CH,-, -(CH,),-, -
(CH3)3-, -(CH,)s-, -(CH2)s-, -(CHa)e-, -(CH,);- 0 -(CHy)s-. En algunas realizaciones, R y R?A son cada uno
de formaindependiente un enlace, -(CH,),-, -(CH.)s-, -(CH>)e-, -(CH,)+- 0 -(CH,)g-. En algunas realizaciones,
R3A es un enlace, -CH,-, -(CH,),- 0 -(CH,);-. En algunas realizaciones, R1Al, R1A2 R1A3 R2AL " R2A2 y R2A3
son cada uno de forma independiente H, alquilo C;.;5, -CH=CH-(alquilo C;.;5), -CH=CH-CH,-CH=CH-
(alquilo Cq.19), -(CH,)0.4C(O)OCH(alquilo Cy.10)(alquilo Cy.15), -(CH2)e4sOC(O)CH(alquilo C;.10)(alquilo C1.1s),
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-(CH1)0.4C(0O)OCH,(alquilo Cj1.35) 0 -(CH,)o.4OC(O)CHy(alquilo C;.15). En algunas realizaciones, Rl y R2A1
son cada uno de forma independiente -CH=CH-(alquilo C;.15), -CH=CH-CH,-CH=CH-(alquilo C;.15), -(CH,)o.
4C(O)OCH(alquilo C;.g)(alquilo Cy.15) 0 -(CH3)04OC(O)CH(alquilo Cy.jp)(alquilo Cy.15); y RA2, R1A3, R2A2 y

R?A3  son cada uno H. En algunas realizaciones, Rl 'y R2A son cada uno

S~

S o
S | Tm
S o s
TCL *m

algunas realizaciones, R1AL R2A1 cada uno

En algunas realizaciones, R3A1, R342 y R3A3 son cada uno de forma independiente H, alquilo Cy_ss, -

(CH2)04C(O)OCH(anU|IO C1.5)(a|qui|0 Cl-lO)a -(CH2)04OC(O)CH(aqu|IO C1.5)(a|qui|0 Cl-lO)a -(CHg)o.
4C(O)OCH2(anU|IO Cl-lO) (0} '(CH2)0.4OC(O)CHz(alquilo Cl-lO)-

En algunas realizaciones, R3A! y R3A2 son cada uno de forma independiente alquilo Cy_;5; y R33 es

En algunas realizaciones, R3A! y R3A2 son cada uno de forma independiente etilo, propilo,
En algunas realizaciones, R3*! es propilo y R3/? es ‘7?7 .

En algunas realizaciones, el lipido catiénico ionizable de la NPL es
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fﬁau,—*“‘a‘__ﬂ"m,f’mfd‘uc a° JL T

Lipido &

En algunas realizaciones, el lipido catiénico ionizable de la NPL es

Lipido 9

En algunas realizaciones, el lipido catiénico ionizable de la NPL es

Lipida 15

En el lipido cati6nico ionizable comprende el compuesto que tiene la estructura

/
N

\

En algun aspecto, en la presente memoria se proporciona una NPL donde el anticuerpo esta

acoplado covalentemente a un lipido en la NPL a través de un conector que contiene polietilenglicol (PEG).
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En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a CD105 y/o CD117 se acopla covalentemente a un
lipido en la NPL mediante un conector que contiene polietilenglicol (PEG). En algunas realizaciones, el
lipido acoplado covalentemente al anticuerpo a través de un conector que contiene PEG es
diestearoilglicerol (DSG), diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), dimiristoil-fosfatidiletanolamina (DMPE),
diestearoil-glicero-fosfoglicerol (DSPG), dimiristoil-glicerol (DMG), dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE),
dipalmitoil-glicerol (DPG) o ceramida. En algunas realizaciones, el PEG es PEG 2000 o PEG 3400.

En algunas realizaciones, el conjugado de lipido-anticuerpo esta presente en la NPL en un intervalo
de 0.001 a 0.5 por ciento molar. En algunas realizaciones, el conjugado de lipido-anticuerpo esta presente
en la NPL en un intervalo de 0.002-0.2 por ciento molar.

En algunas realizaciones, el lipido cationico ionizable esté presente en la NPL en un intervalo de
30-70 por ciento molar. En algunas realizaciones, el lipido catiénico ionizable esta presente en la NPL en
un intervalo de 40-60 por ciento molar.

En algunas realizaciones, la NPL comprende ademas uno o mas de un lipido estructural, un
fosfolipido neutro y un PEG-lipido libre. En algunas realizaciones, el lipido estructural es un esterol. En
algunas realizaciones, el esterol es colesterol. En algunas realizaciones, el esterol esta presente en la NPL
en un intervalo de 20 a 70 por ciento molar. En algunas realizaciones, el esterol esta presente en la NPL
en un intervalo de 30 a 50 por ciento molar. En algunas realizaciones, el esterol comprende colesterol y
esté presente en la NPL a una concentracion de aproximadamente 40 por ciento molar.

En algunas realizaciones, el fosfolipido neutro se selecciona del grupo que consiste en
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, diestearoil-snglicero-3-fosfoetanolamina (DSPE), 1,2-diestearoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DOPC) y esfingomielina. En algunas realizaciones, el fosfolipido neutro esta presente en la
NPL en un intervalo de 5 a 15 por ciento molar. En algunas realizaciones, la concentracion del fosfolipido
neutro en la NPL es de aproximadamente 10 por ciento molar. En algunas realizaciones, el fosfolipido
neutro es DSPC y la concentracion de DSPC en la NPL es de aproximadamente 10 por ciento molar.

En algunas realizaciones, el PEG-lipido libre se selecciona del grupo que consiste en
fosfatidiletanolaminas modificadas con PEG, &acidos fosfatidicos modificados con PEG, ceramidas
modificadas con PEG, dialquilaminas modificadas con PEG, diacilgliceroles modificados con PEG y
dialquilgliceroles modificados con PEG. En algunas realizaciones, el PEG-lipido libre comprende PEG-
dioleoilglicerol (PEG-DOG), PEG-dimiristoil-glicerol (PEG-DMG), PEG-dipalmitoilglicerol (PEG-DPG),
PEG-dilinoleoil-glicero-fosfatidil etanolamina (PEG-DLPE), PEG-dimiristoil-fosfatidiletanolamina (PEG-
DMPE), PEG-dipalmitoilfosfatidiletanolamina (PEG-DPPE), PEG-diestearoilglicerol (PEG-DSG), N-
palmitoil-esfingosina-1-{succinil[metoxi(polietilenglicol)] (PEG-ceramida), PEG-diestearoil-glicero-
fosfoglicerol (PEG-DSPG), PEG-dioleoil-glicerofosfoetanolamina (PEG-DOPE), 2-[(polietilenglicol)-2000]-
N,Nditetradecilacetamida, PEG-diestearoil-fosfatidiletanolamina (PEG-DSPE) o un derivado de los mismos.
En algunas realizaciones, el PEG-lipido libre comprende una diacilfosfatidiletanolamina que comprende
una cadena de dipalmitoilo (C16) o una cadena de diestearoilo (C18) y opcionalmente el PEG-lipido libre

comprende PEG-DPG y PEG-DMG. En algunas realizaciones, el PEG-lipido libre esta presente en la NPL
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en un intervalo de 1 a 4 por ciento molar. En algunas realizaciones, el PEG-lipido es DPG-PEG que
comprende PEG que tiene un peso molecular de 2000 daltons y el lipido DPG-PEG esta presente en la
NPL a una concentracion de aproximadamente 1.5 por ciento molar.

En algunas realizaciones, el PEG-lipido libre comprende el mismo lipido que el del conjugado de
lipido-anticuerpo o uno diferente.

En algunas realizaciones, el PEG-lipido libre comprende un PEG que tiene un peso molecular de
al menos 2000 daltons. En algunas realizaciones, el PEG tiene un peso molecular de aproximadamente
3000 a 5000 daltons.

En algunas realizaciones, la NPL tiene un diametro medio en el intervalo de 50-200 nm. En algunas
realizaciones, la NPL tiene un diametro medio de aproximadamente 100 nm. En algunas realizaciones, la
NPL tiene un indice de polidispersion en un intervalo de 0.05 a 1. En algunas realizaciones, la NPL tiene
un potencial zeta de aproximadamente +10 mV a aproximadamente +30 mV a pH 5. En algunas
realizaciones, la NPL tiene un potencial zeta de aproximadamente -30 mV a aproximadamente +5 mV a pH
7.4.

En algunas realizaciones, la NPL comprende el lipido catiénico ionizable, el conjugado de lipido-
anticuerpo que comprende el compuesto de la siguiente férmula: [Lipido] - [conector opcional] - [anticuerpo],
en donde el anticuerpo se une a CD105 y/o CD117, un esterol u otro lipido estructural, un fosfolipido neutro,
un lipido con polietilenglicol (PEG) libre y el cido nucleico.

en la presente memoria también se proporciona un método para dirigir el suministro de un acido
nucleico a una célula madre hematopoyética (CMH), opcionalmente ex vivo 0 in vivo en un sujeto,
comprendiendo el método administrar al sujeto la NPL de una cualquiera de las realizaciones anteriores,
en donde la NPL comprende el &cido nucleico. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas administrar al sujeto un agente de
movilizacion de CMH y en donde la NPL se administra al sujeto por via intravenosa. En algunas
realizaciones, el agente de movilizacion de CMH se administra al sujeto antes, durante o antes y durante
la administracion de la NPL. En algunas realizaciones, el agente de movilizacion de CMH comprende
plerixafor, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) o cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el
agente de movilizacién de CMH comprende plerixafor y G-CSF.

en la presente memoria también se proporciona un método para modificar genéticamente una
célula madre hematopoyética (CMH), opcionalmente ex vivo o in vivo en un sujeto, comprendiendo el
método administrar al sujeto la NPL de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde el o los
acidos nucleicos dispuestos en la NPL comprenden un ARNm que codifica una nucleasa dirigida, un editor
de bases quimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico.

También se proporciona en la presente memoria un método para tratar una enfermedad en un
sujeto que lo necesite, comprendiendo el método administrar al sujeto la NPL de una cualquiera de las

realizaciones anteriores, en donde el o los acidos nucleicos dispuestos en la NPL comprenden una
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secuencia, opcionalmente un ARNm, que codifica una nucleasa dirigida, un editor de bases quimicas, un
editor de calidad o un editor epigenémico.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas administrar al sujeto un agente de
movilizacion de CMH y en donde la NPL se administra al sujeto por via intravenosa. En algunas
realizaciones, el agente de movilizacion de CMH se administra al sujeto antes, durante o antes y durante
la administracién de la NPL. En algunas realizaciones, el agente de movilizacién de CMH comprende
plerixafor, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) o cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el
agente de movilizacién de CMH comprende plerixafor y G-CSF.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una hemopatia. En algunas realizaciones, la
enfermedad es una hemoglobinopatia, una inmunodeficiencia primaria (IDP), una citopenia congénita, una
hemofilia, una trombofilia, una metabolopatia congénita, una neuropatia o una enfermedad virica. En
algunas realizaciones, la enfermedad es una a-hemoglobinopatia o una B-hemoglobinopatia. En algunas
realizaciones, la B-hemoglobinopatia es p-talasemia o enfermedad de células falciformes.

En algunas realizaciones, la administracién de las NPL da lugar a uno o mas de (i) una insercién
de un transgén HBB, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del sujeto; (i) aumento de la
expresion de B-globina en el sujeto; (iii) una mayor cantidad de hemoglobina a,3, de los adultos (HbA) en
el sujeto; (iv) insercion de un transgén HBG1, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del sujeto;
(v) insercién de un transgén HBG2, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del sujeto; (vi)
aumento de la expresidn de y-globina en el sujeto; (vii) una mayor cantidad de hemoglobina a,y, fetal (HbF)
en el sujeto; (viii) alteracion del gen HBAL, el gen HBA2, o una combinacién de los mismos, en al menos
una CMH del sujeto; (ix) disminucion de la expresién de a-globina en el sujeto; y (X) una menor cantidad
de heterotetrdmeros de a-globina a, en el sujeto.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una IDP. En algunas realizaciones, la IDP es una
inmunodeficiencia combinada grave (IDCG), sindrome de Wiskott-Aldrich, enfermedad granulomatosa
cronica, inmunodesregulacion, poliendocrinopatia, enteropatia ligada al cromosoma X (IPEX), un sindrome
de hiperlgM o agammaglobulinemia ligada al cromosoma X.

En algunas realizaciones, la IDP es una IDCG. En algunas realizaciones, la IDCG es Artemis-IDCG
(ART-IDCG), IDCG con gen activador de recombinaciéon (RAG-IDCG), IDCG ligada al cromosoma X (X-
IDCG), IDCG con deficiencia de adenosina desaminasa, IDCG con deficiencia del receptor de interleucina
7 0 JAK3 IDCG. En algunas realizaciones, la IDCG es ART-IDCG, y en donde la administracion de la NPL
da lugar a la insercién de un transgén DCLREIC, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del
sujeto; aumento de la expresion de la proteina Artemis funcional en el sujeto; o una combinacion de los
mismos. En algunas realizaciones, la IDCG es RAG-IDCG, y en donde la administracion de la NPL da lugar
alainsercion de un transgén RAGL1 o un transgén RAG2, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH
del sujeto; aumento de la expresion de proteina RAG1 funcional o proteina RAG2 en el sujeto; o una
combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la IDCG es X-IDCG, y en donde la administracion

de la NPL da lugar a la insercién de un transgén IL2RG, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH
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del sujeto; aumento de la expresién de la proteina IL2RG funcional en el sujeto; 0 una combinacion de los
mismos.

En algunas realizaciones, la IDP es el sindrome de Wiskott-Aldrich. En algunas realizaciones, la
IDP es el sindrome de Wiskott-Aldrich, y en donde la administracion de la NPL da lugar a la insercién de
un transgén WAS, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del sujeto; aumento de la expresion
de la proteina WASP funcional en el sujeto; o una combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, la IDP es una enfermedad granulomatosa crénica.

En algunas realizaciones, la IDP es una enfermedad granulomatosa crénica ligada al cromosoma

En algunas realizaciones, la IDP es una enfermedad granulomatosa cronica, y en donde la
administracion de la NPL da lugar a uno o mas de (i) inserciéon de un transgén CYBA, un transgén CYBB,
un transgén NCF1, transgén FNC2 o un transgén NCF4, o un fragmento de los mismos, en al menos una
CMH del sujeto; (i) introduccién de una mutacién puntual 676C>T en el gen CYBB de al menos una CMH
en el sujeto; (iii) aumento de la expresion de la proteina CYBA funcional, proteina CYBB, proteina NCF1,
proteina NCF2 o proteina NCF4 en el sujeto; y (v) un aumento de la cantidad de complejo enzimético de
NADPH oxidasa funcional en el sujeto.

En algunas realizaciones, la IDP es IPEX. En algunas realizaciones, la IPD es IPEX, y en donde la
administracion de la NPL da lugar a la insercion de un transgén FOXP3, o un fragmento del mismo, en al
menos una CMH del sujeto; aumento de la expresion de la proteina FOXP3 funcional en el sujeto; o una
combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, la IDP es el sindrome de hiperlgM. En algunas realizaciones, la IDP es
un sindrome de hiperigM, y en donde la administracién de NPL da lugar a uno o mas de (i) inserciéon de un
transgén AICDA, un transgén UNG, transgén CD40 o un transgén CD40LG, o un fragmento de los mismos,
en al menos una CMH del sujeto; (ii) aumento de la expresion de la proteina AICDA funcional, proteina
UNG, proteina CD40 o proteina CD40LG en el sujeto; (iii) una reduccion de la cantidad de anticuerpos IgM
en el sujeto; y (iv) un aumento de la cantidad de anticuerpos IgG, IgA o IgE en el sujeto.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una citopenia congénita. En algunas realizaciones, la
citopenia congénita es anemia de Fanconia, sindrome de Shwachman-Diamond, anemia de Blackfan-
Diamond, disqueratosis congénita, trombocitopenia amegacariocitica congénita o disgenesia reticular. En
algunas realizaciones, la citopenia congénita es anemia de Fanconia, y en donde la administracién de NPL
da lugar a la insercién de uno o mas genes FANC, o un fragmento de los mismos, en al menos una CMH
en el sujeto; aumento de la expresién de una o mas proteinas FANC funcionales en el sujeto; o una
combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la citopenia congénita es anemia de Fanconia, y en
donde la administracion de la NPL da insercion de un transgén FANCA, o un fragmento del mismo, en al
menos una CMH del sujeto; aumento de la expresion de FANCA funcional en el sujeto; o una combinacion
de los mismos.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una hemofilia. En algunas realizaciones, la hemofilia

es la hemofilia A, hemofilia B o hemofilia C.
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En algunas realizaciones, la enfermedad es una hemofilia, y en donde la administracion de NPL da
lugar a (i) la insercion de un transgén F8, un transgén F9 o un F11, o un fragmento de los mismos, en al
menos una CMH del sujeto; (ii) aumento de la expresion de la proteina del factor VIII funcional, proteina
del factor IX o proteina del factor XI en el sujeto; y (iii) aumento de la coagulacion sanguinea en el sujeto.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una trombofilia. En algunas realizaciones, la trombofilia
es trombocitopenia amegacariocitica o deficiencia de factor X.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una trombofilia, y en donde la administracion de NPL
da lugar a uno o mas de (i) la insercién de un transgén F5, un transgén F2, un transgén que codifica
antitrombina Ill, un transgén que codifica la proteina C o un transgén que codifica la proteina S, o un
fragmento de los mismos, en al menos una CMH del sujeto; (ii) aumento de la expresién de la proteina del
factor V funcional, proteina del factor II, proteina antitrombina lll, proteina C o proteina S en el sujeto; y (iii)
reduccién de la coagulacién sanguinea en el sujeto.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una metabolopatia congénita. En algunas
realizaciones, la metabolopatia congénita es la fenilcetonuria, deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de
cadena media (MCAD), una enfermedad de almacenamiento lisosdmico, un trastorno de almacenamiento
del glucogeno, un trastorno peroxisomico, enfermedad de Fabry, enfermedad de Gaucher, sindrome de
Hurler, sindrome de Hunter, enfermedad de Wolman o deficiencia de piruvato cinasa. En algunas
realizaciones, el trastorno peroxisémico es la adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X. En algunas
realizaciones, la enfermedad por almacenamiento lisosomico es la leucodistrofia metacromatica,
mucopolisacaridosis | o0 mucopolisacaridosis Il.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una neuropatia. En algunas realizaciones, la
neuropatia es la ataxia de Friedrich.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una enfermedad virica. En algunas realizaciones, la
enfermedad virica es el VIH/SIDA. En algunas realizaciones, la enfermedad virica es VIH/SIDA, y en donde
la administracion de la NPL previene la infeccién por VIH, progresion del VIH/SIDA, o una combinacion de
los mismos.

En algunas realizaciones, el o los &cidos nucleicos del método de tratamiento dispuestos en la NPL
comprenden un ARNm que codifica una nucleasa dirigida. En algunas realizaciones, la nucleasa dirigida
es una nucleasa asociada a CRISPR (Cas), una nucleasa de dedos de zinc (ZFN), una nucleasa efectora
de tipo activador transcripcional (TALEN) o una megaTAL. En algunas realizaciones, la nucleasa dirigida
es una nucleasa Cas, ZFN, TALEN o megaTAL que comprende una secuencia de aminoacidos que
confiere union a una secuencia de nucleétidos diana.

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos del método de tratamiento dispuestos en la NPL
comprenden (i) un ARNm que codifica una nucleasa asociada a CRISPR (Cas) o un editor de bases
guimicas; y (ii) un ARN guia (ARNg) que comprende una secuencia de nucleétidos que confiere unién a
una secuencia de nucleétidos diana. En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos dispuestos en la
NPL comprenden (i) un ARNm que codifica un editor de calidad; y (ii) un ARN guia de edicion de calidad

(ARNgec) que comprende una secuencia de nucleétidos que confiere unién a una secuencia de nucleétidos
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diana. En algunas realizaciones, la nucleasa Cas es una enzima Cas de tipo Il o de tipo V, 0 una variante
de la misma. En algunas realizaciones, la nucleasa Cas es una enzima Cas9, una enzima Casl12, una
enzima CasX o una enzima Cas 14, o una variante de las mismas. En algunas realizaciones, el ARNg o
ARNgec comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad con al menos 15 nucleétidos
consecutivos de la secuencia de nucle6tidos diana.

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos del método de tratamiento dispuestos en la NPL
comprenden ademas un acido nucleico molde donante que comprende una secuencia que tiene al menos
un 80 % de identidad con al menos 15 nucle6tidos consecutivos de la secuencia de nucleétidos diana.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana del método de tratamiento comprende
al menos 15 nucleétidos consecutivos y esta ubicada dentro de una region codificante de un gen, una
region intrénica asociada a un gen, una region exonica asociada a un gen, una region 5' no traducible
asociada a un gen o una region 3' no traducible asociada a un gen, en donde el gen se selecciona del
grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA,
DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1,
NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG,
CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRACAZ2,
FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2, antitrombina Il y proteina C.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana esta dentro de una regién reguladora,
opcionalmente una region potenciadora o una regidn represora, de un gen seleccionado del grupo que
consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG,
RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C,
NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG,
FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5,
CXCR4, F5, F2, antitrombina Il y proteina C.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana estéa dentro del potenciador eritroide
de BCL11A. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende la secuencia
polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que
comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de nucleétidos. En algunas
realizaciones, el sujeto de los métodos proporcionados en este documento es un ser humano.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La presente solicitud puede entenderse haciendo referencia a la siguiente descripcion tomada junto

con las figuras adjuntas.

La FIG. 1 representa una estrategia terapéutica ilustrativa para la edicion por CRISPR in vivo de
células madre hematopoyéticas (CMH) con nanoparticulas lipidicas dirigidas (NPL).

La FIG. 2 representa el espectro de RMN de protones del intermedio 13-11.

La FIG. 3A representa el espectro de RMN de protones del intermedio 13-11a; la FIG. 3B
representa el espectro de RMN de protones del intermedio 13-11b; y la FIG. 3C representa LC-ELSD del
intermedio 13-11b.
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La FIG. 4A representa el espectro de RMN de protones del intermedio 13-10; la FIG. 4B representa

el cromatograma de LC-CAD del intermedio 13-10.
La FIG. 5A-1 representa el espectro de RMN de protones para el lipido 1; la F
el cromatograma de LC-CAD del lipido 1.

La FIG. 5B-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 3; la FIG.

cromatograma de LC-CAD del lipido 3.

La FIG. 5C-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 4; la FIG.

cromatograma L de LC-CAD del lipido 4.

La FIG. 5D-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 5; la FIG.

cromatograma de LC-CAD del lipido 5.

IG. BA-2 representa

5B-2 representa el

5C-2 representa el

5D-2 representa el

La FIG. 5E-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 6; la FIG. 5E-2 representa el

cromatograma de LC-CAD del lipido 6.

La FIG. 5F-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 7; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 7.

La FIG. 5G-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 2; la FIG.
cromatograma de LC-CAD del lipido 2;

la FIG. 5H-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 8; la FIG.
cromatograma de LC-CAD del lipido 8.

. BF-2 representa el

5G-2 representa el

5H-2 representa el

La FIG. 5I-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 9; la FIG. 5I-2 representa el

cromatograma de LC-CAD del lipido 9.

La FIG. 5J-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 10; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 10.

La FIG. 5K-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 11; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 11.

La FIG. 5L-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 12; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 12.

La FIG. 5M-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 13; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 13.

La FIG. 5N-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 15; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 15.

La FIG. 50-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 16; la FIG
LC-CAD del lipido 16.

La FIG. 5P-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 19; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 19.

La FIG. 5Q-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 20; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 20.

La FIG. 5R-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 31; la FIG
cromatograma de LC-CAD del lipido 31.

. 5J-2 representa el

. 5K-2 representa el

. 5L-2 representa el

. 5M-2 representa el

. 5N-2 representa el

. 50-2 representa el

. 5P-2 representa el

. 5Q-2 representa el

. 5R-2 representa el
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La FIG. 5S-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 32; la FIG. 5S-2 representa el
cromatograma de LC-CAD del lipido 32.

La FIG. 5T-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 33; la FIG. 5T-2 representa el
cromatograma de LC-CAD del lipido 33.

La FIG. 5U-1 representa el espectro de RMN de protones del lipido 34; la FIG. 5U-2 representa el
cromatograma de LC-CAD del lipido 34.

Las FIGS. 6A-6D representan los resultados del experimento para detectar la unién a CMH de
conjugados de NPL-Fab y NPL-anticuerpo de longitud completa. Los conjugados de NPL-Fab y NPL-
anticuerpo se formularon con perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina (Dil) y se
usaron para tratar las CMH in vitro. La fluorescencia de Dil se muestra como una medida del
direccionamiento de la NPL, ya que la union del conjugado NPL-Fab a las CMH da lugar a que las CMH
tengan fluorescencia de Dil. El Fab o anticuerpo especifico de cada conjugado de NPL-Fab o NPL-
anticuerpo se muestra en la parte superior de cada panel. Cada columna muestra la fluorescencia de Dil
de las CMH tratadas con el conjugado de NPL-Fab o NPL-anticuerpo indicado preparado en diversas
densidades de Fab/anticuerpo, como se indica en la leyenda detallada del esquema. Se utilizaron NPL no
conjugadas y NPL conjugadas con el anticuerpo anti-CD8 mutOKT8 como controles negativos para el
direccionamiento a CMH, ya que el CD8 no se expresa en las CMH. También se utiliz6 la solucion salina
equilibrada de Hanks (HBS) como control de tampon sin NPL. La FIG. 6A representa un primer experimento
para detectar el direccionamiento a CMH de un primer conjunto de conjugados de NPL-Fab. La FIG. 6B
representa un segundo experimento para detectar el direccionamiento a CMH de un primer conjunto de
conjugados de NPL-Fab. La FIG. 6C representa un primer experimento para detectar el direccionamiento
a CMH de un segundo conjunto de conjugados de NPL-anticuerpo. La FIG. 6D representa un segundo
experimento para detectar el direccionamiento a CMH de un segundo conjunto de conjugados de NPL-
anticuerpo.

Las FIGS. 7A-7D representan los resultados del experimento para detectar la transfeccién de CMH
de conjugados de NPL-Fab y NPL-anticuerpo de longitud completa. Se formularon conjugados de NPL-Fab
y NPL-anticuerpo con Dil y un ARNm que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) y se usaron para
tratar CMH in vitro. Se muestra una combinacion de fluorescencia de Dil y fluorescencia de GFP como
medida de la transfeccién de NPL, ya que la unién del conjugado de NPL-Fab o NPL-anticuerpo a las CMH
da lugar a que las CMH tengan fluorescencia de Dil y ya que la transcripcion del ARNm en GFP requiere
que el ARNm entre en la célula y escape del endosoma. El Fab o anticuerpo especifico de cada conjugado
de NPL-Fab o NPL-anticuerpo se muestra en la parte superior de cada panel. Cada columna muestra la
fluorescencia doble de Dil y GFP de las CMH tratadas con el conjugado de NPL-Fab o conjugado de NPL-
anticuerpo indicado preparado en diversas densidades de Fab/anticuerpo, como se indica en la leyenda
detallada del esquema. Se utilizaron NPL no conjugadas y NPL conjugadas con el anticuerpo anti-CD8
mutOKT8 como controles negativos para el direccionamiento a CMH, ya que el CD8 no se expresa en las
CMH. También se utilizé la solucion salina equilibrada de Hanks (HBS) como control de tampén sin NPL.

La FIG. 7A representa un primer experimento para detectar la transfeccion de CMH de un primer conjunto
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de conjugados de NPL-Fab. La FIG. 7B representa un segundo experimento para detectar la transfeccion
de CMH de un primer conjunto de conjugados de NPL-Fab. La FIG. 7C representa un primer experimento
para detectar la transfeccion de CMH de un segundo conjunto de conjugados de NPL-anticuerpo. La FIG.
7D representa un segundo experimento para detectar la transfeccion de CMH de un segundo conjunto de
conjugados de NPL-anticuerpo.

La FIG. 8 representa la transfeccion de CMH mediante NPL conjugadas con el Fab Abl anti-
CD117. La fluorescencia de Dil indica la unién del conjugado de (Ab1)-NPL a las CMH y la fluorescencia
de GFP indican una transfeccion exitosa de las CMH con ARNm de GFP.

Las FIGS. 9A-9B representan la edicion in vitro de CMH mediante el tratamiento con NPL KC3
conjugadas con el Fab Abl anti-CD117. Se usaron formulaciones de NPL KC3 conjugadas con o sin Abl
para encapsular el ARNm de Cas9 modificado quimicamente con N1-metil-pseudo-uridina con un ARNg
especifico para CD45. Las CMH humanas primarias se trataron con estas NPL en un intervalo de dosis de
100 a 800 ng de ARN total durante 7 dias, después de lo cual las CMH se tifieron con anticuerpos
fluorescentes contra CD34 y CD117 para definir las poblaciones de células CMH y un anticuerpo
fluorescente contra CD45 para detectar la inactivacion de CD45. La FIG. 9A representa la fluorescencia de
CD34 y CD45 de CMH tratadas con las NPL KC3 conjugadas con Abl e ilustra una reduccion de las CMH
que expresan CD45 con cantidades crecientes de carga de ARN. La FIG. 9B representa el porcentaje de
inactivacion de CD45 en CMH tratadas con NPL conjugadas con Abl (KC3-Ab1l) y no conjugadas (KC3).

Las FIGS. 10A-10B representan la edicion in vitro de CMH mediante el tratamiento con NPL de
lipido 15 conjugadas con el Fab Abl anti-CD117. Se usaron formulaciones de NPL de lipido 15 conjugadas
con o sin Abl para encapsular el ARNm de Cas9 modificado quimicamente con N1-metil-pseudo-uridina
con un ARNg especifico para CD45. Las CMH humanas primarias se trataron con estas NPL en un intervalo
de dosis de 100 a 800 ng de ARN total durante 7 dias, después de lo cual las CMH se tifieron con
anticuerpos fluorescentes contra CD34 y CD117 para definir las poblaciones de células CMH y un
anticuerpo fluorescente contra CD45 para detectar la inactivacion de CD45. La FIG. 10A representa la
fluorescencia de CD34 y CD45 de CMH tratadas con las NPL de lipido 15 conjugadas con Abl e ilustra
una reduccion de las CMH que expresan CD45 con cantidades crecientes de carga de ARN. La FIG. 10B
representa el porcentaje de inactivacion de CD45 en CMH tratadas con NPL conjugadas con Abl (Abl
lipido 15) y no conjugadas (lipido 15).

La FIG. 11 representa un gréafico del porcentaje de inactivacion de CD45 en CMH tratadas con NPL
medido tanto por fenotipo (expresién de CD45) como por genotipo (indeles detectados mediante anélisis
de secuenciacion). Cada punto individual representa una Unica réplica técnica (es decir, un pocillo Gnico
de CMH). El % de fenotipo KO es la frecuencia de células sin proteina CD45. El % de genotipo KO es el
porcentaje de lecturas que contienen indeles fuera del marco en el sitio de corte diana.

La FIG. 12 representa estructuras de diversos hibridos de Fab, VHH (Nb), ScFv, Fab-ScFv y Fab-
VHH.

La FIG. 13 representa la transfeccién in vitro de CMH con NPL conjugadas con Abl y que

encapsulan ARNm de mCherry a diferentes densidades de Fab.
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Las FIGS. 14A-14C representan la edicion in vitro de genes de CMH utilizando NPL conjugadas
con Abl y que portan ARN para la maquinaria de edicién génica. Las CMH primarias se cultivaron in vitro
y se trataron con NPL que encapsulaba ARNm de CRISPR y guias de beta-2-microglobulina (B2M). El
efecto de la edicidon génica se midido mediante citometria de flujo dirigida al marcador de superficie celular
B2M. La FIG. 14A muestra resultados ilustrativos de citometria de flujo de NPL conjugadas con Abl (Ab
de unidén), que reconocen células madre hematopoyéticas a largo plazo (CMH-LP). La FIG. 14B muestra
resultados ilustrativos de citometria de flujo de NPL conjugada con Abl mutado (mutAbl, Ab™ sin unién).
La FIG. 14C muestra el porcentaje promedio de células que presentaron una inactivacion de la expresion
de la proteina B2M en muestras tratadas con NPL conjugadas con Abl y mutAbl sin union.

Las FIGS. 15A-15F representan la transfeccion in vivo de CMH a largo plazo (CMH-LP) humanas
injertadas en ratones NSG™. La FIG. 15A muestra resultados ilustrativos de citometria de flujo que ilustran
la estrategia de seleccion de citometria de flujo para identificar CMH-LP utilizando los marcadores CD34 y
CD117 (CD34 es un marcador de CMH ubicuo y CD117 es un marcador de CMH a largo plazo). La
eficiencia de la transfeccién se evalué midiendo el porcentaje de células positivas para mCherry. Las
células se seleccionaron inicialmente utilizando anticuerpos contra células CD45* humanas y de ratén, para
diferenciar las CMH humanas de la mezcla con CMH de ratén. La FIG. 15B representa un resultado de
citometria de flujo ilustrativo adicional que muestra la expresién de mCherry en células seleccionadas
usando la estrategia de seleccion ilustrada en la FIG. 15A. La FIG. 15C muestra el porcentaje promedio de
CMH-LP positivas para mCherry de ratones tratados con NPL de lipido 15 recubiertas con Fab Abl, Fab
mutAb1 no dirigido o NPL sin recubrimiento (desnudas) que encapsulan el ARNm de mCherry. La FIG. 15D
muestra el porcentaje promedio de CMH-LP positivas para mCherry de ratones tratados con NPL K3
recubiertas con Fab Abl o el Fab mutAbl no dirigido que encapsulan ARNm de mCherry. La FIG. 15E
muestra la cantidad de proteina mCherry normalizada por la proteina total detectada en tejidos hepéticos
de ratones tratados con NPL de lipido 15 recubiertas con el Fab Ab1, el Fab mutAbl no dirigido o NPL sin
recubrimiento (desnudas) que encapsulan el ARNm de mCherry. La FIG. 15F muestra la cantidad de
proteina mCherry normalizada por la proteina total detectada en tejidos hepaticos de ratones tratados con
NPL KC3 recubiertas con el Fab Ab1l, el Fab mutAbl no dirigido o NPL sin recubrimiento (desnudas) que
encapsulan el ARNm de mCherry. En las FIGS. 15B-E, el tamafio de la muestra fue de 2 a 9 ratones para
cada condicién de tratamiento. Los graficos de barras muestran datos como valores medios + DE; ****
indica P <0.0001; * indica P <0.05; "ns" indica no significativo.

La FIG. 16 representa la transfeccion in vivo de CMH-LP humanas injertadas en ratones NSG™,
que muestran el porcentaje promedio de CMH-LP que son positivas para mCherry de ratones tratados con
NPL de lipido 15 recubiertas con el Fab Abl que encapsula ARNm de mCherry y de ratones sin tratar.

La FIG. 17 representa la transfeccién in vivo de CMH de macaco cangrejero con NPL recubiertas
con el Fab Abl. Se aislaron CMH-LP de médula dsea de macaco cangrejero y se identificaron usando los
marcadores CD34 y CD117. Se muestra el porcentaje promedio de CMH-LP que eran positivas para
mCherry para muestras tratadas con NPL de lipido 15 que estaban recubiertas con el Fab Ab1l, recubiertas

con el Fab mutAb1l sin direccionamiento o no estaban recubiertas.
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La FIG. 18 representa resultados ilustrativos de citometria de flujo que ilustran la estrategia de
seleccion de citometria de flujo para identificar CMH-LP de macaco cangrejero usando los marcadores
CD34 y CD117 de macaco cangrejero (CD34 es un marcador de CMH ubicuo y CD117 es un marcado de
CMH a largo plazo). La eficiencia de transfeccion se evalué midiendo el porcentaje de células positivas
para mCherry.

Las FIGS. 19A-19B representan la transfeccion in vivo de CMH-LP en macacos cangrejeros. Los
macacos cangrejeros se trataron en primer lugar por via intramuscular con difenhidramina a una dosis de
2 mg/kg y, 30 minutos después, se trataron por via intravenosa con NPL dirigidas a CMH a diversas dosis
como se muestra en el eje x. Se recogieron muestras de la médula 6sea 24 h después del tratamiento
mediante aspiracién de la cresta iliaca y se analizaron mediante citometria de flujo usando indicador
mCherry. La FIG. 19A muestra el porcentaje promedio de CMH-LP que son positivas para mCherry de
macacos cangrejeros tratados con NPL de lipido 15 recubiertas con el Fab Abl que encapsulan ARNm de
mCherry. La FIG. 19B muestra el porcentaje promedio de CMH-LP positivas para mCherry de macacos
cangrejeros tratados con NPL KC3 recubiertas con el Fab Abl que encapsulan ARNm de mCherry. Las
NPL se administraron por via intravenosa a diversas dosis, como se muestra en los ejes horizontales. Cada
punto de datos marcado representa un Unico macaco cangrejero, con uno 0 dos macacos cangrejeros
ensayados por cada combinacion de NPL y dosis.

DESCRIPCION DETALLADA

La invencién proporciona nanoparticulas lipidicas (NPL) que se dirigen especificamente a las

células madre hematopoyéticas (CMH) y suministran acidos nucleicos encapsulados en las NPL a las CMH.
En algunos aspectos, la NPL para suministro dirigido comprende (a) un conjugado de lipido-anticuerpo que
comprende el compuesto de férmula (1): [Lipido]-[conector opcional]-[anticuerpo] (1); y (b) un lipido catiénico
ionizable; y (c) uno o més é&cidos nucleicos dispuestos en la NPL. En algunas realizaciones, el anticuerpo
se une especificamente a CD105 y/o CD117. En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos
comprenden un ARNm que codifica una nucleasa y un ARN guia asociado. También se proporcionan en
la presente memoria composiciones que comprenden la NPL y métodos para elaborar y usar la NPL para
la edicién génica en CMH.

La practica de la presente invencibn emplea, salvo que se indique lo contrario, técnicas
convencionales de quimica organica, farmacologia, biologia celular y bioquimica. Dichas técnicas se
explican en la bibliografia, tal como en "Sintesis Orgéanica Integral" (B.M. Trost e I. Fleming, eds., 1991-
1992); "Current protocols in molecular biology" (F.M. Ausubel et al., eds., 1987, y actualizaciones
periddicas); y "Current protocols in immunology" (J.E. Coligan et al., eds., 1991), cada uno de los cuales se
incorpora en la presente memoria por referencia. A continuaciéon se exponen diversos aspectos de la
invencién en secciones; sin embargo, los aspectos de la invencidn descritos en una seccion particular no
deben limitarse a ninguna seccion particular.
|. DEFINICIONES

Para facilitar la comprension de la presente invencidn, a continuacion se definen varios términos y

expresiones.
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A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la
presente memoria tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto en la técnica a la que
pertenece esta invencion. Las abreviaturas utilizadas en la presente memoria tienen su significado
convencional dentro de la técnica quimica y bioldgica. Las estructuras y formulas quimicas establecidas en
la presente memoria deben interpretarse segun las normas convencionales de valencia quimica conocidas
en la técnica quimica. Ademas, cuando un grupo quimico es un dirradical, por ejemplo, se entiende que los
grupos quimicos pueden unirse a sus atomos adyacentes en el resto de la estructura en una o ambas
orientaciones, por ejemplo, -OC(O)- es intercambiable con -C(O)O- u -OC(S)- es intercambiable con -
C(S)0O-.

Los términos "un" y "una" como se emplean en esta memoria significan "uno o méas" e incluyen el
plural a menos que el contexto sea inadecuado. En algunas realizaciones, "uno o mas" es 1 0 2. En algunas
realizaciones, "uno o mas" es 1, 2 o 3. En algunas realizaciones, "uno o mas" es 1, 2, 3 o 4. En algunas
realizaciones, "uno o mas" es 1, 2, 3, 4 0 5. En algunas realizaciones, "uno o mas"es 1, 2, 3, 4, 5 0 mas.

El término "alquilo”, como se emplea en esta memoria, se refiere a un hidrocarburo saturado lineal
o ramificado, tal como un grupo lineal o ramificado de 1-12, 1-10 o 1-6 atomos de carbono, denominado en
la presente memoria alquilo C;-C;,, alquilo C;-Ciy 0 alquilo C;-Cg, respectivamente. En algunas
realizaciones, el alquilo esta opcionalmente sustituido. Los grupos alquilo ilustrativos incluyen, pero sin
limitacion, metilo, etilo, propilo, isopropilo, 2-metil-1-propilo, 2-metil-2-propilo, 2-metil-1-butilo, 3-metil-1-
butilo, 2-metil-3-butilo, 2,2-dimetil-1-propilo, 2-metil-1-pentilo, 3-metil-1-pentilo, 4-metil-1-pentilo, 2-metil-2-
pentilo, 3-metil-2-pentilo, 4-metil-2-pentilo, 2,2-dimetil-1-butilo, 3,3-dimetil-1-butilo, 2-etil-1-butilo, butilo,
isobutilo, t-butilo, pentilo, isopentilo, neopentilo, hexilo, heptilo, octilo, etc.

El término "alquileno” se refiere a un dirradical de un grupo alquilo. En algunas realizaciones, el
alquileno esta opcionalmente sustituido. Un grupo alquileno ilustrativo es -CH2CH2-.

El término "haloalquilo” se refiere a un grupo alquilo que esta sustituido con al menos un halégeno.
Por ejemplo, -CH;F, -CHF,, -CF3, -CH,CF3, -CF,FQ3 y similares.

El término "oxo0" esta reconocido en la técnica y se refiere a un sustituyente "=0". Por ejemplo, un
ciclopentano sustituido con un grupo oxo es ciclopentanona.

El término "morfolinilo" se refiere a un sustituyente que tiene la estructura de:

o
2N L .
, que esta opcionalmente sustituido.

El término "piperidinilo” se refiere a un sustituyente que tiene una estructura de:

N
s , que esta opcionalmente sustituido.
En general, el término "sustituido", ya sea precedido o no por el término "opcionalmente”, significa
gue uno o mas hidrégenos del resto designado se reemplazan con un sustituyente adecuado. salvo que se

indique lo contrario, un grupo "opcionalmente sustituido” puede tener un sustituyente adecuado en cada
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posicion sustituible del grupo y, cuando mas de una posicién en cualquier estructura dada puede estar
sustituida con mas de un sustituyente seleccionado de un grupo especifico, el sustituyente puede ser el
mismo o diferente en cada posicion. Las combinaciones de sustituyentes previstas en esta invencion son
preferiblemente las que dan lugar a la formacion de compuestos estables o quimicamente viables. En
algunas realizaciones, "opcionalmente sustituido” equivale a "sin sustituir o sustituido”. En algunas
realizaciones, "opcionalmente sustituido" indica que el a&tomo o grupo designado esta opcionalmente
sustituido con uno 0 mas sustituyentes seleccionados independientemente entre sustituyentes opcionales
proporcionados en la presente memoria. En algunas realizaciones, el sustituyente opcional puede
seleccionarse del grupo que consiste en: alquilo Cy, ciano, halégeno, -O-alquilo C,4, haloalquilo Cy,
cicloalquilo C;.7, heterociclilo de 3 a 7 miembros, heteroarilo de 5 a 6 miembros y fenilo. En algunas
realizaciones, el sustituyente opcional es alquilo, ciano, halégeno, halo, azida, aralquilo, alquenilo, alquinilo,
cicloalquilo, hidroxilo, alcoxilo, amino, nitro, sulfhidrilo, imino, amido, &cido carboxilico, -C(O)alquilo, -
COsalquilo, carbonilo, carboxilo, alquiltio, sulfonilo, sulfonamido, sulfonamida, cetona, aldehido, éster,
heterociclilo, arilo o heteroarilo. En algunas realizaciones, el sustituyente opcional es -ORs!, -NRS2Rs3, -
C(O)R%4, -C(O)ORS5, C(O)NRstRs7, -OC(O)Rs8, -OC(O)ORs%, -OC(O)NRs°R1l -NRS2C(O)Rs: o -
NRSl4C(O)OR515, en donde Rsl] RSZ, RSB, Rs4, RS5, Rs(i’ Rs7, RSS, RS9, Rle, RSII, Rle, RslS, Rsl4 y RslS son
cada uno de forma independiente H, alquilo C;¢, cicloalquilo Cz4g, arilo Cg.14, heteroarilo de 5 a 10
miembros, o heterociclilo de 3 a 10 miembros, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

El término "haloalquilo” se refiere a un grupo alquilo que esta sustituido con al menos un halégeno.
Por ejemplo, -CH;F, -CHF,, -CF3, -CH,CF;3, -CF,FQ3 y similares.

El término "cicloalquilo” se refiere a un grupo hidrocarburo saturado monovalente ciclico, biciclico,
ciclico con puentes (p. €j., adamantilo) o espirociclico de 3-12, 3-10, 3-8, 4-8 0 4-6 carbonos, mencionado

en la presente memoria, p.ej., como "cicloalquilo C,g", derivado de un cicloalcano. En algunas
realizaciones, el cicloalquilo estd4 opcionalmente sustituido. Los grupos cicloalquilo ilustrativos incluyen,
pero sin limitacion, ciclohexanos, ciclopentanos, ciclobutanos y ciclopropanos. A menos que se especifique
lo contrario, los grupos cicloalquilo estan opcionalmente sustituidos en una o0 mas posiciones del anillo con,
por ejemplo, alcanoilo, alcoxi, alquilo, haloalquilo, alquenilo, alquinilo, amido, amidino, amino, arilo,
arilalquilo, azido, carbamato, carbonato, carboxi, ciano, cicloalquilo, éster, éter, formilo, halégeno,
haloalquilo, heteroarilo, heterociclilo, hidroxilo, imino, cetona, nitro, fosfato, fosfonato, fosfinato, sulfato,
sulfuro, sulfonamido, sulfonilo o tiocarbonilo. En determinadas realizaciones, el grupo cicloalquilo no esta
sustituido, es decir, esta sin sustituir.

Las expresiones "heterociclilo" y "grupo heterociclico”" son reconocidos en la técnica y se refieren
a estructuras de anillos saturadas, parcialmente insaturadas o aromaticas de 3 a 10 miembros, como
alternativa, anillos de 3 a 7 miembros, cuyas estructuras de anillo incluyen entre uno y cuatro heteroatomos,
tales como nitrdgeno, oxigeno y azufre. En algunas realizaciones, el heterociclilo estd opcionalmente
sustituido. EI nidmero de atomos del anillo en el grupo heterociclilo se puede especificar usando la
nomenclatura C,-C, donde x es un nimero entero que especifica el nimero de atomos del anillo. Por

ejemplo, un grupo heterociclilo Cs;-C; se refiere a una estructura de anillo saturada o parcialmente
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insaturada de 3 a 7 miembros que contiene entre uno y cuatro heteroatomos, tales como nitrégeno, oxigeno
y azufre. La designacion "C;-C;" indica que el anillo heterociclico contiene un total de 3 a 7 &tomos en el
anillo, incluido cualquier heteroatomo que ocupe una posicion de atomo en el anillo. Un ejemplo de
heterociclilo C; es aziridinilo. Los heterociclos pueden ser, por ejemplo, sistemas de anillos monociclicos,
biciclicos u otros multiciclicos (p. €j., biciclico fusionado, espiro, con puentes). Un heterociclo puede estar
fusionado con uno o mas anillos de arilo, parcialmente insaturados o saturados. Los grupos heterociclilo
incluyen, por ejemplo, biotinilo, cromenilo, dihidrofurilo, dihidroindolilo, dihidropiranilo, dihidrotienilo,
ditiazolilo, homopiperidinilo, imidazolidinilo, isoquinolilo, isotiazolidinilo, isooxazolidinilo, morfolinilo,
oxolanilo, oxazolidinilo, fenoxantenilo, piperazinilo, piperidinilo, piranilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piridilo,
pirimidinilo, pirrolidinilo, pirrolidin-2-onilo, pirrolinilo, tetrahidrofurilo, tetrahidroisoquinolilo, tetrahidropiranilo,
tetrahidroquinolilo, tiazolidinilo, tiolanilo, tiomorfolinilo, tiopiranilo, xantenilo, lactonas, lactamas tales como
azetidinonas y pirrolidinonas, sultamas, sultonas y similares. A menos que se especifique lo contrario, el
anillo heterociclico esta opcionalmente sustituido en una 0 mas posiciones con sustituyentes tales como
alcanoilo, alcoxi, alquilo, alquenilo, alquinilo, amido, amidino, amino, arilo, arilalquilo, azido, carbamato,
carbonato, carboxi, ciano, cicloalquilo, éster, éter, formilo, halégeno, haloalquilo, heteroarilo, heterociclilo,
hidroxilo, imino, cetona, nitro, oxo, fosfato, fosfonato, fosfinato, sulfato, sulfuro, sulfonamido, sulfonilo y
tiocarbonilo. En determinadas realizaciones, el grupo heterociclilo no esta sustituido, es decir, esta sin
sustituir.

El término "arilo" esta reconocido en la técnica y se refiere a un grupo aromatico carbociclico. En
algunas realizaciones, el arilo esta opcionalmente sustituido. Los grupos arilo representativos incluyen
fenilo, naftilo, antracenilo y similares. El término "arilo" incluye sistemas de anillos policiclicos que tienen
dos o mas anillos carbociclicos en los que dos 0 mas carbonos son comunes a dos anillos contiguos (los
anillos son "anillos fusionados") en donde al menos uno de los anillos es aromético y, p. €j., el o los otros
anillos pueden ser cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquinilos y/o arilos. A menos que se especifique lo
contrario, el anillo aromatico puede estar sustituido en una o mas posiciones del anillo con, por ejemplo,
restos de halégeno, azida, alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, hidroxilo, alcoxilo, amino, nitro,
sulfhidrilo, imino, amido, &cido carboxilico, -C(O)alquilo, CO,alquilo, carbonilo, carboxilo, alquiltio, sulfonilo,
sulfonamido, sulfonamida, cetona, aldehido, éster, heterociclilo, arilo o heteroarilo, -CF3, -CN o similares.
En determinadas realizaciones, el anillo aromatico esta sustituido en una 0 mas posiciones del anillo con
hal6geno, alquilo, hidroxilo o alcoxilo. En ciertas otras realizaciones, el anillo aromético no esta sustituido,
es decir, esta sin sustituir. En determinadas realizaciones, el grupo arilo es una estructura de anillo de 6 a
10 miembros. En algunas realizaciones, el grupo arilo es un arilo Cg-Cy4.

El término "heteroarilo” se reconoce en la técnica y se refiere a grupos aromaticos que incluyen al
menos un heteroatomo en el anillo. En algunas realizaciones, el heteroarilo estd opcionalmente sustituido.
En ciertos casos, un grupo heteroarilo contiene 1, 2, 3 0 4 heteroatomos en el anillo. Los ejemplos
representativos de grupos heteroarilo incluyen pirrolilo, furanilo, tiofenilo, imidazolilo, oxazolilo, tiazolilo,
triazolilo, pirazolilo, piridinilo, pirazinilo, piridazinilo y pirimidinilo, y similares. A menos que se especifique

lo contrario, el anillo heteroarilo puede estar sustituido en una 0 mas posiciones del anillo con, por ejemplo,
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restos de halégeno, azida, alquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, hidroxilo, alcoxilo, amino, nitro,
sulfhidrilo, imino, amido, acido carboxilico, C(O)alquilo, CO,alquilo, carbonilo, carboxilo, alquiltio, sulfonilo,
sulfonamido, sulfonamida, cetona, aldehido, éster, heterociclilo, arilo o heteroarilo, -CF;, -CN o similares.
El término "heteroarilo” también incluye sistemas de anillos policiclicos que tienen dos o mas anillos
carbociclicos en los que dos 0 méas carbonos son comunes a dos anillos contiguos (los anillos son "anillos
fusionados") en donde al menos uno de los anillos es heteroaromatico vy, p. €j., los otros anillos ciclicos
pueden ser cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquinilos y/o arilos. En determinadas realizaciones, el anillo
heteroarilo esté sustituido en una o mas posiciones del anillo con halégeno, alquilo, hidroxilo o alcoxilo. En
ciertas otras realizaciones, el anillo heteroarilo no estd sustituido, es decir, estd sin sustituir. En
determinadas realizaciones, el grupo heteroarilo es una estructura de anillo de 5 a 10 miembros, como
alternativa una estructura de anillo de 5 a 6 miembros, cuya estructura de anillo incluye 1, 2, 3 0 4
heteroatomos, tales como nitrégeno, oxigeno y azufre.

Los términos "amina" y "amino" se reconocen en la técnica y se refieren tanto a aminas sin sustituir
como sustituidas, p. ej., un resto representado por la férmula general —-N(R%)(R1), en donde R¥® y R11
representan cada uno de forma independiente hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, heterociclilo, alquenilo, arilo,
aralquilo o (CH,)m-R*?; 0 R y R11, tomados junto con el atomo de N al que estan unidos completan un
heterociclo que tiene de 4 a 8 atomos en la estructura del anillo; R'2 representa un arilo, un cicloalquilo, un
cicloalquenilo, un heteraciclo o un policiclo; y m es cero o un ndmero entero en el intervalo de 1 a 8. En
determinadas realizaciones, R1° y R! representan cada uno de forma independiente hidrégeno, alquilo,
alquenilo o -(CH,),-R*2.

Los términos "alcoxilo" o "alcoxi" se reconocen en la técnica y se refieren a un grupo alquilo, como
se ha definido anteriormente, que tiene un radical de oxigeno unido al mismo. En algunas realizaciones, el
alcoxilo esta opcionalmente sustituido. Los grupos alcoxilo representativos incluyen metoxi, etoxi, propiloxi,
terc-butoxi y similares. Un "éter" son dos hidrocarburos unidos covalentemente por un oxigeno. Por
consiguiente, el sustituyente de un alquilo que hace que ese alquilo sea un éter es o se parece a un alcoxilo,
tal como puede estar representado por uno de -O-alquilo, -O-alquenilo, O-alquinilo, -O-(CH,)-R*2, donde
m y R?2 se han descrito anteriormente. El término "haloalcoxilo" se refiere a un grupo alcoxilo que esta
sustituido con al menos un halégeno. Por ejemplo, -O-CH,F, -O-CHF,, -O-CF3 y similares. En determinadas
realizaciones, el haloalcoxilo es un grupo alcoxilo que esta sustituido con al menos un grupo fluoro. En
determinadas realizaciones, el haloalcoxilo es un grupo alcoxilo que esta sustituido con 1-6, 1-5, 1-4, 2-4 o
3 grupos fluoro.

El simbolo "~~~ " indica un punto de unién.

Los compuestos de la descripcidon pueden contener uno 0 mas centros quirales y/o dobles enlaces
y, por lo tanto, existen como estereoisémeros, tales como isomeros geométricos, enantibmeros o
diasteredmeros. El término "estereoisémeros", cuando se utiliza en la presente memoria, consiste en todos
los isébmeros geométricos, enantiomeros o diasteredmeros. Estos compuestos pueden designarse con los
simbolos "R" 0 "S", dependiendo de la configuracion de los sustituyentes alrededor del atomo de carbono

estereogénico. La presente invencion abarca diversos estereoisdmeros de estos compuestos y mezclas de
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los mismos. Los estereoisémeros incluyen enantidmeros y diasteredmeros. Las mezclas de enantiomeros
o diasteredbmeros pueden denominarse "(x)" en la nomenclatura, pero el experto reconocera que una
estructura puede indicar implicitamente un centro quiral. Se entiende que las representaciones graficas de
las estructuras quimicas, p.ej., estructuras quimicas genéricas, abarcan todas las formas
estereoisoméricas de los compuestos especificados, salvo que se indique lo contrario.

Los estereoisdmeros individuales de los compuestos de la presente invencién se pueden preparar
sintéticamente a partir de materiales de partida disponibles en el mercado que contienen centros
asimétricos o estereogénicos, o0 mediante la preparacion de mezclas racémicas seguidas de métodos de
resolucién bien conocidos por los expertos en la técnica. Estos métodos de resolucion se ilustran mediante
(1) unién de una mezcla de enantiomeros a un auxiliar quiral, separacién de la mezcla resultante de
diasteredmeros mediante recristalizacién o cromatografia y liberacion del producto 6pticamente puro del
auxiliar, (2) formacion de sal empleando un agente de resolucién épticamente activo o (3) separacion
directa de la mezcla de enantibmeros opticos en columnas cromatograficas quirales. Las mezclas
estereoisoméricas también se pueden resolver en los esterecisébmeros que las componen mediante
métodos bien conocidos, tales como la cromatografia de gases en fase quiral, cromatografia de liquidos
de alta resolucion en fase quiral, cristalizacion del compuesto como un complejo de sal quiral o cristalizacion
del compuesto en un disolvente quiral. Ademas, los enantiémeros se pueden separar usando técnicas de
cromatografia de fluidos supercriticos (CFS) descritas en la bibliografia. Adicionalmente, los
estereoisémeros se pueden obtener a partir de intermedios estereoméricamente puros, reactivos y
catalizadores mediante métodos sintéticos asimétricos bien conocidos.

También pueden existir isémeros geométricos en los compuestos de la presente invencion. El

simbolo "indica un enlace que puede ser sencillo, doble o triple como se describe en la presente
memoria. La presente invencién abarca los diversos isbmeros geométricos y mezclas de los mismos
resultantes de la disposicién de sustituyentes alrededor de un doble enlace carbono-carbono o la
disposicion de sustituyentes alrededor de un anillo carbociclico. Se designa que los sustituyentes alrededor
de un doble enlace carbono-carbono estan en la configuracion "Z" o "E" en donde los términos "Z"y "E" se
utilizan de acuerdo con las normas de la IUPAC. Salvo que se especifique lo contrario, las estructuras que
representan dobles enlaces abarcan los isémeros tanto "E" como "Z".

Como alternativa, los sustituyentes alrededor de un doble enlace carbono-carbono pueden
denominarse "cis" o "trans", donde "cis" representa sustituyentes en el mismo lado del doble enlace y
"trans" representa sustituyentes en lados opuestos del doble enlace. La disposicién de los sustituyentes
alrededor de un anillo carbociclico se denomina "cis" o "trans". El término "cis" representa sustituyentes en
el mismo lado del plano del anillo y el término "trans" representa sustituyentes en lados opuestos del plano
del anillo. Las mezclas de compuestos en donde los sustituyentes estan dispuestos en el mismo lado y en
lados opuestos del plano del anillo se denominan "cis/trans"”.

La invencion también abarca compuestos de la invencién marcados isotépicamente que son
idénticos a los mencionados en la presente memoria, excepto por que uno o mas atomos se reemplazan

por un atomo que tiene una masa atdmica o nimero masico diferente de la masa atémica o nUmero masico
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gque se encuentra mas habitualmente en la naturaleza. Los ejemplos de is6topos que pueden incorporarse
en compuestos de la invencion incluyen is6topos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fosforo, flor
y cloro, tales como 2H, 2H, 13C, 14C, 8N, 180, 170, 3P, 32p, 355, 18F y 36C], respectivamente.

Determinados compuestos descritos marcados isotopicamente (p. €j., los marcados con 3H y 14C)
son Utiles en ensayos de distribucion de compuestos y/o sustratos en tejidos. Los isotopos tritiados (es
decir, 3H) y de carbono 14 (es decir, 14C) son particularmente preferidos por su facilidad de preparacién y
detectabilidad. Ademas, la sustitucién con is6topos mas pesados tales como el deuterio (es decir, 2H)
puede proporcionar ciertas ventajas terapéuticas resultantes de una mayor estabilidad metabdlica (p. €j.,
mayor semivida in vivo 0 menores requisitos de dosificacion) y, por lo tanto, puede preferirse en algunas
circunstancias. Los compuestos de la invenciébn marcados isotépicamente pueden prepararse
generalmente siguiendo procedimientos analogos a los descritos en, p. €j., los ejemplos de la presente
memoria, sustituyendo un reactivo no marcado isotépicamente por un reactivo marcado isotdpicamente.

Como se emplea en esta memoria, los términos "sujeto" y "paciente" se refieren a organismos que
se van a tratar mediante los métodos de la presente invencién. Dichos organismos son preferiblemente
mamiferos (p. ej., murinos, simios, equinos, bovinos, porcinos, caninos, felinos y similares) y mas
preferiblemente seres humanos.

Como se emplea en esta memoria, la expresién "composicion farmacéutica" se refiere a la
combinacion de un agente activo con un vehiculo, inerte o activo, que hace que la composicion sea
especialmente adecuada para uso diagnéstico o terapéutico in vivo 0 ex vivo.

Como se emplea en esta memoria, la expresion "excipiente farmacéuticamente aceptable" se
refiere a cualquiera de los vehiculos farmacéuticos convencionales, tales como una solucién salina
tamponada con fosfato, agua, emulsiones (p. €j., tales como emulsién de aceite/agua o de agua/aceite) y
diversos tipos de agentes humectantes. Las composiciones también pueden incluir estabilizantes y
conservantes. Para ejemplos de vehiculos, estabilizantes y adyuvantes, véase Remington's The Science
and Practice of Pharmacy, 212 edicion, A. R. Gennaro; Lippincott, Williams y Wilkins, Baltimore, MD, 2006.

Como conocen los expertos en la técnica, las "sales" de los compuestos de la presente invencion
pueden derivar de acidos y bases inorganicos u organicos. Los ejemplos de acidos incluyen, pero sin
limitacién, acido clorhidrico, bromhidrico, sulfdrico, nitrico, perclérico, fumarico, maleico, fosférico, glicélico,
lactico, salicilico, succinico, tolueno-p-sulfénico, tartarico, acético, citrico, metanosulfénico, etanosulfénico,
férmico, benzoico, maldnico, naftaleno-2-sulfénic, bencenosulfénico y similares. Otros &cidos, tales como
el oxdlico, aunque en si mismos no son farmacéuticamente aceptables, se puede emplear en la preparacion
de sales Utiles como intermedios para obtener los compuestos de la invencién y sus sales de adicion de
acidos farmacéuticamente aceptables.

Los ejemplos de bases incluyen, pero sin limitacién, hidroxidos de metales alcalinos (p. €j., sodio),
hidréxidos de metales alcalinotérreos (p. €j., magnesio), amoniaco y compuestos de formula NW,*, en
donde W es alquilo C,4 y similares.

Los ejemplos de sales incluyen, pero sin limitacién: acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato,

bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, alcanforato, alcanforsulfonato, ciclopentanopropionato,
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digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, flucoheptanoato, glicerofosfato, hemisulfato,
heptanoato, hexanoato, hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, maleato,
metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, oxalato, palmoato, pectinato, persulfato, fenilpropionato,
picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato, undecanoato y similares. Otros
ejemplos de sales incluyen los aniones de los compuestos de la presente invencion combinados con un
cation adecuado tal como Na*, NH,;* y NW,* (en donde W es un grupo alquilo C,.4), y similares.

Las abreviaturas utilizadas en esta memoria incluyen diisopropiletiiamina (DIPEA); 4-
dimetilaminopiridina (DMAP); yoduro de tetrabutilamonio (TBAI); 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC); hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio
(PyBOP), 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), cloruro de tetrabutildimetilsilio (TBDMSCI), fluoruro de
hidrégeno (HF), fenilo (Ph), bis(trimetilsilil)amina (HMDS), dimetilformamida (DMF); cloruro de metileno
(DCM); tetrahidrofurano (THF); cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC); espectrometria de masas
(MS), detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD), electronebulizacion (ES)); espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN).

Como se emplea en esta memoria, la expresion "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad de un
compuesto (p. €j., un 4cido nucleico, p. ej., un ARNm) suficiente para efectuar resultados beneficiosos o
deseados. Se puede administrar una cantidad eficaz en una o mas administraciones, aplicaciones o
dosificaciones y no se pretende que se limite a una formulacion o via de administracion particular. Se puede
considerar que la expresion cantidad eficaz incluye cantidades terapéutica y/o profilacticamente eficaces
de un compuesto.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz", como se emplea en esta memoria, significa la
cantidad de un compuesto (p. €j., un acido nucleico, p. ej., un ARNm), material 0 composicién que
comprende un compuesto (p. €j., un acido nucleico, p. €j., un ARNm) que es eficaz para producir algun
efecto terapéutico deseado en al menos una subpoblacién de células en un mamifero, por ejemplo, un ser
humano, o un sujeto (p. €j., un sujeto humano) con una relaciéon beneficio/riesgo razonable aplicable a
cualquier tratamiento médico.

La expresion "cantidad profilacticamente eficaz", como se emplea en esta memoria, significa la
cantidad de un compuesto (p. €j., un acido nucleico, p. ej., un ARNm), material o composicién que
comprende un compuesto (p. €j., un acido nucleico, p. €j., un ARNm) que es eficaz para producir algun
efecto profilactico deseado en al menos una subpoblacién de células en un mamifero, por ejemplo, un ser
humano, o un sujeto (p. ej., un sujeto humano) al reducir, minimizar o eliminar el riesgo de contraer una
afeccion o reducir o minimizar la gravedad de una afeccion con una relacion beneficio/riesgo razonable
aplicable a cualquier tratamiento médico.

Como se emplea en esta memoria, los términos "tratar", "tratando" y "tratamiento" incluyen
cualquier efecto, p. €j., disminucion, reduccién, modulacién, mejora o eliminacién, que dé lugar a la mejora
de la afeccion, enfermedad, trastorno y similares, o0 mejora de un sintoma de los mismos.

La expresién "farmacéuticamente aceptable" se emplea en la presente memoria para referirse a

los compuestos, materiales, composiciones y/o formas farmacéuticas que sean, dentro del alcance del



10

15

20

25

30

35

29

buen criterio médico, adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin
excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacion, en linea con una relacion
beneficio/riesgo razonable.

En la solicitud, cuando se dice que un elemento o componente esté incluido y/o seleccionado de
una lista de elementos o componentes enumerados, debe entenderse que el elemento o componente
puede ser uno cualquiera de los elementos o componentes enumerados, o el elemento 0 componente
puede seleccionarse de un grupo que consta de dos 0 mas de los elementos o componentes enumerados.

Ademas, debe entenderse que los elementos y/o caracteristicas de una composiciéon o un método
descrito en la presente memoria se pueden combinar de diversas maneras sin desviarse del espiritu y
alcance de la presente invencién, ya sea explicito o implicito en la presente memoria. Por ejemplo, cuando
se hace referencia a un compuesto particular, ese compuesto se puede usar en diversas realizaciones de
composiciones de la presente invencién y/o en métodos de la presente invencion, a menos que se entienda
lo contrario por el contexto. En otras palabras, dentro de la presente solicitud, las realizaciones se han
descrito y representado de una manera que permita escribir y dibujar una solicitud clara y concisa, pero se
pretende y se apreciard que las realizaciones se pueden combinar o separar de diversas formas sin
desviarse de las presentes ensefianzas e invenciones. Por ejemplo, se apreciara que todas las
caracteristicas descritas y representadas en la presente memoria pueden ser aplicables a todos los
aspectos de la invencién o invenciones descritas y representadas en la presente memoria.

Debe entenderse que la expresion "al menos uno de" incluye individualmente cada uno de los
objetos enumerados después de la expresion y las diversas combinaciones de dos o mas de los objetos
enumerados, a menos que se entienda lo contrario por el contexto y el uso. Se debe entender que la
expresién "y/o" en relacion con tres 0 mas objetos enumerados tiene el mismo significado a menos que se
entienda lo contrario por el contexto.

El uso del término "incluir', “incluye", "incluyendo", "tener", "tiene", "teniendo", "contener",
"contiene" o0 "conteniendo", incluidos equivalentes gramaticales de los mismos, debe entenderse en general
como abierto y no limitante, por ejemplo, sin excluir elementos o etapas adicionales no mencionados, a
menos que se indique especificamente o se entienda lo contrario por el contexto.

Cuando el uso de la expresion "aproximadamente" esté delante de un valor cuantitativo, la presente
invencion también incluye el valor cuantitativo especifico en si, a menos que se indique especificamente lo
contrario. Como se emplea en esta memoria, el término "aproximadamente” se refiere a una variacién de
+10 % del valor nominal a menos que se indique o infiera lo contrario.

Como se emplea en esta memoria, salvo que se indique lo contrario, el término "anticuerpo"”
significa cualquier molécula o complejo molecular de unién a antigeno que comprenda al menos una region
determinante de complementariedad (CDR) que se una especificamente a un antigeno particular o
interactle con él. Se entiende que el término abarca un anticuerpo intacto (p. €j., un anticuerpo monoclonal
intacto), o un fragmento del mismo, tal como un fragmento Fc de un anticuerpo (p. €j., un fragmento Fc de
un anticuerpo monoclonal), o un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo (p. €j., un fragmento de

unién a antigeno de un anticuerpo monoclonal), incluido un anticuerpo intacto, fragmento de unién a
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antigeno del mismo o fragmento Fc que se haya modificado o disefiado. Los ejemplos de fragmentos de
unién a antigeno incluyen Fab, Fab', (Fab’),, Fv, anticuerpos de cadena sencilla (p. ej., scFv), minicuerpos
y diacuerpos. Los ejemplos de anticuerpos que se han modificado o disefiado incluyen anticuerpos
qguiméricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos multiespecificos (p. €j., anticuerpos biespecificos). El
término también abarca un dominio variable Unico de inmunoglobulina, tal como un nanocuerpo (p. €j., un
V).

Los anticuerpos de origen natural normalmente comprenden un tetramero. Cada uno de dichos
tetrAmeros se compone normalmente de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par
una cadena "ligera" de longitud completa (que normalmente tiene un peso molecular de aproximadamente
25 kDa) y una cadena "pesada" de longitud completa (que normalmente tiene un peso molecular de
aproximadamente 50-70 kDa). Las expresiones "cadena pesada"y "cadena ligera" como se emplean en
esta memoria, se refieren a cualquier polipéptido de inmunoglobulina que tenga una secuencia de dominio
variable suficiente para conferir especificidad por un antigeno diana. La parte amino terminal de cada
cadena ligera y pesada normalmente incluye un dominio variable de aproximadamente 100 a 110 o mas
aminoacidos que normalmente es responsable del reconocimiento de antigenos. La parte carboxilo
terminal de cada cadena normalmente define un dominio constante responsable de la funcién efectora. Por
lo tanto, en un anticuerpo de origen natural, un polipéptido de inmunoglobulina de cadena pesada de
longitud completa incluye un dominio variable (V) y tres dominios constantes (Cy1, Cro Y Chs), €n donde el
dominio Vy esta en el extremo amino del polipéptido y el dominio Cys esta en el extremo carboxilo, y un
polipéptido de inmunoglobulina de cadena ligera de longitud completa incluye un dominio variable (V) y un
dominio constante (C,), en donde el dominio V, esta en el extremo amino del polipéptido y el dominio C,
esta en el extremo carboxilo.

Las cadenas ligeras humanas se clasifican nhormalmente como cadenas ligeras kappa y lambda, y
las cadenas pesadas humanas se clasifican normalmente como mu, delta, gamma, alfa o épsilon y definen
el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE, respectivamente. IgG tiene varias subclases, que
incluyen, pero sin limitacion, IgG1, 1IgG2, IgG3 e IgG4. IgM tiene subclases que incluyen, pero sin limitacion,
IgM1 e IgM2. IgA se subdivide de manera similar en subclases que incluyen, pero sin limitacion, IgAl e
IgA2. Dentro de cadenas ligeras y pesadas de longitud completa, los dominios variables y constantes
normalmente estan unidos por una regién "J" de aproximadamente 12 o0 mas aminoacidos, incluyendo la
cadena pesada también una region "D" de aproximadamente 10 aminoacidos mas. Véase, p. €j.,
FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY (Paul, W., ed., Raven Press, 22 ed., 1989), que se incorpora por referencia en
su totalidad para todos los fines. Las regiones variables de cada par de cadena ligera/pesada normalmente
forman un sitio de unién a antigeno. Los dominios variables de anticuerpos de origen natural presentan
normalmente la misma estructura general de regiones marco (FR) relativamente conservadas unidas por
tres regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de complementariedad o
CDR. Las CDR de las dos cadenas de cada par normalmente estan alineadas por las regiones marco

conservadas, lo que puede permitir la unién con un epitopo especifico. Desde el extremo amino al extremo
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carboxilo, los dominios variables de cadena tanto ligera como pesada normalmente comprenden los
dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3y FRA4.

La expresién "conjunto de CDR" se refiere a un grupo de tres CDR que aparecen en una unica
region variable capaz de unirse al antigeno. Los limites exactos de estas CDR se han definido de manera
diferente segun diferentes sistemas. El sistema descrito por Kabat (Kabat et al., SEQUENCES OF PROTEINS
OF IMMUNOLOGICAL INTEREST (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987) y (1991)) no solo
proporciona un sistema de numeracion de restos inequivoco aplicable a cualquier region variable de un
anticuerpo, sino que también proporciona limites de restos precisos que definen las tres CDR. Estas CDR
pueden denominarse CDR de Kabat. Chothia y colaboradores (Chothia y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:
901-17; Chothia et al., 1989, Nature 342: 877-83) descubrieron que determinadas subpartes dentro de las
CDR de Kabat adoptan conformaciones de cadena principal peptidica casi idénticas, a pesar de tener una
gran diversidad en el nivel de secuencia de aminoacidos. Estas subpartes se designaron L1, L2y L3 o H1,
H2 y H3 donde la "L" y la "H" designan las regiones de cadena ligera y cadena pesada,
respectivamente. Estas regiones pueden denominarse CDR de Chothia, que tienen limites que solapan
con CDR de Kabat. Se han descrito otros limites que definen las CDR que solapan con las CDR de Kabat
en Padlan, 1995, FASEB J. 9: 133-39; MacCallum, 1996, J. Mol. Biol. 262(5): 732-45; y Lefranc, 2003, Dev.
Comp. Immunol. 27: 55-77. Otras definiciones mas de limites de CDR pueden no seguir estrictamente uno
de los sistemas descritos en esta memoria, pero, no obstante, solaparan con las CDR de Kabat, aunque
pueden acortarse o alargarse a la luz de la prediccion o los hallazgos experimentales de que restos o
grupos de restos particulares o incluso CDR completos no influyen significativamente en la union al
antigeno. Los métodos empleados en esta memoria pueden utilizar CDR definidas segln cualquiera de
estos sistemas, aunque determinadas realizaciones usan CDR definidas por Kabat o Chothia. La
identificacién de CDR predichas usando la secuencia de aminoacidos es bien conocida en el campo, tal
como en Martin, A.C. "Protein sequence and structure analysis of antibody variable domains", In Antibody
Engineering, Vol. 2. Kontermann R., Dibel S., eds. Springer-Verlag, Berlin, pags. 33-51 (2010). La
secuencia de aminoacidos del dominio variable de la cadena pesada y/o ligera también puede
inspeccionarse para identificar las secuencias de las CDR mediante otros métodos convencionales, p. €j.,
por comparacion con secuencias de aminoacidos conocidas de otras regiones variables de cadena pesada
y ligera para determinar las regiones de hipervariabilidad de secuencia. Las secuencias numeradas
pueden alinearse a simple vista o empleando un programa de alineacion tal como uno de los programas
del paquete CLUSTAL, como se describe en Thompson, 1994, Nucleic Acids Res. 22: 4673-80. Se usan
de manera convencional modelos moleculares para delinear correctamente las regiones marco
conservadas y CDR vy, por tanto, corregir las asignaciones basadas en secuencias.

El término "Fc" como se emplea en esta memoria se refiere a una molécula que comprende la
secuencia de un fragmento que no se une a antigeno resultante de la digestion de un anticuerpo o
producido por otros medios, ya sea en forma monomérica o multimérica, y puede contener la region de
bisagra. La fuente original de inmunoglobulina del Fc nativo es preferiblemente de origen humano y puede

ser cualquiera de las inmunoglobulinas, aunque se prefieren IgG1l e 1gG2. Las moléculas Fc estan
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compuestas de polipéptidos monomeéricos que pueden unirse en formas diméricas o multiméricas por
asociacion covalente (es decir, enlaces disulfuro) y no covalente. El ndimero de enlaces disulfuro
intermoleculares entre subunidades monomeéricas de moléculas de Fc nativas varia de 1 a 4 segun la clase
(p- €j., 1gG, 1gA e IgE) o subclase (p. €j., IgG1, 1gG2, 1gG3, IgAl y IgGA2). Un ejemplo de un Fc es un
dimero unido por enlaces disulfuro resultante de la digestidon con papaina de una IgG. La expresion "Fc
nativo" como se emplea en esta memoria es genérica para las formas monoméricas, diméricas y
multiméricas.

Un fragmento F(ab) normalmente incluye una cadena ligera y los dominios Vy y Cy; de una cadena
pesada, en donde la parte de cadena pesada Vy-Cy; del fragmento F(ab) no puede formar un enlace
disulfuro con otro polipéptido de cadena pesada. Como se emplea en esta memoria, un fragmento F(ab)
también puede incluir una cadena ligera que contiene dos dominios variables separados por un conector
de aminoacidos y una cadena pesada que contiene dos dominios variables separados por un conector de
aminoacidos y un dominio Cy.

Un fragmento F(ab') normalmente incluye una cadena ligera y una parte de una cadena pesada
que contiene mas de la regién constante (entre los dominios Cy; Yy Cy2), de modo que se puede formar un
enlace disulfuro intercatenario entre dos cadenas pesadas para formar una molécula de F(ab")2.

Como se emplea en esta memoria, un "anticuerpo que se une a X" (es decir, siendo X un antigeno
particular), o "un anticuerpo anti-X", es un anticuerpo que reconoce especificamente el antigeno X.

Como se emplea en esta memoria, un "enlace disulfuro interno intercatenario” o un "enlace
disulfuro intercatenario interno" se refiere a un enlace disulfuro en un polipéptido que no es facilmente
accesible a agentes reductores hidrosolubles o que esta efectivamente "interno” en las regiones hidréfobas
del polipéptido, de modo que no esta disponible ni para agentes reductores ni para conjugacién con otros
PEG hidrdfilos. Los enlaces disulfuro internos intercatenarios se describen con més detalle en el documento
WO02017096361A1, que se incorpora por referencia en su totalidad.

Como se emplea en esta memoria, la especificidad del suministro dirigido por una NPL se define
por la relacion entre el % de células madre hematopoyéticas (CMH) que reciben el acido nucleico
suministrado (p. ej., suministro especifico) y el % de un tipo celular no deseado o que no es diana, que no
se pretende que sea el destino del suministro, pero recibe el acido nucleico suministrado (p. €j., suministro
inespecifico). Por ejemplo, la especificidad es mayor cuando mas CMH reciben el acido nucleico
suministrado y/o cuando menos células de otros tipos reciben el acido nucleico suministrado. La
especificidad del suministro dirigido por una NPL también puede definirse por la relacién entre la cantidad
de acido nucleico que se suministra a las CMH (p. €j., suministro especifico) y la cantidad de acido nucleico
gue se suministra a células de otros tipos (p. €j., suministro inespecifico). La especificidad del suministro
se puede determinar usando cualquier método adecuado. Como ejemplo no limitante, el nivel de expresion
del 4cido nucleico en las CMH se puede medir y comparar con el de otro tipo de célula que no se pretende
que sea el destino del suministro.

Como se emplea en esta memoria, un anticuerpo humanizado es un anticuerpo de origen total o

parcialmente no humano y cuya secuencia proteica se ha modificado para sustituir determinados
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aminoacidos, por ejemplo, que se produce en la(s) posicidn(es) correspondiente(s) en las regiones marco
conservadas de los dominios VH y VL en una secuencia de anticuerpo de un ser humano, para aumentar
su similitud con los anticuerpos producidos de forma natural en seres humanos, con el fin de evitar o
minimizar una respuesta inmunitaria en seres humanos. Por ejemplo, utilizando técnicas de ingenieria
genética, los dominios variables de anticuerpos no humanos de interés pueden combinarse con los
dominios constantes de anticuerpos humanos. Los dominios constantes de un anticuerpo humanizado son
la mayoria de las veces dominios CH y CL humanos.

Como se emplea en esta memoria, el término "espaciador" o "conector" indica un péptido que
fusiona dos o mas polipéptidos o proteinas en una sola molécula. El uso de espaciadores para conectar
dos o mas (poli)péptidos es bien conocido en la técnica. En la tabla C se muestran otros espaciadores
peptidicos ilustrativos. Una clase de espaciador peptidico utilizada con frecuencia se conoce como
espaciadores "Gly-Ser" 0 "GS". Estos son espaciadores que consisten esencialmente en restos de glicina
(G) y serina (S), y normalmente comprenden una 0 mas repeticiones de un motivo peptidico tal como el
motivo GGGGS (SEQ ID NO: 45) (por ejemplo, que tiene la férmula (Gly -Gly-Gly-Gly-Ser)n en la que n
puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas). Algunos ejemplos utilizados frecuentemente de dichos espaciadores
GS son los espaciadores 9GS (GGGGSGGGS, SEQ ID NO: 48), espaciadores 15GS (n=3) y espaciadores
35GS (n=7). Se hace referencia, por ejemplo, a Chen et al. 2013 (Adv. Drug Deliv. Rev. 65(10): 1357—
1369) y Klein et al. 2014 (Protein Eng. Des. Sel. 27 (10): 325-330).

Como se emplea en esta memoria, la expresion "lipido estructural” se refiere a esteroles y también
a lipidos que contienen restos de esteroles.

Debe entenderse que el orden de las etapas o el orden para realizar determinadas acciones es
irrelevante mientras la presente invencién siga siendo operativa. Por otra parte, se podran realizar dos o
mas etapas o acciones simultdneamente.

En diversos lugares de la presente memoria descriptiva, los sustituyentes se describen en grupos
0 en intervalos. Se pretende especificamente que la descripcion incluya todas y cada una de las
subcombinaciones individuales de los miembros de dichos grupos e intervalos. Por ejemplo, la expresion
"alquilo C,4" esta destinada especificamente a desvelar individualmente alquilo Cy, C,, Cs, Cy4, Cs, Cg, Cy-
Cs, C1-Cs, C1-C4, C1-C3, C1-Cy, Cy-Cq, C1-Cs, Cy-Cy, Cy-C3, C3-Cq, C3-Cs, C3-Cy, C4-Cs, C4-Cs y Cs5-Co. A
modo de otros ejemplos, un nimero entero en el intervalo de 0 a 40 esta destinado especificamente a
desvelar individualmente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 y 40, y un niumero entero en el intervalo de 1 a 20
esta destinado especificamente a desvelar individualmente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19y 20.

El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o expresiones ilustrativas en esta memoria, por
ejemplo, "tales como" o "incluidos”, esta destinado simplemente a ilustrar mejor la presente invencion y no
supone una limitacion del alcance de la invencién salvo que se reivindique. Ningin lenguaje de la memoria
descriptiva debe interpretarse como indicativo de que algun elemento no reivindicado es esencial para la

practica de la presente invencién.
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A lo largo de la descripcién, cuando se describe que las composiciones y kits tienen, incluyen o
comprenden componentes especificos, o cuando se describe que los procesos y métodos tienen, incluyen
o comprenden etapas especificas, se contempla que, adicionalmente, existen composiciones y kits de la
presente invencion que consisten esencialmente en, o consisten en, los componentes enumerados, y que
existen procesos y métodos segln la presente invencidén que consisten esencialmente en, o consisten en,
las etapas de procesamiento enumeradas.

Como norma general, las composiciones que especifican un porcentaje son en peso salvo que se
especifique lo contrario. Ademas, si una variable no va acompafiada de una definicién, tiene prevalencia la
definicién anterior de la variable.

1. COMPOSICIONES DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS

La invencién proporciona una composicion de nanoparticulas lipidicas (NPL) que comprende un
lipido catidnico ionizable descrito en la presente memoria y/o un conjugado de lipido-grupo de
direccionamiento a CMH (p. ej., conjugado de lipido-anticuerpo) descrito en la presente memoria. En
determinadas realizaciones, la NPL puede comprender un lipido catiénico ionizable descrito en la presente
memoria y uno 0 mas de un esterol, un fosfolipido neutro, un PEG-lipido y un conjugado de lipido-grupo de
direccionamiento a células inmunitarias. En algunas realizaciones, la NPL comprende una mezcla de lipidos
gue comprende el lipido catiénico ionizable y uno o mas de un esterol, un fosfolipido neutro, un PEG-lipido
y un conjugado de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., conjugado de lipido-anticuerpo).

(a) Lipidos catiénicos ionizables

En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la
presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable. Cuando se usan en una composicion de
nanoparticulas lipidicas, dichos lipidos catiénicos ionizables pueden facilitar el suministro de una carga (util
(p. €j., un acido nucleico, tal como un ADN o ARN, tal como un ARNm) dispuesta en los mismos a células,
p. €., células de mamiferos, p. ej., células madre hematopoyéticas (CMH). Dichos lipidos catiénicos
ionizables se han disefiado para permitir la administracion intracelular de un acido nucleico, p. €j., ARNm,
al compartimento citosolico de un tipo de célula diana y se degradan rapidamente en componentes no
téxicos. Las funcionalidades complejas de los lipidos catidnicos ionizables se ven facilitadas por la
interaccion entre la quimica y la geometria del grupo de cabeza de los lipidos ionizables, los grupos
hidréfobos de "cola de acilo" y los conectores que conectan el grupo de cabeza y los grupos de cola de
acilo. Normalmente, la pK, del grupo de cabeza de amina ionizable esta disefiada para estar en el intervalo
de 6-8, tal como entre 6.2 y 7.4 0 entre 6.7 y 7.2, de modo que permanezca fuertemente catiénica en
condiciones de formulacién acidas (p. €j., pH 4 — pH 5.5), neutra o ligeramente aniénica en pH fisiologico
(7.4) y catidnica en los compartimentos endosémicos temprano y tardio (p. €j., pH 5.5 — pH 7). Los grupos
de cola de acilo desempefian una funcién clave en la fusién de la nanoparticula lipidica con las membranas
endosémicas y la desestabilizacion de la membrana mediante alteraciones estructurales. Se cree que la
estructura tridimensional de la cola de acilo (determinada por su longitud y el grado y sitio de insaturacion)
junto con los tamafios relativos del grupo de cabeza y del grupo de cola participan en la promocién de la

fusion de membranas vy, por lo tanto, en el escape endosémico de las nanoparticulas lipidicas (un requisito
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clave para el suministro citosélico de una carga util de acido nucleico). El conector que conecta el grupo de
cabeza y los grupos de cola de acilo esta disefiado para ser degradado por enzimas fisioldgicamente
prevalentes (p. €]., esterasas o proteasas) o por hidrdlisis catalizada por acidos.

En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catidnico ionizable representado por la Formula (II':

Jk . )k
R1AL R Y N R2A3
le?z‘/ \’<R2A2

R1A3 R2A1
. N (0]
R3B

R3A R3A3

R3A2
RSAl

(I,

0 una de sus sales, en donde:

R!, R? y R3 son cada uno de forma independiente un enlace o alquileno C.;

R1A, R?A y R3A son cada uno de forma independiente un enlace o alquileno Cy.19;

RIAL R1AZ RIAS R2A1 R2A2 R2A3 R3AL RSAZ y R3A3 gon cada uno de forma independiente H, alquilo
C1.20, alquenilo Cy.z, -(CH2)0.10C(O)OR?! 0 -(CH3)0.100C(O)R?2;

Ral y R22 son cada uno de forma independiente alquilo C;.5, 0 alquenilo Cy_5;

RSBZ RSB;LL'

~N
N/

R es R3B3 ;

R3B1 es alquileno Ci¢; y

R3B2 y R383 son cada uno de forma independiente H o alquilo C;.¢ opcionalmente sustituidos con
uno o mas sustituyentes, cada uno seleccionado de forma independiente del grupo que consiste en -OH y
-O-(alquilo Cy.).

Cualquiera de las variables o sustituyentes proporcionados en la presente memoria esta sin
sustituir o sustituido con uno o mas sustituyentes. En algunas realizaciones, cualquiera de las variables o
sustituyentes proporcionados en la presente memoria esta opcionalmente sustituido. En algunas
realizaciones, cualquiera de las variables o sustituyentes proporcionados en la presente memoria esta
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de forma independiente del grupo
que consiste en -ORs!, -NR$2Rs3, -C(O)R%%, -C(O)ORs5, C(O)NR%(Rs?, -OC(O)Rs8, -OC(O)ORS?, -
OC(O)NRs19R™L -NRs2C(O)Rs13 y -NRs*C(O)ORs15, en donde Rs1, Rs?, Rs3, Rs4, Rs5, R%6, RS7, Rs8, Rs9, Rs10,
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RSl Rs12 Rs13 Rsl4y Rs15 son cada uno de forma independiente H, alquilo Cy, cicloalquilo Ca.1, arilo Cs.
14, heteroarilo de 5 a 10 miembros, o heterociclilo de 3 a 10 miembros, cada uno de los cuales esta
opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, R?, R? y R? son cada uno de forma independiente un enlace o alquileno
C..3. En algunas realizaciones, R, R? y R® son cada uno de forma independiente un enlace o metileno. En
algunas realizaciones, R! y R? son cada uno metileno y R® es un enlace. En algunas realizaciones, R, R?2
y R3 son cada uno metileno. En algunas realizaciones, R, R? y R3 estan cada uno de forma independiente
sustituidos o sin sustituir.

En algunas realizaciones, R'A, R?* y R3A son cada uno de forma independiente un enlace o
alquileno C;.50. En algunas realizaciones, R, R?* y R3” son cada uno de forma independiente un enlace o
-(CH,)1.10-. En algunas realizaciones, R'* y R?A son cada uno de forma independiente un enlace, -CH,-, -
(CH3)2-, -(CHa)s-, -(CH,)4-, -(CH,)s-, -(CH,)s-, -(CH,);- 0 -(CH,)s-. En algunas realizaciones, R* y R?A son
cada uno un enlace, cada uno -CH,-, cada uno -(CH,),-, cada uno -(CH,)s-, cada uno -(CH,)s-, cada uno -
(CH,)s-, cada uno -(CH,)e-, cada uno -(CH,);- o cada uno -(CH,)s-. En algunas realizaciones, R y R?A son
cada uno de forma independiente un enlace, -(CH,),-, -(CH,)4-, -(CH,)s-, -(CH,)7- 0 -(CH,)g-. En algunas
realizaciones, R y R?A son cada uno un enlace, cada uno -(CH,),-, cada uno -(CH,),-, cada uno -(CH,)s-,
cada uno -(CH;);- o cada uno -(CH,)s-. En algunas realizaciones, R3* es un enlace, -CH,-, -(CH,),- 0 -
(CHy);-. En algunas realizaciones, R4, R?A y R3A estan cada uno de forma independiente sustituidos o sin
sustituir.

En algunas realizaciones, R11, R1A2 R1A3 R2AL R2A2 R2A3 R3AL RS3A2y R3A3 gon cada uno de forma
independiente H, alquilo Ci,o, alquenilo Ci.,, -(CH1)0.10C(O)OR2 0 -(CH,)0.100C(O)R#2. En algunas
realizaciones, R1A1, R1A2 R1A3 R2A1 R2A2 R2A3 RSAL R3A2 y R3A3 gon cada uno de forma independiente H,
alquilo C;.35, -CH=CH-(alquilo C;.15), -CH=CH-CH,-CH=CH-(alquilo C;.15), -(CH2)04C(O)OCH(alquilo C;.
10)(@lquilo Cy.45), -(CH2)0.4OC(O)CH(alquilo Cy.40)(alquilo Cy.15), -(CH2)0-4C(O)OCH,(alquilo Cy.15) 0 -(CHa)o.
4OC(O)CHy(alquilo C;.;5). En algunas realizaciones, R*A1, R1A2) R1A3 R2A1 R2A2 R2A3 R3AL R3A2 y R3A3 estan
cada uno de forma independiente sustituidos o sin sustituir.

En algunas realizaciones, R'A! y R?A! son cada uno de forma independiente -CH=CH-(alquilo C;.
15), -CH=CH-CH,-CH=CH-(alquilo Cj.19), -(CH»)o.4C(O)OCH(alquilo Cijo)(alquilo Cii5) 0 -(CHy)o.

4OC(O)CH(alquilo Cy.10)(alquilo Cy.15); y R1A2, R1A3 R2A2 y R2A3 son cada uno H. En algunas realizaciones,

P

R1AL y R2AL son cada uno — — ,

f\(o
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En algunas realizaciones, R'A! y R?A! son cada uno alquilo Cy.35; R2 y R?A2 son cada uno alquilo

Cii5; ¥ R y R28 gson cada uno H. En algunas realizaciones, R y R2?A! son cada uno

‘L??/\/\/\.

gl?" ; ¥ R1A2y R2A2 son cada uno
En algunas realizaciones, RA! y R2A1 son cada uno -(CH,)y.4sOC(O)CH,(alquilo Cy.;5); R?Al y R2A2

son cada uno -(CH,),.4C(O)OCH,(alquilo Cy.35); y R*3 y R?A3 son cada uno H. En algunas realizaciones,

P PN

Rl y R2Al son cada uno

O

S

En algunas realizaciones, RA! y R?A1 son cada uno -C(O)OCH,(alquilo C;.15); R? y R2A2 son cada

iy R¥# y R222 son cada uno

uno -(CH,)0.4C(O)OCH,(alquilo Cy.15); y R¥3 y R?A3 son cada uno H. En algunas realizaciones, RA! y R?Al
SSS\H/O\/\/\/
son cada uno o ;7 y RW y R22 son cada uno

O

S

En algunas realizaciones, R3!, R3A2 y R3A3 gon cada uno de forma independiente H, alquilo C;_ss, -
(CH2)04C(O)OCH(anUIIO C1_5)(a|qui|0 Cl-lO)i -(CH2)04OC(O)CH(anUIIO C1_5)(a|qui|0 Cl-lO)i '(CHz)o_
4C(O)OCH2(anUIIO Cl-lO) (0] '(CH2)0_4OC(O)CH2(alqU"O Cl—lO)-
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En algunas realizaciones, R3A! y R32 son cada uno de forma independiente alquilo Cy_;5; y R33 es

'72)/\/\

H. En algunas realizaciones, R3*! y R®*? son cada uno de forma independiente etilo,

YN NN

En algunas realizaciones, R3! es alquilo Cy.35; ¥ R32 y R33 son cada uno H. En algunas

1?7/\/\/\/\

realizaciones, R3A! es

En algunas realizaciones, R3A! es -C(O)OCH(alquilo Cy.s)(alquilo Cy.10); y R®2 y R3A3 son cada uno

;YOW\A/V
H. En algunas realizaciones, R3AL es O o]

YO

En algunas realizaciones, R3Al es -(CH,)o4OC(O)CHy(alquilo Ci.ig); R3?

L g

4(O)OCH,(alquilo C1.10); ¥ R33 es H. En algunas realizaciones, R3! es

z%/o\”/\/\/

@] ;Y R%2 es

O

En algunas realizaciones, R3Al es -(CH,)o4C(O)OCHy(alquilo Ci.g); R3?

4C(O)OCHy(alquilo  Cii0); y R8A  es H. En algunas realizaciones,

“2?7/\”/0\/\/\/

En algunas realizaciones, R3*!, R342 y R3A3 son cada uno H.

; y R3A2 es

E)J\O/\/\

es -(CHz)o_

iz?/\[(o\/\/\/

0
es -(CHz)o_
R3Al es

Ral y R# son cada uno de forma independiente alquilo C;,, 0 alquenilo C;,. En algunas

realizaciones, Ra! y R#2 son cada uno de forma independiente -(CH,)o.1sCH3 0 -CH(alquilo C;.50)(alquilo C;.

15). En algunas realizaciones, R3! y R32 son cada uno de forma independiente

:
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> o

?

, 0 , cada uno de los
cuales estd opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, R y R22 estan cada uno de forma

&
3B2 RSBl

\N/

RSBS

independiente sustituidos o sin sustituir.

R

En algunas realizaciones, R%® es . En algunas realizaciones, R%8 es H. En
algunas realizaciones, R3B esta sustituido o sin sustituir.

En algunas realizaciones, R3! es alquileno C,¢. En algunas realizaciones, R3! es etileno o
propileno. En algunas realizaciones, R38! estda sustituido o sin sustituir. En algunas realizaciones, R38! esta
opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, R382 y R3B3 estan cada uno de forma independiente y opcionalmente
sustituidos. En algunas realizaciones, R382 y R383 son cada uno de forma independiente H o alquilo C;¢
opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes, cada uno seleccionado de forma independiente
del grupo que consiste en -OH y -O-(alquilo Cy.¢). En algunas realizaciones, R382 y R383 son cada uno de
forma independiente H o alquilo C,.¢ opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes seleccionados
de forma independiente del grupo que consiste en -ORs!, -NR$2Rs3, -C(O)Rs4, -C(O)ORs5, C(O)NRsERS7, -
OC(O)Rs8, -OC(O)ORS?, -OC(O)NRSLOR, -NRs12C(O)Rs:3 y -NRSMC(O)ORS?S, en donde RS, Rs2, Rs3, R4,
Rs5, Rs6, RS7, Rs8, RS9, Rs10, Rsll Rs12 Rsl3 Rsl4y Rsl5 gon cada uno de forma independiente H, alquilo C,.
6, Cicloalquilo C3 g, arilo Cg 14, heteroarilo de 5 a 10 miembros, o heterociclilo de 3 a 10 miembros, cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, R32 y R383 son cada uno de
forma independiente H, metilo, etilo, propilo, butilo o pentilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente
sustituidos con uno o mas sustituyentes, cada uno seleccionado de forma independiente del grupo que
consiste en -OH y -O-(alquilo C;¢). En algunas realizaciones, R38¥? y R383 son cada uno de forma

independiente metilo o etilo, cada uno opcionalmente sustituido con uno o mas -OH. En algunas
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realizaciones, R382 y R383 son cada uno metilo o cada uno etilo, cada uno opcionalmente sustituido con uno

0 mas -OH. En algunas realizaciones, R382 y R383 son cada uno metilo sin sustituir.
3B2 38%7
R R
\ /

N 383 |
En algunas realizaciones, R es ,

\N/\/‘% /)N/\/QLL’ HOV\N/\/\f

|
HO\/\N/\/\f

| , cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido.

HO

En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable representado por la Férmula (11a):

O O
RlAl JJ\() O)J\ R2A3
]E‘/ \’< RZAZ
R1A3 °N R2Al
R3BZ RSBl
N
RSA R3A3
RSB3
R3A2
R3A1

(la),

0 una de sus sales, en donde R1A, R2A, R3A RIAL R1A2 R1A3 R2Al R2A2 R2A3 R3A1 R3A2 R3A3 RS3BL
R3B2 y R383 son como se ha definido para la Férmula (II'), Férmula (1) o cualquier variacién o realizacion de
las mismas.

En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido cationico ionizable representado por la Férmula (IIb):



10

15

20

25

30

35

41

O O
RIAL R 1AJ\O/\‘/\O)J\ R2A R2A3
Rla/ N o \|<R2A2
R1A3 \K R2AL

PN
(1b),
0 una de sus sales, en donde R1A, R?A) R34 R1AL R1AZ RIA3 R2AL R2A2 R2A3 R3AL R8AZ y R3A3 gon
como se ha definido para la Férmula (II'), Férmula (Il) o cualquier variacién o realizacién de las mismas.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de férmula:

0] 0
] ?\1)0 k
N
1A G
N

0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de férmula:

0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catidnico ionizable de féormula:
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o] 0

Z O o AN

;N}Jo

0 una de sus sales.

En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la
presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable representado por la Férmula llla o la Férmula
Ib:

X1 x2

H3C\M/;/;/\/\/\)< /H\ /R]"
(@) Y n N
A /\()/\ §2I
H3;C " —

X3 x4 (Férmula llla)

(Foérmula llib),

0 una de sus sales, en donde:

Ry R? son de forma independiente alquilo C;.3, 0 Ry R? se toman junto con el atomo de nitrégeno
para formar un piperidinilo o morfolinilo opcionalmente sustituido;

Y se selecciona del grupo que consiste en -O-, -OC(0)-, -OC(S)- y -CH,-;

X1, X2, X3y X* son hidrégeno o X! y X? 0 X3 y X* se toman juntos de forma independiente para
formar un oxo;

nes0o3;

0y p son de forma independiente un nimero entero seleccionado de 2 a 6.

En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la
presente memoria comprenden un lipido cationico ionizable representado por la Férmula llla. En algunas
realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la presente memoria
comprenden un lipido catiénico ionizable representado por la Formula llib.

En algunas realizaciones, el compuesto de férmula llla no es un compuesto seleccionado del grupo

que consiste en
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— — o , 0 una de sus sales.

En determinadas realizaciones, o y p pueden ser 2. En determinadas realizaciones, oy p pueden
ser 3. En otras realizaciones, o y p pueden ser 4. En algunas realizaciones, o y p pueden ser 5. En otras
realizaciones, o y p pueden ser 6.

En determinadas realizaciones, X' y X2 pueden tomarse juntos para formar un oxo y X3y X* se
toman juntos para formar un oxo. En otras realizaciones, X!, X2, X3y X4 pueden ser hidrégeno.

En determinadas realizaciones, Y puede seleccionarse del grupo que consiste en -O-, -OC(O)-,
OC(S)- y -CH,-. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, Y puede ser -O-. En determinadas
realizaciones, Y puede ser -OC(O)-. En determinadas realizaciones, Y puede ser -CH,-. En determinadas

realizaciones, Y puede ser -OC(S)-.
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En determinadas realizaciones, R y R? pueden ser de forma independiente alquilo C,.5. En otras
realizaciones, R' y R? pueden ser -CH;. En determinadas realizaciones, R' y R? son -CH,CH;. En
determinadas realizaciones, R y R? son alquilo Cs.

En determinadas realizaciones, n puede ser 0. En otras realizaciones, n puede ser 3.

También se proporciona en esta memoria, en parte, un compuesto representado por la Formula IV:

xt x2
— Rl'
H3C/M/\/\/\)<O/Y\YH;N/
H3CW/\/\/\/YO R2
S P X3 x4 (Férmula 1V),

0 una de sus sales, en donde:

R!y R? son de forma independiente alquilo Cy.3, 0 R y R? se toman junto con el &tomo de nitrégeno
para formar un piperidinilo o morfolinilo opcionalmente sustituido;

Y se selecciona del grupo que consiste en -O-, -OC(O)-, -OC(S)- y -CH,-;

X1, X2, X3y X4 son hidrégeno o X!y X? o0 X3y X4 se toman juntos para formar un oxo;

n es 0-4,

o es 1 yres un numero entero seleccionado de 3 a8 u 0 es 2 yres un nimero entero seleccionado
delas,

p es 1ysesunnimero entero seleccionadode 3a 8o pes2ysesunnimero entero seleccionado
delas,

en donde,

cuando oy p son ambos 1, ry s son de forma independiente 4,5, 7 u 8,y

cuando oy p son ambos 2, ry s son de forma independiente 1, 2, 4 0 5.

En determinadas realizaciones, X! y X2 pueden tomarse juntos para formar un oxo y X3y X* pueden
tomarse juntos para formar un oxo. En otras realizaciones, X1, X2, X3 y X* pueden ser hidrégeno.

En determinadas realizaciones, Y puede seleccionarse del grupo que consiste en -O-, -OC(O)- y -
CH,-. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, Y puede ser -O-. En determinadas realizaciones, Y
puede ser -OC(0O)-. En determinadas realizaciones, Y puede ser -CH,-. En determinadas realizaciones, Y
puede ser -OC(S)-.

En determinadas realizaciones, R' y R? pueden ser de forma independiente alquilo C; ;. En otras
realizaciones, R' y R? pueden ser -CH;. En determinadas realizaciones, R y R? pueden ser -CH,CHs;. En
algunas realizaciones, R y R? pueden ser alquilo C3. En determinadas realizaciones, R y R? se toman
junto con el atomo de nitrégeno para formar un piperidinilo opcionalmente sustituido.

En determinadas realizaciones, n puede ser 0. En otras realizaciones, n puede ser 3.

En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catidnico ionizable seleccionado del grupo que consiste en:
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0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catidnico ionizable de féormula:
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0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de férmula:

0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de férmula:

0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de férmula:

0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de férmula:

\/\/E/E/\/\/\/Y

0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de férmula:
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\/E/E/\/\/\/\W

(0]

0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de férmula:
(@] (o] |
— — N
/M\/\/\)J\O/\;(H\OM ~
\/E/E/\/\/\/\H/é

o]
0 una de sus sales.
En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la

presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de Féormula V:

X1 x2

A L S
. Y N

X3 x4 (Férmula V),

0 una de sus sales, en donde:

R!y R? son de forma independiente alquilo C,.3, 0 Ry R? se toman junto con el &tomo de nitrégeno
para formar un piperidinilo o morfolinilo opcionalmente sustituido;

Y se selecciona del grupo que consiste en -O-, -OC(O)-, -OC(S)- y -CH,-;

X1, X2, X3y X* son hidrégeno o X!y X2 o0 X3y X* se toman juntos para formar un oxo; y

n es un namero entero seleccionado de 0 a 4.

En determinadas realizaciones, X! y X2 pueden tomarse juntos para formar un oxo y X3y X4 pueden
tomarse juntos para formar un oxo. En otras realizaciones, X%, X2, X3y X4 pueden ser hidrégeno.

En determinadas realizaciones, Y puede seleccionarse del grupo que consiste en -O-, -OC(O)- y -
CH»-. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, Y puede ser -O-. En determinadas realizaciones, Y
puede ser -OC(O)-. En determinadas realizaciones, Y puede ser -CH,-. En determinadas realizaciones, Y
puede ser -OC(S)-.

En determinadas realizaciones, R' y R? pueden ser de forma independiente alquilo C,.;. En otras
realizaciones, R y R? pueden ser -CH3. En determinadas realizaciones, R' y R? pueden ser -CH,CHs. En
algunas realizaciones, R' y R? pueden ser alquilo C;. En determinadas realizaciones, RY y R? se toman
junto con el atomo de nitrégeno para formar un piperidinilo opcionalmente sustituido.

En determinadas realizaciones, n puede ser 0. En otras realizaciones, n puede ser 3.
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En algunas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas proporcionadas en la
presente memoria comprenden un lipido catiénico ionizable de la formula:
0

\/WW\)J\O/\:/\O/V\N/
(o]

0 una de sus sales.

ESQUEMA S1 - Esquema sintético para preparar un lipido de Férmula (llla)

0/> %
o "
#\o "oH /Hw\ R
Y’Hﬁ\ N’R HCI
R?
(15
x Cl/Br
O/> Desproteccid HO olp
iy 4 proteccién oy 1
+0 Y/%jnkN’R —_— HCO Y/((‘”kN R
RZ RZ
(15
S OH
olp 0
(15}
x O
o 1
olp o /o> \Y/H"\N‘R
R?

(o]
s

olp

Puede prepararse un compuesto de Férmula llla, p. €j., segun el esquema S1. Un propanodiol
protegido con funcionalidad hidroxi se convierte en el correspondiente éter con funcién dimetilamino (Y =
0x0) o éster (Y = O-C(0)). La formacion del enlace de éter resulta de una reaccién del haluro de alquilo
con alcohol en presencia de yoduro de butilamonio terciario/NaOH en THF a 80 °C. La formacion del enlace
de éster utiliza el tratamiento de una dimetilamina funcional acida con alcohol bajo activacion de
carbodiimida (DCM, EDC, DIEPA, DMAP). La desproteccién del diol produce un intermedio de diol vecinal
gue posteriormente se convierte en los correspondientes lipidos diacilo unidos por éter o éster mediante
tratamiento con TBAI/NaOH y bromoacilo o mediante activacion de acido carboxilico mediada por

carbodiimida para la formacion de enlaces de éster, respectivamente.
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ESQUEMA S2 - Esquema sintético para preparar una composicion lipidica de Férmula (1V)

f

#O\/(P‘H\OH O/> "\ /ﬁ\ RY

Tis
T Cl/Br
HO olp

Q ..
L . Desproteccion a
G Desprotecsin T g
RZ

"
Y/(A)"\N’R HCI
RZ

Y

tis

O
oip o /O> \Y/%\)"\N'RT
R?

o]
s

olp

Puede prepararse un compuesto de Férmula IV, p. €j., segun el esquema S2. EIl procedimiento
sintético es el descrito anteriormente para el esquema S1; sin embargo, en el esquema S2, se pueden
emplear grupos acilo bis-insaturados o grupos acilo mono-insaturados para obtener un lipido de Férmula
V.

En algunas realizaciones, el lipido catiénico ionizable usado en las NPL de la presente descripcion
se selecciona de los lipidos de la tabla A, o una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, el

lipido catidnico ionizable es:

En algunas realizaciones, el lipido catidnico ionizable usado en las NPL de la presente descripcion

es un compuesto de Férmula (KC3):
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/
N
o~
PO SSSS,:
T T (KC3),

o una de sus sales. Las referencias a "KC3" o "lipido KC3" en la presente memoria se refieren a un
compuesto de Formula (KC3), o una de sus sales. Las referencias a "NPL KC3" en la presente memoria
se refieren a nanoparticulas lipidicas que comprenden un compuesto de Formula (KC3), o una de sus
sales.

Tabla A: Lipidos catiénicos ionizables ilustrativos.

(Lipido 1)
O
0 S
Yoo ]
0
Lipido 1
(Lipido 2)
o} 0
= 0 0 =
Ny S |
/( ?
N
Lipido 2
(Lipido 3)
o]
B J h
[ N \H/(/v\
o]
-~ N ~
Lipido 3
(Lipido 4)
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o)
] J h
N 7([/\/\
(0]
N
Lipido 4
(Lipido 5)
o]
B J h
' N W'LV
(( °
-~ N ~
Lipido 5§
(Lipido 6)
0
a o o =
| KN')“/(,W\ |
(0]
-~ N ~
Lipido 6
(Lipido 7)
0 0
Z O o AN
l m |
J °
~N ~
Lipido 7
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(Lipido 8)

LT

Lipido 8

(Lipido 9)

=

(Lipido 10)

=

(Lipido 11)

=

Lipido 11
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(Lipido 12)

Lipido 12
(Lipido 13)
O O
~
O o 5 =
I Kﬁ 0 |
N o\/\./
(r >0
NS -
Lipido 13
(Lipido 14)
\/\/YO
~N" o O
N 0
o]
Lipido 14
(Lipido 15)
o 0O
= O O =
NS
Ny~
6]
; °
/N\
Lipido 15
(Lipido 16)
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Z 0O o AN
Y
N\’.]/\)L
0
Kr °
/N\
Lipido 16
(Lipido 17)
0 0
o}
7(\/\/\)‘\0 O)‘\/\/\/WO
U A
N\'(\)l\
0
K( °
AN Lipido 17
(Lipido 18)
0] 0
o]
\n/\/\'/\/\)l\o OMO
O \/I I /C\/O\/
NN\
o}
S
NS Lipido 18
(Lipido 19)
0] (0]
J
N
S
0 0
/N\
Lipido 19
(Lipido 20)

\Amﬁ("\/\iui/\/om
N(r NQ\O/C\/\/ Lipido 20
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(Lipido 22)

Lipido 22

(Lipido 23)

Lipido 23

(Lipido 24)

Lipido 24
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(Lipido 31)

(Lipido 32)

(Lipido 33)

Lipido 33
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(Lipido 34)

/\/N

(Lipido 35)

Lipido 35

(Lipido 36)

Lipido 36

(Lipido 37)

Lipido 37
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(Lipido 38)

7

Lipido 38

O
/\/\/;/;/\/\/\)J\ /\/\ s
N
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O N

0
CH,
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L. o
1 CH,
\I\/O W/I:\A/:/\A/GH*"
0
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2) (2) )j\/\
R -~
o o N
/\({H\ |
WE/E/\/\/\/W/O
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o} e}
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o OH

En algunas realizaciones, el lipido catiénico ionizable no es Dlin-MC3-DMA.

En determinadas realizaciones, el lipido cationico ionizable descrito en la presente memoria puede
estar presente en la NPL o la mezcla de lipidos en un intervalo de 30-70 por ciento molar, 30-60 por ciento
molar 30-50 por ciento molar, 40-70 por ciento molar, 40-60 por ciento molar, 40-50 por ciento molar, 50-
70 por ciento molar, 50-60 por ciento molar o de aproximadamente 30 por ciento molar, aproximadamente
35 por ciento molar, aproximadamente 40 por ciento molar, aproximadamente 45 por ciento molar,
aproximadamente 50 por ciento molar, aproximadamente 55 por ciento molar, aproximadamente 60 por
ciento molar, aproximadamente 65 por ciento molar o aproximadamente 70 por ciento molar.

b Esterol

En determinadas realizaciones, la NPL o mezcla de lipidos puede comprender un componente de
esterol que puede comprender, por ejemplo, colesterol, fecosterol, B-sitosterol, ergosterol, campesterol,
estigmasterol, estigmastanol o brasicasterol. En determinadas realizaciones, el esterol es colesterol.

El esterol (p. €j., colesterol) puede estar presente en la NPL o la mezcla de lipidos en un intervalo
de 20-70 por ciento molar, 20-60 por ciento molar, 20-50 por ciento molar, 30-70 por ciento molar, 30-60
por ciento molar, 30-50 por ciento molar, 40-70 por ciento molar, 40-60 por ciento molar, 40-50 por ciento
molar, 50-70 por ciento molar, 50-60 por ciento molar o aproximadamente 20 por ciento molar,
aproximadamente 25 por ciento molar, aproximadamente 30 por ciento molar, aproximadamente 35 por
ciento molar, aproximadamente 40 por ciento molar, aproximadamente 45 por ciento molar,
aproximadamente 50 por ciento molar, aproximadamente 55 por ciento molar, aproximadamente 60 por

ciento molar o aproximadamente 65 por ciento molar.



10

15

20

25

30

35

62

(c) Fosfolipido neutro

En algunas realizaciones, la NPL o la mezcla de lipidos pueden comprender uno o mas fosfolipidos
neutros descritos en la presente memoria. En determinadas realizaciones, el o los fosfolipidos neutros
pueden comprender, por ejemplo, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DSPE), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), fosfatidilcolina de soja
hidrogenada (HSPC), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) o 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DOPC), esfingomielina (SM).

Los fosfolipidos neutros incluyen, por ejemplo, diestearoil-fosfatidiletanolamina (DSPE), dimiristoil-
fosfatidiletanolamina (DMPE), distearoil-glicero-fosfocolina (DSPC), fosfatidilcolina de soja hidrogenada
(HSPC), dioleoil-glicero-fosfoetanolamina (DOPE), dilinoleoil-glicero-fosfocolina (DLPC), dimiristoil-glicero-
fosfocolina (DMPC), dioleoil-glicero-fosfocolina (DOPC), dipalmitoil-glicero-fosfocolina (DPPC),
diundecanoil-glicero-fosfocolina (DUPC), palmitoil-oleoil-glicero-fosfocolina (POPC), dioctadecenil-glicero-
fosfocolina, oleoil-colesterilhemisuccinoil-glicero-fosfocolina, hexadecil-glicero-fosfocolina, dilinolenail-
glicero-fosfocolina, diaraquidonoil-glicero-3-fosfocolina, didocosahexaenoil-glicero-fosfocolina 0
esfingomielina.

El fosfolipido neutro puede estar presente en la NPL o en la mezcla de lipidos en un intervalo de
1-10 por ciento molar, 1-15 por ciento molar, 1-12 por ciento molar, 1-10 por ciento molar, 3-15 por ciento
molar, 3-12 por ciento molar, 3-10 por ciento molar, 4-15 por ciento molar, 4-12 por ciento molar, 4-10 por
ciento molar, 4-8 por ciento molar, 5-15 por ciento molar, 5-12 por ciento molar, 5-10 por ciento molar, 6-
15 por ciento molar, 6-12 por ciento molar, 6-10 por ciento molar o aproximadamente 1 por ciento molar,
aproximadamente 2 por ciento molar, aproximadamente 3 por ciento molar, aproximadamente 4 por ciento
molar, aproximadamente 5 por ciento molar, aproximadamente 6 por ciento molar, aproximadamente 7 por
ciento molar, aproximadamente 8 por ciento molar, aproximadamente 9 por ciento molar, aproximadamente
10 por ciento molar, aproximadamente 11 por ciento molar, aproximadamente 12 por ciento molar,
aproximadamente 13 por ciento molar, aproximadamente 14 por ciento molar o aproximadamente 15 por
ciento molar.

(d) PEG-lipido

La NPL o la mezcla de lipidos pueden incluir uno o mas polietilenglicol (PEG) o lipidos modificados

con PEG. Estas especies pueden denominarse, como alternativa, lipidos PEGilados. Un lipido de PEG es
un lipido modificado con polietilenglicol. Como se ha indicado anteriormente, se pueden incluir PEG-lipidos
libres en la NPL o en la mezcla de lipidos para reducir o eliminar la unién inespecifica a través de un grupo
de direccionamiento cuando se incluye un conjugado de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j.,
conjugado de anticuerpo) en la NPL o mezcla de lipidos.

El o los lipidos de PEG pueden comprender, por ejemplo, fosfatidiletanolaminas modificadas con
PEG, &cidos fosfatidicos modificados con PEG, ceramidas modificadas con PEG, dialquilaminas
modificadas con PEG, diacilgliceroles modificados con PEG y dialquilgliceroles modificados con PEG. Por
ejemplo, un lipido de PEG puede ser PEG-dioleoilglicerol (PEG-DOG), PEG-dimiristoil-glicerol (PEG-DMG),
PEG-dipalmitoil-glicerol (PEG-DPG), PEG-dilinoleoil-glicero-fosfatidil etanolamina (PEG-DLPE), PEG-
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dimiristoil-fosfatidiletanolamina (PEG-DMPE), PEG-dipalmitoil-fosfatidiletanolamina (PEG-DPPE), PEG-
diestearoilglicerol (PEG-DSG), PEG-diacilglicerol (PEG-DAG, p. €j., PEG-DMG, PEG-DPG y PEG-DSG),
PEG-ceramida, PEG-diestearoil-glicero-fosfoglicerol (PEG-DSPG), PEG-dioleoil-glicero-fosfoetanolamina
(PEG-DOPE), 2-[(polietilenglicol)-2000]-N,N-ditetradecilacetamida o un lipido de PEG-diestearoil-
fosfatidiletanolamina (PEG-DSPE).

En determinadas realizaciones, la NPL o la mezcla de lipidos pueden contener uno o mas PEG-
lipidos libres que pueden comprender, por ejemplo, PEG-diestearoilglicerol (PEG-DSG), PEG-diacilglicerol
(PEG-DAG, p.ej., PEG-DMG, PEG-DPG y PEG-DSG), PEG-dimiristoil-glicerol (PEG-DMG), PEG-
diestearoil-fosfatidiletanolamina (PEG-DSPE) y PEG-dimiristoil-fosfatidiletanolamina (PEG-DMPE). En
algunas realizaciones, el PEG-lipido libre comprende una diacilfosfatidilcolina que comprende una cadena
de dipalmitoilo (C16) o una cadena de diestearoilo (C18).

El PEG-lipido puede estar presente en la NPL o en la mezcla de lipidos en un intervalo de 1-10 por
ciento molar, 1-8 por ciento molar, 1-7 por ciento molar, 1-6 por ciento molar, 1-5 por ciento molar, 1-4 por
ciento molar, 1-3 por ciento molar, 2-8 por ciento molar, 2-7 por ciento molar, 2-6 por ciento molar, 2-5 por
ciento molar, 2-4 por ciento molar, 2-3 por ciento molar o aproximadamente 1 por ciento molar,
aproximadamente 2 por ciento molar, aproximadamente 3 por ciento molar, aproximadamente 4 por ciento
molar o aproximadamente 5 por ciento molar. En algunas realizaciones, el PEG-lipido es un PEG-lipido
libre.

En algunas realizaciones, el PEG-lipido puede estar presente en la NPL o la mezcla de lipidos en
el intervalo de 0.01-10 por ciento molar, 0.01-5 por ciento molar, 0.01-4 por ciento molar, 0.01-3 por ciento
molar, 0.01-2 por ciento molar, 0.01-1 por ciento molar, 0.1-10 por ciento molar, 0.1-5 por ciento molar,
0.1-4 por ciento molar, 0.1-3 por ciento molar, 0.1-2 por ciento molar, 0.1-1 por ciento molar, 0.5-10 por
ciento molar, 0.5-5 por ciento molar, 0.5-4 por ciento molar, 0.5-3 por ciento molar, 0.5-2 por ciento molar,
0.5-1 por ciento molar, 1-2 por ciento molar, 3-4 por ciento molar, 4-5 por ciento molar, 5-6 por ciento molar
0 1.25-1.75 por ciento molar. En algunas realizaciones, el PET-lipido puede ser aproximadamente 0.5 por
ciento molar, aproximadamente 1 por ciento molar, aproximadamente 1.5 por ciento molar,
aproximadamente 2 por ciento molar, aproximadamente 2.5 por ciento molar, aproximadamente 3 por
ciento molar, aproximadamente 3.5 por ciento molar, aproximadamente 4 por ciento molar,
aproximadamente 4.5 por ciento molar, aproximadamente 5 por ciento molar o aproximadamente 5.5 por
ciento molar de la mezcla de lipidos. En algunas realizaciones, el PEG-lipido es un PEG-lipido libre.

En algunas realizaciones, la longitud del anclaje lipidico del PEG-lipido es C14 (como en PEG-
DMG). En algunas realizaciones, la longitud del anclaje lipidico del PEG-lipido es C16 (como en DPG). En
algunas realizaciones, la longitud del anclaje lipidico del PEG-lipido es C18 (como en PEG-DSG). En
algunas realizaciones, la cadena principal o el grupo de cabeza del PEG-lipido es diacilglicerol o
fosfoetanolamina. En algunas realizaciones, el PEG-lipido es un PEG-lipido libre.

Una NPL de la presente descripcién puede comprender uno o mas PEG-lipidos libres que no estan
conjugados con un grupo de direccionamiento de CMH (p. €j., un anticuerpo que se une a CD105 y/o

CD117) y un PEG-lipido que se conjuga con un grupo de direccionamiento de CMH (p. ej., un anticuerpo
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que se une a CD105 y/o CD117). En algunas realizaciones, el PEG-lipido libre comprende el mismo lipido
gue el del conjugado de lipido-grupo de direccionamiento a CMH o uno diferente (p. €j., conjugado de
lipido-anticuerpo).

(e) Grupo de direccionamiento a CMH

Como se analiza en la presente memoria, las NPL pueden estar dirigidas a un tipo celular particular,
p. €j., una célula madre hematopoyética (CMH). Esto se puede lograr usando uno o mas de los lipidos
descritos en la presente memoria. Asimismo, el direccionamiento se puede mejorar incluyendo un grupo
de direccionamiento a CMH en una superficie accesible al disolvente de una particula de NPL. Por ejemplo,
los grupos de direccionamiento a CMH pueden incluir un miembro de un par de union especifico, p. €j., un
par de anticuerpo-antigeno, un par de ligando-receptor, etc. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH es un anticuerpo. En determinadas realizaciones, el anticuerpo se une a un
antigeno de superficie de CMH, tal como CD105 (también conocido como endoglina) y/o CD117 (también
conocido como c-kit, tirosina-proteina cinasa KIT o receptor del factor de crecimiento de mastocitos/células
madre (SCFR)). El direccionamiento se puede implementar, por ejemplo, mediante el uso de conjugados
de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. e€j., conjugados de lipido-anticuerpo) descritos en la
presente memoria.

Opcionalmente, el grupo de direccionamiento a CMH es un fragmento de anticuerpo (p. €j., un
fragmento de anticuerpo que se une a CD105 y/o CD117) sin un componente de Fc. Los fragmentos scFv,
Fab o VHH también se pueden conjugar directamente con PEG-lipidos activados para formar conjugados
insertables. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH es un conjugado de fragmento
de anticuerpo-lipido que comprende un scFv, Fab o fragmentos VHH. En algunas realizaciones, el
fragmento de anticuerpo del conjugado se conjuga directamente con un PEG-lipido activado.

En algunas realizaciones, PEG-(lipido) es equivalente a (lipido)-PEG.

En determinadas realizaciones, un grupo de direccionamiento a CMH puede ser un anticuerpo
unido a la superficie o un fragmento de union a antigeno unido a la superficie del mismo, lo que puede
permitir el ajuste de la especificidad del direccionamiento celular. Esto es especialmente util ya que se
pueden generar anticuerpos muy especificos contra un epitopo de interés para el sitio de direccionamiento
deseado. En una realizacién, se pueden incorporar y presentar multiples anticuerpos diferentes en la
superficie de una NPL, donde cada anticuerpo se une a diferentes epitopos en el mismo antigeno o a
diferentes epitopos en diferentes antigenos. Dichos enfoques pueden aumentar la avidez y la especificidad
de las interacciones de direccionamiento a una célula diana particular.

En algunas realizaciones, el direccionamiento se puede implementar, por ejemplo, mediante el uso
de conjugados de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., conjugados de lipido-anticuerpo)
descritos en la presente memoria. Los conjugados ilustrativos de lipido-grupo de direccionamiento a CMH
(p. €j., conjugados de lipido-anticuerpo) pueden incluir compuestos de Férmula (VI),

[Lipido] — [conector opcional] — [grupo de direccionamiento a CMH, p. €j., anticuerpo que se une a
un antigeno de superficie CMH, p. €j., un anticuerpo que se une a CD105 y/o CD117]

(Férmula VI).



10

15

20

25

30

35

65

En determinadas realizaciones, el direccionamiento se puede implementar, por ejemplo, mediante
el uso de conjugados de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., conjugados de lipido-anticuerpo)
descritos en la presente memoria. Los conjugados ilustrativos de lipido-grupo de direccionamiento a CMH
(p. €j., conjugados de lipido-anticuerpo) pueden incluir compuestos de Férmula (1),

[Lipido] — [conector opcional] — [anticuerpo], (1), en donde el anticuerpo se une a CD105 y/o CD117

(Férmula I).

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH comprende un polipéptido y el lipido
del conjugado (p. €j., un conjugado de lipido-anticuerpo) se conjuga con el extremo N, el extremo C o
cualquier lugar de la parte media del polipéptido. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a
CMH comprende un polipéptido y el lipido del conjugado esta conjugado con el extremo N del polipéptido.
En algunas realizaciones, el lipido se conjuga con el extremo N del polipéptido. En algunas realizaciones,
el lipido se conjuga con el polipéptido en una posicion entre el extremo N y el extremo C. En algunas
realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH comprende un anticuerpo o un fragmento de union a
antigeno del mismo, conjugado con el lipido en el extremo N, el extremo C o cualquier posicion entre el
extremo N y el extremo C del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunas
realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo, conjugado con el lipido, en donde el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno
del mismo del conjugado de lipido-anticuerpo se une a CD105 y/o CD117.

Los anticuerpos anti-CD105 ilustrativos incluyen, por ejemplo, TRC105 (patente de los Estados
Unidos n.° US20180311359A1), muRH105 (solicitud de PCT n.° W02012149412A3), 43A3 (Biolegend),
166707 (Novus Biologicals), MEM-229 (Abcam), MJ7/18 (Ge A.Z et al., Cloning and expression of a cDNA
encoding mouse endoglin, an endothelial cell TGF-B ligand" Gene 1994;138(1-2):201-206), OTI8Al
(OriGene), EPR19911-220 (Sigma Aldrich), 3A9 (Abcam), MAB1320 (R&D Systems), GTX100508
(GeneTex), SN6 (https://doi.org/10.1002/ijc.11551), MEM-226 (Thermo Fisher), 10862-1-AP (Proteintech),
JE60-59 (Thermo Fisher), 103 (Invitrogen), ARC0446 (Invitrogen), PA5-111623 (Invitrogen), PA5-29555
(Invitrogen), PA5-80582 (Invitrogen), PA5-27205 (Invitrogen), PA5-117933 (Invitrogen), PA5-29554
(Invitrogen), 2D5ES8 (Proteintech), OTI3H5 (OriGene), OTI9ES (OriGene), 4C11 (Thermo Fisher), 1E5
(Abnova), OTI6G8 (OriGene), QA19A14 (Biolegend), 43A4E1 (Miltenyi Biotec), REA794 (Miltenyi Biotec),
D50G1 (Cell Signlaing), AF1097 (Novus Biologicals), 001 (Novus Biologicals), EPR10145-12 (Abcam),
EPR10145-10 (Abcam), EPR19911 (Abcam), ENG/3269 (Abcam), P3D1 (Santa Cruz), P4A4 (Santa Cruz),
2Q1707 (Santa Cruz), RM0030-6J9 (Santa Cruz), A-8 (Santa Cruz), 8E11 (Santa Cruz) y fragmento de
unién a antigeno del mismo. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD105 comprende un
dominio variable de cadena pesada (V4) y un dominio variable de cadena ligera (V) de un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste en EPR19911-220, GTX100508, PA5-111623, PA5-29555, PA5-
80582, PA5-27205, PA5-117933, PA5-29554, AF1097, EPR10145-12, EPR10145-10, EPR19911 y 10862-
1-AP. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD105 comprende la CDR;, CDR, y CDR; de
cadena pesada y la CDRy, CDR, y CDR; de cadena ligera, determinadas segun Kabat (véase Kabat et al.,

(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, publicacion de NIH n.° 91-3242, Bethesda), Chotia
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(véase, p. €j., Choth, (1987), J. MOL. BIOL. 196: 901-917), MacCallum (véase MacCallum RM et al., (1996)
J. MOL. BIOL. 262: ia C & Lesk A M732-745) o cualquier otro método de determinacion de CDR conocido
en la técnica, de las secuencias de V4 y V_ de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en
EPR19911-220, GTX100508, AF1097, PA5-111623, PA5-29555, PA5-80582, PA5-27205, PA5-117933,
PA5-29554, EPR10145-12, EPR10145-10, EPR19911 y 10862-1-AP. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-CD105 comprende la CDR;, CDR, y CDR;3 de cadena pesada y la CDR;, CDR, y CDR; de
cadena ligera de uno cualquiera de los anticuerpos anti-CD105 descritos en la presente memoria, u otros
anticuerpos anti-CD105 conocidos en la técnica.

Los anticuerpos anti-CD117 ilustrativos incluyen, por ejemplo, Ab58 (publicacion PCT n.°
W02019084067A1), Ab67 (publicacion PCT n.° W0O2019084067A1), Ab55 (publicacion PCT n.°
W02019084067A1), CK6 (patente de los Estados Unidos n.° US8552157B2), hSR-1 (patente de los
Estados Unidos n.° US7915391B2), 6LUN1, 104D2 (Biolegend), A3C6E2 (patente europea n.°
EP0787743), OTI3F9 (OriGene), BA7.3C.9 (ATCC), B-K15 (OriGene), 2B8 (patente de los Estados Unidos
n. US20160324982A1), ACK2 (Invitrogen), K45 (Blechmen J. et al.,, J Biol Chem 25 de feb de
1993;268(6):4399-406), YB5.B8 (Ashman L.K. et al., "Epitope mapping and functional studies with three
monoclonal antibodies to the c-kit receptor tyrosine kinase, YB5.B8, 17F11, and SR-1" J Cell Physiol
1994;158(3):545-554), 1C5 (Thermo Fisher), 34-8800 (Invitrogen), PA5-14694 (Invitrogen), PA5-16458
(Invitrogen), PA5-16770 (Invitrogen), 18696-1-AP (Proteintech), HC34LC14 (Thermo Fisher), ST04-99
(Invitrogen), MA5-44656 (Invitrogen), YR145 (Abcam), EPR25707-134 (Abcam), YR145 (Abcam), D13A2
(Cell Signaling), Ab81 (Cell Signaling), 2C11 (Sigmaaldrich), S18022G (Biolegend), QA18A19 (Biolegend),
W18195C (Biolegend), ASC6E2 (Biolegend), AF1356 (R&D Systems), AF332 (R&D Systems), MAB332
(R&D Systems), AF3267 (R&D Systems), E-3 (Santa-Cruz), E-1 (Santa-Cruz), H-10 (Santa-Cruz), 3C11
(Santa-Cruz), 3H1825 (Santa-Cruz), C-14 (Santa-Cruz), 47233 (Novus Biologicals), NBP2-45508 (Novus
Biologicals), NBP2-52975 (Novus Biologicals), AF3267 (Novus Biologicals), NBP2-34487 (Novus
Biologicals), NBP1-85593 (Novus Biologicals) y fragmento de uniéon a antigeno de los mismos. En
determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-CD117 comprende un dominio variable de cadena pesada
(V) y un dominio variable de cadena ligera (V) de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en
PA5-14694, PA5-16458, PA5-16770, 18696-1-AP, HC34LC14, ST04-99, MA5-44656, EPR25707-134,
AF1356, AF332, MAB332, AF3267, NBP2-45508, NBP2-52975, AF3267, NBP2-34487, 34-8800 y NBP1-
85593. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-C117 comprende la CDR;, CDR, y CDR; de
cadena pesada y la CDR;, CDR, y CDR; de cadena ligera, determinadas segun Kabat (véase Kabat et al.,
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, publicacion de NIH n.° 91-3242, Bethesda), Chotia
(véase, p. €j., Choth, (1987), J. MOL. BIOL. 196: 901-917), MacCallum (véase MacCallum RM et al., (1996)
J. MOL. BIOL. 262: ia C & Lesk A M732-745) o cualquier otro método de determinacion de CDR conocido
en la técnica, de las secuencias de Vy y V| de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en PA5-
14694, PA5-16458, PA5-16770, 18696-1-AP, HC34LC14, ST04-99, MA5-44656, EPR25707-134, AF1356,
AF332, MAB332, AF3267, NBP2-45508, NBP2-52975, AF3267, NBP2-34487, 34-8800 y NBP1-85593. En
algunas realizaciones, el anticuerpo anti-CD117 comprende la CDR;, CDR;, y CDR; de cadena pesaday la
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CDRy, CDR, y CDR;3; de cadena ligera de uno cualquiera de los anticuerpos anti-CD117 descritos en la
presente memoaria, u otros anticuerpos anti-CD117 conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) comprende un fragmento Fc de anticuerpo. El isotipo de inmunoglobulina mas comun
en seres humanos es IgG, que estd compuesta por dos polipéptidos idénticos de cadena pesada y dos
polipéptidos idénticos de cadena ligera. Los enlaces disulfuro unen ambos polipéptidos de cadena pesada
entre si. Ademas, un enlace disulfuro también une cada polipéptido de cadena ligera a un polipéptido de
cadena pesada. Los polipéptidos de cadena pesada contienen cuatro dominios distintos, que incluyen los
dominios variable pesado (VH), pesado constante 1 (CH1), pesado constante 2 (CH2) y pesado constante
3 (CHB3). Cada cadena ligera contiene un dominio ligero variable (VL) y un dominio pesado variable (VH).
Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera proporcionan al anticuerpo actividad de unién a
antigeno y son responsables de la diversidad y especificidad de las inmunoglobulinas. De manera
significativa, los dominios constantes de cadena pesada, principalmente CH2 y CHS3, participan en
funciones distintas de la unién a antigenos de los anticuerpos y constituyen la region Fc. La region Fc es
capaz de unirse al complemento, lo que puede desencadenar la fagocitosis o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). Ademas, la region Fc también puede unirse a los receptores de Fc, lo que puede
desencadenar la fagocitosis o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Por otra parte, se
sabe que la regidon Fc mejora el mantenimiento del anticuerpo durante la circulacién.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo seleccionado del
grupo que consiste en un fragmento Fab, F(ab”)2, Fab’-SH, Fv y scFv. En algunas realizaciones, el
anticuerpo es un anticuerpo humano o humanizado. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento
a CMH comprende un Fab o un dominio variable Unico de inmunoglobulina, tal como un nanocuerpo.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH comprende un Fab que no
comprende un enlace disulfuro intercatenario natural. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el Fab
comprende un fragmento de cadena pesada que comprende una sustituciéon C233S y/o un fragmento de
cadena ligera que comprende una sustitucion C214S, numeracion segin Kabat. En algunas realizaciones,
el grupo de direccionamiento a CMH comprende un Fab que comprende uno o mas enlaces disulfuro
intercatenarios no naturales. En algunas realizaciones, los enlaces disulfuro intercatenarios estan entre dos
restos de cisteina no naturales en el fragmento de cadena ligera y el fragmento de cadena pesada,
respectivamente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el Fab comprende un fragmento de cadena
pesada que comprende la sustitucion F174C y/o un fragmento de cadena ligera que comprende la
sustitucion S176C, numeracion segun Kabat. En algunas realizaciones, el Fab comprende un fragmento
de cadena pesada que comprende las sustituciones F174C y C233S y/o un fragmento de cadena ligera
gue comprende sustituciones las S176C y C214S, numeracion segun Kabat. En algunas realizaciones, el
grupo de direccionamiento a CMH comprende un resto de cisteina C-terminal. En algunas realizaciones, el
grupo de direccionamiento a CMH comprende un Fab que comprende una cisteina en el extremo C del

fragmento de cadena pesada o ligera. En algunas realizaciones, el Fab comprende ademas uno o mas
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aminoacidos entre la cadena pesada del Fab y la cisteina C-terminal. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el Fab comprende dos o mas aminoacidos derivados de una region bisagra de anticuerpo
(p. €j., una secuencia bisagra parcial) entre el extremo C del Fab y la cisteina C-terminal. En algunas
realizaciones, el Fab comprende un dominio variable de cadena pesada unido a un dominio CH1 de
anticuerpo y un dominio variable de cadena ligera unido a un dominio constante de cadena ligera de
anticuerpo, en donde el dominio CH1 y el dominio constante de cadena ligera estan unidos por uno o mas
enlaces disulfuro intercatenarios, y en donde el grupo de direccionamiento a CMH comprende ademas un
fragmento variable de cadena sencilla (scFv) unido al extremo C del dominio constante de cadena ligera
por un conector de aminoéacidos. En algunas realizaciones, el anticuerpo Fab es un Fab DS, un Fab NoDS,
un Fab bDS, un Fab-ScFv bDS, como se demuestra en la FIG. 12.

En algunas realizaciones, el conjugado (p. €j., un conjugado de lipido-anticuerpo) comprende un
Fab, en donde el Fab comprende un fragmento de cadena pesada y uno de cadena ligera. En algunas
realizaciones, el fragmento de cadena pesada comprende un dominio variable de cadena pesada unido a
un dominio CH1 de anticuerpo. En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena pesada es un VH
de IgG1. En algunas realizaciones, el dominio CH1 de anticuerpo es un dominio CH1 de IgG. En algunas
realizaciones, el fragmento de cadena ligera comprende un dominio variable de cadena ligera unido a un
dominio constante de cadena ligera de anticuerpo. En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena
ligera es un dominio VL Kappa. En algunas realizaciones, el dominio constante de cadena ligera del
anticuerpo es un dominio CL Kappa. En algunas realizaciones, el dominio CH1 y el dominio constante de
cadena ligera estan unidos por uno o mas enlaces disulfuro intercatenarios.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) comprende un dominio variable tnico de inmunoglobulina, tal como un nanocuerpo (p.
€j., un Vuy). En algunas realizaciones, el nanocuerpo comprende una cisteina en el extremo C.

Un grupo de direccionamiento a CMH ilustrativo (p. €j., el anticuerpo que se une a CD105 y/o
CD117) puede comprender una o mas secuencias de aminoacidos como se describe para los anticuerpos
establecidos en la tabla B. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH comprende las
secuencias de aminodcidos descritas para Abl como se establece en la tabla B. En algunas realizaciones,
el grupo de direccionamiento a CMH comprende las secuencias de aminoacidos descritas para Ab2 como
se establece en la tabla B. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH comprende las
secuencias de aminoacidos descritas para Ab3 como se establece en la tabla B.

Tabla B. Anticuerpos dirigidos a CMH ilustrativos.

Anticuerpo | Diana Nombre de | SEQ ID | Secuencia de aminoéacidos
la NO
secuencia

Abl CD117 | CDR-H1 1 FTESNYAMS
CDR-H2 2 AISGSGGSTYYADSVKG
CDR-H3 3 AKGPPTYHTNYYYMDV
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Anticuerpo | Diana Nombre de | SEQ ID | Secuencia de aminoéacidos

la NO

secuencia

CDR-L1 4 RASQGISSWLA

CDR-L2 5 AASSLQS

CDR-L3 6 QOQTNSFEPYT

VH 7 EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTESN
YAMSWVROQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV
YYCAKGPPTYHTNYYYMDVWGKGTTVTVSS

VL 8 DIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSW
LAWYQOKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFES
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQTNSFP
YTEGGGTKVEIK

Cadena 9 EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTESN

pesada YAMSWVROAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV
YYCAKGPPTYHTNYYYMDVWGKGTTVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTCPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSSDKTHTCGGHHHHHH

Cadena 38 DIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSW

ligera LAWYQOKPGKAPKLLIYAASSLOQSGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQQTNSEP
YTEGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLCSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFENRGES

Ab2 CD117 | CDR-H1 10 FTESDADMD

CDR-H2 11 RTRNKAGSYTTEYAASVKG

CDR-H3 12 AREPKYWIDFDL

CDR-L1 13 RASQSISSYLN

CDR-L2 14 AASSLQS

CDR-L3 15 QOQSYIAPYT

VH 16 EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTESD

ADMDWVROAPGKGLEWVGRTRNKAGSYTT
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Anticuerpo

Diana

Nombre de

SEQ 1D

Secuencia de aminoacidos

la

secuencia

NO

EYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLOMNSLKTED
TAVYYCAREPKYWIDFEDLWGRGTLVTVSS

DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSY
LNWYOOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQSYIAP
YTEGGGTKVEIK

Cadena

pesada

EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTESD
ADMDWVROAPGKGLEWVGRTRNKAGSYTT
EYAASVKGRFTISRDDSKNSLYLOMNSLKTED
TAVYYCAREPKYWIDFDLWGRGTLVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTCPAVLOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKK
VEPKSSDKTHTCGGHHHHHH

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSY
LNWYQOKPGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOSYIAP
YTEGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVYDNALQSGN
SOESVTEQDSKDSTYSLCSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHOQGLSSPVTKSENRGES

CD105

CDR-H1

DAWMD

CDR-H2

EIRSKASNHATYYAESVKG

CDR-H3

WRRFFEDS

CDR-L1

RASSSVSYMH

CDR-L2

ATSNLAS

CDR-L3

QOWSSNPLT

VH

& RIS R R B e

EVKLEESGGGLVOPGGSMKLSCAASGFTESD
AWMDWVROQSPEKGLEWVAEIRSKASNHATY
YAESVKGRFTISRDDSKSSVYLOMNSLRAED
TGIYYCTRWRRFEDSWGOQGTTLTVSS

QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYM
HWYQOKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRES
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Anticuerpo

Diana

Nombre de

SEQ 1D

Secuencia de aminoacidos

la

secuencia

NO

GSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCOQOWSSN
PLTEFGAGTKLELK

Cadena

pesada

EVKLEESGGGLVOPGGSMKLSCAASGFTESD
AWMDWVROQSPEKGLEWVAEIRSKASNHATY
YAESVKGRFTISRDDSKSSVYLOMNSLRAED
TGIYYCTRWRRFFDSWGQGTTLTVSSASTKG
PSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVHTCPAVLOSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSSDKTHTCGGHHHHHH

QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYM
HWYQOKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRES
GSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCOOWSSN
PLTEFGAGTKLELKRTVAAPSVFEIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGN
SOESVTEODSKDSTYSLCSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHOGLSSPVTKSENRGES

mutAbl

N/P

(control

CDR-H1

FAAANYAMS

CDR-H2

negativ
sin

o

nion

c

ar
bl

E B

AISGAAASTYYADSVKG

CDR-H3

AKGPPTYAAAYYYMDV

CDR-L1

RASQAAASWLA

CDR-L2

AAASLOS

CDR-L3

QOTAAAPYT

VH

R] &3] B =] 18] 3| 183
Bl W] IN| k| 1O] l©]| [

EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFAAAN
YAMSWVROAPGKGLEWVSAISGAAASTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV
YYCAKGPPTYAAAYYYMDVWGKGTTVTVSS

DIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQAAAS
WLAWYQOKPGKAPKLLIYAAASLOSGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOQTAAA
PYTEFGGGTKVEIK

Cadena

pesada

EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFAAAN
YAMSWVROAPGKGLEWVSAISGAAASTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV
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Anticuerpo | Diana Nombre de | SEQ ID | Secuencia de aminoéacidos
la NO
secuencia
YYCAKGPPTYAAAYYYMDVWGKGTTVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTCPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSSDKTHTCGGHHHHHH
Cadena 37 DIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQAAAS
ligera WLAWYQOKPGKAPKLLIYAAASLOQSGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQTAAA
PYTEGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDSTYSLCSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHOGLSSPVTKSENRGES
NP NP Cadena 41 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
pesada de FPEPVTVSWNSGALTSGVHTCPAVLQSSGLY
dominio SLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVD
constante KKV
(CH1 19G1)
NP NP Secuencia | 42 EPKSSDKTHTCGGHHHHHH
C-terminal
NP NP Cadena 43 RTVAAPSVFEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
ligera de YPREAKVOWKVDNALQOSGNSOESVTEQDSK
dominio DSTYSLCSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGL
constante SSPVTKSENRGES
(CL Kappa)

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) comprende un espaciador y/o conector de aminoacidos. En algunas realizaciones, el
espaciador esta entre dos dominios del anticuerpo o fragmento de unidn al antigeno del mismo. En algunas
realizaciones, el espaciador esta entre el dominio Vy y la cisteina C-terminal. En algunas realizaciones, el
espaciador esta entre el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo y el lipido. En algunas
realizaciones, el espaciador esta entre el dominio variable Gnico de unién a antigeno y el lipido. En algunas
realizaciones, el espaciador est4 entre el Vyy y el lipido. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH comprende un espaciador de y/o conector aminodcidos expuesto en una

cualquiera de las secuencias en la tabla C. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH
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(p. €j., anticuerpo) comprende un espaciador y/o conector de aminoacidos con la secuencia de aminoéacidos
de AAA o una secuencia de aminoacidos expuesta en una cualquiera de las SEQ ID NO: 45-60.

Tabla C: Secuencias espaciadoras/conectoras

Nombre SEQ ID NO Secuencia de aminoacidos

Espaciador 3A N/P AAA

Espaciador 5GS 45 GGGGS

Espaciador 7GS 46 SGGSGGS

Espaciador 8GS a7 GGGGSGGS

Espaciador 9GS 48 GGGGSGGGS

Espaciador 10GS 49 GGGGSGGGGS

Espaciador 15GS 50 GGGGSGGGGSGGGGS

Espaciador 18GS 51 GGGGSGGGGSGGGGSGGS

Espaciador 20GS 52 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

Espaciador 25GS 53 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

Espaciador 30GS 54 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

Espaciador 35GS - GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GS

Espaciador 40GS 56 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGS

Bisagra G1 57 EPKSCDKTHTCPPCP

Bisagra 9GS-G1 58 GGGGSGGGSEPKSCDKTHTCPPCP

Region de bisagra EPKTPKPQPAAA

larga superior de 59

llama

Bisagra G3 60 ELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSC
DTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCP

Los ejemplos de espaciadores de aminoacidos incluyen, pero sin limitacion, los establecidos en las
SEQ ID NO: 45-60 y la secuencia de aminoacidos AAA. Los espaciadores de la presente invencién pueden
comprender al menos 3, 5, 10, 15, 20, 25 o 30 aminoacidos de longitud. Los espaciadores de la presente
invencién pueden comprender entre 3y 50, 5y 45, 7y 40, 10 y 35, 12 y 30 0 15 y 25 aminoécidos. En
algunas realizaciones, el espaciador tiene 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas aminodcidos de longitud. El espaciador del monémero de proteina
de fusion descrito en la presente memoria puede ser un espaciador flexible o un espaciador rigido. El
espaciador del grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a CD105 y/o CD117)
descrito en la presente memoria puede ser un espaciador corto o un espaciador largo. En algunas
realizaciones, el espaciador de aminoacidos comprende una secuencia de aminoacidos como se establece

en la tabla C que comprende 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, inserciones o supresiones de aminoacidos. En
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algunas realizaciones, el espaciador de aminoacidos comprende una secuencia de aminoacidos como se
establece en la tabla C. Los espaciadores descritos en la presente memoria se pueden usar para unir dos
0 mas dominios de aminoacidos entre si.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) comprende una o mas secuencias de regiones determinantes de la complementariedad
(CDR). Las secuencias de CDR de anticuerpos convencionales son regiones muy variables de las cadenas
pesadas y ligeras de los anticuerpos inmunoglobulinas que determinan la especificidad del antigeno y
representan la ubicacién donde estas moléculas se unen a su antigeno especifico. En algunos casos, los
dominios variables Unicos de unién a antigeno (es decir, un Vyy), solo comprenden un conjunto de CDR,
ubicadas en la parte N-terminal de la estructura. En la presente memoria se describen grupo de
direccionamiento a CMH que comprenden un polipéptido que comprende una o0 mas secuencias de CDR
gue poseen una longitud de aminoacidos entre 4y 30,6y 28,8y 26, 10y 24,12y 22,14y 20016y 18
restos. En algunas realizaciones, las secuencias de CDR son 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, las
secuencias de CDR tienen entre 4 y 20 aminoéacidos de longitud. En algunas realizaciones, las secuencias
de CDR tienen entre 5 y 15 amino&cidos de longitud. En algunas realizaciones, las secuencias de CDR
comprenden una secuencia de aminoacidos como expuesta en la tabla B que comprende 1, 2, 3,405
sustituciones, inserciones o supresiones de aminoacidos. En algunas realizaciones, las secuencias de CDR
comprenden una secuencia de aminoacidos expuesta en la tabla B.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) proporcionado en la presente memoria comprende un dominio pesado variable que
comprende una secuencia de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 y un dominio ligero variable que comprende
una secuencia de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a
CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende una secuencia de CDR-H1, CDR-H2,
CDR-H3, CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, cada una con una secuencia de aminoacidos expuesta en la tabla
B, donde una o mas secuencias de CDR comprenden 1, 2, 3, 4 0 5 sustituciones, inserciones o supresiones
de aminoacidos. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno
de superficie de CMH comprende una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminodacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 1, una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2, una CDR-H3
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 3, una CDR-L1 que tiene la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 4, una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 5 y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 6, donde una o mas secuencias de CDR comprenden 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones, inserciones o
supresiones de aminoacidos. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a
un antigeno de superficie de CMH comprende una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoéacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 1, una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 2, una CDR-H3 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 3, una CDR-L1

que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 4, una CDR-L2 que tiene la secuencia
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de aminoécidos expuesta en la SEQ ID NO: 5 y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoéacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 6.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 10, una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 11, una CDR-
H3 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12, una CDR-L1 que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 13, una CDR-L2 que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 14 y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 15, donde una o mas secuencias de CDR comprenden 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones,
inserciones o supresiones de aminoacidos. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH
gue se une a un antigeno de superficie de CMH comprende una CDR-H1 que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID NO: 10, una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta
enla SEQ ID NO: 11, una CDR-H3 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12,
una CDR-L1 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 13, una CDR-L2 que tiene
la secuencia de aminoéacidos expuesta en la SEQ ID NO: 14 y una CDR-L3 que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 15.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 19, una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 20, una CDR-
H3 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 21, una CDR-L1 que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 22, una CDR-L2 que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 23 y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 24, donde una o mas secuencias de CDR comprenden 1, 2, 3, 4 o 5 sustituciones,
inserciones o supresiones de aminoacidos. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH
gue se une a un antigeno de superficie de CMH comprende una CDR-H1 que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID NO: 19, una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta
en la SEQ ID NO: 20, una CDR-H3 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 21,
una CDR-L1 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 22, una CDR-L2 que tiene
la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 23 y una CDR-L3 que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 24.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) proporcionado en la presente memoria comprende un dominio pesado variable (VH)
que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 y un dominio ligero variable (VL) que
comprende las secuencias de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un dominio VH que
comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 y un dominio VL que comprende las secuencias
CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde los dominios VH y VL tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 o

99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos como se ha descrito para Abl en la
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tabla B. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-
H3, donde el dominio VH tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 y un dominio VL que comprende las
secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99
0 99.5 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8. En
algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de
CMH comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde
el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de la SEQ ID NO:7 y un
dominio VL que comprende las secuencias de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en una cualquiera de la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-
H3 y un dominio VL que comprende las secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde los dominios VH y
VL tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias
de aminoacidos como se ha descrito para Ab2 en la tabla B. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un dominio VH que
comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el dominio VH tiene al menos un 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 16 y un dominio VL que comprende las secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el
dominio VL tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a
CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un dominio VH que comprende las
secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el dominio VH comprende la secuencia de aminoécidos
expuesta en cualquiera de la SEQ ID NO:16 y un dominio VL que comprende las secuencias de CDR-L1,
CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en una
cualquiera de la SEQ ID NO: 17.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-
H3 y un dominio VL que comprende las secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde los dominios VH y
VL tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias
de aminoacidos como se ha descrito para Ab3 en la tabla B. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un dominio VH que
comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el dominio VH tiene al menos un 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 25 y un dominio VL que comprende las secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el
dominio VL tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con la secuencia

de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 26. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a
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CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un dominio VH que comprende las
secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en cualquiera de la SEQ ID NO:25 y un dominio VL que comprende las secuencias de CDR-L1,
CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en una
cualquiera de la SEQ ID NO: 26.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) proporcionado en este documento comprende un Fab, en donde el Fab comprende un
dominio pesado variable (VH) que comprende las secuencias CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 y un dominio
ligero variable (VL) que comprende las secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3. En algunas realizaciones,
el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab,
donde los dominios VH y VL del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad
de secuencia con las secuencias de aminoacidos enumeradas para Abl como se ha establecido en la tabla
B. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie
de CMH comprende un Fab, donde los dominios VH y VL del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97,
98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID
NO: 7 y 8. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un Fab, donde los dominios VH y VL del Fab comprenden las secuencias
de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 7 y 8.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un Fab, en donde los dominios VH y VL del Fab tienen al menos un 85, 90,
95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos enumeradas
para Ab2 como se ha establecido en la tabla B. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a
CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los dominios VH y VL del
Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias
de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 16 y 17. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los
dominios VH y VL del Fab comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 16 y
17.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un Fab, en donde los dominios VH y VL del Fab tienen al menos un 85, 90,
95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos enumeradas
para Ab3 como se ha establecido en la tabla B. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a
CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los dominios VH y VL del
Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias
de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 25 y 26. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los
dominios VH y VL del Fab comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 25y
26.
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En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) proporcionado en este documento comprende un Fab, en donde el Fab comprende un
dominio de cadena pesada y un dominio de cadena ligera. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los
dominios de cadena pesada y cadena ligera del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 %
de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos enumeradas para Abl como se ha
establecido en la tabla B. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un
antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los dominios de cadena pesada y cadena ligera
del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias
de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 9 y 38. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los
dominios de cadena pesada y cadena ligera del Fab comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas
enlas SEQ ID NO: 9y 38.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un Fab, en donde los dominios de cadena pesada y de cadena ligera del
Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias
de aminoacidos enumeradas para Ab2 como se ha establecido en la tabla B. En algunas realizaciones, el
grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab,
donde los dominios de cadena pesada y cadena ligera del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98,
99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO:
18 y 39. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un Fab, donde los dominios de cadena pesada y cadena ligera del Fab
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 18 y 39.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un Fab, donde los dominios de cadena pesada y cadena ligera del Fab
tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de
aminodacidos enumeradas para Ab3 como se ha establecido en la tabla B. En algunas realizaciones, el
grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab,
donde los dominios de cadena pesada y cadena ligera del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98,
99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO:
27 y 40. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un Fab, donde los dominios de cadena pesada y cadena ligera del Fab
comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 27 y 40.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) comprende dos o mas dominios de unién a antigeno (p. €j., dos dominios Vyy). En
algunas realizaciones, los dos 0 mas dominios de unién a antigeno estan unidos mediante un conector de
aminoacidos. En algunas realizaciones, los dos o0 mas dominios V4 estan unidos por un conector de

aminoacidos. En algunas realizaciones, el conector de aminoacidos comprende uno o mas restos de glicina
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y/o serina (p. €j., una 0 mas repeticiones de la secuencia GGGGS). En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH comprende un primer dominio Vyy unido a un dominio CH1 de anticuerpo y un
segundo dominio Vyy unido a un dominio constante de cadena ligera de anticuerpo y en donde el dominio
CH1 de anticuerpo y el dominio constante de cadena ligera de anticuerpo estan unidos mediante uno o
mas enlaces disulfuro (p. €j., enlaces disulfuro intercatenarios). En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a CD105 y/o CD117) comprende una dominio
Vun unido a un dominio CH1 de anticuerpo y en donde el dominio CH1 de anticuerpo esta unido a un
dominio constante de cadena ligera de anticuerpo mediante uno o mas enlaces disulfuro. En algunas
realizaciones, el dominio CH1 comprende las sustituciones F174C y C233S y el dominio constante de
cadena ligera comprende las sustituciones S176C y C214S, numeracion segun Kabat. En algunas
realizaciones, el anticuerpo es un ScFv, un Vyy, un 2xVyy, un Vyy-CH1/Vk vacio o un Vyy1l-CH1/Vyy-2-Nb
bDS, como se demuestra en la FIG. 12.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) comprende un polipéptido que se une a un antigeno de superficie de CMH con alta
afinidad de unién. En algunas realizaciones, la afinidad de unién del grupo de direccionamiento a CMH por
el antigeno de superficie de CMH se mide como una constante de disociacion en equilibrio (Kp). En algunas
realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH se une a un antigeno de superficie de CMH con una
afinidad de unién inferior a 500, 400, 300, 200, 100 o 1 nM. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los
dominios VH y VL del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia
con las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 7 y 8. En algunas realizaciones, el grupo
de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los
dominios VH y VL del Fab comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 7 y
8. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie
de CMH comprende un Fab, donde los dominios VH y VL del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97,
98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID
NO: 16 y 17. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de
superficie de CMH comprende un Fab, donde los dominios VH y VL del Fab comprenden las secuencias
de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 16 y 17. En algunas realizaciones, el grupo de
direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab, donde los
dominios VH y VL del Fab tienen al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia
con las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ ID NO: 25 y 26. En algunas realizaciones, el
grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH comprende un Fab,
donde los dominios VH y VL del Fab comprenden las secuencias de aminoacidos expuestas en las SEQ
ID NO: 25y 26.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) proporcionado en la presente memoria se dirige a un antigeno de superficie de CMH

humano, que incluye, por ejemplo, cualquiera de los antigenos de superficie de CMH descritos en la
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presente solicitud. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH se dirige a CD105
humano y/o CD117 humano. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH se dirige a
mas de un antigeno de superficie de CMH humano.

En algunas realizaciones, el conjugado (p. €j., un conjugado de lipido-anticuerpo) que comprende
un grupo de direccionamiento a CMH es capaz de unirse a un antigeno de superficie de CMH no humano.
En algunas realizaciones, el conjugado (p. €j., un conjugado de lipido-anticuerpo) que comprende un grupo
de direccionamiento a CMH es capaz de unirse a un antigeno de superficie de CMH humano. En algunas
realizaciones, el conjugado (p. €j., un conjugado de lipido-anticuerpo) que comprende un grupo de
direccionamiento a CMH es capaz de unirse a un antigeno de superficie de CMH no humano descrito en
la presente memoria, por ejemplo, CD105 humano y/o CD117 humano.

En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a
CD105 y/o CD117) comprende una secuencia polipeptidica como se describe en la presente memoria. En
algunas realizaciones, el resto de direccionamiento comprende las seis CDR de una secuencia
polipeptidica (p. €j., una secuencia polipeptidica de anticuerpo, p. €j., una secuencia polipeptidica de Fab)
como se describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH
comprende CDR1, CDR2 y CDR3 de un dominio variable Unico de inmunoglobulina (ISVD) como se
describe en la presente memoria. En realizaciones adicionales, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j.,
el anticuerpo que se une a CD105 y/o CD117) se une al mismo epitopo en la molécula diana (p. €j., CD105
y/o CD117) al que se une una secuencia polipeptidica como se describe en la presente memoria. En
realizaciones adicionales, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a CD105
y/o CD117) compite con una secuencia polipeptidica como se describe en la presente memoria para unirse
al mismo epitopo en la molécula diana.

En determinadas realizaciones, el grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se
une a CD105 y/o CD117) se puede acoplar covalentemente a un lipido mediante un conector que contiene
polietilenglicol (PEG).

En otras realizaciones, el lipido utilizado para crear un conjugado (p. €j., un conjugado de lipido-

anticuerpo) se puede seleccionar entre diestearoil-fosfatidiletanolamina (DSPE):
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dimiristoil-fosfatidiletanolamina (DMPE):

0]
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O

distearoil-glicero-fosfoglicerol (DSPG):

N-palmitoil-esfingosina (ceramida C16)

/\/\/\/\/\/\/WOH

<

O
El grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el anticuerpo que se une a CD105 y/o CD117) puede

acoplarse covalentemente a un lipido directamente o mediante un conector, por ejemplo, un conector que
contiene polietilenglicol (PEG). En determinadas realizaciones, el PEG es PEG 1000, PEG 2000, PEG
3400, PEG 3000, PEG 3450, PEG 4000 o PEG 5000. En determinadas realizaciones, el PEG es PEG 2000.

En algunas realizaciones, el conjugado de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el
conjugado de lipido-anticuerpo) esta presente en la NPL en un intervalo de 0.001-0.5 por ciento molar,
0.001-0.3 por ciento molar, 0.002-0.2 por ciento molar, 0.01-0.1 por ciento molar, 0.1-0.3 por ciento molar

0 0.1-0.2 por ciento molar.
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En determinadas realizaciones, el conjugado de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el
conjugado de lipido-anticuerpo) comprende DSPE, un componente de PEG y un anticuerpo dirigido. En
determinadas realizaciones, el conjugado de grupo de direccionamiento a CMH es un anticuerpo que se
une a un antigeno de superficie de CMH descrito en la presente memoria, p. €j., un anticuerpo que se une
a CD105y/o CD117.

Un conjugado ilustrativo de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el conjugado de lipido-
anticuerpo) comprende DSPE y PEG 2000, por ejemplo, como se describe en Nellis et al. (2005)
BIOTECHNOL. PROG. 21, 205-220. Un conjugado ilustrativo comprende la estructura de Férmula (VII),
donde el scFv representa un sitio de unién de anticuerpo disefiado que se une a una diana de interés. En
determinadas realizaciones, el sitio de union del anticuerpo disefiado se une a cualquiera de las dianas
descritas en la presente memoria. En determinadas realizaciones, el sitio de union del anticuerpo disefiado
puede ser, por ejemplo, un anticuerpo anti-CD105 disefiado o un anticuerpo anti-CD117 disefiado.

Un ejemplo de un compuesto de Férmula (VII) es el que se muestra a continuacion:

HN
N\ @)
Gly—Gly—Gly—Gly—Gly—(scFv) %7 )16
(Formula VII).

Se contempla que el scFv en la Formula (VII) puede reemplazarse con un anticuerpo intacto o un
fragmento de antigeno del mismo (p. €j., un Fab).

Otro ejemplo de un compuesto de Formula (VIII) es el que se muestra a continuacion:

o b3t

HN
\ ) @)
Thr—His—Thr—Lys—-Asp—(Fab) 4?7 )16
VI,

cuya produccién se describe en Nellis et al. (2005) citado anteriormente o la patente de los Estados
Unidos n.° 7.022.336. Se contempla que el Fab en la Férmula (VIIl) puede reemplazarse con un anticuerpo
intacto o un fragmento de antigeno del mismo (p. €j., un fragmento (Fab'),) o un sitio de union de anticuerpo
disefiado (p. €j., un scFv).

Se describen otros conjugados de lipido-anticuerpo, por ejemplo, en la patente de los Estados
Unidos n.° 7.022.336, donde el grupo de direccionamiento (p. €j., anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo) puede reemplazarse con un grupo de direccionamiento de interés, por ejemplo, un
grupo de direccionamiento que se una a cualquier antigeno de superficie de CMH descrito en la presente

memoria.
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En determinadas realizaciones, el componente lipidico de un conjugado ilustrativo de Férmula (1) o
Formula (V1) puede ser cualquiera de los lipidos descritos en la presente memoria. En algunas
realizaciones, el componente lipidico de un conjugado de Férmula (I) o Férmula (VI) se basa en un lipido
catiénico ionizable descrito en la presente memoria, por ejemplo, un lipido catidnico ionizable de Férmula
(11", Férmula (1), Férmula (lla), Férmula (I1b), Formula (Illa), Formula (lllb), Férmula (IV) o Férmula (V), o
una de sus sales. Por ejemplo, un lipido catiénico ionizable ilustrativo se puede seleccionar de la tabla A,
0 una de sus sales.

En determinadas realizaciones, el conjugado (p. €j., conjugado de lipido-anticuerpo) basado en un

lipido de la presente descripcién puede incluir:

0 J
MW Yo" eH
HssCi7 O™ % 17
7
O o
O’tp\

.S
scFv " L
, donde scFv representa un sitio de unién de

anticuerpo disefiado que se une a una diana (p. €j., un antigeno de superficie de CMH) descrita en la
presente memoria, p. €j., CD105 y/o CD117.

En determinadas realizaciones, la NPL puede comprender ademas PEG-lipido libre para reducir la
cantidad de union inespecifica a través del grupo de direccionamiento a CMH (p. ej., anticuerpo que se une
a CD105 y/o CD117). El PEG-lipido libre puede ser igual o diferente al PEG-lipido incluido en el conjugado.
En determinadas realizaciones, el PEG-lipido libre se selecciona del grupo que consiste en PEG-
diestearoil-fosfatidiletanolamina (PEG-DSPE) o PEG-dimiristoil-fosfatidiletanolamina (PEG-DMPE), N-
(metilpolioxietileno oxicarbonil)-1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE-PEG) 1,2-dimiristoil-
rac-glicero-3-metilpolioxietileno (PEG-DMG), 1,2-dipalmitoil-rac-glicero-3-metilpolioxietileno (PEG-DPG),
1,2-dioleoil-rac-glicerol, metoxipolietilenglicol (DOG-PEG) 1,2-diestearoil-rac-glicero-3-metilpolioxietileno
(PEG-DSG), N-palmitoil-esfingosina-1-{succinil[metoxi(polietilenglicol)] (PEG-ceramida), DSPE-PEG-
cisteina o un derivado de los mismos, todos con longitudes promedio de PEG entre 2000-5000, con 2000,
3400 o 5000. Una composicion final puede contener una mezcla de dos 0 mas de estos lipidos pegilados.
En determinadas realizaciones, la composicion de NPL comprende una mezcla de PEG-lipidos con
cadenas de miristoilo y acilo estearico. En determinadas realizaciones, la composicion de NPL comprende
una mezcla de PEG-lipidos con cadenas de palmitoilo y acilo de estearoilo.

En determinadas realizaciones, el derivado del PEG-lipido tiene un grupo terminal de metiloxi,

hidroxilo o acido carboxilico en el extremo PEG.
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El conjugado de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., conjugado de lipido-anticuerpo)
se pueden incorporar en NPL como se describe a continuacién, por ejemplo, en NPL que contienen, por
ejemplo, un lipido cationico ionizable, un esterol, un fosfolipido neutro y un PEG-lipido. Se contempla que,
en determinadas realizaciones, las NPL que contienen el lipido-grupo de direccionamiento a CMH pueden
contener un lipido catiénico ionizable descrito en la presente memoria o un lipido catidnico descrito, por
ejemplo, en la patente de los Estados Unidos n.° 10.221.127, 10.653.780 o la solicitud publicada de los
Estados Unidos n.° US2018/0085474, US2016/0317676, publicacién internacional n.° W0O2009/086558 o
Miao et al. (2019) NATURE BIOTECH 37:1174-1185 o Jayaraman et al. (2012) ANGEW CHEM INT. 51:
8529-8533.

En algunas realizaciones, el lipido catidnico se puede seleccionar entre un lipido catidnico ionizable
expuesto en la tabla A, o una de sus sales. Cualquier variacion o realizacién de R, R?, R3, R1A, R2A, R34
R1A1’ R1A2, R1A3, R2A1, R2A2’ R2A3’ R3Al’ R3A2' R3A3' Raly Ra2’ R3B’ R3Bl’ R3BZ’ R3B3’ R51, RSZ’ Rs3’ RS4, RSS’ RSG'
RS, Rs8, Rs9, Rs10, Rsl1, Rs12, Rs13, Rsl4 o Rs!® proporcionado en la presente memoria se puede combinar
con cualquier otra variacion o realizacion de R, R2, R3, R4, R?A, R3A, R1AL R1A2 RIAS R2AL R2A2 R2A3 R3AL
R3A2, RSAS' Ral, Ra2’ RBB, RSBl, RBBZ, RSBS, RSl, RSZ, Rs3, Rs4, RSS, RSG' Rs7’ RSB, RS9’ Rle, RSll, Rslz, RslS, Rsl4
0 Rs?5, como si cada combinacion hubiera sido descrita individual y especificamente.

Las NPL se pueden formular utilizando los métodos y otros componentes que se describen a
continuacion en las siguientes secciones.

En determinadas realizaciones, la NPL o la mezcla de lipidos también pueden incluir un conjugado
de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., un conjugado de lipido-anticuerpo) como se describe
en la presente memoria.

El conjugado de lipido-grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., el conjugado de lipido-anticuerpo)
puede estar presente en la NPL o en la mezcla de lipidos en un intervalo de 0.001-0.5 por ciento molar,
0.001-0.1 por ciento molar, 0.01-0.5 por ciento molar, 0.05-0.5 por ciento molar, 0.1-0.5 por ciento molar,
0.1-0.3 por ciento molar, 0.1-0.2 por ciento molar, 0.2-0.3 por ciento molar, de aproximadamente 0.01 por
ciento molar, aproximadamente 0.05 por ciento molar, aproximadamente 0.1 por ciento molar,
aproximadamente 0.15 por ciento molar, aproximadamente 0.2 por ciento molar, aproximadamente 0.25
por ciento molar, aproximadamente 0.3 por ciento molar, aproximadamente 0.35 por ciento molar,
aproximadamente 0.4 por ciento molar, aproximadamente 0.45 por ciento molar o aproximadamente 0.5
por ciento molar.

(f) Cargas ltiles

Las composiciones de NPL pueden comprender un agente, por ejemplo, una molécula de acido
nucleico para suministro a una célula (p. €j., una célula madre hematopoyética (CMH)) o tejido, por ejemplo,
una célula (p. €j., una CMH) o tejido en un sujeto.

Las composiciones de NPL de la presente invencién pueden incluir un acido nucleico, por ejemplo,
un ADN o ARN, tal como un ARNm, ARNt, microARN, ARNip, ARN guia (ARNg), ARN guia de edicién de
calidad (ARNgec), ARNcirc (ARN circular), ribozimas, ARN sefiuelo, ARNip del sustrato de dicer o ADN o
ARN molde del donante. Las composiciones de NPL de la presente invencion pueden incluir ADN
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monocatenario (ADNmc), ADN bicatenario (ADNbc), ARN monocatenario (ARNmc) y/o ARN bicatenario
(ARNbc). Se contempla que los acidos nucleicos puedan contener componentes naturales, tales como,
bases, azlcares o grupos de enlace naturales (p. €j., grupos de enlace fosfodiéster) o pueden contener
componentes o modificaciones no naturales, (p. €j., grupos de enlace tioéster). Por ejemplo, el acido
nucleico se puede sintetizar para contener modificaciones de bases, azlUcares y conectores conocidas por
los expertos en la técnica. Asimismo, los acidos nucleicos pueden ser lineales o circulares o tener cualquier
configuracién deseada. Las composiciones de NPL pueden incluir multiples moléculas de &cido nucleico,
por ejemplo, multiples moléculas de ARN, que pueden ser iguales o diferentes.

En determinadas realizaciones, la carga util es un ARNm. En determinadas realizaciones, una
composicion de NPL particular puede contener varias moléculas de ARNm que pueden ser iguales o
diferentes. En determinadas realizaciones, se pueden combinar y/o poner en contacto simultaneamente
una o mas composiciones de NPL que incluyen uno o mas ARNm diferentes, con una célula. Se contempla
que un ARNm puede incluir uno o mas de un tallo-bucle, un nucledsido terminador de cadena, una
secuencia poliA, una sefial de poliadenilacion y/o una estructura de caperuza 5'. EIl ARNm puede codificar
una nucleasa dirigida, un editor de bases quimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico como se
describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos de la carga Gtil comprenden un ARNm que
codifica una nucleasa dirigida, un editor de bases quimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico.
En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos comprenden un ARNm que codifica una nucleasa
dirigida. En algunas realizaciones, la nucleasa dirigida es una nucleasa asociada a CRISPR (Cas), una
nucleasa de dedos de zinc (ZFN), una nucleasa efectora de tipo activador transcripcional (TALEN) o una
megaTAL. En algunas realizaciones, la nucleasa dirigida es una ZFN, TALEN o megaTAL que comprende
una secuencia de aminoacidos que confiere unién a una secuencia de nucleétidos diana.

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos de la carga util comprenden un ARNm que
codifica una nucleasa asociada a CRISPR (Cas) o un editor de bases quimicas; y un ARN guia (ARNQ)
gue comprende una secuencia de nucleotidos que confiere unioén a una secuencia de nucleétidos diana.

En algunas realizaciones, el o los &cidos nucleicos de la carga util comprenden un ARNm que
codifica un editor de calidad; y un ARN guia de edicién de calidad (ARNgec) que comprende una secuencia
de nucleétidos que confiere unién a una secuencia de nucle6tidos diana.

En algunas realizaciones, la carga util comprende un ARNg o ARNgec. En algunas realizaciones,
el ARNg o ARNgec de la carga util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad con
al menos 15 nucleodtidos consecutivos de la secuencia de nucledtidos diana. En algunas realizaciones, el
ARNg o ARNgec de la carga util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con al menos 15 nucledtidos consecutivos
de la secuencia de nucledtidos diana. En algunas realizaciones, el ARNg o ARNgec de la carga util
comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad con al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20,

21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleétidos consecutivos de la secuencia de nucleétidos diana.
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En algunas realizaciones, la carga util comprende un ARNg o ARNgec. En algunas realizaciones,
el ARNg o ARNgec de la carga Util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad con
al menos 15 nucleodtidos consecutivos de la secuencia de nucledtidos diana. En algunas realizaciones, el
o los &cidos nucleicos de la carga Gtil comprenden ademas un &cido nucleico molde donante que
comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad con al menos 15 nucledtidos
consecutivos de la secuencia de nucleétidos diana. En algunas realizaciones, el acido nucleico molde
donante de la carga Util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con al menos 15 nucledtidos consecutivos de la
secuencia de nucleodtidos diana. En algunas realizaciones, el &cido nucleico molde donante de la carga util
comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad con al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucle6tidos diana.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende al menos 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas nucleétidos consecutivos y esta ubicada dentro de una regién codificante
de un gen, una region intrénica asociada a un gen, una region exénica asociada a un gen, una regién 5' no
traducible asociada a un gen o una regién 3' no traducible asociada a un gen, en donde el gen se selecciona
del grupo que consiste en un gen seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBAL,
HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8,
F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA,
FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1,
FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2, antitrombina Ill y
proteina C. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana est4 dentro de una regién
reguladora de un gen seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2, HBD,
BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11, F10,
PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN, GBA,
IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1, FANCA, FANCB,
FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2, antitrombina IIl y proteina C. En
algunas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana esta dentro de una regién potenciadora o una
region represora de un gen seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2,
HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11,
F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN,
GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXPS3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1, FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCRA4, F5, F2, antitrombina 1l y proteina C.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana estéa dentro del potenciador eritroide
de BCL11A. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende una secuencia
polinucleotidica del potenciador eritroide de BCL11A. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos
diana comprende una secuencia polinucleotidica en el intrén-2 del gen BCL11A. En algunas realizaciones,
la secuencia de nucleédtidos diana comprende una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente

+54 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo (en direccion 3') del punto de inicio de la transcripcion
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(TSS) de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende una
secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, un polinucleétido
de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59kb o un polinucledtido de entre
aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o cualquier
combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende
una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb cadena abajo
del TSS de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende una
secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb cadena abajo del
TSS de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana potenciadora
comprende una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb
cadena abajo del TSS de BCL11A. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende
una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb,
500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb o 1.5 kb de la posicion del
nucleétido a +55 kb, +58 kb 0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacion de los mismos.
En determinadas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana comprende una secuencia
polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb,
700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicién del nucleétido a +55 kb
cadena abajo del TSS de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana
comprende una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb,
400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicién
del nucleétido a +58 kb cadena abajo del TSS de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia
de nucleétidos diana comprende una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente
100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb,
1.4 kb 0 1.5 kb de la posicién del nucleétido a +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A. En determinadas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende la secuencia polinucleotidica de
GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que comprende hasta 10 (p.
€. 1,2,34,5,6,7,8,9 0 10) sustituciones de nucleétidos.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende al menos 15 nucleétidos
consecutivos de la regién codificante de un gen seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2,
HBA1, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAK3, BTK,
WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE,
ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13,
IL7R, PRF1, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2,
antitrombina Ill y proteina C. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende al
menos 15 nucledtidos consecutivos de la region 5' no traducible o la region 3' no traducible que rodea un
gen seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2,
KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19,
CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA,
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TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1, FANCA, FANCB, FANCC,
FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2, antitrombina IIl y proteina C. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana comprende al menos 15 nucleétidos consecutivos de una
region intronica o region exonica asociada con un gen seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1,
HBG2, HBAL, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAKS,
BTK, WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE,
ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13,
IL7TR, PRF1, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2,
antitrombina 11l y proteina C. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleotidos diana comprende al
menos 15 nucleotidos consecutivos de una region reguladora asociada con un gen seleccionado del grupo
gue consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC,
IL2RG, RAG1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B,
NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40,
CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD?2,
MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2, antitrombina Il y proteina C. En algunas realizaciones, la secuencia de
nucleétidos diana comprende al menos 15 nucledétidos consecutivos de una region potenciadora asociada
con un gen seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2, HBA1, HBA2, HBD, BCL11A,
BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAGL1, RAG2, JAK3, BTK, WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR,
RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE, ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS,
IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13, IL7R, PRF1, FANCA, FANCB,
FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2, antitrombina Ill y proteina C. En
algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende al menos 15 nucle6tidos consecutivos
de una regidn represora asociada con un gen seleccionado del grupo que consiste en HBB, HBG1, HBG2,
HBALl, HBA2, HBD, BCL11A, BACH2, KLF1, LRF, ADA, DCLREIC, IL2RG, RAG1, RAG2, JAKS, BTK,
WAS, F8, F9, F11, F10, PKLR, RPS19, CYBA, CYBB, NCF1, NCF1B, NCF1C, NCF2, NCF4, ELANE,
ABCD1, ARSA, FXN, GBA, IDS, IDUA, TCIRG, AICDA, UNG, CD40, CD40LG, FOXP3, IL4, IL10, IL13,
IL7R, PRF1, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1/BRACA2, FANCD2, MPL, CCR5, CXCR4, F5, F2,
antitrombina Il y proteina C. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende o
esta dentro del potenciador eritroide de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de
nucleétidos diana comprende o estad dentro de una secuencia polinucleotidica en el intrén-2 del gen
BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende o esta dentro de
una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo
del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de
nucledtidos diana comprende o estad dentro de una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente
+54 kb y aproximadamente +56 kb, una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y
aproximadamente +59 kb o una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y
aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacién de los mismos. En

determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos diana comprende o esta dentro de una secuencia
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polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb,
700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicién del nucleétido a +55 kb,
+58 kb 0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacién de los mismos. En determinadas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende la secuencia polinucleotidica de
GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que comprende hasta 10 (p.
ej.,1,2,3,4,5,6,7,8,9 0 10) sustituciones de nucleétidos.

En algunas realizaciones, la carga Gtil comprende un ARNg o ARNgec que tiene al menos un 80 %
de identidad o complementariedad con al menos 15 nucle6tidos consecutivos de un polinucleétido que
comprende el potenciador eritroide de BCL11A. En algunas realizaciones, el ARNg o ARNgec de la carga
util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad o complementariedad con al menos 15 nucle6tidos consecutivos de
un polinucledtido que comprende el potenciador eritroide de BCL11A. En algunas realizaciones, el ARNg
0 ARNgec de la carga util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad o
complementariedad con al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o0 30 nucleétidos
consecutivos de un polinucleétido que comprende el potenciador eritroide de BCL11A. En algunas
realizaciones, el ARNg o ARNgec de la carga util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %,
85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad o complementariedad
con al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o0 30 nucledtidos consecutivos de un
polinucledtido que comprende el potenciador eritroide de BCL11A. En algunas realizaciones, el ARNg o
ARNgec de la carga util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad o complementariedad con al menos 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos consecutivos de un polinucleétido que
comprende el potenciador eritroide de BCL11A. En determinadas realizaciones, el ARNg o ARNgec de la
carga util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad o complementariedad con al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleétidos consecutivos de una secuencia polinucleotidica en el
intrén 2 del gen BCL11A. En determinadas realizaciones, el ARNg o ARNgec de la carga util comprende
una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %
0 99 % de identidad o complementariedad con al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29 o0 30 nucledtidos consecutivos de una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y
aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcién (TSS) de BCL11A. En
determinadas realizaciones, el ARNg o ARNgec de la carga util comprende una secuencia que tiene al
menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad o
complementariedad con al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o0 30 nucledtidos
consecutivos de una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente
+56 kb, una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o
una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena

abajo del TSS de BCL11A, o una combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones, el ARNg o
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ARNgec de la carga util comprende una secuencia que tiene al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad o complementariedad con al menos 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos consecutivos de una secuencia
polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb,
700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicion del nucledtido a +55 kb,
+58 kb 0 +62 kb cadena abajo del SST de BCL11A. En determinadas realizaciones, el ARNg comprende
la secuencia polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la
misma que comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de nucle6tidos

En determinadas realizaciones, la composicion de NPL puede incluir uno o mas componentes que
incluyen, pero sin limitacién, uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, moléculas pequefas
hidréfobas, agentes terapéuticos, carbohidratos, polimeros, moléculas potenciadoras de la permeabilidad
y agentes modificadores de la superficie.

En algunas realizaciones, la relacién p/p del componente lipidico con respecto a la carga util (p. €j.,
acido nucleico, p. €., ARNm) en la composicion de NPL resultante es de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 50:1. En determinadas realizaciones, la relacion p/p del componente lipidico con
respecto a la carga util (p. ej., acido nucleico, p. e€j., ARNm) en la composicion resultante es de
aproximadamente 5:1 a aproximadamente 50:1. En determinadas realizaciones, la relacion p/p es de
aproximadamente 5:1 a aproximadamente 40:1. En determinadas realizaciones, la relacion p/p es de
aproximadamente 10:1 a aproximadamente 40:1. En determinadas realizaciones, la relacion p/p es de
aproximadamente 15:1 a aproximadamente 25:1.

En determinadas realizaciones, la eficiencia de encapsulacion de la carga Gtil (p. €j., acido nucleico,
p. €j., ARNm) en las nanoparticulas lipidicas es de al menos el 50 %. En determinadas realizaciones, la
eficiencia de encapsulacion es de al menos el 80 %, al menos el 90 % o mas del 90 %.

Se puede disefiar una composicidn lipidica para una o mas aplicaciones o dianas especificas. Por
ejemplo, se puede disefiar una composicion de NPL para administrar acidos nucleicos (p. €j., un ARNm,
un ARNg y/o un acido nucleico molde donante) a una célula, tejidos, érgano, sistema o grupo particular de
los mismos en el cuerpo de un mamifero. Las propiedades fisicoquimicas de las composiciones de NPL
pueden alterarse para aumentar la selectividad para un sitio diana particular en un sujeto. Por ejemplo, los
tamafios de particulas se pueden ajustar en funcién de los tamafios de las comunicaciones de diferentes
drganos. Los acidos nucleicos incluidos en una composicién de NPL también pueden depender de la diana
o dianas de administracion deseadas. Por ejemplo, un ARNm, un ARNg y/o un &acido nucleico molde
donante pueden seleccionarse para una enfermedad particular y/o para el suministro a una célula, tejido,
organo o sistema particular o grupo de los mismos (p. €j., suministro localizado o especifico).

La cantidad de acidos nucleicos (p. €j., un ARNm, un ARNg y/o un &cido nucleico molde donante)
en una composicion de NPL puede depender del tamafio, la secuencia y otras caracteristicas de los 4cidos
nucleicos. La cantidad de acidos nucleicos en un NPL también puede depender del tamafio, la composicién,
la diana deseada y otras caracteristicas de la composicion de NPL. Las cantidades relativas de acidos

nucleicos y otros elementos (p. €j., lipidos) también pueden variar. La cantidad de &cidos nucleicos en una
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composicién de NPL puede, por ejemplo, medirse mediante espectroscopia de absorciéon (p. ej.,
espectroscopia ultravioleta-visible).

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos (p. €j., un ARNm, un ARNg y/o un acido nucleico
molde donante), lipidos y polimeros y cantidades de los mismos se pueden seleccionar para proporcionar
una relacién N:P especifica (la relacion de grupos de lipidos o aminas poliméricas (N = nitrdgeno) con carga
positiva con respecto a grupos fosfato (P) de acido nucleico con carga negativa). La relacién N:P de la
composicién se refiere a la relacion molar de atomos de nitrdgeno en uno o mas lipidos con respecto al
namero de grupos fosfato en el 4cido nucleico. En general, se prefiere una relacién N:P méas baja. Una
relacion N:P puede depender de un lipido especifico y su pKa. En determinadas realizaciones, los acidos
nucleicos (p. €j., un ARNm, un ARNg y/o un acido nucleico molde donante) y la composicion de NPL, y/o
sus cantidades relativas pueden seleccionarse para proporcionar una relacion N:P de aproximadamente
1:1 a aproximadamente 30:1 o de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 20:1. En determinadas
realizaciones, la relacion N:P puede ser, por ejemplo, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1 u 8:1. En determinadas
realizaciones, larelaciéon N:P puede ser de aproximadamente 2:1 a aproximadamente 5:1. En determinadas
realizaciones, la relacién N:P puede ser de aproximadamente 4:1. En otras realizaciones, la relacion N:P
es de aproximadamente 4:1 a aproximadamente 8:1. Por ejemplo, la relacion N:P puede ser de
aproximadamente 4:1, aproximadamente 4.5:1, aproximadamente 4.6:1, aproximadamente 4.7:1,
aproximadamente 4.8:1, aproximadamente 4.9:1, aproximadamente 5.0:1, aproximadamente 5.1:1,
aproximadamente 5.2:1, aproximadamente 5.3:1, aproximadamente 5.4:1, aproximadamente 5.5:1,
aproximadamente 5.6:1, aproximadamente 5.7:1, aproximadamente 6.0:1, aproximadamente 6.5:1 o
aproximadamente 7.0:1.

La cantidad de &cidos nucleicos (p. €j., un ARNm, un ARNg y/o un &cido nucleico molde donante)
en una composicién de nanoparticulas lipidicas puede depender del tamafio, la secuencia y otras
caracteristicas de los acidos nucleicos. La cantidad de &cidos nucleicos en una composicion de
nanoparticulas lipidicas también puede depender del tamafio, la composicién, la diana deseada y otras
caracteristicas de la composicidon de nanoparticulas. Las cantidades relativas de acidos nucleicos y otros
elementos (p. €., lipidos) también pueden variar. En algunas realizaciones, la relacién p/p del componente
lipidico con respecto a un acido nucleico (p. €j., un ARNm, un ARNg y/o un acido nucleico molde donante)
en una composicién de nanoparticulas lipidicas puede ser de aproximadamente 5:1 a aproximadamente
50:1, tal como 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1, 13:1, 14:1, 15:1, 16:1, 17:1, 18:1, 19:1, 20:1, 25:1,
30:1, 35:1, 40:1, 45:1 y 50:1. Por ejemplo, la relacién p/p del componente lipidico con respecto a un ARNm
puede ser de aproximadamente 10:1 a aproximadamente 40:1. La cantidad de acido nucleico en una
composicién de nanoparticulas puede, por ejemplo, medirse mediante espectroscopia de absorcion (p. €.,
espectroscopia ultravioleta-visible).

La eficacia de la encapsulacion de un &cido nucleico (p. €j., un ARNm, un ARNg y/o un &cido
nucleico molde donante) describe la cantidad de acido nucleico que se encapsula o se asocia de otro modo
con una composicién lipidica después de la preparacion, en relacién con la cantidad inicial proporcionada.

La eficiencia de encapsulacion es convenientemente alta (p. €j., cercana al 100 %). La eficiencia de
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encapsulacién se puede medir, por ejemplo, comparando la cantidad de acido nucleico en una solucién
gue contiene la composicién de NPL antes y después de descomponer la composicion de NPL con uno o
mas disolventes o detergentes organicos. Se puede utilizar fluorescencia para medir la cantidad de acidos
nucleicos libres en una solucién. Para las composiciones de NPL de la invencion, la eficiencia de
encapsulacion de un acido nucleico puede ser de al menos el 50 %, por ejemplo, el 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %.
En determinadas realizaciones, la eficiencia de encapsulacién puede ser de al menos el 80 %.
i. Carga util de ARN

En determinadas realizaciones, la carga util de ARN comprende un ARNm, un ARN guia (ARNGg),
un ARN guia de edicién de calidad (ARNgec), un ARN de CRISPR (ARNcr), un ARN de CRISPR
transactivador (ARNcrtra), a ARNt, un microARN y/o un ARNip.

En determinadas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas estan optimizadas
para el suministro de ARN, p. €j., un ARNm para la traduccién dentro de la célula diana (p. ej., CMH) y/o
un ARNg o ARNgec para formar complejos con una nucleasa dirigida (p. €j., nucleasa asociada a CRISPR
(Cas) dentro de la célula diana (p. €j., CMH). Un ARNm puede ser un ARNm de origen natural o no natural.
Un ARNm, ARNg o ARNgec puede incluir una o0 mas nucleobases, nucledsidos o nucleétidos modificados.

Las nucleobases pueden seleccionarse del grupo no limitante que consiste en adenina, guanina,
uracilo, citosina, 7-metilguanina, 5-metilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, timina, pseudouracilo,
dihidrouracilo, N1-metilpseudouracilo, hipoxantina y xantina. En algunas realizaciones, la nucleobase es
N1-metilpseudouracilo.

Un nucleésido de un ARN (p. ej., un ARNm o ARNg) es un compuesto que incluye una molécula
de azucar (p. €j., un azucar de 5 o 6 carbonos, tal como pentosa, ribosa, arabinosa, xilosa, glucosa,
galactosa o un derivado desoxi de las mismas) en combinacién con una nucleobase. Un nucleésido puede
ser un nucleédsido candnico (p. €j., adenosina, guanosina, citidina, uridina, 5-metiluridina, desoxiadenosina,
desoxiguanosina, desoxicitidina, desoxiuridina y timidina) o un analogo de los mismos y puede incluir una
0 mas sustituciones o modificaciones.

Un nucledtido de un ARN (p. ej., un ARNm o ARNg) es un compuesto que contiene un nucleésido
y un grupo fosfato o grupo alternativo (p. ej., boranofosfato, tiofosfato, selenofosfato, fosfonato, grupo
alquilo, amidato y glicerol). Un nucleétido puede ser un nucleétido canénico (p. €j., adenosina, guanosina,
citidina, uridina, 5-metiluridina, desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxicitidina, desoxiuridina vy
monofosfatos de timidina) o un andlogo de los mismos y puede incluir una 0 mas sustituciones o
modificaciones que incluyen, pero sin limitacion, sustituciones de alquilo, arilo, halo, oxo, hidroxilo, alquiloxi
y/o tio; uno o mas anillos fusionados o abiertos; oxidacién; y/o reduccion de la nucleobase, azlcar y/o
fosfato o componente alternativo. Un nucleétido puede incluir uno o méas grupos fosfato o alternativos. Por
ejemplo, un nucledtido puede incluir un nucleésido y un grupo trifosfato. Un "nucledsido trifosfato” (p. e€;j.,
trifosfato de guanosina, trifosfato de adenosina, trifosfato de citidina y trifosfato de uridina) puede referirse
al nucleésido trifosfato canénico o un analogo o derivado del mismo y puede incluir una o mas sustituciones

0 modificaciones como se describe en la presente memoria.
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Un ARN (p. €j., un ARNm o ARNg) puede incluir cualguier nimero de pares de bases, incluyendo
decenas, cientos o miles de pares de bases. Cualquier nimero (p. €j., todas, algunas o ninguna) de
nucleobases, nucledsidos o nucledtidos pueden ser un andlogo de una especie canonica, sustituida,
modificad, o de otro modo no natural. En determinadas realizaciones, se pueden modificar todas las de un
tipo particular de nucleobase. Por ejemplo, toda la citosina en un ARN (p. ej., un ARNm o ARNQg) puede ser
5-metilcitosina. En determinadas realizaciones, una o mas o todas las bases de uridina pueden ser N1-
metilpseudouridinas. Un ARNm puede incluir una regiéon 5' no traducible, una regién 3' no traducible y/o
una secuencia codificante o de traduccion.

En determinadas realizaciones, un ARNm puede incluir una estructura de caperuza 5', un
nucleodtido terminador de cadena, un tallo-bucle, una secuencia poliA y/o una sefial de poliadenilacion.

Una estructura de caperuza o especie de caperuza es un compuesto que incluye dos restos
nucleosidicos unidos por un conector y puede seleccionarse de una caperuza de origen natural, una
caperuza de origen no natural o un andlogo de caperuza. Una especie de caperuza puede incluir uno o
mas nucledsidos modificados y/o restos conectores. Por ejemplo, una caperuza de ARNm natural puede
incluir un nucleétido de guanina y un nucleétido de guanina (G) metilado en la posiciéon 7 unidos por un
enlace trifosfato en sus posiciones 5', p. ej., m7G(5")ppp(5’)G, habitualmente escrito como m7GpppG. Una
especie de caperuza también puede ser un analogo de caperuza anti-inversa. Una lista no limitante de
posibles especies de caperuzas incluye m7GpppG, m7Gpppm7G, m73'dGpppG, m7Gpppm7G,
m73'dGpppG y m27 02'GppppG.

Como alternativa o ademas, un ARNm puede incluir un nucledsido terminador de cadena. Por
ejemplo, un nucleésido terminador de cadena puede incluir los nucleésidos desoxigenados en las
posiciones 2' y/o 3' de su grupo de azlcar. Dichas especies pueden incluir 3’-desoxiadenosina
(cordicepina), 3'-desoxiuridina, 3'-desoxicitosina, 3'-desoxiguanosina, 3'-desoxitimina y 2'3'-
didesoxinucledsidos, tales como 2’,3’-didesoxiadenosina, 2’,3’-didesoxiuridina, 2’,3’-didesoxicitosina, 2’,3'-
didesoxiguanosina y 2’,3'-didesoxitimina.

Como alternativa o ademas, un ARNm puede incluir un tallo-bucle, tal como un tallo-bucle de
histona. Un tallo-bucle puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas pares de bases nucleotidicos. Por ejemplo,
un tallo-bucle puede incluir 4, 5, 6, 7 u 8 pares de bases nucleotidicos. Un tallo-bucle puede estar ubicado
en cualquier region de un ARNm. Por ejemplo, un tallo-bucle puede estar ubicado en, antes o después de
una regiéon no traducible (una regién 5' no traducible o una regién 3’ no traducible), una regién codificante
0 una secuencia o cola poliA.

Como alternativa o ademas, un ARNm puede incluir una secuencia poliA y/o una sefial de
poliadenilacion. Una secuencia poliA puede estar compuesta total o principalmente por nucleétidos de
adenina o analogos o derivados de los mismos. Una secuencia poliA puede ser una cola ubicada adyacente
a una region 3' no traducible de un ARNm.

Un ARNm puede codificar cualquier polipéptido de interés, incluido cualquier polipéptido de origen
natural o no natural o modificado de otro modo. Un polipéptido codificado por un ARNm puede ser de

cualquier tamafio y puede tener cualquier estructura o actividad secundaria. En algunas realizaciones, un
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polipéptido codificado por un ARNm puede tener un efecto terapéutico cuando se expresa en una célula.
En algunas realizaciones, el ARNm puede codificar un anticuerpo, enzima, factor de crecimiento, hormona,
citocina, proteina virica (p. €j., una proteina de la capside virica), antigeno, vacuna o receptor. En algunas
realizaciones, el ARNm puede codificar uno o méas polipéptidos capaces de editar una secuencia genémica
dentro de las células diana (p. €j., dentro de las CMH). Por consiguiente, en algunas realizaciones, el ARNm
codifica uno o mas polipéptidos que actian como parte de un sistema de ediciéon génica. En determinadas
realizaciones, el ARNm codifica una nucleasa dirigida, un editor de bases quimicas, un editor de calidad o
un editor epigendémico. En determinadas realizaciones, la NPL comprende un ARNm que codifica una
nucleasa asociada a CRISPR (Cas) o un editor de bases y comprende ademés un ARNg. En otras
realizaciones, la NPL comprende un ARNm que codifica un editor de calidad y comprende ademas un editor
de calidad y comprende ademas ARNgec.

En determinadas realizaciones, un ARNg o ARNgec puede comprender uno o0 mas nucleétidos o
nucleésidos modificados quimicamente, lo que da lugar a una mayor estabilidad del ARNg, y una mayor
eficiencia y menor edicién inespecifica de un sistema de edicién génica guiado por ARN (p. €j., un sistema
de nucleasa Cas/ARNg, un sistema de editor de bases/ARNg o un sistema de editor de calidad/ARNgec).
Por ejemplo, un ARNg puede incluir uno 0 mas nucledgtidos con una sustitucioén de 2'-ribosa, por ejemplo,
una sustitucion de 2'-O-metilo o una sustitucion de 2'-fluoro. Adicionalmente, un ARNg puede incluir una o
mas modificaciones de enlace, tales como una modificacion de fosforotioato, una modificacion de
fosfonoacetato o una modificacién de tiofosfonoacetato. Normalmente, se combinan modificaciones de
enlace y sustituciones de 2'-ribosa, por ejemplo, sustituciones de 2'-O-metilo y enlaces de fosforotioato, o
sustituciones de 2'-O-metilo y enlaces de tiofosfonoacetato. En determinadas realizaciones, el ARNg
comprende tanto sustituciones de 2'-O-metilo como enlaces de fosforotioato. En algunos casos, un ARNg
puede incluir adicionalmente o como alternativa modificaciones que crean enlaces intramoleculares dentro
del resto de azucar del nucleétido, por ejemplo, acidos nucleicos bloqueados (LNA) y &cidos nucleicos con
puentes (BNA) con enlaces entre el oxigeno 2'y el carbono 4' de la ribosa. Se pueden incorporar LNA y
BNA, por ejemplo, en la secuencia guia de 20 nucle6tidos de un ARNg. Un ARNg también puede incluir
uno o mas nucledtidos de ADN. Dichas modificaciones pueden incorporarse en cualquier nucleétido o
enlace dentro del ARNg, por ejemplo, en el resto o los restos 5' terminales o el resto o los restos 3'
terminales del ARNg. Un ARNg puede comprender una modificacion descrita en la presente memoria en
uno, dos, tres, cuatro, cinco, diez 0 mas nucleétidos 5' terminales y/o nucleétidos 3' terminales de un ARNg.

Las modificaciones adicionales de ARN, incluidos ARNm y ARNg, son conocidas en la técnicay se
describen, por ejemplo, en Chen et al. ("Recent advances in chemical modifications of guide RNA, mRNA
and donor template for CRISPR-mediated genome editing”. Advanced Drug Delivery Reviews 168 (2021):
246-258) y en Qui et al. ("Lipid nanoparticle-mediated codelivery of Cas9 mRNA and single-guide RNA
achieves liver-specific in vivo genome editing of Angptl3" Proc Natl Acad Sci, 2021; 118(10):e2020401118).

Ademas de los lipidos presentes en la NPL o en la mezcla de lipidos, las composiciones de NPL
pueden comprender también una carga Util, por ejemplo, una carga Gtil descrita en la presente memoria.

En algunas realizaciones, la carga util es un acido nucleico, por ejemplo, ADN o ARN, por ejemplo, un
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ARNmM, ARN de transferencia (ARNt), un microARN o ARN de interferencia pequefio (ARNip). En
determinadas realizaciones, la carga util es un ARNm, por ejemplo, un ARNm que codifica una nucleasa
dirigida, un editor de bases quimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico como se describe en la
presente memoria.

En determinadas realizaciones, el ndmero de nucledtidos en el &cido nucleico es de
aproximadamente 400 a aproximadamente 6000.

(0) Propiedades fisicas de las nanoparticulas lipidicas

Las caracteristicas de una composicion de NPL pueden depender de los componentes, sus
cantidades absolutas o relativas, contenidos en una composicion de nanoparticulas lipidicas (NPL). Las
caracteristicas también pueden variar dependiendo del método y las condiciones de preparacion de la
composiciéon de NPL.

Las propiedades fisicoquimicas de las composiciones de NPL pueden alterarse para aumentar la
selectividad para un sitio diana particular en un sujeto. Por ejemplo, los tamafios de particulas se pueden
ajustar en funcién de los tamafios de las comunicaciones de diferentes érganos. El ARN de ARNm (p. €j.,
ARNmM y/o ARNg) incluidos en una composicién de NPL también pueden depender de la diana o dianas de
administracion deseadas. Por ejemplo, un ARNm y/o ARNg pueden seleccionarse para una enfermedad
particular y/o para el suministro a una célula, tejido, 6rgano o sistema particular o grupo de los mismos (p.
€j., suministro localizado o especifico).

La cantidad de ARN (p. €., ARNm y/o ARNg) ARNm en una composicion de NPL puede depender
del tamafio, la secuencia y otras caracteristicas del ARNm. La cantidad de ARN (p. ej., ARNm y/o ARNgQ)
ARNm en una NPL también puede depender del tamafio, la composicién, la diana deseada y otras
caracteristicas de la composicién de NPL. Las cantidades relativas de ARN (p. €j., ARNm y/o ARNg) ARNm
y otros elementos (p. €j., lipidos) también pueden variar. La cantidad de ARN (p. ej., ARNm y/o ARNQ)
ARNmM en una composicién de NPL puede, por ejemplo, medirse mediante espectroscopia de absorcion (p.
ej., espectroscopia ultravioleta-visible).

En algunas realizaciones, el o los ARNm, lipidos y polimeros y cantidades de los mismos se pueden
seleccionar para proporcionar una relaciéon N:P especifica (la relacion de grupos de lipidos o aminas
poliméricas (N = nitrégeno) con carga positiva con respecto a grupos fosfato (P) de acido nucleico con
carga negativa). La relacion N:P de la composicion se refiere a la relacion molar de atomos de nitrégeno
en uno o mas lipidos con respecto al nimero de grupos fosfato en un ARNm. En general, se prefiere una
relacién N:P més baja. Una relacion N:P puede depender de un lipido especifico y su pKa. En determinadas
realizaciones, la composicion de ARNm y NPL y/o sus cantidades relativas pueden seleccionarse para
proporcionar una relacién N:P de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 30:1 o de aproximadamente
1:1 a aproximadamente 20:1. En determinadas realizaciones, la relacion N:P puede ser, por ejemplo, 1:1,
2:1, 31, 41, 5:1, 6:1, 7:1 u 8:1. En determinadas realizaciones, la relacion N:P puede ser de
aproximadamente 2:1 a aproximadamente 5:1. En determinadas realizaciones, la relaciéon N:P puede ser
de aproximadamente 4:1. En otras realizaciones, la relacion N:P es de aproximadamente 4:1 a

aproximadamente 8:1. Por ejemplo, la relacion N:P puede ser de aproximadamente 4:1, aproximadamente
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4.5:1, aproximadamente 4.6:1, aproximadamente 4.7:1, aproximadamente 4.8:1, aproximadamente 4.9:1,
aproximadamente 5.0:1, aproximadamente 5.1:1, aproximadamente 5.2:1, aproximadamente 5.3:1,
aproximadamente 5.4:1, aproximadamente 5.5:1, aproximadamente 5.6:1, aproximadamente 5.7:1,
aproximadamente 6.0:1, aproximadamente 6.5:1 o aproximadamente 7.0:1.

Las composiciones de NPL pueden caracterizarse mediante diversos métodos. Por ejemplo, se
puede utilizar microscopia (p. €j., microscopia electrénica de transmision o microscopia electrénica de
barrido) para examinar la morfologia y la distribucion de tamafios de una composiciéon de NPL. Para medir
los potenciales zeta se puede utilizar la dispersion dindmica de la luz o la potenciometria (p. €j.,
valoraciones potenciométricas). También se puede utilizar la dispersion dindmica de la luz para determinar
el tamafio de las particulas. Instrumentos tales como el Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd,
Malvern, Worcestershire, Reino Unido) también se pueden utilizar para medir multiples caracteristicas de
una composicién de NPL, tales como el tamafio de las particulas, indice de polidispersién y potencial zeta.
La eficiencia del ARN encapsulado se determina mediante una combinacién de métodos que se basan en
colorantes de union al ARN (ribogreen, cybergreen para determinar la fraccion de ARN accesible al
colorante) y la deformulacion de NPL seguida de un analisis por HPLC para determinar el contenido total
de ARN.

En algunas realizaciones, la NPL puede tener un diametro medio en el intervalo de 1-250 nm, 1-
200 nm, 1-150 nm, 1-100 nm, 50-250 nm, 50-200 nm, 50-150 nm, 50-100 nm, 75-250 nm, 75-200 nm, 75-
150 nm, 75-100 nm, 100-250 nm, 100-200 nm, 100-150 nm. En determinadas realizaciones, las
composiciones de NPL pueden tener un diametro medio de aproximadamente 1 nm, aproximadamente
10 nm, aproximadamente 20 nm, aproximadamente 30 nm, aproximadamente 40 nm, aproximadamente
50 nm, aproximadamente 60 nm, aproximadamente 70 nm, aproximadamente 80 nm, aproximadamente
90 nm, aproximadamente 100 nm, aproximadamente 110 nm, aproximadamente 120 nm,
aproximadamente 130 nm, aproximadamente 140 nm, aproximadamente 150 nm, aproximadamente
160 nm, aproximadamente 170 nm, aproximadamente 180 nm, aproximadamente 190nm o
aproximadamente 200 nm. En algunas realizaciones, la NPL tiene un diametro medio de aproximadamente
100 nm.

Como alternativa 0 ademas, las composiciones de NPL pueden tener un indice de polidispersion
en un intervalo de 0.05-1, 0.05-0.75, 0.05-0.5, 0.05-0.4, 0.05-0.3, 0.05-0.2, 0.08-1, 0.08-0.75, 0.08-0.5,
0.08-0.4, 0.08-0.3, 0.08-0.2, 0.1-1, 0.1-0.75, 0.1-0.5, 0.1-0.4, 0.1-0.3, 0.1-0.2. En determinadas
realizaciones, el indice de polidispersion esta en el intervalo de 0.1-0.25, 0.1-0.2, 0.1-0.19, 0.1-0.18, 0.1-
0.17, 0.1-0.16 0 0.1-0.15.

Como alternativa o ademas, las composiciones de NPL pueden tener un potencial zeta de
aproximadamente -30 mV a aproximadamente +30 mV. En determinadas realizaciones, la composicion de
NPL tiene un potencial zeta de aproximadamente -10 mV a aproximadamente +20 mV. El potencial zeta
puede variar en funcion del pH. Como resultado, en determinadas realizaciones, las composiciones de NPL
pueden tener un potencial zeta de aproximadamente OmV a aproximadamente +30mV o

aproximadamente +10 mV a +30 mV o aproximadamente +20 mV a aproximadamente +30 mV a pH 5.5 o
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pH 5, y/o un potencial zeta de aproximadamente -30 mV a aproximadamente +5 mV o aproximadamente —
20 mV a aproximadamente +15 mV a pH 7.4.

En algunas realizaciones, la NPL proporcionada en la presente memoria comprende un lipido
catiénico ionizable y uno o méas de un esterol, un fosfolipido neutro, un PEG-lipido y un conjugado de lipido-
grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., conjugado de lipido-anticuerpo). En algunas realizaciones, la NPL
comprende lipido 15, un grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH
que comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el
dominio VH tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 y un dominio VL que comprende las secuencias
CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8 y una carga util que
comprende uno o mas acidos nucleicos que codifican componentes de un sistema de ediciéon génica
dirigido a un locus (o loci) en donde la edicién génica da lugar a un aumento de HbF para el tratamiento de
la enfermedad de células falciformes o beta-talasemia. En algunas realizaciones, la secuencia de
nucleétidos diana esta dentro del potenciador eritroide de BCL11A. En determinadas realizaciones, la
secuencia de nucleétidos diana estd dentro de una secuencia polinucleotidica en el intron-2 del gen
BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos diana esta dentro de una secuencia
polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio
de la transcripcion (TSS) de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana
esta dentro de una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente
+56 kb, una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o
una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena
abajo del TSS de BCL11A, o una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia
de nucledtidos diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente
100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb,
1.4 kb 0 1.5 kb de la posicion del nucleotido a +55 kb, +58 kb o0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A,
0 una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana
comprende la secuencia polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante
de la misma que comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de nucleétidos. En
algunas realizaciones, la NPL comprende lipido 15, un grupo de direccionamiento a CMH que se une a un
antigeno de superficie de CMH que comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-
H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO:7 y un dominio VL que comprende las secuencias de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el
dominio VL comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8 y una carga util que
comprende uno o mas acidos nucleicos que codifican componentes de un sistema de edicidon génica
dirigido a un locus (o loci) en donde la edicién génica da lugar a un aumento de HbF para el tratamiento de
la enfermedad de células falciformes o beta-talasemia. En algunas realizaciones, la secuencia de

nucleétidos diana esta dentro del potenciador eritroide de BCL11A. En determinadas realizaciones, la



10

15

20

25

30

35

98

secuencia de nucleétidos diana estd dentro de una secuencia polinucleotidica en el intron-2 del gen
BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos diana esta dentro de una secuencia
polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio
de la transcripcion (TSS) de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana
esta dentro de una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente
+56 kb, una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o
una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena
abajo del TSS de BCL11A, o una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia
de nucledtidos diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente
100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb,
1.4 kb 0 1.5 kb de la posicion del nucleotido a +55 kb, +58 kb o0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A,
0 una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana
comprende la secuencia polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o0 una variante
de la misma que comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de nucleétidos. En
algunas realizaciones, la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria se suministra a un sujeto
con enfermedad para edicion génica in vivo y tratamiento de la enfermedad. En algunas realizaciones, la
NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria se administra a un sujeto con enfermedad de células
falciformes o beta-talasemia para edicién génica in vivo y tratamiento del sujeto. En algunas realizaciones,
el uso de la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria para el tratamiento de la enfermedad de
células falciformes en un sujeto es seguro y eficaz. En algunas realizaciones, el uso de la NPL ilustrativa
proporcionada en la presente memoria para el tratamiento de la beta-talasemia en un sujeto es seguro y
eficaz.

11K METODO DE PRODUCCION DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS

En algunas realizaciones, las NPL se producen mediante el uso de una mezcla rapida mediante un
vortex orbital o mediante una mezcla de microfluidos. La mezcla en vortex orbital se logra mediante la
adicion rapida de una solucién de lipidos en etanol a la solucion acuosa de un acido nucleico de interés,
seguida inmediatamente por agitaciéon en vortex a 2500 rpm. En algunas realizaciones, las NPL se
producen mediante una etapa de mezcla de microfluidos. En algunas realizaciones, la mezcla de
microfluidos se logra mezclando las corrientes acuosas y organicas a caudales controlados en un canal de
microfluidos usando, p. €j., un dispositivo NanoAssemblr y chips de microfluidos con una geometria de
camara de mezcla optimizada (Precision Nanosystems, Vancouver, BC). En algunas realizaciones, las NPL
se producen utilizando una etapa de mezcla de microfluidos para mezclar rapidamente la solucion lipidica
etandlica y la solucién acuosa de acido nucleico, lo que da lugar a la encapsulacion del acido nucleico en
las nanoparticulas lipidicas sdlidas. A continuacion, la suspension de nanoparticulas se intercambia en un
tampoén totalmente acuoso utilizando el dispositivo de filtracién de membrana elegido para la eliminacién
de etanol y la maduracién de nanoparticulas.

En determinadas realizaciones, las composiciones de NPL resultantes comprenden una mezcla de

lipidos que contiene, por ejemplo, de aproximadamente 40 por ciento molar a aproximadamente 60 por
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ciento molar de uno o més lipidos cati6nicos ionizables descritos en la presente memoria, de
aproximadamente 35 por ciento molar a aproximadamente 50 por ciento molar de uno o mas esteroles, de
aproximadamente 5 por ciento molar a aproximadamente 15 por ciento molar de uno o mas lipidos neutros
y de aproximadamente 0.5 por ciento molar a aproximadamente 5 por ciento molar de uno o mas PEG-
lipidos.

V. FORMULACION Y MODO DE SUMINISTRO

Las composiciones de NPL de la invencion pueden formularse total o parcialmente como una
composicién farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir ademas uno o0 mas excipientes
0 ingredientes accesorios farmacéuticamente aceptables tales como los descritos en la presente memoria.
Se encuentran disponibles directrices generales para la formulacion y fabricacion de composiciones y
agentes farmacéuticos, por ejemplo, en Remington’s (2006) citado anteriormente. Se pueden usar
excipientes e ingredientes accesorios convencionales en cualquier composicion farmacéutica de la
invencion, excepto en la medida en que cualquier excipiente o ingrediente accesorio convencional pueda
ser incompatible con uno 0 mas componentes de una composicién de NPL de la invencion. Un excipiente
o ingrediente accesorio puede ser incompatible con un componente de una composicion de NPL si su
combinacion con el componente puede dar lugar a cualquier efecto biolégico indeseable o efecto de otro
modo nocivo.

En algunas realizaciones, uno o0 mas excipientes o ingredientes accesorios pueden constituir mas
del 50 % de la masa o el volumen total de una composicion farmacéutica que incluye una composicion de
NPL de la invencidn. Por ejemplo, uno 0 mas excipientes o ingredientes accesorios pueden componer el
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas de una composicion farmacéutica. En determinadas
realizaciones, el excipiente esta aprobado para usar en seres humanos y para uso veterinario, por ejemplo,
por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos. En determinadas realizaciones, el
excipiente es de uso farmacéutico. En determinadas realizaciones, un excipiente cumple con los
estandares de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP), la Farmacopea Europea (EP), la Farmacopea
Britanica y/o la Farmacopea Internacional.

Las cantidades relativas de uno o mas lipidos o NPL, uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables y/o cualquier ingrediente adicional en una composicion farmacéutica variaran, dependiendo de
la identidad, el tamafio y/o la afeccién del sujeto tratado y dependiendo ademas de la via por la que se
administre la composicién.

Las composiciones lipidicas y/o composiciones farmacéuticas que incluyen una o0 mas
composiciones de NPL se pueden administrar a cualquier sujeto, incluido un paciente humano que puede
beneficiarse de un efecto terapéutico proporcionado por la administracion de un &cido nucleico, p. €j., un
ARN (p. €j., ARNm, ARNg, ARNt o ARNip) a una o mas células, tejidos, érganos o sistemas particulares o
grupos de los mismos, tales como el sistema renal. Aunque las descripciones proporcionadas en la
presente memoria de composiciones de NPL y composiciones farmacéuticas que incluyen composiciones
de NPL se dirigen principalmente a composiciones que son adecuadas para la administracién a seres

humanos, el experto entendera que dichas composiciones son generalmente adecuadas para su
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administracion a cualquier otro mamifero. Se entiende la modificacion de composiciones adecuadas para
su administracién a seres humanos con el fin de hacer que las composiciones sean adecuadas para su
administracion a diversos animales.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente descripcion se puede preparar, envasar
y/o vender a granel, como una dosis unitaria Unica y/o como una pluralidad de dosis unitarias Unicas. Como
se emplea en esta memoria, una "dosis unitaria” es una cantidad especifica de la composicién farmacéutica
que comprende una cantidad predeterminada del principio activo (p. €j., la carga util).

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden preparar en diversas formas
adecuadas para diversas vias y métodos de administracién. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas
de la invencién se pueden preparar en formas farmacéuticas liquidas (p. €j., emulsiones, microemulsiones,
nanoemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires), formas inyectables, formas farmacéuticas
sélidas (p. ej., capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y granulos), formas farmacéuticas para
administracion topica y/o transdérmica (p. ej., pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos,
soluciones, pulverizaciones, inhalantes y parches), suspensiones, polvos y otras formas.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral y parenteral incluyen, pero sin
limitacién, emulsiones farmacéuticamente aceptables, microemulsiones, nanoemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y/o elixires. Ademas de los principios activos, las formas farmacéuticas liquidas
pueden comprender diluyentes inertes utilizados habitualmente en la técnica tales como, por ejemplo, agua
u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico,
carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilen glicol,
dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz, germen, oliva,
ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de
sorbitdn y mezclas de los mismos. Ademés de diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir
adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes
edulcorantes, aromatizantes y/o perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables
estériles, se pueden formular segun la técnica conocida usando agentes dispersantes, agentes
humectantes y/o agentes de suspension adecuados. Las preparaciones inyectables estériles pueden ser
soluciones, suspensiones y/o emulsiones inyectables estériles en diluyentes y/o disolventes no téxicos
parenteralmente aceptables, por ejemplo, como solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y
disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran agua, solucién de Ringer, U.S.P., y solucién
isotonica de cloruro de sodio. Normalmente se emplean como disolvente o medio de suspensién aceites
no volatiles estériles. A tal efecto, puede emplearse cualquier aceite suave no volatil, incluidos mono o
diglicéridos estériles. Pueden usarse acidos grasos, tales como el acido oleico, en la preparacion de
inyectables.

Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtraciéon a través de

un filtro de retencién de bacterias y/o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones
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sélidas estériles que pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes
de su uso.

(@) Otros componentes

Ademas, se contempla que las composiciones farmacéuticas puedan incluir uno o mas
componentes ademas de los descritos en la presente memoria.

Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir una o mas moléculas potenciadoras de
la permeabilidad, carbohidratos, polimeros, agentes terapéuticos, agentes modificadores de la superficie u
otros componentes. Una molécula potenciadora de la permeabilidad puede ser una molécula descrita, por
ejemplo, en la publicacion de solicitud de patente de los Estados Unidos n.° 2005/0222064. Los
carbohidratos pueden incluir azicares simples (p. €j., glucosa) y polisacaridos (p. €j., glucégeno y derivados
y analogos del mismo).

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener un agente modificador de la superficie,
incluidos, por ejemplo, proteinas aniénicas (p. €j., seroalbimina bovina), tensioactivos (p. €j., tensioactivos
cationicos tales como bromuro de dimetildioctadecilamonio), azGcares o derivados de azlcares (p. €j.,
ciclodextrina), polimeros (p. ej., heparina, polietilenglicol y poloxamero), agentes mucoliticos (p. e€j.,
acetilcisteina, artemisa, bromelaina, papaina, Clerodendrum, bromhexina, carbocisteina, eprazinona,
mesna, ambroxol, sobrerol, domiodol, letosteina, estepronina, tiopronina, gelsolina, timosina 34, dornasa
alfa, neltenexina y erdosteina) y DNasas (p. ej., rhDNasa). Se puede disponer un agente modificador de la
superficie dentro y/o sobre la superficie de una composicién descrita en la presente memoria.

Ademas de estos componentes, una composicion farmacéutica que contiene una composicion de
NPL de la invencion puede incluir cualquier sustancia Gtil en composiciones farmacéuticas. Por ejemplo, la
composicién farmacéutica puede incluir uno o mas excipientes 0 ingredientes accesorios
farmacéuticamente aceptables tales como, pero sin limitacion, uno o mas disolventes, medios de
dispersion, diluyentes, adyuvantes de dispersiéon, adyuvantes de suspensién, adyuvantes de granulacién,
disgregantes, cargas, emolientes, vehiculos liquidos, aglutinantes, agentes tensioactivos, agentes
isotonicos, agentes espesantes 0 emulsionantes, agentes tamponantes, agentes lubricantes, aceites,
conservantes y otras especies. También se pueden incluir excipientes, tales como ceras, mantequillas,
agentes colorantes, agentes de revestimiento, aromatizantes y agentes perfumantes. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables son bien conocidos en la técnica (véase, p. €j., Remington’s (2006) citado
anteriormente).

Los agentes dispersantes pueden seleccionarse de la lista no limitante que consiste en almidén de
patata, almidén de maiz, almidon de tapioca, glicolato sodico de almiddn, arcillas, acido alginico, goma
guar, pulpa de citricos, agar, bentonita, celulosa y productos de madera, esponja natural, resinas de
intercambio cationico, carbonato célcico, silicatos, carbonato sodico, poli(vinilpirrolidona) reticulada
(crospovidona), carboximetilalmidén sodico (glicolato sédico de almidén), carboximetilcelulosa,
carboximetilcelulosa sddica reticulada (croscarmelosa), metilcelulosa, almidén pregelatinizado (almidén

1500), almidén microcristalino, almidén insoluble en agua, carboximetilcelulosa de calcio, silicato de
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magnesio y aluminio (VEEGUM®), laurilsulfato sdédico, compuestos de amonio cuaternario y/o
combinaciones de los mismos.

Los agentes tensioactivos y/o emulsionantes pueden incluir, pero sin limitacién, emulsionantes
naturales (p. €j., goma arabiga, agar, acido alginico, alginato de sodio, tragacanto, Chondrus, colesterol,
xantano, pectina, gelatina, yema de huevo, caseina, lanolina, colesterol, cera y lecitina), arcillas coloidales
(p. €j., bentonita [silicato de aluminio] y VEEGUM® [silicato de magnesio y aluminio]), derivados de
aminoacidos de cadena larga, alcoholes de alto peso molecular (p. €j., alcohol estearilico, alcohol cetilico,
alcohol oleilico, monoestearato de triacetina, diestearato de etilenglicol, monoestearato de glicerilo y
monoestearato de propilenglicol, alcohol polivinilico), carbémeros (p. ej., carboxi polimetileno, &acido
poliacrilico, polimero de acido acrilico y polimero de carboxivinilo), carragenina, derivados celulésicos (p.
ej., carboximetilcelulosa sodica, celulosa en polvo, hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa), ésteres de &cidos grasos de sorbitan (p. ej., monolaurato de
polioxietilensorbitan [TWEEN®20], polioxietilensorbitan [TWEEN® 60], monooleato de polioxietilensorbitan
[TWEEN®80], monopalmitato de sorbitan [SPAN®40], monoestearato de sorbitan [SPAN®G0], triestearato
de sorbitdn [SPAN®65], monooleato de glicerilo, monooleato de sorbitdin [SPAN®80]), ésteres de
polioxietileno (p. ej., monoestearato de polioxietileno [MYRJ® 45], aceite de ricino hidrogenado de
polioxietileno, aceite de ricino polietoxilado, estearato de polioximetileno y SOLUTOL®), ésteres de acidos
grasos de sacarosa, ésteres de acidos grasos de polietilenglicol (p. ej., CREMOPHOR®), éteres de
polioxietileno, (p. €j., lauril éter de polioxietiieno [BRIJ® 30]), poli(vinilpirrolidona), monolaurato de
dietilenglicol, oleato de trietanolamina, oleato de sodio, oleato de potasio, oleato de etilo, &cido oleico,
laurato de etilo, laurilsulfato sédico, PLURONIC®F 68, POLOXAMER® 188, bromuro de cetrimonio, cloruro
de cetilpiridinio, cloruro de benzalconio, docusato de sodio y/o combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de conservantes pueden incluir, pero sin limitacién, antioxidantes, agentes quelantes,
conservantes antimicrobianos, conservantes antifingicos, conservantes alcohdlicos, conservantes acidos
y/u otros conservantes. Los ejemplos de antioxidantes incluyen, pero sin limitacién, alfa tocoferol, acido
ascorbico, palmitato de acorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, monotioglicerol,
metabisulfito de potasio, acido propionico, galato de propilo, ascorbato de sodio, bisulfito de sodio,
metabisulfito de sodio y/o sulfito de sodio. Los ejemplos de agentes quelantes incluyen acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), acido citrico monohidrato, edetato disddico, edetato dipotasico, acido
edético, acido fumarico, acido malico, acido fosfdrico, edetato sédico, acido tartarico y/o edetato trisédico.
Los ejemplos de conservantes antimicrobianos incluyen, pero sin limitacién, cloruro de benzalconio, cloruro
de bencetonio, alcohol bencilico, bronopol, cetrimida, cloruro de cetilpiridinio, clorhexidina, clorobutanol,
clorocresol, cloroxilenal, cresol, alcohol etilico, glicerina, hexetidina, imidurea, fenol, fenoxietanol, alcohol
feniletilico, nitrato fenilmercurico, propilenglicol y/o timerosal. Los ejemplos de conservantes antimicoticos
incluyen, pero sin limitacién, butilparabeno, metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, acido benzoico,
acido hidroxibenzoico, benzoato de potasio, sorbato de potasio, benzoato de sodio, propionato de sodio
y/lo acido soérbico. Los ejemplos de conservantes alcohdlicos incluyen, pero sin limitacién, etanol,

polietilenglicol, alcohol bencilico, fenol, compuestos fendlicos, bisfenol, clorobutanol, hidroxibenzoato y/o
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alcohol feniletilico. Los ejemplos de conservantes acidos incluyen, pero sin limitacion, vitamina A, vitamina
C, vitamina E, betacaroteno, acido citrico, acido acético, acido deshidroascérbico, &cido ascorbico, acido
sorbico y/o &cido fitico. Otros conservantes incluyen, pero sin limitacion, tocoferol, acetato de tocoferol,
mesilato de deteroxima, cetrimida, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
etilendiamina, lauril sulfato de sodio (SLS), lauril éter sulfato de sodio (SLES), bisulfito de sodio,
metabisulfito de sodio, sulfito de potasio, metabisulfito de potasio.

Los ejemplos de agentes tamponantes incluyen, pero sin limitacién, soluciones de tampén de
citrato, soluciones de tampdn de acetato, soluciones de tamp6n de fosfato, cloruro aménico, carbonato
célcico, cloruro de calcio, citrato de calcio, glubionato de calcio, gluceptato de calcio, gluconato de calcio,
acido d-glucénico, glicerofosfato de calcio, lactato de calcio, lactobionato de calcio, acido propanoico,
levulinato de calcio, acido pentanoico, fosfato de calcio dibasico, acido fosférico, fosfato de calcio tribasico,
fosfato de hidréxido de calcio, acetato potasico, cloruro de potasio, gluconato potasico, mezclas de potasio,
fosfato dibasico de potasio, fosfato monobasico de potasio, mezclas de fosfato de potasio, acetato sédico,
bicarbonato sédico, cloruro sédico, citrato sodico, lactato sédico, fosfato sodico dibasico, fosfato sédico
monobasico, mezclas de fosfato sédico, trometamina, tampones de aminosulfonato (p. ej., HEPES),
hidréxido de magnesio, hidréxido de aluminio, &cido alginico, agua apirdgena, solucién salina isotdnica,
solucion de Ringer, alcohol etilico y/o combinaciones de los mismos.

En determinadas realizaciones, las composiciones de nanoparticulas lipidicas y sus formulaciones
estan adaptadas para la administracién por via intravenosa, intramuscular, intradérmica, subcutanea,
infusidn intradsea, intraarterial, intratumoral o por inhalacion. En determinadas realizaciones, a un sujeto
se le administra una dosis de aproximadamente 0.001 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Las
composiciones de acuerdo con la presente descripcién se pueden formular en forma farmacéutica unitaria
para facilitar la administracion y uniformidad de dosificacion. Se entendera, sin embargo, que el uso diario
total de una composicién de la presente descripcion sera decidido por un médico tratante dentro del alcance
del buen criterio médico.

El nivel de dosis especifico terapéuticamente eficaz, profilacticamente eficaz o de otro modo
adecuado (p. €j., para captura de imagenes) para cualquier paciente en particular dependera de diversos
factores que incluyen la gravedad y la identificacion de la enfermedad que se trata, si la hubiera; el o los
acidos nucleicos (p. ej., ARNm, ARNg y/o acidos nucleicos molde donantes) empleados; la composicion
especifica empleada; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el momento
de la administracion, la via de administracion y tasa de excrecion de la composicion farmacéutica especifica
empleada; la duracion del tratamiento; los farmacos usados en combinacién o coincidentes con la
composicion farmacéutica especifica empleada; y factores similares bien conocidos en la técnica médica.

VI. METODOS PARA SUMINISTRAR ACIDOS NUCLEICOS A CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

La presente descripcion proporciona métodos para administrar una carga Gtil a una célula o tejido
diana, por ejemplo, una célula o tejido diana en un sujeto, y NPL o composiciones farmacéuticas que
contienen las NPL para su uso en dichos métodos. Cualquier descripcién en la presente memoria de un

método para, p. €j., suministrar un acido nucleico a una célula o, p. €j., expresar un polipéptido de interés
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en una célula debe interpretarse también como una descripcibn de una NPL o una composicion
farmacéutica que comprende dicha NPL para su uso en tales métodos.

En algunos aspectos, se proporciona en la presente memoria un método para suministrar acidos
nucleicos a células madre hematopoyéticas (CMH). En determinadas realizaciones, el método comprende
producir un polipéptido de interés (p. €j., una proteina de interés, p. €j., una nucleasa dirigida, un editor de
bases quimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico) en una CMH de mamifero y NPL o
composiciones farmacéuticas que contienen las NPL para su uso en tales métodos. Los métodos para
producir polipéptidos en CMH implican poner en contacto una o mas CMH con una composicion de NPL
que comprende un ARNm de interés (p. ej., un ARNm que codifica una nucleasa dirigida, un editor de bases
guimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico y, opcionalmente, un ARNg o un ARNgec). Al poner
en contacto la CMH con la composicion de NPL, el ARNm puede captarse y traducirse en la célula para
producir el polipéptido de interés.

En general, se puede realizar la etapa de poner en contacto una CMH de mamifero con una
composicién de NPL que incluye un ARNm que codifica un polipéptido de interés in vivo, ex vivo o in vitro.
La cantidad de una composicion de NPL en contacto con una célula y/o la cantidad de acido nucleico (p.
ej., ARNm) en la misma, puede depender del tipo de CMH o tejido que se pone en contacto, los medios de
administracion, las caracteristicas fisicoquimicas de la composicion de NPL y el ARNm (p. €j., el tamafio,
la carga y la composicion quimica) en la misma, y otros factores. En general, una cantidad eficaz de la
composicién de NPL permitird una produccion eficiente de polipéptidos en las CMH. Los parametros de
eficiencia pueden incluir la traduccién de polipéptidos (indicada por la expresion de polipéptidos), el nivel
de degradacion del ARNm e indicadores de la respuesta inmunitaria.

La etapa de poner en contacto una composicién de NPL que incluye un ARNm con una célula
puede implicar o provocar una transfeccién donde la composicién de NPL puede fusionarse con la
membrana de la célula para permitir el suministro del ARNm al interior de la célula. Tras su introduccion en
el citoplasma de la célula, el ARNm se traduce, a continuacion, en una proteina o péptido mediante la
magquinaria de sintesis de proteinas dentro del citoplasma de la célula.

La presente descripcidn proporciona métodos para suministrar un acido nucleico (p. ej., un ARNm)
a una CMH o tejido de mamifero, por ejemplo, una CMH o tejido de mamifero en un sujeto. El suministro
de un &cido nucleico (p. €j., un ARNm) a dicha célula o tejido implica administrar una composicion de NPL
que incluye el acido nucleico (p. €j., un ARNm) a un sujeto, por ejemplo, por inyeccion, p. €j., mediante
inyeccidn intramuscular o suministro intravascular en el sujeto. Después de la administracion, la NPL puede
dirigirse a una CMH y/o entrar en contacto con ella. Al poner en contacto la CMH con la composicion de
NPL, un ARNm traducible puede traducirse en la célula para producir un polipéptido de interés (p. €j., un
polipéptido de un sistema de edicion génica).

En determinadas realizaciones, una composicion de NPL de la invencion puede dirigirse a un tipo
o clase particular de células, p. ej., CMH. Este direccionamiento puede facilitarse utilizando los lipidos
descritos en la presente memoria para formar NPL, lo que también puede incluir un grupo de

direccionamiento para dirigirse a células de interés. En determinadas realizaciones, el suministro especifico
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puede dar lugar a un aumento mayor de 2 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces o 20 veces de la cantidad
de &cido nucleico (p. ej., ARNm) al destino diana (p. €j., CMH que expresan niveles altos de determinados
antigenos de superficie (p. €j., CD105 y/o CD117) que se unen al conjugado de anticuerpo-lipido de las
NPL) en comparacion con otros destinos (p. €j., células que no expresan o solo expresan niveles bajos de
dichos antigenos de superficie).

En algunas realizaciones, no mas del 1 %, no mas del 2 %, no mas del 3 %, no mas del 4 %, no
més del 5 %, no méas del 6 %, no mas del 7 %, no méas del 8 %, no mas del 9 %, no mas del 10 %, no méas
del 15 %, no més del 20 %, no més del 25 %, no més del 30 %, no més del 35 %, no méas del 40 %, no mas
del 45 % o no mas del 50 % de las células que no estan destinadas a ser el objetivo del suministro son
transfectadas por la NPL. En algunas realizaciones, las células que no estan destinadas a ser el objetivo
del suministro son cualquier célula excepto las células madre hematopoyéticas. En algunas realizaciones,
no mas del 1 %, no mas del 2 %, no mas del 3 %, no mas del 4 %, no mas del 5 %, no mas del 6 %, no
mas del 7 %, no mas del 8 %, no mas del 9 %, no mas del 10 %, no mas del 15 %, no mas del 20 %, no
mas del 25 %, no més del 30 %, no més del 35 %, no méas del 40 %, no més del 45 % o no més del 50 %
de las células distintas de CMH que no estan destinadas a ser el objetivo del suministro son transfectadas
por la NPL. En algunas realizaciones, las células que no estan destinadas a ser el objetivo del suministro
son células a las que no se dirige el método. En algunas realizaciones, las células que no estan destinadas
a ser el objetivo del suministro son células del sujeto a las que no se dirige el método.

En algunas realizaciones, la semivida del acido nucleico suministrado por la NPL descrita en la
presente memoria a las CMH o un polipéptido codificado por el &cido nucleico suministrado por la NPL y
expresado en las CMH es al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 15 %, al
menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un
45 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al
menos un 100 %, al menos 1.5 veces, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5
veces 0 al menos 10 veces mas larga que la semivida del acido nucleico suministrado por una NPL de
referencia a las CMH o un polipéptido codificado por el &cido nucleico administrado por la NPL de referencia
y expresado en las CMH.

En algunas realizaciones, la composicién de la NPL difiere de la composicion de la NPL de
referencia en el tipo de lipido cationico ionizable, la cantidad relativa de lipido catiénico ionizable, la longitud
del anclaje lipidico en PEG-lipido, la cadena principal o el grupo de cabeza del PEG-lipido, la cantidad
relativa de PEG-lipido o el tipo de grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., tipo de anticuerpo que se une
a CD105 y/o CD117), o cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la composicién
de la NPL difiere de la composicion de la NPL de referencia solo en el tipo de lipido catiénico ionizable. En
algunas realizaciones, la composicion de la NPL difiere de la composicién de la NPL de referencia solo en
la cantidad de PEG-lipido. En algunas realizaciones, la NPL de referencia comprende el lipido catidnico
Dlin-KC3-DMA, pero por lo demas es igual que una NPL probada. En algunas realizaciones, la NPL de
referencia comprende el lipido catiénico DIin-KC2-DMA, pero por lo demas es igual que una NPL probada.

En algunas realizaciones, la NPL de referencia comprende el lipido catiénico ALC-0315, pero por lo deméas
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esigual que una NPL probada. En algunas realizaciones, la NPL de referencia comprende el lipido cationico
SM-102, pero por lo demas es igual que una NPL probada. En algunas realizaciones, el PEG-lipido es un
PEG-lipido libre.

En algunas realizaciones, al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un
15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al
menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un
70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 % o al menos un 95 % o
mas de las CMH son transfectadas por la NPL. En realizaciones, al menos un 1 %, al menos un 5 %, al
menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un
35 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al
menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un
90 % o al menos un 95 % o mas de las CMH que estan destinadas a ser el objetivo del suministro son
transfectadas por la NPL. En algunas realizaciones, las CMH son las CMH de un sujeto. En algunas
realizaciones, las CMH son CMH a las que se dirige el método (p. €j., una subpoblaciéon de CMH a las que
se dirige el método). En algunas realizaciones, las CMH son CMH de un sujeto a las que se dirige el método
(p. €j., una subpoblacion de las CMH del sujeto a las que se dirige el método).

En algunas realizaciones, el nivel de expresion del acido nucleico suministrado por la NPL es al
menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un
25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al
menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos 1.5 veces, al menos 2
veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al
menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos 10 veces, al menos 15 veces o al menos 20 veces mayor que
el nivel de expresion del acido nucleico en las mismas CMH suministradas por una NPL de referencia. En
algunas realizaciones, el nivel de expresién se mide y se compara con un método descrito en la presente
memoria. En algunas realizaciones, el nivel de expresion se mide por la proporcién de CMH (p. ej., CMH
transfectadas) que expresan el polipéptido codificado. En algunas realizaciones, el nivel de expresion se
mide con FACS. En algunas realizaciones, el nivel de expresién se mide por la cantidad promedio del
polipéptido codificado expresado en las CMH. En algunas realizaciones, el nivel de expresién se mide como
intensidad de fluorescencia media. En algunas realizaciones, el nivel de expresién se mide por la cantidad
del polipéptido codificado u otros materiales secretados por las CMH.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporcionan métodos para dirigir el suministro de un
acido nucleico a una célula madre hematopoyética (CMH) de un sujeto. En algunas realizaciones, el método
comprende poner en contacto la CMH con una nanoparticula lipidica (NPL). En algunas realizaciones, la
NPL comprende un lipido cationico ionizable. En algunas realizaciones, la NPL comprende un conjugado
gue comprende el compuesto de la siguiente férmula: [Lipido] — [conector opcional] — [grupo de
direccionamiento a CMH]. En determinadas realizaciones, la NPL comprende un conjugado de lipido-
anticuerpo que comprende el compuesto de la siguiente férmula: [Lipido] — [conector opcional] —

[anticuerpo] en donde el anticuerpo se une a CD105 y/o CD117. En algunas realizaciones, el anticuerpo
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que se une a CD117 comprende las secuencias de aminoécidos de Abl como se describen en la tabla B.
En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a CD117 comprende las secuencias de aminoacidos
de Ab2 como se describen en la tabla B. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a CD105
comprende las secuencias de aminoacidos de Ab3 como se describen en la tabla B. En algunas
realizaciones, el anticuerpo que se une a CD117 es Abl. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se
une a CD117 es Ab2. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a CD105 es Ab3. En algunas
realizaciones, la NPL comprende un esterol u otro lipido estructural. En algunas realizaciones, la NPL
comprende un fosfolipido neutro. En algunas realizaciones, la NPL comprende un lipido con polietilenglicol
(PEG) libre. En algunas realizaciones, la NPL comprende uno o mas &cidos nucleicos. En algunas
realizaciones, la NPL comprende uno o mas acidos nucleicos que codifican un sistema de edicion génica
dirigido a un locus (o loci) en donde la edicién génica da lugar a un aumento de HbF para el tratamiento de
una enfermedad (p. €j., enfermedad de células falciformes y beta-talasemia).

En algunas realizaciones, un aspecto de la descripcion se refiere a una NPL 0 una composicién
farmacéutica que la contiene, como se describe en la presente memoria, para su uso en un método para
dirigir el suministro de un acido nucleico a una célula madre hematopoyética (CMH) de un sujeto. Dicho
método puede ser para el tratamiento de una enfermedad como se describe mas adelante. En algunas
realizaciones, un método como se describe en la presente memoria puede comprender poner en contacto
in vitro o ex vivo la CMH de un sujeto con una nanoparticula lipidica (NPL). En una realizacion preferida,
un método como se describe en la presente memoria puede comprender poner en contacto in vivo la CMH
de un sujeto con una nanoparticula lipidica (NPL). En algunas realizaciones, la NPL es una NPL como se
describe en la presente memoria en la presente descripcion.

En algunas realizaciones, la NPL proporciona al menos uno de los siguientes beneficios:

(i) mayor especificidad del suministro dirigido a CMH en comparacién con una NPL de referencia;

(i) mayor semivida del &cido nucleico o un polipéptido codificado por el &cido nucleico en las CMH
en comparacion con una NPL de referencia;

(iii) mayor tasa de transfeccion en comparacion con una NPL de referencia; y

(iv) un nivel bajo de acido nucleico accesible al colorante (p. €j., ARNm y/o ARNg; <15 %) y alta
eficiencia de encapsulacién de acido nucleico (p. €j., ARNm y/o ARNg), en donde al menos el 80 % de
acido nucleico (p. ej., ARNm y/o ARNQg) se recuper6 en la formulacién final con respecto al acido nucleico
total (p. ej., ARNm y/o ARNQg) utilizado en la preparacion del lote de NPL.

En algin aspecto, se proporcionan métodos para expresar un polipéptido de interés en una CMH
diana de un sujeto. En algunas realizaciones, el método comprende poner en contacto la CMH con una
nanoparticula lipidica (NPL). En algunas realizaciones, la NPL comprende un lipido catiénico ionizable. En
algunas realizaciones, la NPL comprende un conjugado que comprende la siguiente estructura: [Lipido] —
[conector opcional] — [grupo de direccionamiento a CMH]. En determinadas realizaciones, la NPL
comprende un conjugado de lipido-anticuerpo que comprende el compuesto de la siguiente féormula:
[Lipido] — [conector opcional] — [anticuerpo], en donde el anticuerpo se une a CD105 y/o CD117. En algunas

realizaciones, el anticuerpo que se une a CD117 comprende las secuencias de aminoacidos de Abl como
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se describen en la tabla B. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a CD117 comprende las
secuencias de aminoacidos de Ab2 como se describen en la tabla B. En algunas realizaciones, el
anticuerpo que se une a CD105 comprende las secuencias de aminoacidos de Ab3 como se describen en
la tabla B. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a CD117 es Ab1l. En algunas realizaciones,
el anticuerpo que se une a CD117 es Ab2. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a CD105 es
Ab3. En algunas realizaciones, la NPL comprende un esterol u otro lipido estructural. En algunas
realizaciones, la NPL comprende un fosfolipido neutro. En algunas realizaciones, la NPL comprende un
lipido con polietilenglicol (PEG) libre. En algunas realizaciones, la NPL comprende un &cido nucleico que
codifica el polipéptido. En algunas realizaciones, un aspecto de la descripcion se refiere a una NPL o una
composicién farmacéutica que la contiene, como se describe en la presente memoria, para usar en un
método de expresion de un polipéptido de interés en una CMH diana de un sujeto. Dicho método puede
ser para el tratamiento de una enfermedad como se describe mas adelante. En algunas realizaciones, un
método como se describe en la presente memoria puede comprender poner en contacto in vitro o ex vivo
la CMH de un sujeto con una nanoparticula lipidica (NPL). En una realizacion preferida, un método como
se describe en la presente memoria puede comprender poner en contacto in vivo la CMH de un sujeto con
una nanoparticula lipidica (NPL).

En algunas realizaciones, la NPL proporciona al menos uno de los siguientes beneficios:

(i) mayor nivel de expresion en la CMH en comparacion con una NPL de referencia;

(i) mayor especificidad de expresion en la CMH en comparacién con una NPL de referencia;

(iii) mayor semivida del acido nucleico o un polipéptido codificado por el acido nucleico en las CMH
en comparacion con una NPL de referencia;

(iv) mayor tasa de transfeccién en comparacion con una NPL de referencia; y

(v) un nivel bajo de &cido nucleico accesible al colorante (p. ej., ARNm y/o ARNg; <15 %) y alta
eficiencia de encapsulacién de &cido nucleico (p. ej., ARNm y/o ARNg), en donde al menos el 80 % de
acido nucleico (p. €j., ARNm y/o ARNg) se recupero en la formulacion final con respecto al acido nucleico
total (p. ej., ARNm y/o ARNQ) utilizado en la preparacién del lote de NPL. Las NPL descritas en la presente
descripcidn y segun se reivindican son adecuadas para los métodos descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, la NPL suministrada en los métodos proporcionados en la presente
memoria comprende lipido 15, un grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie
de CMH que comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3,
donde el dominio VH tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con
la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 y un dominio VL que comprende las secuencias
CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8 y una carga Util que
comprende uno o mas acidos nucleicos que codifican componentes de un sistema de edicidon génica
dirigido a un locus (o loci) en donde la edicién génica da lugar a un aumento de HbF para el tratamiento de
la enfermedad de células falciformes o beta-talasemia. En algunas realizaciones, la secuencia de
nucleétidos diana esta dentro del potenciador eritroide de BCL11A. En determinadas realizaciones, la
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secuencia de nucleétidos diana estd dentro de una secuencia polinucleotidica en el intron-2 del gen
BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos diana esta dentro de una secuencia
polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio
de la transcripcion (TSS) de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana
esta dentro de una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente
+56 kb, una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o
una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena
abajo del TSS de BCL11A, o una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia
de nucledtidos diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente
100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb,
1.4 kb 0 1.5 kb de la posicion del nucleotido a +55 kb, +58 kb o0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A,
0 una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana
comprende la secuencia polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o0 una variante
de la misma que comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de nucleétidos. En
algunas realizaciones, la NPL suministrada en los métodos proporcionados en la presente memoria
comprende lipido 15, un grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH
que comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el
dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:7 y un dominio VL que
comprende las secuencias de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL comprende la secuencia
de amino&cidos expuesta en la SEQ ID NO: 8 y una carga (til que comprende uno o mas &cidos nucleicos
que codifican componentes de un sistema de edicién génica dirigido a un locus (o loci) en donde la edicion
génica da lugar a un aumento de HbF para el tratamiento de la enfermedad de células falciformes o beta-
talasemia. En algunas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana esta dentro del potenciador eritroide
de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleotidos diana est4 dentro de una
secuencia polinucleotidica en el intrén-2 del gen BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de
nucledtidos diana estd dentro de una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y
aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcién (TSS) de BCL11A. En
determinadas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana estad dentro de una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de
BCL11A, o una combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos
diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb,
300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de
la posicidn del nucledtido a +55 kb, +58 kb 0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacion
de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende la secuencia
polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que
comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0o 10) sustituciones de nucleétidos. En algunas
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realizaciones, el suministro de la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria se utiliza para editar
células CMH in vitro, ex vivo e in vivo. En algunas realizaciones, la NPL ilustrativa proporcionada en la
presente memoria se utiliza para editar células CMH in vivo. . En algunas realizaciones, la NPL ilustrativa
proporcionada en la presente memoria se suministra a un sujeto con enfermedad para ediciéon génica in
vivo y tratamiento de la enfermedad. En algunas realizaciones, la NPL ilustrativa proporcionada en la
presente memoria se administra a un sujeto con enfermedad de células falciformes o beta-talasemia para
edicién génica in vivo y tratamiento del sujeto. En algunas realizaciones, el uso de la NPL ilustrativa
proporcionada en la presente memoria para el tratamiento de la enfermedad de células falciformes en un
sujeto es seguro y eficaz. En algunas realizaciones, el uso de la NPL ilustrativa proporcionada en la
presente memoria para el tratamiento de la beta-talasemia en un sujeto es seguro y eficaz.

VIl METODOS DE EDICION GENICA EN CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

La presente descripcion proporciona métodos para suministrar una carga Util que codifica un
sistema de edicién génica (p. €j., una nucleasa dirigida y, opcionalmente, un ARN guia) a una célula o tejido
diana, por ejemplo, una célula o tejido diana en un sujeto, y NPL o composiciones farmacéuticas que
contienen las NPL para su uso en dichos métodos. La presente descripcién proporciona ademas métodos
para modificar genéticamente células madre hematopoyéticas (CMH), tanto in vitro como in vivo en un
sujeto. Cualquier descripcion en la presente memoria de un método para, p. €j., tratar una enfermedad o,
p. €j., suministrar un acido nucleico a una célula, p. €j., expresar un sistema de edicién génica en una célula
o, p. €j., modificar genéticamente una célula debe interpretarse también como una descripcion de una NPL
0 una composicién farmacéutica que comprende dicha NPL para su uso en dichos métodos.

(a) Sistemas y métodos de edicién génica

En algunas realizaciones, las NPL descritas en la presente memoria pueden comprender uno o
mas acidos nucleicos que codifican componentes de sistemas de edicion génica. Los sistemas de edicién
génica estan disefiados para reconocer especificamente una secuencia de &cido nucleico diana en una
molécula de ADN y de este modo inducir una modificacién en la molécula de ADN. La modificacion puede
comprender una modificacion en la secuencia de nucle6tidos de la molécula de ADN o puede comprender
una modificacion quimica de uno o mas nucleotidos en la molécula de ADN (p. €j., metilacion). Los sistemas
de edicion génica utiles en los métodos descritos en la presente memoria incluyen, por ejemplo, sistemas
de edicion génica de nucleasa dirigida, editores de bases quimicas, editores de calidad y editores
epigendémicos.

En realizaciones particulares, los métodos descritos en la presente memoria utilizan NPL que
comprenden uno o mas acidos nucleicos que codifican componentes de sistemas de edicidon génica de
nucleasa dirigida, p. ej., un ARNm que codifica una nucleasa dirigida. Las nucleasas dirigidas pueden
generar una o mas mellas de ADN monocatenario o cortes de ADN bicatenario (DSB) en una secuencia
de nucledtidos diana. En algunos casos, se puede lograr un DSB en una molécula de ADN que comprende
la secuencia de nucleétidos diana mediante el uso de dos nucleasas que generan mellas monocatenarias
(endonucleasas monocatenarias). Cada endonucleasa monocatenaria puede escindir una hebra del ADN

y el uso de dos o mas endonucleasas monocatenarias puede crear un DSB (p. €j., un DSB escalonado) en
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una secuencia de nucleétidos diana. En realizaciones preferidas, las nucleasas dirigidas se utilizan en
combinacion con una acido nucleico molde donante, que se introduce en la secuencia de nucleétidos diana
en el sitio del ADN DSB mediante recombinacién homéloga.

En algunas realizaciones, las NPL descritas en la presente memoria pueden comprender un ARNm
gue codifica una nucleasa dirigida. En los métodos descritos en la presente memoria, las nucleasas
dirigidas pueden generar una o mas mellas de ADN monocatenario o cortes de ADN bicatenario (DSB) en
una secuencia de nucledétidos diana. En algunos casos, se puede lograr un DSB en una molécula de ADN
gue comprende la secuencia de nucleétidos diana mediante el uso de dos nucleasas que generan mellas
monocatenarias (endonucleasas monocatenarias). Cada endonucleasa monocatenaria puede escindir una
hebra del ADN y el uso de dos o méas endonucleasas monocatenarias puede crear un DSB (p. ej., un DSB
escalonado) en una secuencia de nucle6tidos diana. En realizaciones preferidas, las nucleasas dirigidas
se utilizan en combinacién con una &cido nucleico molde donante, que se introduce en la secuencia de
nucleétidos diana en el sitio del ADN DSB mediante recombinacion homéloga.

Las nucleasas dirigidas pueden comprender uno 0 mas dominios de unién a ADN y uno o mas
dominios de escision de ADN (p. ej.,, uno o mas dominios de endonucleasa y/o exonucleasa) vy,
opcionalmente, uno 0 mas conectores polipeptidicos. La nucleasa dirigida puede disefiarse y/o modificarse
a partir de una nucleasa dirigida de origen natural o de una nucleasa dirigida previamente disefiada. Las
nucleasas dirigidas disefiadas pueden comprender ademas uno o mas dominios funcionales adicionales,
p. €j., un dominio enzimatico de procesamiento de extremos de una enzima de procesamiento de extremos
que presenta actividad exonucleasa 3-5' (p. €j., Trex2), exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 5-3',
endonucleasa flap 5', helicasa o ADN polimerasa independiente del molde.

Las NPL descritas en la presente memoria pueden comprender un ARNm que codifica cualquier
nucleasa dirigida conocida, incluidas, por ejemplo, nucleasas asociadas a grupos de repeticiones
palindromicas cortas en intervalos regulares (CRISPR) (Cas), nucleasas con dedos de zinc (ZFN),
nucleasas efectoras de tipo activador transcripcional (TALEN), megaTAL y endonucleasas de
asentamiento (meganucleasas). En algunos casos, una nucleasa dirigida es una nucleasa guiada por ARN
y requiere una secuencia de ARN para dirigir la nucleasa a un sitio diana (p. ej., CRISPR/Cas). En otros
casos, las nucleasas dirigidas comprenden uno o mas dominios heterélogos de union y escisiéon de ADN
(p. €j., ZFN, TALEN, megaTAL). En otros casos mas, el dominio de unién a ADN de una nucleasa natural
puede alterarse para unirse a un sitio diana seleccionado (p. €j., una meganucleasa que se ha disefiado
para unirse a un sitio diferente al sitio de union afin).

i. Sistemas de edicién génica CRISPR/Cas

En algunas realizaciones, la nucleasa dirigida es una nucleasa Cas. Los sistemas de nucleasas
CRISPR (grupos de repeticiones palindromicas cortas en intervalos regulares)/Cas (asociadas a CRISPR)
se pueden introducir en una célula y disefiarse para unirse e introducir mellas monocatenarias o cortes
bicatenarios (DSB), en una secuencia de nucleétidos diana. Los sistemas de edicion génica CRISPR/Cas
se basan en un sistema bacteriano natural que se ha utilizado para la ingenieria genémica en mamiferos.

Los sistemas CRISPR-Cas son conocidos en la técnica y se describen en, por ejemplo, Jinek, ("A
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programmable dual-RNA—guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity" Science 337.6096
(2012): 816-821); Jinek ("RNA-programmed genome editing in human cells" Elife 2 (2013): e00471); Mali
("RNA-guided human genome engineering via Cas9" Science 339.6121 (2013): 823-826); Qi ("Repurposing
CRISPR as an RNA-guided platform for sequence-specific control of gene expression” Cell 152.5 (2013):
1173-1183); Ran ("Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system" Nature protocols 8.11 (2013):
2281-2308); Zetsche ("Cpfl is a single RNA-guided endonuclease of a class 2 CRISPR-Cas
system" Cell 163.3 (2015): 759-771.).

En algunas realizaciones, la NPL comprende un ARNm que codifica una nucleasa Cas y uno 0 mas
ARN que confieren unién de la nucleasa Cas a la secuencia de nucleétidos diana, por ejemplo, un ARNc
transactivador (ARNcrtra) y un ARN de CRISPR (ARNCcr), o, mas habitualmente, ARN guia (ARNg, también
denominado ARN guia monocatenario (ARNgm)), en el que ARNcr y ARNcrtra se introducen en una
molécula de ARN.

En algunos casos, la nucleasa Cas esta disefiada como una endonucleasa de ADN bicatenario,
una endonucleasa monocatenaria o una Cas cataliticamente muerta (dCas), y forma un complejo diana
con un ARNg o ARNcr/ARNCcrtra para el reconocimiento de ADN especifico del sitio en la secuencia de
nucleédtidos diana. Los ARNg y los ARNc comprenden una secuencia protoespaciadora que comparte
homologia/complementariedad con la secuencia diana protoespaciadora de la secuencia de nucleétidos
diana. El protoespaciador confiere la union del complejo de Cas/ARNg a la secuencia de nucleétidos diana.
La secuencia diana protoespaciadora linda con un motivo adyacente al protoespaciador corto (PAM), que
desempefia una funcién en el reclutamiento de un complejo de Cas/ARN en el sitio diana. Los diferentes
tipos de nucleasas Cas reconocen diferentes motivos PAM especificos. Se puede usar un sistema
CRISPR/Cas para dirigirse a y escindir una secuencia de nucledtidos diana flanqueada por secuencias
PAM 3' particulares especificas de la nucleasa Cas patrticular del sistema CRISPR/Cas. Son conocidos en
la técnica en la técnica PAM para nucleasas Cas especificas y también pueden identificarse usando
bioinforméatica o métodos experimentales descritos en la técnica, incluido, por ejemplo, en Esvelt
("Orthogonal Cas9 proteins for RNA-guided gene regulation and editing” Nature methods 10.11 (2013):
1116-1121).

En determinadas realizaciones, la nucleasa Cas puede comprender uno o mas dominios de unién
a ADN heterologos, lo que puede aumentar la eficiencia y especificidad de la escisién del ADN en la
secuencia de nucledtidos diana. Una nucleasa Cas puede comprender opcionalmente uno o mas
conectores y/o dominios funcionales adicionales, p. ej., un dominio enzimatico de procesamiento de
extremos de una enzima de procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3',
exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 3-5' (p. ej., Trex2), endonucleasa flap 5', helicasa o ADN
polimerasas independientes del molde. En algunas realizaciones, se puede introducir una nucleasa Cas en
una célula madre hematopoyética (CMH) con una enzima de procesamiento de extremos que presenta
actividad exonucleasa 5-3', exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 3-5' (p. €j., Trex2), endonucleasa flap
5', helicasa o ADN polimerasas independientes del molde. La nucleasa Cas y la enzima de procesamiento

3' pueden introducirse por separado, p. €j., en diferentes vectores o acidos nucleicos separados, o juntos,
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p. €j., como una proteina de fusion, o en una construccion policistronica separada por un péptido virico de
autoescision o un elemento IRES.

En diversas realizaciones, la nucleasa Cas es Cas9 o Cpf1l.

Se puede obtener una nucleasa Cas9 adecuada para su uso en realizaciones particulares, por
ejemplo, de especies bacterianas, incluidas, pero sin limitacion: Enterococcus faecium, Enterococcus
italicus, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
equinus, Streptococcus gallolyticus, Streptococcus macacae, Streptococcus mutans, Streptococcus
pseudoporcinus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptococcus gordonii,
Streptococcus infantarius, Streptococcus macedonicus, Streptococcus mitis, Streptococcus pasteurianus,
Streptococcus suis, Streptococcus vestibularis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus downei, Neisseria
bacilliformis, Neisseria cinerea, Neisseria flavescens, Neisseria lactamica, Neisseria meningitidis, Neisseria
subflava, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus sanfranciscensis,
Corynebacterium accolens, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium matruchotii, Campylobacter
jejuni, Clostridium perfringens, Treponema vincentii, Treponema phagedenis y Treponema denticola. En
algunos casos, el nucledtido que codifica la nucleasa Cas9 comprende una parte de la secuencia de la
nucleasa Cas9 de una cualquiera de las especies bacterianas descritas en la presente memoria.

De manera anéloga, se puede obtener una nucleasa Cpfl adecuada para su uso en realizaciones
particulares de especies bacterianas que incluyen, pero sin
limitacién: Francisella spp., Acidaminococcus spp., Prevotella spp., Lachnospiraceae spp., entre otras. En
algunos casos, el nucleétido que codifica la nucleasa Cpfl comprende una parte de la secuencia de la
nucleasa Cas9 de una cualquiera de las especies bacterianas descritas en la presente memoria.

Las regiones conservadas de los ortdlogos de Cas9 incluyen un dominio de endonucleasa HNH
central y un dominio dividido de RuvC/Rnasa H. Los ort6logos de Cpfl poseen un dominio de RuvC/Rnasa
H pero no poseen ningun dominio HNH discernible. Cada uno de los dominios de tipo HNH y RuvC son
responsables de escindir una hebra de la secuencia diana de ADN bicatenario. EI dominio HNH de la
nucleasa Cas9 escinde la cadena de ADN complementaria del ARNcrtra:ARNcr o ARNgm. El dominio de
tipo RuvC de la nucleasa Cas9 escinde la cadena de ADN que no es complementaria del ARNcrtra:ARNcr
0 ARNgm. Se predice que Cpfl actuard como un dimero en donde cada dominio de tipo RuvC de Cpfl
escinde la cadena complementaria 0 no complementaria del sitio diana. En realizaciones particulares, se
contempla una variante de nucleasa Cas9 (p. €j., endonucleasa monocatenaria Cas9) que comprende una
0 mas adiciones, supresiones, mutaciones o sustituciones de aminoacidos en los dominios de
endonucleasa de tipo HNH o RuvC que disminuye o elimina la actividad nucleasa del dominio variante.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en la presente memoria comprenden modificar la
actividad de la nucleasa Cas9. En algunas realizaciones, la actividad de la nucleasa Cas9 disminuye o se

elimina. Los ejemplos ilustrativos de mutaciones de Cas9 HNH que disminuyen o eliminan la actividad
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nucleasa en el dominio incluyen, pero sin limitacion: S. pyogenes (D10A); S. thermophilis (D9A); T.
denticola (D13A); y N. meningitidis (D16A). Los ejemplos ilustrativos de mutaciones de dominio de tipo
RuvC de Cas9 que disminuyen o eliminan la actividad nucleasa en el dominio incluyen, pero sin
limitacion: S. pyogenes (D839A, H840A o NB863A); S. thermophilis (D598A, H599A o N622A); T.
denticola (D878A, H879A o N902A); y N. meningitidis (D587A, H588A o N611A). En algunos casos, los
métodos descritos en la presente memoria comprenden disminuir la actividad y/o eficiencia de la nucleasa
Cas9 hacia una diana biolégica. En algunos casos, los métodos descritos en la presente memoria
comprenden disminuir la actividad y/o eficiencia de la nucleasa Cas9 hacia una enfermedad diana.

De manera similar, los equivalentes, variantes, homaélogos, ortélogos o paralogos de Cas9, ya sea
de origen natural o no natural (p. €j., disefiados o0 recombinantes) y un equivalente de Cas9 de cualquier
sistema CRISPR de clase 2 (p. €j., tipo Il y V), incluidos Casl12a (Cpfl), Cas12e (CasX), Casl2bl (C2cl),
Casl2b2 y Casl2c (C2c3) son adecuados para su uso en realizaciones particulares de la presente
descripcién. Otros equivalentes de Cas se describen en Makarova et al., "C2c2 is a single-component
programmable RNA-guided RNA-targeting CRISPR effector”, Science 2016; 353(6299) y Makarova et al.,
"Classification and Nomenclature of CRISPR-Cas Systems: Where from Here?", The CRISPR Journal, vol.
1.n.°5,2018

CasX (Casl2e) es un equivalente de Cas9 que, segun se informa, tiene la misma funcion que Cas9
pero que evoluciond por una evolucion convergente. Por lo tanto, la proteina CasX (Casl12e) descrita en
Liu et al., "CasX enzymes comprises a distinct family of RNA-guided genome editors", Nature, 2019, vol.
566: 218-223, se contempla para su uso con el sistema de edicion génica descrito en la presente memoria.
Ademas, cualquier variante o0 modificacion de CasX (Casl12e) es concebible y esta dentro del alcance de
la presente descripcion.

En otras diversas realizaciones, la nucleasa Cas descrita en la presente memoria (p. €j., una Cas9,
una Casl2a (Cpfl), una Casl2e (CasX), una Casl2d (CasY), una Casl2bl (C2cl), una Casl2c (C2c3),
una Casl2g, una Casl2h, una Casl4 o una variante de las mismas) es adecuada para su uso en
realizaciones particulares de la presente descripcion.

ii. Endonucleasas de asentamiento/meganucleasas

En diversas realizaciones, se introducen una pluralidad de endonucleasas de asentamiento o
meganucleasas en una célula y se disefian para unirse e introducir mellas monocatenarias o cortes
bicatenarios (DSB) en una pluralidad de sitios diana del genoma que incluyen, pero sin limitacién, genes
gue codifican proteinas asociadas a enfermedades especificas (p. €j., enfermedad de células falciformes).
En algunas realizaciones, las endonucleasas de asentamiento 0 meganucleasas son adecuadas para su
uso en realizaciones particulares de la presente descripcion. Ademas, cualquier variante o modificacion de
endonucleasas 0 meganucleasas es concebible y est4 dentro del alcance de la presente descripcion.
"Endonucleasa de asentamiento” y "meganucleasa” se usan indistintamente y se refieren a nucleasas
naturales o0 meganucleasas disefiadas que reconocen sitios de escision de 12 a 45 pares de bases y
habitualmente se agrupan en cinco familias en funcién de los motivos de secuencia y estructura:
LAGLIDADG (SEQ ID NO: 61), GIY-YIG, HNH, secuencia His-Cys y PD-(D/E)XK.
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Las HE disefiadas no existen en la naturaleza y pueden obtenerse mediante tecnologia de ADN
recombinante o mediante mutagénesis aleatoria. Las HE disefiadas pueden obtenerse realizando una o
mas alteraciones de aminoacidos, p. ej., mutando, sustituyendo, afiadiendo o eliminando uno o mas
aminodcidos, en una HE de origen natural o HE disefiada previamente. En realizaciones particulares, una
HE disefiada comprende una o mas alteraciones de aminoacidos en la interfaz de reconocimiento del ADN.

Las HE disefiadas contempladas en realizaciones particulares pueden comprender ademas uno o
mas conectores y/o dominios funcionales adicionales, p. €j., un dominio enzimatico de procesamiento de
extremos de una enzima de procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3',
exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 3-5' (p. ej., Trex2), endonucleasa flap 5', helicasa o ADN
polimerasas independientes del molde. En realizaciones particulares, las HE modificadas se introducen en
un linfocito T con una enzima de procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3',
exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 3-5' (p. ej., Trex2), endonucleasa flap 5', helicasa o ADN
polimerasas independientes del molde. La HE y la enzima de procesamiento 3' pueden introducirse por
separado, p. €j., en diferentes vectores o ARNm separados, o juntas, p. €j., como una proteina de fusion,
0 en una construccién policistrénica separada por un péptido virico de autoescisién o un elemento IRES.

Una "interfaz de reconocimiento de ADN" se refiere a los restos de aminoacidos de HE que
interactlan con las bases diana de los acidos nucleicos, asi como a los restos que estan adyacentes. Para
cada HE, la interfaz de reconocimiento de ADN comprende una extensa red de contactos de cadena lateral
con cadena lateral y de cadena lateral con ADN, la mayoria de los cuales son necesariamente Unicos para
reconocer una secuencia diana de acido nucleico particular. Por lo tanto, la secuencia de aminoacidos de
la interfaz de reconocimiento del ADN correspondiente a una secuencia de acido nucleico particular varia
significativamente y es una caracteristica de cualquier HE natural o artificial. A modo de ejemplo no
limitante, un HE disefiado contemplado en realizaciones particulares puede obtenerse mediante la
construccion de bibliotecas de variantes de HE en las que se varian uno o mas restos de aminoécidos
localizados en la interfaz de reconocimiento de ADN de la HE natural (o una HE disefiada previamente).
Las bibliotecas pueden examinarse para determinar la actividad de escision diana frente a cada sitio diana
predicho del locus TCRa usando ensayos de escision (véase, p. €j., Jarjour et al., 2009. Nuc. Acids
Res. 37(20): 6871-6880).

Las endonucleasas de asentamiento LAGLIDADG (SEQ ID NO: 61) (LHE) son la familia de
meganucleasas mejor estudiada, estan codificadas principalmente en arqueas y en el ADN de organulos
de algas verdes y hongos, y muestran la mayor especificidad general de reconocimiento de ADN. Las LHE
comprenden uno o dos motivos cataliticos LAGLIDADG (SEQ ID NO: 61) por cadena proteica y actdan
como homodimeros o monémeros monocatenarios, respectivamente. Los estudios estructurales de las
proteinas LAGLIDADG (SEQ ID NO: 61) han identificado una estructura central muy conservada (Stoddard
2005), caracterizada por un pliegue appappa, con el motivo LAGLIDADG (SEQ ID NO: 61) perteneciente
a la primera hélice de este pliegue. La escision muy eficiente y especifica de las LHE representa un
armazoén proteico para obtener nuevas endonucleasas muy especificas. Sin embargo, el disefio de LHE

para unirse y escindir un sitio diana no natural o no canonico requiere la seleccién del armazén de LHE
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adecuado, el examen del locus diana, la seleccion de posibles sitios diana y la alteracién extensa de la
LHE para alterar sus puntos de contacto con el ADN y la especificidad de escisién, en hasta dos tercios de
las posiciones de los pares de bases en un sitio diana.

Los ejemplos ilustrativos de LHE a partir de las que se pueden disefiar LHE artificiales incluyen,
pero sin limitacion, I-AabMI, I-AaeMl, I-Anil, [-ApaMlI, I-Caplll, I-CaplV, I-CkaMlI, I-CpaMl, I-CpaMll, I-
CpaMlll, I-CpaMlIV, I-CpaMV, I-CpaV, I-CraMl, I-EjeMI, I-GpeMlI, I-Gpil, I-GzeMlI, |-GzeMIl, I-GzeMlll, |-
HjeMl, I-Ltrll, I-Ltrl, I-LtrWI, I-MpeMI, I-MveMI, I-Ncrll, I-Ncrl, I-NcrMl, 1-OheMl, 1-Onul, 1-OsoMl, 1-OsoMlI,
I-OsoMlll, I-OsoMIV, I-PanMl, I-PanMill, I-PanMIll, I-PnoMI, I-ScuMl, I-SmaMl, I-SscMI e |-Vdil41l.

Otros ejemplos ilustrativos de LHE a partir de las que se pueden disefiar LHE artificiales incluyen,
pero sin limitacion, I-Crel e I-Scel.

En una realizacion, la LHE disefiada se selecciona del grupo que consiste en: I-CpaMI, I-HjeMl, |-
Onul, I-PanMl y SmaMl.

En una realizacion, la LHE disefiada es |-Onul.

En una realizacién, se generaron LHE I-Onul disefiadas dirigidas al gen de TCRa humano a partir
de una I-Onul natural. En una realizacion preferida, se generaron LHE I-Onul disefiadas dirigidas al gen de
TCRa humano a partir de una I-Onul disefiada previamente.

En una realizacion particular, la LHE I-Onul disefiada comprende una o mas sustituciones de
aminoacidos en la interfaz de reconocimiento del ADN. En realizaciones particulares, la LHE [-Onul
comprende al menos un 70 %, al menos un 71 %, al menos un 72 %, al menos un 73 %, al menos un 74 %,
al menos un 75 %, al menos un 76 %, al menos un 77 %, al menos un 78 %, al menos un 79 %, al menos
un 80 %, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %,
al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos
un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %,
al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con la interfaz de
reconocimiento de ADN de I-Onul (Taekuchi et al. 2011. Proc Natl Acad Sci U.S.A 9 de agosto de 2011,
108(32): 13077-13082) o una variante disefiada de I-Onul.

En una realizacion, la LHE 1-Onul comprende al menos un 70 %, mas preferiblemente al menos un
80 %, mas preferiblemente al menos un 85 %, mas preferiblemente al menos un 90 %, mas preferiblemente
al menos un 95 %, mas preferiblemente al menos un 97 %, mas preferiblemente al menos un 99 % de
identidad de secuencia con la interfaz de reconocimiento de ADN de I-Onul (Taekuchi et al. 2011. Proc Natl
Acad Sci U.S.A 9 de agosto de 2011; 108(32): 13077-13082) o una variante disefiada de |-Onul.

En una realizacion particular, una LHE I-Onul disefiada comprende una o mas sustituciones o
modificaciones de aminoacidos en la interfaz de reconocimiento del ADN, particularmente en los
subdominios situados entre las posiciones 24-50, 68 a 82, 180 a 203 y 223 a 240 de I-Onul.

En una realizacion, una LHE I-Onul disefiada comprende una 0 mas sustituciones o modificaciones
de aminoacidos en posiciones adicionales situadas en cualquier lugar dentro de la secuencia completa de
I-Onul. Los restos que pueden sustituirse y/o modificarse incluyen, pero sin limitacion, aminoacidos que

entran en contacto con la diana de acido nucleico o0 que interactian con la cadena principal del acido
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nucleico o con las bases de nucleétidos, directamente o a través de una molécula de agua. En un ejemplo
no limitante, una LHE I-Onul disefiada contemplada en la presente memoria comprende una o mas
sustituciones y/o modificaciones, preferiblemente al menos 5, preferiblemente al menos 10, preferiblemente
al menos 15, mas preferiblemente al menos 20, incluso mas preferiblemente al menos 25 en al menos una
posicién seleccionada del grupo de posiciones que consiste en las posiciones: 19, 24, 26, 28, 30, 32, 34,
35, 36, 37, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 68, 70, 72, 75, 76 77, 78, 80, 82, 168, 180, 182, 184, 186, 188, 189, 190,
191, 192, 193, 195, 197, 199, 201, 203, 223, 225, 227, 229, 231, 232, 234, 236, 238, 240 de |-Onul.
iii. MegaTAL

En diversas realizaciones, se introducen una pluralidad de megaTAL en una célula y se disefian

para unirse e introducir DSB en una pluralidad de sitios diana del genoma que incluyen. En algunas
realizaciones, las megaTAL son adecuadas para su uso en realizaciones particulares de la presente
descripcidon. Ademas, cualquier variante o modificacion de megaTAL es concebible y est4 dentro del
alcance de la presente descripcion. Una "megaTAL" se refiere a una nucleasa disefiada que comprende
un dominio de unién a ADN TALE disefiado y una meganucleasa disefiada, y opcionalmente comprende
uno o mas conectores y/o dominios funcionales adicionales, p. €j., un dominio enzimatico de procesamiento
de extremos de una enzima de procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3',
exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 3-5' (p. ej., Trex2), endonucleasa flap 5', helicasa o ADN
polimerasas independientes del molde. En realizaciones particulares, se puede introducir una megaTAL en
un linfocito T con una enzima de procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3',
exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 3-5' (p. ej., Trex2), endonucleasa flap 5', helicasa o ADN
polimerasas independientes del molde. La megaTAL y la enzima de procesamiento 3' pueden introducirse
por separado, p. €j., en diferentes vectores 0 ARNm separados, o juntas, p. €j., como una proteina de
fusion, o en una construccion policistronica separada por un péptido virico de autoescision o un elemento
IRES.

Un "dominio de union a ADN de TALE" es la parte de unién a ADN de las efectoras de tipo activador
de la transcripcion (TALE o efectoras TAL), que imita los activadores de la transcripcion de las plantas para
manipular el transcriptoma de las plantas (véase, p. €j., Kay et al., 2007. Science 318:648-651). Los
dominios de union a ADN de TALE contemplados en realizaciones particulares se disefian desde cero o a
partir de TALE de origen natural, p. €j., AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria, Xanthomonas
gardneri, Xanthomonas translucens, Xanthomonas axonopodis, Xanthomonas perforans, Xanthomonas
alfalfa, Xanthomonas citri, Xanthomonas euvesicatoria y Xanthomonas oryzaey brgll y hpx17
de Ralstonia solanacearum. Se describen ejemplos ilustrativos de proteinas TALE para obtener y disefiar
dominios de unién a ADN en las patentes de los Estados Unidos n.° 9.017.967, y referencias citadas en la
misma, todas las cuales se incorporan en la presente memaoria por referencia en su totalidad.

En realizaciones particulares, una megaTAL comprende un dominio de union a ADN de TALE que
comprende una o mas unidades repetidas que participan en la unién del dominio de unién a ADN de TALE
a su correspondiente secuencia de ADN diana. Una sola "unidad de repeticion" (también denominada

"repeticion") suele tener entre 33 y 35 aminoacidos de longitud. Cada unidad de repeticion del dominio de
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uniéon a ADN de TALE incluye 1 o 2 restos de union a ADN que forman el doble resto variable repetido
(RVD), normalmente en las posiciones 12 y/o 13 de la repeticion. El cédigo natural (canonico) para el
reconocimiento de ADN de estos dominios de unién a ADN de TALE se ha determinado de manera que
una secuencia HD en las posiciones 12 y 13 conduce a union a la citosina |, NG se une a T, Nl a A, NN se
une a G 0 Ay NG se une a T. En determinadas realizaciones, se contemplan RVD no candnicos (atipicos).

Los ejemplos ilustrativos de RVD no canoénicos adecuados para su uso en megaTAL particulares
contempladas en realizaciones particulares incluyen, pero sin limitacién, HH, KH, NH, NK, NQ, RH, RN,
SS, NN, SN, KN para el reconocimiento de guanina (G); NI, Kl, RI, HI, Sl para el reconocimiento de adenina
(A); NG, HG, KG, RG para el reconocimiento de timina (T); RD, SD, HD, ND, KD, YG para el reconocimiento
de citosina (C); NV, HN para el reconocimiento de A o G; y H*, HA, KA, N*, NA, NC, NS, RA, S* para el
reconocimiento de Ao T o G o C, en donde (*) significa que el aminoacido en la posicion 13 esta ausente.
Los ejemplos ilustrativos adicionales de RVD adecuados para su uso en megaTAL particulares
contemplados en realizaciones particulares incluyen ademas los descritos en las patentes de los Estados
Unidos n.° 8.614.092, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.

En realizaciones particulares, una megaTAL contemplada en la presente memoria comprende un
dominio de unién a ADN de TALE que comprende de 3 a 30 unidades repetidas. En determinadas
realizaciones, una megaTAL comprende 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o0 30 unidades repetidas del dominio de union a ADN de TALE. En una realizacién
preferida, una megaTAL contemplada en la presente memoria comprende un dominio de unién a ADN de
TALE que comprende 5-16 unidades repetidas, mas preferiblemente 7-15 unidades repetidas, mas
preferiblemente 9-12 patentes no son unidades repetidas evidentes y mas preferiblemente 9, 10 u 11
unidades repetidas.

En realizaciones particulares, una megaTAL contemplada en la presente memoria comprende un
dominio de unién a ADN de TALE que comprende de 3 a 30 unidades repetidas y una Gnica unidad repetida
de TALE truncada adicional que comprende 20 aminoacidos ubicados en el extremo C de un conjunto de
unidades repetidas de TALE, es decir, una unidad repetida del dominio de union a ADN de medio TALE C-
terminal adicional (aminoacidos -20 a -1 de la caperuza C descrita en otra parte del presente documento,
mas adelante). Por lo tanto, en realizaciones particulares, una megaTAL contemplada en la presente
memoria comprende un dominio de uniéon a ADN de TALE que comprende de 3.5 a 30.5 unidades repetidas.
En determinadas realizaciones, una megaTAL comprende 3.5, 4.5, 5.5, 6.5, 7.5, 8.5, 9.5, 10.5, 11.5, 12.5,
13.5, 14.5, 155, 16.5, 17.5, 18.5, 19.5, 20.5, 21.5, 22.5, 23.5, 24.5, 25.5, 26.5, 27.5, 28.5, 29.5 0 30.5
unidades repetidas del dominio de unibn a ADN de TALE. En una realizacion preferida,
una megaTAL contemplada en la presente memoria comprende un dominio de unién a ADN de TALE que
comprende 5.5-13.5 unidades repetidas, mas preferiblemente 7.5-12.5 unidades repetidas, mas
preferiblemente 9.5-11.5 unidades repetidas y mas preferiblemente 9.5, 10.5 u 11.5 unidades repetidas.

En realizaciones particulares, una megaTAL comprende un polipéptido de "dominio N-terminal
(DNT)", uno o mas dominios/unidades repetidas de TALE, un polipéptido de "dominio C-terminal (DCT)" y

una meganucleasa disefiada.
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Como se emplea en esta memoria, la expresion polipéptido de "dominio N-terminal (DNT)" se
refiere a la secuencia que flanquea la parte o el fragmento N-terminal de un dominio de unién a ADN de
TALE de origen natural. La secuencia de DNT, si esta presente, puede tener cualquier longitud siempre
gue las unidades repetidas del dominio de unidon a ADN de TALE conserven la capacidad de unirse al ADN.
En realizaciones particulares, el polipéptido de DNT comprende al menos 120 a al menos 140 o més
aminoacidos N-terminales con respecto al dominio de unién a ADN de TALE (0 es el aminoéacido 1 de la
unidad repetida mas cercana al extremo N). En realizaciones particulares, el polipéptido de DNT comprende
al menos aproximadamente 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134,
135, 136, 137, 138, 139 o al menos 140 aminoécidos N-terminales con respecto al dominio de union a ADN
de TALE. En una realizacion, una megaTAL contemplada en la presente memoria comprende un
polipéptido de DNT de al menos aproximadamente los aminoacidos +1 a +122 a al menos
aproximadamente +1 a +137 de una proteina de TALE de Xanthomonas (0 es el aminoacido 1 de la unidad
repetida mas cercana al extremo N). En realizaciones particulares, el polipéptido de DNT comprende al
menos aproximadamente 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136 0 137
aminoacidos N-terminales con respecto al dominio de unién a ADN de TALE de una proteina de TALE de
Xanthomonas. En una realizacidon, una megaTAL contemplada en la presente memoria comprende un
polipéptido de DNT de al menos los aminoacidos +1 a +121 de una proteina de TALE de Ralstonia (0 es el
aminodcido 1 de la unidad repetida mas cercana al extremo N). En realizaciones particulares, el polipéptido
de DNT comprende al menos aproximadamente 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136 0 137 aminoacidos N-terminales con respecto al dominio de uniéon a ADN de TALE
de una proteina de TALE de Ralstonia.

Como se emplea en esta memoria, la expresion polipéptido de "dominio C-terminal (DCT)" se
refiere a la secuencia que flanquea la parte o el fragmento C-terminal de un dominio de unién a ADN de
TALE de origen natural. La secuencia de DCT, si esta presente, puede tener cualquier longitud siempre
gue las unidades repetidas del dominio de uniéon a ADN de TALE conserven la capacidad de unirse al ADN.
En realizaciones particulares, el polipéptido de DCT comprende de al menos 20 a al menos 85 0 mas
aminodcidos C-terminales con respecto a la Ultima repeticién completa del dominio de union a ADN de
TALE (los primeros 20 aminoacidos son la unidad de media repeticién en sentido C-terminal con respecto
a la ultima unidad de repeticion completa C-terminal). En realizaciones particulares, el polipéptido de DCT
comprende al menos aproximadamente 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84 0 al menos 85 aminoacidos C-
terminales con respecto a la ultima repeticion completa del dominio de unién a ADN de TALE. En una
realizacion, una megaTAL contemplada en la presente memoria comprende un polipéptido de DCT de al
menos aproximadamente los aminoacidos -20 a -1 de una proteina de TALE de Xanthomonas (-20 es el
aminoacido 1 de una unidad de media repeticién en sentido C-terminal con respecto a la Gltima unidad de
repeticion completa C-terminal). En realizaciones particulares, el polipéptido de DCT comprende al menos
aproximadamente 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,12, 11, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 aminoacidos C-terminales
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con respecto a la tltima repeticién completa del dominio de unién a ADN de TALE de una proteina de TALE
de Xanthomonas. En una realizacion, una megaTAL contemplada en la presente memoria comprende un
polipéptido de DCT de al menos aproximadamente los aminoacidos -20 a -1 de una proteina de TALE
de Ralstonia (-20 es el aminoé&cido 1 de una unidad de media repeticion en sentido C-terminal con respecto
a la ultima unidad de repeticion completa C-terminal). En realizaciones particulares, el polipéptido de DCT
comprende al menos aproximadamente 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10,9,8,7,6,5,4,3,201
aminoacidos C-terminales con respecto a la Ultima repeticién completa del dominio de unién a ADN de
TALE de una proteina de TALE de Ralstonia.

En realizaciones particulares, una megaTAL contemplada en la presente memoria, comprende un
polipéptido de fusion que comprende un dominio de unién a ADN de TALE disefiado para unirse a una
secuencia diana, una meganucleasa disefiada para unirse y escindir una secuencia diana, y opcionalmente
un polipéptido de DNT y/o DCT, opcionalmente unidos entre si con uno o mas polipéptidos conectores
contemplados en otra parte del presente documento. Sin desear quedar ligados a ninguna teoria en
particular, se contempla que una megaTAL que comprende el dominio de unién a ADN de TALE v,
opcionalmente, un polipéptido de DNT y/o DCT se fusione con un polipéptido conector que ademas se
fusiona con una meganucleasa disefiada. Por lo tanto, el dominio de unién a ADN de TALE se une a una
secuencia diana de ADN que se encuentra a aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0
15 nucledtidos de la secuencia diana a la que se une el dominio de unién a ADN de la meganucleasa. De
esta forma, las megaTAL contempladas en la presente memoria, aumentan la especificidad y eficiencia de
la edicion del genoma.

En realizaciones particulares, una megaTAL contemplada en la presente memoria, comprende una
0 mas unidades repetidas de unién a ADN de TALE y una LHE disefiada seleccionada del grupo que
consiste en: I-AabMl, I-AaeMl, I-Anil, I-ApaMI, I-Caplll, I-CaplV, I-CkaMlI, I-CpaMlI, I-CpaMll, I-CpaMlll, I-
CpaMlV, I-CpaMV, I-CpaV, I-CraMl, I-Crel, I-Scel, I-EjeMI, I-GpeMI, I-Gpil, I-GzeMI, I-GzeMIll, I-GzeMIll, I-
HjeMl, I-Ltrll, I-Ltrl, I-LtrWI, I-MpeMI, I-MveMlI, I-Ncrll, I-Ncrl, I-NcrMl, 1-OheMl, 1-Onul, 1-OsoMl, 1-OsoMlI,
I-OsoMlll, I-OsoMIV, I-PanMll, I-PanMll, I-PanMlll, I-PnoMI, I-ScuMl, I-SmaMl, I-SscMI e I-Vdil41ll, o
preferiblemente I-CpaMl, I-HjeMI, I-Onul, I-PanMI y SmaMI, o mas preferiblemente 1-Onul.

En realizaciones particulares, una megaTAL contemplada en la presente memoria, comprende una
DNT, una o mas unidades repetidas de uniéon a ADN de TALE, una DCT y una LHE disefiada seleccionada
del grupo que consiste en: I-AabMl, I-AaeMl, I-Anil, I-ApaMlI, I-Caplll, I-CaplV, I-CkaMl, I-CpaMl, I-CpaMill,
I-CpaMlll, I-CpaMIV, I-CpaMV, I-CpaV, I-CraMlI, I-Crel, I-Scel, I-EjeMI, I-GpeMI, I-Gpil, I-GzeMI, I-GzeMII,
I-GzeMlll, I-HjeMl, I-Ltrll, I-Ltrl, I-LtrWI, I-MpeMlI, I-MveMl, 1-Ncrll, I-Ncrl, I-NcrMl, 1-OheMl, 1-Onul, 1-OsoMl,
I-OsoMll, 1-OsoMlll, I-OsoMIV, I-PanMl, I-PanMIl, I-PanMlIll, I-PnoMl, I-ScuMl, I-SmaMl, I-SscMI e I-
Vdil41l, o preferiblemente I-CpaMlI, I-HjeMlI, I-Onul, I-PanMl y SmaMI, o mas preferiblemente |-Onul.

En realizaciones particulares, una megaTAL contemplada en la presente memoria, comprende una
DNT, de aproximadamente 9.5 a aproximadamente 11.5 unidades repetidas de unién a ADN de TALE y
una LHE I-Onul disefiada seleccionada del grupo que consiste en: I-AabMl, I-AaeMl, I-Anil, I-ApaMl, I-
Caplll, I-CaplV, I-CkaMl, I-CpaMl, I-CpaMll, I-CpaMIil, I-CpaMIV, I-CpaMV, I-CpaV, I-CraMl, I-Crel, I-Scel,
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I-EjeMI, I-GpeMI, I-Gpil, I-GzeMl, I-GzeMll, 1-GzeMlIll, I-HjeMlI, I-Ltrll, I-Ltrl, I-LtrWI, I-MpeMlI, I-MveMlI, |-
Ncrll, I-Ncrl, I-NcrMl, I-OheMl, 1-Onul, I-OsoMI, I-OsoMIl, [-OsoMIll, I-OsoMIV, I-PanMl, I-PanMll, I-PanMIII,
[-PnoMlI, I-ScuMl, I-SmaMl, I-SscMI e I-Vdil41l, o preferiblemente I-CpaMl, I-HjeMl, I-Onul, I-PanMI y
SmaMl, o mas preferiblemente [-Onul.

En realizaciones particulares, una megaTAL contemplada en la presente memoria, comprende una
DNT de aproximadamente 122 aminoacidos a 137 aminoacidos, aproximadamente 9.5, aproximadamente
10.5 o aproximadamente 11.5 unidades repetidas de unién, una DCT de aproximadamente 20 aminoacidos
a aproximadamente 85 amino&cidos y una LHE I-Onul disefiada seleccionada del grupo que consiste en:
I-AabMl, [-AaeMl, I-Anil, I-ApaMl, I-Caplll, I-CaplV, I-CkaMl, I-CpaMl, I-CpaMIl, I-CpaMlll, I-CpaMIV, I-
CpaMV, I-CpaV, I-CraMl, I-Crel, I-Scel, I-EjeMI, I-GpeMI, I-Gpil, I-GzeMlI, I-GzeMIl, I-GzeMlll, I-HjeMlI, I-
Ltrll, I-Ltrl, I-LtrWI, I-MpeMI, I-MveMI, I-Ncrll, I-Ncrl, I-NcrMl, 1-OheMl, 1-Onul, I-OsoMl, 1-OsoMil, 1-OsoMlll,
I-OsoMIV, I-PanMI, I-PanMll, I-PanMlll, I-PnoMl, I-ScuMI, I-SmaMI, I-SscMI e I-Vdil41l, o preferiblemente
I-CpaMl, I-HjeMl, I-Onul, I-PanMIl y SmaMlI, o mas preferiblemente 1-Onul.

Las MegaTal se describen con mas detalle en, p. ej., Boisse" ("megaTALSs: a rare-cleaving nuclease
architecture for therapeutic genome engineeri’g", Nucleic Acids Research, 2013, 42(4):2591-2601).

iv. Talen

En diversas realizaciones, se introducen una pluralidad de endonucleasas efectoras de tipo
activador transcripcional (TALEN) en una célula y se disefian para unirse e introducir mellas
monocatenarias o cortes bicatenarios (DSB) en una pluralidad de sitios diana del genoma. En algunas
realizaciones, las TALEN son adecuadas para su uso en realizaciones particulares de la presente
descripcion. Ademas, cualquier variante o modificaciéon de TALEN es concebible y esta dentro del alcance
de la presente descripcion. Una "TALEN" se refiere a una nucleasa disefiada que comprende un dominio
de union a ADN de TALE disefiado contemplado en otra parte del presente documento y un dominio de
endonucleasa (0 medio dominio de endonucleasa del mismo), y opcionalmente comprende uno o mas
conectores y/o dominios funcionales adicionales, p. €j., un dominio enzimatico de procesamiento de
extremos de una enzima de procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3',
exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 3-5' (p. ej., Trex2), endonucleasa flap 5', helicasa o ADN
polimerasas independientes del molde. En realizaciones particulares, se puede introducir una TALEN en
un linfocito T con una enzima de procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3',
exonucleasa alcalina 5-3', exonucleasa 3-5' (p. ej., Trex2), endonucleasa flap 5', helicasa o ADN
polimerasas independientes del molde. La TALEN y la enzima de procesamiento 3' pueden introducirse por
separado, p. €j., en diferentes vectores 0 ARNm separados, o juntas, p. €]., como una proteina de fusion,
0 en una construccién policistrénica separada por un péptido virico de autoescision o un elemento IRES.

En una realizacion, la escision bicatenaria dirigida se logra con dos TALEN, cada una de las cuales
comprende un medio dominio de endonucleasa que se puede utilizar para reconstituir un dominio de
escision cataliticamente activo. En otra realizacién, la escision bicatenaria dirigida se logra utilizando un
Unico polipéptido que comprende un dominio de unién a ADN de TALE y dos medios dominios de

endonucleasa.
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Las TALEN contempladas en realizaciones particulares comprenden un DNT, un dominio de unién
a ADN de TALE que comprende aproximadamente de 3 a 30 unidades repetidas, p. €j., aproximadamente
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 unidades
repetidas, y un dominio o medio dominio de endonucleasa.

Las TALEN contempladas en realizaciones particulares comprenden un DNT, un dominio de union
a ADN de TALE que comprende aproximadamente de 3.5 a 30.5 unidades repetidas, p. e€j.,
aproximadamente 3.5, 4.5, 5.5, 6.5, 7.5, 8.5, 9.5, 10.5, 11.5, 12.5, 13.5, 14.5, 15.5, 16.5, 17.5, 18.5, 19.5,
20.5, 21.5, 22.5, 23.5, 24.5, 25.5, 26.5, 27.5, 28.5, 29.5 0 30.5 unidades repetidas, un DCT y un dominio o
medio dominio de endonucleasa.

Las TALEN contempladas en realizaciones particulares comprenden un DNT de aproximadamente
121 aminoéacidos a aproximadamente 137 aminoacidos como se describe en otra parte del presente
documento, un dominio de unibn a ADN de TALE que comprende de aproximadamente 9.5 a
aproximadamente 11.5 unidades repetidas (es decir, aproximadamente 9.5, aproximadamente 10.5 o
aproximadamente 11.5 unidades repetidas), una DCT de aproximadamente 20 aminoacidos a
aproximadamente 85 aminoacidos y un dominio o medio dominio de endonucleasa.

En realizaciones particulares, una TALEN comprende un dominio de endonucleasa de una
endonucleasa de tipo restriccién. Las endonucleasas de restricciobn (enzimas de restriccion) estan
presentes en muchas especies y son capaces de unirse de forma especifica a una secuencia al ADN (en
un sitio de reconocimiento) y escindir el ADN en el sitio de unién o cerca de él. Determinadas enzimas de
restriccion (p. ej., tipo 1IS) escinden el ADN en sitios eliminados del sitio de reconocimiento y tienen
dominios de unién y endonucleasa separables. En una realizacion, las TALEN comprenden el dominio de
endonucleasa (o medio dominio de endonucleasa) de al menos una enzima de restriccién de tipo IIS y uno
0 mas dominios de unién a ADN de TALE contemplados en otra parte del presente documento.

Los ejemplos ilustrativos de dominios de endonucleasa de restriccion de tipo 11S adecuados para
su uso en TALEN contempladas en realizaciones particulares incluyen dominios de endonucleasa de al
menos 1633 endonucleasas de restriccion de tipo 1S descritas en "rebase.neb.com/cgi-bin/sublist?S".

Los ejemplos ilustrativos adicionales de dominios de endonucleasa de restriccion de tipo 1IS
adecuados para su uso en TALEN contempladas en realizaciones particulares incluyen los de
endonucleasas seleccionadas del grupo que consiste en: Aar |, Ace lll, Aci |, Alo |, Alw26 |, Bae |, Bbr7 |,
Bbv I, Bbv Il, BbvC I, Bec |, Bce83 |, BeceA |, Beef |, Beg |, BeiV I, Bfi I, Bin |, Bmg |, BpulO |, BsaX |, Bsb I,
BscA |, BscG |, BseR |, BseY |, Bsi |, Bsm |, BsmA |, BsmF |, Bsp24 |, BspG |, BspM |, BspNC |, Bsr |, BsrB
I, BsrD I, BstF5 I, Btr I, Bts I, Cdi |, CjeP |, Drd Il, Earl, Eci |, Eco31 I, Eco57 |, Eco57M |, Esp3 |, Fau I, Fin
I, Fok I, Gdill, Gsu I, Hga I, Hin4 II, Hph I, Ksp632 I, Mbo II, Mly I, Mme |, Mnl |, Pfl1108, | Ple I, Ppi | Psr I,
RleA |, Sap |, SfaN I, Sim I, SspD5 |, Sth132 |, Sts I, TspDT I, TspGW [, Tth111 Il, UbaP I, Bsa | y BsmB I.

En una realizacién, una TALEN contemplada en la presente memoria comprende un dominio de
endonucleasa de la endonucleasa de restriccion Fok | de tipo-1IS.

En una realizacion, una TALEN contemplada en la presente memoria comprende un dominio de

unién a ADN de TALE y un medio dominio de endonucleasa de al menos una endonucleasa de restriccion
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de tipo IS para mejorar la especificidad de escision, opcionalmente en donde el medio dominio de
endonucleasa comprende una 0 mas sustituciones o modificaciones de aminoacidos que minimizan o
previenen la homodimerizacion.

Los ejemplos ilustrativos de medios dominios de escision adecuados para su uso en realizaciones
particulares contempladas en realizaciones particulares incluyen los descritos en las publicaciones de
patente de los Estados Unidos n.° 20050064474; 20060188987, 20080131962, 20090311787;
20090305346; 20110014616 y 20110201055, cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria
por referencia en su totalidad.

Las TALEN se describen con més detalle en, p. €j., Christia“ ("Targeting DNA Double-Strand Breaks
with TAL Effector Nucleas”s", Genetics. Octubre de 2010; 186(2):757-61).

V. Nucleasas con dedos de zinc

En diversas realizaciones, se introducen una pluralidad de endonucleasas de dedos de zinc (ZFN)
y se disefian para unirse e introducir mellas monocatenarias o cortes bicatenarios (DSB) en una pluralidad
de sitios diana del genoma. En algunas realizaciones, las ZFN son adecuadas para su uso en realizaciones
particulares de la presente descripcién. Ademas, cualquier variante o0 modificacién de ZFN es concebible y
esta dentro del alcance de la presente descripcion. Una "ZFN" se refiere a una nucleasa disefiada que
comprende uno o mas dominios de unién a ADN con dedos de zinc y un dominio de endonucleasa (o medio
dominio de endonucleasa del mismo), y opcionalmente comprende uno o mas conectores y/o dominios
funcionales adicionales, p. ej., un dominio enzimatico de procesamiento de extremos de una enzima de
procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3', exonucleasa alcalina 5-3/,
exonucleasa 3-5' (p. €j., Trex2), endonucleasa flap 5', helicasa o ADN polimerasas independientes del
molde. En realizaciones particulares, se puede introducir una ZFN en un linfocito T con una enzima de
procesamiento de extremos que presenta actividad exonucleasa 5-3', exonucleasa alcalina 5-3/,
exonucleasa 3-5' (p. €j., Trex2), endonucleasa flap &', helicasa o ADN polimerasas independientes del
molde. La ZFN y la enzima de procesamiento 3' pueden introducirse por separado, p. €j., en diferentes
vectores 0 ARNm separados, o juntas, p. €j.,, como una proteina de fusidon, o en una construccion
policistronica separada por un péptido virico de autoescisiéon o un elemento IRES.

En una realizacion, la escisién bicatenaria dirigida se logra usando dos ZFN, cada una de las cuales
comprende un medio dominio de endonucleasa que se puede utilizar para reconstituir un dominio de
escision cataliticamente activo. En otra realizacion, la escision bicatenaria dirigida se logra con un Gnico
polipéptido que comprende uno o mas dominios de union a ADN con dedos de zinc y dos medios dominios
de endonucleasa.

En una realizacion, una ZNF comprende un dominio de union a ADN de TALE contemplado en otra
parte del presente documento, un dominio de unién a ADN con dedos de zinc y un dominio de endonucleasa
(o medio dominio de endonucleasa) contemplado en otra parte del presente documento.

En una realizacion, una ZNF comprende un dominio de unién a ADN con dedos de zinc y una

meganucleasa contemplada en otra parte del presente documento.
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En realizaciones particulares, la ZFN comprende un dominio de unién a ADN con dedos de zinc
gue tiene uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho o mas motivos de dedos de zinc y un dominio de
endonucleasa (o medio dominio de endonucleasa). Normalmente, un solo motivo de dedo de zinc tiene
aproximadamente 30 aminoacidos de longitud. Los motivos de dedos de zinc incluyen tanto dedos de zinc
canonicos C,H, como dedos de zinc no candnicos tales como, por ejemplo, dedos de zinc C3H y dedos de
zinc C,.

Los dominios de unidn con dedos de zinc se pueden disefiar para unirse a cualquier secuencia de
ADN. Se han identificado dominios de unién de ADN con dedos de zinc candidatos para una secuencia
diana de ADN de 3 pb determinada y se han ideado estrategias de ensamblaje modular para unir una
pluralidad de dominios a un péptido de multiples dedos dirigido a la secuencia diana de ADN compuesta
correspondiente. También se pueden usar otros métodos adecuados conocidos en la técnica para disefiar
y construir acidos nucleicos que codifiguen dominios de union al ADN con dedos de zinc, p. €j.,
presentacion en fagos, mutagénesis aleatoria, bibliotecas combinatorias, disefio informatico/racional,
seleccion de afinidad, PCR, clonacion a partir de ADNc o bibliotecas gendmicas, construccion sintética y
similares. (Véase, p. €j., patente de los Estados Unidos n.° 5.786.538; Wu et al., PNAS 92:344-348 (1995);
Jamieson et al., Biochemistry 33:5689-5695 (1994); Rebar y Pabo, Science 263:671-673 (1994); Choo y
Klug, PNAS 91:11163-11167 (1994); Choo y Klug, PNAS 91: 11168-11172 (1994); Desjarlais vy
Berg, PNAS 90:2256-2260 (1993); Desjarlais y Berg, PNAS 89:7345-7349 (1992); Pomerantz et
al., Science 267:93-96 (1995); Pomerantz et al., PNAS 92:9752-9756 (1995); Liu et al., PNAS 94:5525-
5530 (1997); Griesman y Pabo, Science 275:657-661 (1997); Desjarlais y Berg, PNAS 91:11-99-11103
(1994)).

Los motivos de dedos de zinc individuales se unen a una secuencia de tres o cuatro nucleétidos.
Un dominio con dedos de zinc esta disefiado para unirse a una secuencia (p. €j., una secuencia diana)
cuya longitud determinard el numero de motivos de dedos de zinc en un dominio de unién con dedos de
zinc disefiado. Por ejemplo, para las ZFN en los que los motivos de dedos de zinc no se unen a subsitios
solapantes, a una secuencia diana de seis nucle6tidos se une un dominio de unién de dos dedos; a una
secuencia diana de nueve nucleétidos se une un dominio de union de tres dedos, etc. En realizaciones
particulares, no es necesario que los sitios de union a ADN para motivos de dedos de zinc individuales en
un sitio diana sean contiguos, pero pueden estar separados por uno o varios nucleétidos, dependiendo de
la longitud y la naturaleza de las secuencias conectoras entre los motivos de dedos de zinc en un dominio
de unién de multiples dedos.

En realizaciones particulares, las ZNF contempladas en la presente memoria comprenden, un
dominio de unién a ADN con dedos de zinc que comprende dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho o
mas motivos de dedos de zinc y un dominio o medio dominio de endonucleasa de al menos una enzima de
restriccion de tipo 1IS y uno 0 mas dominios de unién a ADN de TALE contemplados en otra parte del
presente documento.

En realizaciones particulares, las ZNF contempladas en la presente memoria comprenden, un

dominio de unién a ADN con dedos de zinc que comprende tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho o0 mas
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motivos de dedos de zinc y un dominio o medio dominio de endonucleasa de al menos una enzima de
restriccion de tipo IIS seleccionada del grupo que consiste en: Aar |, Ace lll, Aci |, Alo I, Alw26 |, Bae |, Bbr7
I, Bbv I, Bbv I, BbvC I, Bec |, Bce83 |, BceA |, Beef |, Beg |, BeiV I, Bfi I, Bin I, Bmg |, BpulO I, BsaX |, Bsb
I, BscA |, BscG I, BseR I, BseY I, Bsi |, Bsm |, BsmA |, BsmF |, Bsp24 |, BspG |, BspM |, BspNC I, Bsr I,
BsrB I, BsrD I, BstF5 I, Btr I, Bts I, Cdi |, CjeP I, Drd Il, Earl, Eci |, Eco31 |, Eco57 |, Eco57M |, Esp3 I, Fau
I, Fin 1, Fok I, Gdi Il, Gsu |, Hga I, Hin4 1l, Hph I, Ksp632 I, Mbo II, Mly I, Mme |, Mnl |, Pfl1108, | Ple I, Ppi |
Psr 1, RleA |, Sap I, SfaN I, Sim |, SspD5 I, Sth132 |, Sts I, TspDT I, TspGW |, Tth111 Il, UbaP I, Bsa | y
BsmB I.

En realizaciones particulares, las ZNF contempladas en la presente memoria comprenden, un
dominio de unién a ADN con dedos de zinc que comprende tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho o mas
motivos de dedos de zinc y un dominio o medio dominio de endonucleasa de la endonucleasa de restriccion
Fok I de tipo IIS.

En una realizacién, una ZFN contemplada en la presente memoria comprende un dominio de unién
a ADN con dedos de zinc y un medio dominio de endonucleasa de al menos una endonucleasa de
restriccién de tipo IIS para mejorar la especificidad de escisién, opcionalmente en donde el medio dominio
de endonucleasa comprende una 0 mas sustituciones o modificaciones de aminoacidos que minimizan o
previenen la homodimerizacion.

(b) Edicién génica in vitro en células madre hematopoyéticas

En determinadas realizaciones, las composiciones de NPL descritas en la presente memoria se
pueden usar para suministrar uno o mas acidos nucleicos que codifican un sistema de edicion génica que
se dirige a un locus (o loci) dentro de una célula. Por ejemplo, un ARNm incluido en una composicién de
NPL puede codificar un polipéptido y producir la edicién del gen tras el contacto y/o la entrada (p. €j.,
transfeccion) en una célula. En determinadas realizaciones, un ARNm incluido en una composicion de NPL
de la invencién puede codificar un polipéptido que puede mejorar la funcién o la salud de una célula al
dirigirse a la secuencia de nucleétidos de una o més dianas de una proteina disfuncional o diana deseada
descrita en la presente memoria.

En la presente memoria se proporciona un método para modificar genéticamente una célula madre
hematopoyética (CMH) in vitro en una célula, comprendiendo el método administrar a la célula la NPL de
una cualquiera de las realizaciones anteriores. En alguna realizacion, el método comprende poner en
contacto la célula con una NPL que comprende un conjugado de lipido-anticuerpo, un lipido catiénico
ionizable y uno o més acidos nucleicos dispuestos en la misma. En algunas realizaciones, el o los &cidos
nucleicos dispuestos en la misma comprenden un ARNm que codifica una nucleasa dirigida, un editor de
bases quimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico.

En algunas realizaciones, las composiciones de NPL descritas en la presente memoria se dirigen
a marcadores especificos de la superficie celular de las células madre hematopoyéticas (CMH). En alguna
realizacion, la NPL comprende un grupo de direccionamiento a CMH (p. €j., un anticuerpo o conjugado de
lipido-anticuerpo) que se dirige especificamente a un antigeno de superficie de CMH. En algunas

realizaciones, la NPL comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se dirige
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a CD105 y/o CD117. En algunas realizaciones, la NPL comprende un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se dirige a CD117. En algunas realizaciones, la NPL comprende un anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo que se dirige a CD105.

En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos dispuestos en la misma codifican un sistema de
edicién génica dirigido a la secuencia de nucle6tidos de una o mas dianas descritas en la presente memoria.
En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos dispuestos en la misma comprenden un ARNm que
codifica un sistema de edicién génica dirigido a la secuencia de nucleétidos de una o mas dianas descritas
en la presente memoria. En algunas realizaciones, la diana es un locus (o loci) dentro de la célula asociado
con una disfuncion proteica en la célula y/o una enfermedad en un sujeto. En algunas realizaciones, la NPL
de una cualquiera de las realizaciones anteriores dirigida a un locus (o loci) dentro de la célula produce un
aumento de la HbF. En algunas realizaciones, el uso de la NPL de una cualquiera de las realizaciones
anteriores para aumentar la HbF en una célula puede ser para tratar la enfermedad de células falciformes
0 la beta-talasemia en un sujeto.

En algunas realizaciones, el método comprende tratar las CMH con NPL descritas en la presente
memoria, en donde la concentracion de ARN permanece constante. En algunas realizaciones, la
concentracion de ARN suministrada por las NPL esté entre aproximadamente 0.1 y 10 pg/ml. En algunas
realizaciones, la concentracion de ARN suministrada por las NPL esta entre aproximadamente 0.5 y
8 ug/ml, 0.6 y 7 ug/ml, 0.7 y 6 ug/ml, 0.8y 5 ug/ml, 0.9y 4 ug/mlo 1y 3 pg/ml. En algunas realizaciones,
la concentracidon de ARN suministrada por las NPL es 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,0.6,0.7,0.8,0.9, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10 o mas pg/ml. En algunas realizaciones, la concentracion de ARN suministrada por las NPL es
de 1 pg/ml.

En algunas realizaciones, el método comprende incubar las CMH con las NPL descritas en la
presente memoria, en donde las CMH se incuban con las NPL durante al menos 4 horas. En algunas
realizaciones, las CMH se incuban con las NPL durante entre aproximadamente 4 y 96 horas. En algunas
realizaciones, las CMH se incuban con las NPL durante entre aproximadamente 6 y 90 horas, 8 y 80 horas,
10y 70 horas, 12 y 60 horas, 18 y 50 horas, 24 y 48 horas o 30 y 36 horas.

(c) Edicién génica in vivo en células madre hematopoyéticas

En determinadas realizaciones, las composiciones de NPL descritas en la presente memoria se
pueden usar para administrar agentes terapéuticos o profilacticos a un sujeto. Por ejemplo, un ARNm
incluido en una composicién de NPL puede codificar un polipéptido y producir el polipéptido terapéutico o
profilactico tras el contacto y/o la entrada (p. €j., transfeccién) en una célula. En determinadas realizaciones,
un ARNm incluido en una composicién de NPL de la invencion puede codificar un polipéptido que puede
mejorar la salud de un sujeto al dirigirse a la secuencia de nucleétidos de una o mas dianas de las
enfermedades descritas en la presente memoria.

En la presente memoria se proporciona un método para modificar genéticamente una célula madre
hematopoyética (CMH) in vivo en un sujeto, comprendiendo el método administrar al sujeto la NPL de una
cualquiera de las realizaciones anteriores. En alguna realizacién, el método comprende administrar al

sujeto una NPL que comprende un conjugado de lipido-anticuerpo, un lipido catiénico ionizable y uno o
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més acidos nucleicos dispuestos en la misma. En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos
dispuestos en la misma comprenden un ARNm que codifica una nucleasa dirigida, un editor de bases
quimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico.

En algunos aspectos, el método de modificacidon genética de una célula madre hematopoyética
(CMH) in vivo en un sujeto comprende ademas administrar al sujeto un agente de movilizacion de CMH.
En algunas realizaciones, el método comprende administrar la NPL al sujeto por via intravenosa. En
algunas realizaciones, el agente de movilizacién de CMH se administra al sujeto antes, durante o antes y
durante la administracién de la NPL. En algunas realizaciones, el agente de movilizacion de CMH se
administra al sujeto antes de la administracion de la NPL. En algunas realizaciones, el agente de
movilizacion de CMH se administra al sujeto durante la administracién de la NPL. En algunas realizaciones,
el agente de movilizacion de CMH se administra al sujeto antes y durante la administracion de la NPL. En
algunas realizaciones, el agente de movilizacion de CMH comprende plerixafor, factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF)
0 cualquier combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, el agente de movilizacién de CMH
comprende plerixafor y G-CSF.

También se proporciona en el presente documento un método para tratar una enfermedad en un
sujeto que lo necesite. En algunas realizaciones, el método comprende administrar al sujeto la NPL de una
cualquiera de las realizaciones anteriores. En alguna realizacion, el método comprende administrar al
sujeto una NPL que comprende un conjugado de lipido-anticuerpo, un lipido catiénico ionizable y uno o
mas acidos nucleicos dispuestos en la misma. En algunas realizaciones, el o los acidos nucleicos
dispuestos en la misma comprenden un ARNm que codifica una nucleasa dirigida, un editor de bases
quimicas, un editor de calidad o un editor epigenémico.

En algunos aspectos, el método para tratar una enfermedad comprende ademéas administrar al
sujeto un agente de movilizacion de CMH. En algunas realizaciones, el método comprende administrar la
NPL al sujeto por via intravenosa. En algunas realizaciones, el agente de movilizacion de CMH se
administra al sujeto antes, durante o antes y durante la administracion de la NPL. En algunas realizaciones,
el agente de movilizacion de CMH se administra al sujeto antes de la administracion de la NPL. En algunas
realizaciones, el agente de movilizacién de CMH se administra al sujeto durante la administracién de la
NPL. En algunas realizaciones, el agente de movilizacién de CMH se administra al sujeto antes y durante
la administracién de la NPL. En algunas realizaciones, el agente de movilizacién de CMH comprende
plerixafor, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) o cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el
agente de movilizacién de CMH comprende plerixafor y G-CSF.

En algunos aspectos, se proporcionan métodos para modular la funcién celular de una célula madre
hematopoyética (CMH) diana de un sujeto. En algunas realizaciones, el método comprende administrar al
sujeto una nanoparticula lipidica (NPL). En algunas realizaciones, la NPL comprende un lipido catidnico
ionizable. En algunas realizaciones, la NPL comprende un conjugado que comprende la siguiente

estructura: [Lipido] — [conector opcional] — [anticuerpo]. En algunas realizaciones, la NPL comprende un
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esterol u otro lipido estructural. En algunas realizaciones, la NPL comprende un fosfolipido neutro. En
algunas realizaciones, la NPL comprende un lipido con polietilenglicol (PEG) libre. En algunas
realizaciones, la NPL comprende un &acido nucleico que codifica un polipéptido para modular la funcién
celular de las CMH. En algunas realizaciones, un aspecto de la descripcion se refiere a una NPL o una
composicién farmacéutica que la contiene, como se describe en la presente memoria, para su uso en un
método para modular la funcién celular de una célula CMH diana de un sujeto. Dicho método puede ser
para el tratamiento de una enfermedad como se describe mas adelante. En algunas realizaciones, un
método como se describe en la presente memoria puede comprender poner en contacto in vitro o ex vivo
la célula CMH de un sujeto con una nanoparticula lipidica (NPL).

En algunas realizaciones, la NPL proporcionada en la presente memoria se utiliza en el método de
edicién de una CMH in vivo, en donde la NPL comprende lipido 15, un grupo de direccionamiento a CMH
gue se une a un antigeno de superficie de CMH que comprende un dominio VH que comprende las
secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el dominio VH tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97,
98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7
y un dominio VL que comprende las secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL tiene al
menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 8 y una carga util que comprende uno o mas acidos nucleicos que codifican
componentes de un sistema de edicion génica dirigido a un locus (o loci) en donde la edicion génica da
lugar a un aumento de HbF para el tratamiento de la enfermedad de células falciformes o beta-talasemia.
En algunas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana estd dentro del potenciador eritroide de
BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana esta dentro de una secuencia
polinucleotidica en el intrén-2 del gen BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos
diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente
+63 kb cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de BCL11A. En determinadas
realizaciones, la secuencia de nucle6tidos diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica de entre
aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, una secuencia polinucleotidica de entre
aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o una secuencia polinuclectidica de entre
aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una
combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana esta dentro
de una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb,
500 ph, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb o 1.5 kb de la posicién del
nucleodtido a +55 kb, +58 kb o0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacién de los mismos.
En determinadas realizaciones, la secuencia de nucledtidos diana comprende la secuencia polinucleotidica
de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que comprende hasta 10
(p. €., 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de nucledtidos. En algunas realizaciones, la NPL
proporcionada en la presente memoria se utiliza en el método de ediciéon de una CMH in vivo, en donde la
NPL comprende lipido 15, un grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de

CMH que comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3,
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donde el dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:7 y un dominio
VL que comprende las secuencias de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8 y una carga util que comprende uno o mas acidos
nucleicos que codifican componentes de un sistema de edicién génica dirigido a un locus (o loci) en donde
la edicion génica da lugar a un aumento de HbF para el tratamiento de la enfermedad de células falciformes
0 beta-talasemia. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana esta dentro del potenciador
eritroide de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana esta dentro de una
secuencia polinucleotidica en el intron-2 del gen BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de
nucledtidos diana estd dentro de una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y
aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de BCL11A. En
determinadas realizaciones, la secuencia de nuclettidos diana esta dentro de una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de
BCL11A, o una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos
diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb,
300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de
la posicidn del nucledtido a +55 kb, +58 kb 0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacion
de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleotidos diana comprende la secuencia
polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que
comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de nucleétidos. En algunas
realizaciones, la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria se utiliza para editar células CMH
in vivo. En algunas realizaciones, la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria se suministra a
un sujeto con enfermedad para ediciébn génica in vivo y tratamiento de la enfermedad. En algunas
realizaciones, la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria se administra a un sujeto con
enfermedad de células falciformes o beta-talasemia para edicion génica in vivo y tratamiento del sujeto. En
algunas realizaciones, el uso de la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria para el
tratamiento de la enfermedad de células falciformes en un sujeto es seguro y eficaz. En algunas
realizaciones, el uso de la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria para el tratamiento de la
beta-talasemia en un sujeto es seguro y eficaz.

Las composiciones terapéuticas y/o profilacticas descritas en la presente memoria se pueden
administrar a un sujeto usando cualquier cantidad razonable y cualquier via de administracion eficaz para
prevenir, tratar, diagnosticar u obtener imagenes de una enfermedad y/o cualquier otro fin. La cantidad
especifica administrada a un sujeto determinado puede variar en funcién de la especie, la edad y el estado
general del sujeto, el objeto de la administracion, la composicion particular, el modo de administracion y
similares. Las composiciones de acuerdo con la presente descripcion se pueden formular en forma

farmacéutica unitaria para facilitar la administracion y uniformidad de dosificacién. Se entendera, sin
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embargo, que el uso diario total de una composicion de la presente descripcion sera decidido por un médico
tratante dentro del alcance del buen criterio médico.

Una composicién de NPL que incluye uno o mas ARNm puede administrarse por diversas vias, por
ejemplo, por via oral, por via intravenosa, por via intramuscular, por via intraarterial, por via intramedular,
por via intratecal, por via subcutanea, por via intraventricular, por via trans o intradérmica, por via
intradérmica, por via rectal, por via intravaginal, por via intraperitoneal, por via tdpica, por via mucosa, por
via nasal, por via intratumoral. En determinadas realizaciones, una composicion de NPL se puede
administrar por via intravenosa, por via intramuscular, por via intradérmica, por via intraarterial, por via
intratumoral o por via subcutanea. Sin embargo, la presente descripcion abarca la administracién de
composiciones de NPL de la invencion por cualquier via adecuada teniendo en cuenta los probables
avances en la ciencia de la administracion de farmacos. En general, la via de administracion mas adecuada
dependera de diversos factores, incluida la naturaleza de la composicién de NPL que incluye uno o mas
ARNmM (p. €j., su estabilidad en diversos entornos corporales tales como el torrente sanguineo y el tubo
digestivo), el estado del paciente (p. ej., si el paciente es capaz de tolerar determinadas vias de
administracion), etc.

Las composiciones de NPL que incluyen uno o mas ARNm se pueden usar en combinacién con
uno o mas agentes terapéuticos, profilacticos, de diagnostico o de imagenes adicionales. Por "en
combinacion con", no se pretende implicar que los agentes deban administrarse al mismo tiempo y/o
formularse para su administracion juntos, aunque estos métodos de administracion estan dentro del
alcance de la presente descripcion. Por ejemplo, se pueden administrar en combinacion una o mas
composiciones de NPL que incluyen uno o mas ARNm diferentes. Las composiciones se pueden
administrar simultaneamente con, antes o después de, una o mas terapias o procedimientos médicos
deseados adicionales. En general, cada agente se administrara en una dosis y/o en un horario determinado
para ese agente. En algunas realizaciones, la presente descripcion abarca el suministro de composiciones
de la invencién, o composiciones de captura de imagenes, de diagnoéstico o profilacticas de los mismos, en
combinacion con agentes que mejoran su biodisponibilidad, reducen y/o modifican su metabolismo, inhiben
su excrecion y/o modifican su distribucion dentro del organismo.

Se apreciara ademas que los agentes activos terapéuticamente, profilacticamente, de diagndstico
o de captura de imagenes utilizados en combinacion pueden administrarse juntos en una Gnica compaosicion
o administrarse por separado en diferentes composiciones. En general, se espera que los agentes
utilizados en combinacion se utilicen en niveles que no superen los niveles en los que se utilizan
individualmente. En algunas realizaciones, los niveles utilizados en combinacion pueden ser mas bajos que
los utilizados individualmente.

La combinacioén particular de terapias (medicamentos o procedimientos) que se va a emplear en
un régimen combinado tendra en cuenta la compatibilidad de los medicamentos y/o procedimientos
deseados y el efecto terapéutico deseado que se debe lograr. También se apreciara que las terapias

empleadas pueden lograr un efecto deseado para la misma enfermedad (por ejemplo, una compaosicién (til
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para tratar el cancer puede administrarse simultaneamente con un agente quimioterapéutico) o pueden
lograr efectos diferentes (p. €j., control de cualquier efecto adverso).
VIIl. METODOS DE TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES ASOCIADAS CON CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

La presente descripcion proporciona métodos para tratar una enfermedad en un sujeto mediante
la administracion de una carga util que codifica uno 0 mas acidos nucleicos (p. €j., un sistema de edicion
génica, p. €j., una nucleasa dirigida y, opcionalmente, un ARN guia) a CMH in vivo en un sujeto, tratando
de este modo la enfermedad. En algunas realizaciones, el suministro de una carga Gtil que comprende uno
0 mas &cidos nucleicos que codifican una nucleasa dirigida a CMH in vivo en un sujeto puede dar lugar a
la modificacion de una diana biolégica. En algunas realizaciones, los métodos proporcionados en la
presente memoria incluyen el suministro de una carga util que comprende ademas un ARN guia. En
algunas realizaciones, el suministro de una carga util puede dar lugar al silenciamiento de una diana
bioldgica. La diana bioldgica puede estar asociada con una enfermedad que se va a tratar mediante los
métodos descritos en la presente memoria. Cualquier descripcion en la presente memoria de un método
para tratar una enfermedad debe interpretarse también como una descripciébn de una NPL 0 una
composicién farmacéutica que comprende dicho NPL para su uso en dichos métodos.

En algunos aspectos, se proporcionan métodos de tratamiento, alivio o prevencién de un sintoma
de una enfermedad en un sujeto que lo necesite. En algunas realizaciones, el método comprende
administrar al sujeto una nanoparticula lipidica (NPL) proporcionada en la presente memoria. Las
composiciones de NPL de la invencion pueden ser Utiles para tratar una enfermedad caracterizada por
actividad proteica o polipeptidica ausente o aberrante en CMH o células diferenciadas de CMH (p. ej.,
monocitos, neutrdéfilos, plaquetas, glébulos rojos y células inmunitarias, tales como linfocitos citoliticos
naturales (NK), linfocitos B, linfocitos T y similares). Tras el suministro de uno o mas acidos nucleicos que
codifican un sistema de edicion génica a las CMH del sujeto, la expresion del sistema de edicién génica
puede inducir una modificacién genética en las CMH, de modo que se reduce o elimina un problema
causado por la ausencia de actividad o actividad aberrante causada por el polipéptido. La modificacién
genética puede modificar el gen que codifica la proteina ausente o aberrante, por ejemplo, para corregir
una mutacién en una secuencia codificante de proteinas del gen o para modificar una secuencia reguladora
asociada con el gen para aumentar la expresion de la proteina funcional nativa. En algunos casos, la
modificacién genética puede reemplazar un gen que codifica la proteina ausente o aberrante, por ejemplo,
insertando un transgén que codifica un gen que codifica la proteina nativa. Cualquier sistema de edicién
génica conocido en la técnica o descrito en la presente memoria puede usarse en los métodos de
tratamiento descritos en la presente memoria.

Las enfermedades caracterizadas por una actividad proteica o polipeptidica disfuncional o
aberrante para las que se puede administrar una composicion de la invencion incluyen, pero sin limitacion,
una hemopatia, hemoglobinopatia, una inmunodeficiencia primaria (IDP), una citopenia congénita, una
hemofilia, una trombofilia, una metabolopatia congénita o una neuropatia. En algunas realizaciones, la
hemopatia es una a-hemoglobinopatia, una B-hemoglobinopatia (p. €j., B-talasemia) o enfermedad de

células falciformes. En algunas realizaciones, la IDP puede comprender, por ejemplo, una
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inmunodeficiencia combinada grave (IDCG), sindrome de Wiskott-Aldrich, enfermedad granulomatosa
cronica, inmunodesregulacioén, poliendocrinopatia, enteropatia ligada al cromosoma X (IPEX), un sindrome
de hiperlgM o0 agammaglobulinemia ligada al cromosoma X. En algunas realizaciones, la IDCG es Artemis-
IDCG (ART-IDCG), IDCG con gen activador de recombinacion (RAG-IDCG), IDCG ligada al cromosoma X
(X-IDCG), IDCG con deficiencia de adenosina desaminasa, IDCG con deficiencia del receptor de
interleucina 7 o JAK3 IDCG. En algunas realizaciones, la citopenia congénita es anemia de Fanconia,
sindrome de Shwachman-Diamond, anemia de Blackfan-Diamond, disqueratosis congénita,
trombocitopenia amegacariocitica congénita o disgenesia reticular. En algunas realizaciones, la hemofilia
es la hemofilia A, hemofilia B o hemofilia C. En algunas realizaciones, la trombofilia es trombocitopenia
amegacariocitica o deficiencia de factor X. En algunas realizaciones, la metabolopatia congénita es la
fenilcetonuria, deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena media (MCAD), una enfermedad de
almacenamiento lisosémico, un trastorno de almacenamiento del glucégeno, un trastorno peroxisémico,
enfermedad de Fabry, enfermedad de Gaucher, sindrome de Hurler, sindrome de Hunter, enfermedad de
Wolman o deficiencia de piruvato cinasa. En algunas realizaciones, el trastorno peroxisémico es la
adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X. En algunas realizaciones, la enfermedad por almacenamiento
lisos6mico es la leucodistrofia metacromatica, mucopolisacaridosis | 0 mucopolisacaridosis Il. En algunas
realizaciones, la neuropatia es la ataxia de Friedrich. En algunas realizaciones, la enfermedad virica es el
VIH/SIDA.

Mdultiples enfermedades pueden caracterizarse por la ausencia (o disminucion sustancial, de modo
gue no se produce una funcién proteica adecuada) de la actividad proteica. Estas proteinas pueden no
estar presentes o pueden ser esencialmente no funcionales. En algunas realizaciones, la carga (util
suministrada por la nanoparticula lipidica dirigida a las CMH comprende una nucleasa dirigida que da lugar
al tratamiento de enfermedades humanas. Por ejemplo, las f-hemoglobinopatias, tales como la anemia de
células falciformes y la B-talasemia, son causadas por mutaciones en el gen de B-globina (HBB) que da
lugar a una hemoglobina HbA en adultos mas baja de lo normal (un heterotetramero formado por dos
subunidades de a-globina y dos de -globina) y/o la produccién de hemoglobina anémala (p. ej., HbS, un
heterotetramero de dos subunidades de a-globina y dos de B-globina aberrantes). Una forma alternativa
de hemoglobina es la hemoglobina fetal (HbF), un heterotetramero compuesto por dos subunidades de a-
globina y dos de y-globina. A lo largo de la vida posnatal, la expresién de los genes HBG (HBG1 y HBG?2),
que codifican la y-globina, es suprimida por los factores silenciadores 11A de linfoma de linfocitos B
(BCL11A), factor 1 de tipo Krippel (KLF1) y ZBTB7A. Sin pretender quedar ligados a teoria alguna, las
modificaciones genéticas que alteran o silencian el gen BCL11A en CMH puede dar lugar al desarrollo de
eritrocitos que expresan los genes HBG1 y/o HBG2 que codifican y-globina y producen HbF, restaurando
de este modo la funcién de la hemoglobina en células que de otro modo podrian haber expresado (3-globina
aberrante y/o cantidades insuficientes de 3-globina normal. Por ejemplo, la alteracion de una o mas de las
secuencias potenciadoras intrénicas especificas de eritroides de BCL11A presentes en el intr6n-2 del gen
BCL11A (denominado en la presente memoria "el potenciador eritroide de BCL11A") puede dar lugar a una

disminucién de la expresion y actividad de la proteina BLC11Ay, por tanto, un aumento de la expresion de
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HbF en los glébulos rojos. La expresién "potenciador eritroide de BCL11A" se refiere a un polinucle6tido
gue comprende una o mas de las secuencias potenciadoras de eritroides de BCL11A en el intron-2, la
region intronica entre el exén 2 y el exdn 3 del gen BCL11A. Las secuencias potenciadoras de eritroides
de BCL11A incluyen, por ejemplo, las secuencias de nucleétidos a distancias de aproximadamente +55
kilobases (kb) a aproximadamente +62 kb (p. ej., a aproximadamente +55 kb, aproximadamente +58 kb y/o
aproximadamente +62 kb) nucleétidos corriente abajo (en la direccion 3) del sitio de inicio de la
transcripcion BCL11A. Se describen con mas detalle secuencias potenciadoras de eritroides de BCL11A,
por ejemplo, en Bauer et al. (201“. "An erythroid enhancer of BCL11A subject to genetic variation determines
fetal hemoglobin lev’l". Science 342.6155: 253-257), Lettre y Bauer (201". "Fetal haemoglobin in sickle-cell
disease: from genetic epidemiology to new therapeutic strategi”s". The Lancet 387.10037: 2554-2564) y
Antoniani et al. (201“. "Concise review: epigenetic regulation of hematopoiesis: biological insights and
therapeutic applications". Stem cells translational medicine 6.12: 2106-2114).

El potenciador eritroide de BCL11A incluye secuencias de polinucleétidos en el intrén-2 del gen de
BCL11A. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el potenciador eritroide de BCL11A comprende una
secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo (en
direccion 3") del punto de inicio de la transcripcién (TSS) de BCL11A. En determinadas realizaciones, el
potenciador eritroide de BCL11A comprende una secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente
+54 kb y aproximadamente +56 kb, un polinucleétido de entre aproximadamente +57kb vy
aproximadamente +59 kb o un polinucleétido de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente
+63 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o cualquier combinacién de los mismos. En determinadas
realizaciones, el potenciador eritroide de BCL11A comprende una secuencia polinucleotidica entre
aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb cadena abajo del TSS de BCL11A. En determinadas
realizaciones, el potenciador eritroide de BCL11A comprende una secuencia polinucleotidica entre
aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb cadena abajo del TSS de BCL11A. En determinadas
realizaciones, el potenciador eritroide de BCL11A comprende una secuencia polinucleotidica entre
aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de BCL11A. En algunas
realizaciones, el potenciador eritroide de BCL11A comprende una secuencia polinucleotidica a una
distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb,
1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicion del nucleétido a +55 kb, +58 kb o +62 kb cadena
abajo del TSS de BCL11A, o una combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones, el
potenciador eritroide de BCL11A comprende una secuencia polinucleotidica a una distancia de
aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb,
1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicion del nucleétido a +55 kb cadena abajo del TSS de BCL11A. En
determinadas realizaciones, el potenciador eritroide de BCL11A comprende una secuencia polinucleotidica
a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb,
900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicién del nucleétido a +58 kb cadena abajo
del TSS de BCL11A. En determinadas realizaciones, el potenciador eritroide de BCL11A comprende una

secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb,
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600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicion del nucleétido
a +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A. En determinadas realizaciones, el potenciador eritroide de
BCL11A comprende la secuencia polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o
una variante de la misma que comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) sustituciones de
nucledtidos.

En algunas realizaciones, el suministro de nanoparticulas lipidicas dirigidas a las CMH da lugar a
una edicién dirigida del potenciador eritroide de BCL11A (p. €j., ediciéon de una secuencia polinucleotidica
en el intron-2 del gen BCL11A, p. €j., supresion, insercion o sustitucién de uno o méas polinucledétidos entre
aproximadamente +54 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcion
(TSS) de BCL11A, p.ej., supresion, insercién o sustitucion de uno o mas polinuclettidos entre
aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, un polinucleétido de entre aproximadamente +57 kb
y aproximadamente +59 kb o un polinucleétido de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente
+63 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o cualquier combinacion de los mismos) para el tratamiento de
B-hemoglobinopatias. En determinadas realizaciones, el suministro de nanoparticulas lipidicas dirigidas a
las CMH da lugar a la edicidn dirigida de una o mas secuencias de nucleétidos de potenciadores eritroides
de BCL11A en el intrén-2 del gen BCL11A (p. ej., supresion, insercién o sustitucion de uno o mas
polinucledtidos entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio
de la transcripcion (TSS) de BCL11A, p. ej., supresion, insercion o sustitucion de uno o mas polinucleétidos
entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, un polinucleétido de entre aproximadamente
+57 kb y aproximadamente +59kb o un polinucledtido de entre aproximadamente +62kb y
aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacion de los mismos), lo que da
lugar a una disminucién de la expresion del gen BCL11A (p. €j., una reduccion de ARNm de BCL11A y/o
proteina) y/o una reduccién de la hemoglobina fetal.

La presente descripcion proporciona un método para tratar dichas enfermedades en un sujeto
mediante la administracion de una composicion de NPL que comprende un lipido catiénico ionizable, un
conjugado que comprende la siguiente estructura: [Lipido] — [conector opcional] — [grupo de
direccionamiento a CMH] y uno o mas &cidos nucleicos que codifican un sistema de edicion génica (p. €j.,
un ARNm que codifica una nucleasa dirigida, un editor de bases quimicas, un editor de calidad o un editor
epigendmico y, opcionalmente, un ARNg o un ARNgec), en donde el sistema de ediciébn génica esta
configurado para dirigirse a una diana y modificar una secuencia de nucleétidos diana asociada con la
enfermedad particular que se va a tratar.

Las composiciones terapéuticas y/o profilacticas descritas en la presente memoria se pueden
administrar a un sujeto usando cualquier cantidad razonable y cualquier via de administracion eficaz para
prevenir, tratar, diagnosticar u obtener imagenes de una enfermedad y/o cualquier otro fin. La cantidad
especifica administrada a un sujeto determinado puede variar en funcién de la especie, la edad y el estado
general del sujeto, el objeto de la administracién, la composicion particular, el modo de administracién y
similares. Las composiciones de acuerdo con la presente descripcion se pueden formular en forma

farmacéutica unitaria para facilitar la administracion y uniformidad de dosificacién. Se entendera, sin
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embargo, que el uso diario total de una composicion de la presente descripcion sera decidido por un médico
tratante dentro del alcance del buen criterio médico.

Una composicién de NPL que incluye uno o mas acidos nucleicos puede administrarse por diversas
vias, por ejemplo, por via intravenosa, por via intraésea (en la médula Osea), por via oral, por via
intramuscular, por via intraarterial, por via trans o intradérmica, por via intradérmica, por via rectal, por via
intraperitoneal o por via mucosa. En algunas realizaciones, una composicién de NPL se puede administrar
por via intravenosa, intradsea o intraarterial. En determinadas realizaciones, una composicién de NPL se
puede administrar por via intravenosa o intraarterial durante o después de la administracion de un agente
de movilizacion de CMH (p. ej., plerixafor y/o G-CSF). Sin embargo, la presente descripcion abarca la
administracion de composiciones de NPL de la invencién por cualquier via adecuada teniendo en cuenta
los probables avances en la ciencia de la administracién de farmacos. En general, la via de administracion
mas adecuada dependerd de diversos factores, incluida la naturaleza de la composicion de NPL, la
enfermedad que se va a tratar, el estado del paciente (p. €j., si el paciente es capaz de tolerar determinadas
vias de administracién), etc.

Las composiciones de NPL que incluyen uno o mas ARNm se pueden usar en combinacién con
uno o mas agentes terapéuticos, profilacticos, de diagnostico o de imagenes adicionales. Por "en
combinacion con", no se pretende implicar que los agentes deban administrarse al mismo tiempo y/o
formularse para su administracion juntos, aunque estos métodos de administracion estan dentro del
alcance de la presente descripcion. Por ejemplo, se pueden administrar en combinacion una o mas
composiciones de NPL que incluyen uno o mas ARNm diferentes. Las composiciones se pueden
administrar simultaneamente con, antes o después de, una 0 mas terapias o procedimientos médicos
deseados adicionales. En general, cada agente se administrara en una dosis y/o en un horario determinado
para ese agente. En algunas realizaciones, la presente descripcion abarca el suministro de composiciones
de la invencion, o composiciones de captura de imagenes, de diagnéstico o profilacticas de los mismos, en
combinacion con agentes que mejoran su biodisponibilidad, reducen y/o modifican su metabolismo, inhiben
su excrecion y/o modifican su distribucion dentro del organismo.

Se apreciard ademas que los agentes activos terapéuticamente, profilacticamente, de diagndstico
o de captura de imagenes utilizados en combinacion pueden administrarse juntos en una Gnica composicion
o administrarse por separado en diferentes composiciones. En general, se espera que los agentes
utilizados en combinacién se utilicen en niveles que no superen los niveles en los que se utilizan
individualmente. En algunas realizaciones, los niveles utilizados en combinacién pueden ser mas bajos que
los utilizados individualmente.

La combinacién particular de terapias (medicamentos o procedimientos) que se va a emplear en
un régimen combinado tendra en cuenta la compatibilidad de los medicamentos y/o procedimientos
deseados y el efecto terapéutico deseado que se debe lograr. También se apreciard que las terapias
empleadas pueden lograr un efecto deseado para la misma enfermedad o pueden lograr efectos diferentes

(p. €j., control de cualquier efecto adverso).
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En algun aspecto, se proporcionan métodos de tratamiento, alivio o prevencion de un sintoma de
una enfermedad en un sujeto que lo necesite. En algunas realizaciones, el método comprende administrar
al sujeto una nanoparticula lipidica (NPL) para suministrar un &cido nucleico a una célula madre
hematopoyética (CMH) in vivo en el sujeto. En algunas realizaciones, la NPL comprende un lipido catidnico
ionizable. En algunas realizaciones, la NPL comprende un conjugado que comprende la siguiente
estructura: [Lipido] — [conector opcional] — [grupo de direccionamiento a CMH]. En determinadas
realizaciones, la NPL comprende un conjugado de lipido-anticuerpo que comprende la siguiente estructura:
[Lipido] — [conector opcional] — [anticuerpo], en donde el anticuerpo se une a CD105 y/o CD117. En algunas
realizaciones, el anticuerpo que se une a CD117 es Abl. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se
une a CD117 es Ab2. En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une a CD105 es Ab3. En algunas
realizaciones, la NPL comprende un esterol u otro lipido estructural. En algunas realizaciones, la NPL
comprende un fosfolipido neutro. En algunas realizaciones, la NPL comprende un lipido con polietilenglicol
(PEG) libre. En algunas realizaciones, la NPL comprende uno o mas acidos nucleicos que codifican un
sistema de edicion génica. En determinadas realizaciones, el o los acidos nucleicos comprenden un ARNm
que codifica una nucleasa dirigida, un editor de bases quimicas, un editor de calidad o un editor
epigenémico y, opcionalmente, un ARNg o un ARNgec. En una realizacién, el o los &cidos nucleicos
comprenden un ARNm que codifica una nucleasa Cas y un ARN guia.

En algunas realizaciones, el sistema de edicion génica induce una modificacion genética en uno o
mas genes dentro del CMH, tratando de este modo la enfermedad. En algunas realizaciones, un aspecto
de la descripcion se refiere a una NPL o una composicion farmacéutica que la contiene, como se describe
en la presente memoria, para su uso en un método de tratamiento, alivio o prevencién de un sintoma de
una enfermedad en un sujeto que lo necesite. Una enfermedad puede ser como se describe en la presente
memoria. En algunas realizaciones, un método como se describe en la presente memoria puede
comprender poner en contacto una CMH in vivo en un sujeto con una NPL descrita en la presente memoria.

En algunas realizaciones, la NPL proporciona al menos uno de los siguientes beneficios:

(i) mayor especificidad de suministro del acido nucleico en la CMH en comparacion con una NPL
de referencia;

(i) mayor tasa de transfeccién en comparacién con una NPL de referencia;

(iii) la NPL se puede administrar en una dosis mas baja en comparacion con una NPL de referencia
para alcanzar la misma eficacia de tratamiento;

(iv) un nivel bajo de ARNm accesible al colorante (<15 %) y altas eficiencias de encapsulacién de
ARN, en donde se recuperé al menos el 80 % del ARNm en la formulacion final con respecto al ARN total
usado en la preparacion del lote de NPL; y

(v) reduccién de la aparicion y/o la gravedad de un sintoma de la enfermedad en el sujeto.

Las NPL proporcionadas en la presente memoria son Utiles para el tratamiento de cualquier
enfermedad asociada a células madre hematopoyéticas (CMH) o para la que la terapia de reemplazo de
CMH puede servir como un método de tratamiento viable. En algunas realizaciones, la enfermedad es una

hemopatia. En determinadas realizaciones, la enfermedad es una hemoglobinopatia, una
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inmunodeficiencia primaria (IDP), una citopenia congénita, una hemofilia, una trombofilia, una
metabolopatia congénita o una neuropatia.

En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método para tratar una a-
hemoglobinopatia 0 una B-hemoglobinopatia. En algunas realizaciones, en la presente memoria se
proporciona un método para tratar una a-hemoglobinopatia. En algunas realizaciones, en la presente
memoria se proporciona un método para tratar una -hemoglobinopatia. En determinadas realizaciones, la
B-hemoglobinopatia es una B-talasemia. En determinadas realizaciones, la p-hemoglobinopatia es la
enfermedad de células falciformes. En algunas realizaciones, la administracion de las NPL da lugar a uno
0 mas de: (V) insercion de un transgén de HBB, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del
sujeto; b) aumento de la expresién de B-globina en el sujeto; b) una mayor cantidad de hemoglobina a232
de los adultos (HbA) en el sujeto; c) insercidon de un transgén de HBG1, o un fragmento del mismo, en al
menos una CMH del sujeto; d) insercion de un transgén de HBG2, o un fragmento del mismo, en al menos
una CMH del sujeto; e) aumento de la expresion de y-globina en el sujeto; f) una mayor cantidad de
hemoglobina fetal (HbF) a2y2 en el sujeto; g) alteracion del gen de HBAL, el gen de HBA2, o0 una
combinacion de los mismos, en al menos una CMH del sujeto; h) disminucién de la expresion de a-globina
en el sujeto; e i) una menor cantidad de heterotetrAmeros de a-globina a4 en el sujeto. En algunas
realizaciones, el método comprende la administracion de una NPL descrita en la presente memoria al
sujeto, en donde la NPL comprende uno o mas acidos nucleicos que codifican un sistema de edicién génica
configurado para inducir una modificacion genética en una secuencia de nucleétidos diana en las CMH. En
algunas realizaciones, la NPL comprende un ARNm que codifica una nucleasa Cas y un ARNg que
comprende una secuencia de nucledtidos que confiere unién a una secuencia de nucleétidos diana (p. €j.,
un ARNg que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 80 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 % o un 100 % de identidad con al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al
menos 19 o al menos 20 nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucle6tidos diana). En determinadas
realizaciones en donde la enfermedad es B-talasemia o enfermedad de células falciformes, la secuencia
de nucleodtidos diana comprende al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al
menos 20 nucledtidos consecutivos y esta situada dentro de la region codificante del gen, la regién intronica
asociada al gen, la regién exdnica asociada al gen, la regién 5' no traducible asociada a un gen o la region
3'no traducible asociada al gen, en donde el gen es el gen HBB, el gen HBGL1, el gen HBG2, el gen HBAL,
el gen HBA2, el gen HBD, el gen BCL11A, el gen BACH2, el gen KLF1 o el gen LRF. En determinadas
realizaciones en donde la enfermedad es B-talasemia 0 enfermedad de células falciformes, la secuencia
de nucledtidos diana comprende al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al
menos 20 nucledtidos consecutivos y esta situada dentro de la region reguladora del gen, en donde el gen
es el gen HBB, el gen HBG1, el gen HBG2, el gen HBA1, el gen HBA2, el gen HBD, el gen BCL11A, el gen
BACH?2, el gen KLF1 o el gen LRF. En determinadas realizaciones en donde la enfermedad es B-talasemia
o enfermedad de células falciformes, la secuencia de nucleétidos diana comprende al menos 15, al menos
16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al menos 20 nucleétidos consecutivos y esta situada dentro

de la region potenciadora del gen o dentro de la regién represora del gen, en donde el gen es el gen HBB,
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el gen HBGL1, el gen HBG2, el gen HBAL, el gen HBA2, el gen HBD, el gen BCL11A, el gen BACH2, el gen
KLF1 o el gen LRF. En determinadas realizaciones en donde la enfermedad es B-talasemia o enfermedad
de células falciformes, la secuencia de nucle6tidos diana comprende al menos 15, al menos 16, al menos
17, al menos 18, al menos 19 o al menos 20 nucle6tidos consecutivos dentro del gen BCL11A. En
determinadas realizaciones en donde la enfermedad es B-talasemia o enfermedad de células falciformes,
la secuencia de nucleétidos diana comprende al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al
menos 19 o al menos 20 nucledétidos consecutivos y esta situada dentro de una secuencia polinucleotidica
en el intron-2 del gen BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos diana
comprende al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al menos 20 nucleotidos
consecutivos y esta situada dentro de una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y
aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcién (TSS) de BCL11A. En
determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende al menos 15, al menos 16, al
menos 17, al menos 18, al menos 19 o al menos 20 nucle6tidos consecutivos y esta situada dentro de una
secuencia polinucleotidica de entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de
BCL11A, o una combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos
diana comprende al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o al menos 20
nucledtidos consecutivos y esta situada dentro de una secuencia polinucleotidica a una distancia de
aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb,
1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de la posicién del nucleétido a +55 kb, +58 kb 0 +62 kb cadena abajo del
TSS de BCL11A, o una combinacién de los mismos. En determinadas realizaciones en donde la
enfermedad es B-talasemia o enfermedad de células falciformes, la secuencia de nucleétidos diana
comprende al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19 o los 20 nucleotidos
consecutivos situados dentro de la secuencia polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID
NO: 62), o una variante de la misma que comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10)
sustituciones de nucleétidos. En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método
para tratar la enfermedad de células falciformes.

En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método para tratar una
enfermedad, donde la enfermedad es una IDP. En algunas realizaciones, la IDP es una inmunodeficiencia
combinada grave (IDCG), sindrome de Wiskott-Aldrich, enfermedad granulomatosa croénica,
inmunodesregulacién, poliendocrinopatia, enteropatia ligada al cromosoma X (IPEX), un sindrome de
hiperlgM o agammaglobulinemia ligada al cromosoma X. En algunas realizaciones, la IDP es una IDCG.
En algunas realizaciones, la IDCG es Artemis-IDCG (ART-IDCG), IDCG con gen activador de
recombinacion (RAG-IDCG), IDCG ligada al cromosoma X (X-IDCG), IDCG con deficiencia de adenosina
desaminasa, IDCG con deficiencia del receptor de interleucina 7 o0 JAK3 IDCG. En algunas realizaciones,
la IDCG es ART-IDCG, y en donde la administracion de la NPL da lugar a la inserciéon de un transgén

DCLREIC, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del sujeto; aumento de la expresion de la
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proteina Artemis funcional en el sujeto; o una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, la
IDCG es RAG-IDCG, y en donde la administracién de la NPL da lugar a la insercién de un transgén RAG1
o un transgén RAGZ2, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del sujeto; aumento de la expresién
de proteina RAGL1 funcional o proteina RAG2 en el sujeto; o una combinacion de los mismos. En algunas
realizaciones, la IDCG es X-IDCG, y en donde la administracién de la NPL da lugar a la insercién de un
transgén IL2RG, o un fragmento del mismo, en al menos una CMH del sujeto; aumento de la expresion de
la proteina IL2RG funcional en el sujeto; o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, la
IDP es el sindrome de Wiskott-Aldrich. En algunas realizaciones, la IDP es el sindrome de Wiskott-Aldrich,
y en donde la administracion de la NPL da lugar a la insercion de un transgén WAS, o un fragmento del
mismo, en al menos una CMH del sujeto; aumento de la expresion de la proteina WASP funcional en el
sujeto; o una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, la IDP es una enfermedad
granulomatosa crénica. En algunas realizaciones, la IDP es una enfermedad granulomatosa cronica ligada
al cromosoma X. En algunas realizaciones, la IDP es una enfermedad granulomatosa crénica, y en donde
la administracién de la NPL da lugar a uno o mas de (i) insercién de un transgén CYBA, un transgén CYBB,
un transgén NCF1, transgén FNC2 o un transgén NCF4, o un fragmento de los mismos, en al menos una
CMH del sujeto; (ii) introduccién de una mutacion puntual 676C>T en el gen CYBB de al menos una CMH
en el sujeto; (iii) aumento de la expresion de la proteina CYBA funcional, proteina CYBB, proteina NCF1,
proteina NCF2 o proteina NCF4 en el sujeto; y (v) un aumento de la cantidad de complejo enzimatico de
NADPH oxidasa funcional en el sujeto. En algunas realizaciones, la IDP es IPEX. En algunas realizaciones,
la IPD es IPEX, y en donde la administracion de la NPL da lugar a la insercion de un transgén FOXP3, o
un fragmento del mismo, en al menos una CMH del sujeto; aumento de la expresion de la proteina FOXP3
funcional en el sujeto; o una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, la IDP es el sindrome
de hiperlgM. En algunas realizaciones, la IDP es un sindrome de hiperlgM, y en donde la administracion
de NPL da lugar a uno o mas de (i) insercion de un transgén AICDA, un transgén UNG, transgén CD40 o
un transgén CD40LG, o un fragmento de los mismos, en al menos una CMH del sujeto; (ii) aumento de la
expresion de la proteina AICDA funcional, proteina UNG, proteina CD40 o proteina CD40LG en el sujeto;
(iii) una reduccion de la cantidad de anticuerpos IgM en el sujeto; y (iv) un aumento de la cantidad de
anticuerpos IgG, IgA o IgE en el sujeto.

En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método para tratar una
enfermedad, donde la enfermedad es una citopenia congénita. En algunas realizaciones, la citopenia
congénita es anemia de Fanconia, sindrome de Shwachman-Diamond, anemia de Blackfan-Diamond,
disqueratosis congénita, trombocitopenia amegacariocitica congénita o disgenesia reticular. En algunas
realizaciones, la citopenia congénita es anemia de Fanconia, y en donde la administracion de NPL da lugar
a la insercion de uno o mas genes FANC, o un fragmento de los mismos, en al menos una CMH en el
sujeto; aumento de la expresion de una o mas proteinas FANC funcionales en el sujeto; 0 una combinacion
de los mismos. En algunas realizaciones, la citopenia congénita es anemia de Fanconia, y en donde la

administracion de la NPL da insercién de un transgén FANCA, o un fragmento del mismo, en al menos una
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CMH del sujeto; aumento de la expresion de FANCA funcional en el sujeto; o una combinacién de los
mismos.

En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método para tratar una
enfermedad, donde la enfermedad es una hemofilia. En algunas realizaciones, la hemofilia es la hemofilia
A, hemofilia B o hemofilia C. En algunas realizaciones, la enfermedad es una hemofilia, y en donde la
administracion de NPL da lugar a (i) la insercion de un transgén F8, un transgén F9 o un F11, o un fragmento
de los mismos, en al menos una CMH del sujeto; (ii) aumento de la expresién de la proteina del factor VIII
funcional, proteina del factor IX o proteina del factor XI en el sujeto; y (iii) aumento de la coagulaciéon
sanguinea en el sujeto.

En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método para tratar una
enfermedad, donde la enfermedad es una trombofilia. En algunas realizaciones, la trombofilia es
trombocitopenia amegacariocitica o deficiencia de factor X. En algunas realizaciones, la enfermedad es
una trombofilia, y en donde la administracién de NPL da lugar a uno o mas de (i) la insercion de un transgén
F5, un transgén F2, un transgén que codifica antitrombina lll, un transgén que codifica la proteina C o un
transgén que codifica la proteina S, o un fragmento de los mismos, en al menos una CMH del sujeto; (ii)
aumento de la expresion de la proteina del factor V funcional, proteina del factor Il, proteina antitrombina
I, proteina C o proteina S en el sujeto; y (iii) reduccion de la coagulacion sanguinea en el sujeto.

En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método para tratar una
enfermedad, donde la enfermedad es una metabolopatia congénita. En algunas realizaciones, la
metabolopatia congénita es la fenilcetonuria, deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena media
(MCAD), una enfermedad de almacenamiento lisosémico, un trastorno de almacenamiento del glucégeno,
un trastorno peroxisémico, enfermedad de Fabry, enfermedad de Gaucher, sindrome de Hurler, sindrome
de Hunter, enfermedad de Wolman o deficiencia de piruvato cinasa. En algunas realizaciones, el trastorno
peroxisémico es la adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X. En algunas realizaciones, la enfermedad
por almacenamiento lisosémico es la leucodistrofia metacromética, mucopolisacaridosis | o
mucopolisacaridosis II.

En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método para tratar una
enfermedad, donde la enfermedad es una neuropatia. En algunas realizaciones, la neuropatia es la ataxia
de Friedrich.

En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporciona un método para tratar una
enfermedad, donde la enfermedad es una enfermedad virica. En algunas realizaciones, la enfermedad
virica es el VIH/SIDA. En algunas realizaciones, la enfermedad virica es VIH/SIDA, y en donde la
administracion de la NPL previene la infeccion por VIH, progresion del VIH/SIDA, o una combinacion de los
mismos.

Las NPL descritas en la presente descripcion son adecuados para los métodos descritos.

En algunas realizaciones, los métodos de tratamiento proporcionados en la presente memoria
comprenden administrar una NPL que comprende lipido 15, un grupo de direccionamiento a CMH que se

une a un antigeno de superficie de CMH que comprende un dominio VH que comprende las secuencias de
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CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el dominio VH tiene al menos un 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 %
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 y un dominio VL
que comprende las secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL tiene al menos un 85,
90, 95, 96, 97, 98, 99 0 99.5 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 8 y una carga Util gue comprende uno o mas acidos nucleicos que codifican componentes de
un sistema de edicién génica dirigido a un locus (o loci) en donde la edicién génica da lugar a un aumento
de HbF para el tratamiento de la enfermedad de células falciformes o beta-talasemia. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana esta dentro del potenciador eritroide de BCL11A. En
determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana estid dentro de una secuencia
polinucleotidica en el intrén-2 del gen BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos
diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente
+63 kb cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcion (TSS) de BCL11A. En determinadas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica de entre
aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, una secuencia polinucleotidica de entre
aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o una secuencia polinucleotidica de entre
aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una
combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana estéa dentro
de una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb,
500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb o0 1.5 kb de la posicién del
nucledtido a +55 kb, +58 kb o0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacién de los mismos.
En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende la secuencia polinucleotidica
de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que comprende hasta 10
(p-€j.,1,2,3,4,5, 6,7, 8,9 0 10) sustituciones de nucleétidos. En algunas realizaciones, los métodos de
tratamiento proporcionados en la presente memoria comprenden administrar una NPL que comprende
lipido 15, un grupo de direccionamiento a CMH que se une a un antigeno de superficie de CMH que
comprende un dominio VH que comprende las secuencias de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3, donde el
dominio VH comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:7 y un dominio VL que
comprende las secuencias de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, donde el dominio VL comprende la secuencia
de aminoéacidos expuesta en la SEQ ID NO: 8 y una carga Util que comprende uno o mas acidos nucleicos
gue codifican componentes de un sistema de edicién génica dirigido a un locus (o loci) en donde la edicién
génica da lugar a un aumento de HbF para el tratamiento de la enfermedad de células falciformes o beta-
talasemia. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana esta dentro del potenciador eritroide
de BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana esta dentro de una
secuencia polinucleotidica en el intrén-2 del gen BCL11A. En determinadas realizaciones, la secuencia de
nucledtidos diana estd dentro de una secuencia polinucleotidica entre aproximadamente +54 kb y
aproximadamente +63 kb cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcién (TSS) de BCL11A. En
determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana estid dentro de una secuencia

polinucleotidica de entre aproximadamente +54 kb y aproximadamente +56 kb, una secuencia
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polinucleotidica de entre aproximadamente +57 kb y aproximadamente +59 kb o una secuencia
polinucleotidica de entre aproximadamente +62 kb y aproximadamente +63 kb cadena abajo del TSS de
BCL11A, o una combinacion de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos
diana esta dentro de una secuencia polinucleotidica a una distancia de aproximadamente 100 pb, 200 pb,
300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1.0 kb, 1.1 kb, 1.2 kb, 1.3 kb, 1.4 kb 0 1.5 kb de
la posicion del nucledétido a +55 kb, +58 kb o0 +62 kb cadena abajo del TSS de BCL11A, o una combinacién
de los mismos. En determinadas realizaciones, la secuencia de nucleétidos diana comprende la secuencia
polinucleotidica de GTGATAAAAGCAACTGTTAG (SEQ ID NO: 62) o una variante de la misma que
comprende hasta 10 (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10) sustituciones de nucleétidos. En algunas
realizaciones, el suministro de la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria se utiliza para editar
células CMH in vivo y tratar la enfermedad en un sujeto, en donde la enfermedad es enfermedad de células
falciformes o beta-talasemia. En algunas realizaciones, la edicidon genética del potenciador eritroide de
BCL11A mediante la administracién de la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria da lugar
al tratamiento de las enfermedades de células falciformes en un sujeto. En algunos aspectos, el método
para tratar una enfermedad comprende ademas administrar al sujeto un agente de movilizacion de CMH,
en donde el agente de movilizacion de CMH comprende plerixafor y G-CSF. En algunas realizaciones, el
uso de la NPL ilustrativa proporcionada en la presente memoria para el tratamiento de la enfermedad de
células falciformes en un sujeto es seguro y eficaz. En algunas realizaciones, el uso de la NPL ilustrativa
proporcionada en la presente memoria para el tratamiento de la beta-talasemia en un sujeto es seguro y
eficaz.

1X. KITS PARA USO EN APLICACIONES MEDICAS

Otro aspecto de la invencién proporciona un kit para tratar una enfermedad. El kit puede
comprender uno 0 mas de: un lipido catiénico ionizable, un grupo de direccionamiento a CMH-lipido o un
conjugado del mismo (p. €j., un conjugado de lipido-anticuerpo, p. €j., en donde el anticuerpo se une a
CD105 y/o CD117), una composicion de nanoparticulas lipidicas que comprende un lipido catidnico
ionizable y/o un grupo de direccionamiento a CMH-lipido o un conjugado del mismo (p. €j., un conjugado
de lipido-anticuerpo, p. €j., en donde el anticuerpo se une a CD105 y/o CD117) con o sin una carga util
encapsulada (p. ej., un acido nucleico, p. ej., un ARNm que codifica una nucleasa dirigida, un editor de
bases quimicas, un editor de calidad o un editor epigendémico y, opcionalmente, un ARNg o un ARNgec) e
instrucciones para tratar una enfermedad médica descrita en la presente memoria (p. €j., enfermedad de
células falciformes).

EJEMPLOS

La materia objeto descrita en la presente se entendera mejor por referencia a los siguientes

ejemplos, que se proporcionan como ilustracion de la invencion y no a modo de limitacion.

Ejemplo 1: Preparaciéon de lipidos catiénicos ionizables

Este ejemplo describe la sintesis de diversos lipidos catidnicos
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Esqguema general para la sintesis de los lipidos 1 a 25

El esquema general para la sintesis de los lipidos 1 a 25 se proporciona en el esquema 1 a
continuacion. Los R y R' correspondientes para cada lipido se proporcionan en las tablas 1 a 3 a

continuacion.

NN o
o) R-CO,H / R-COCI o) HoN N HNN~ R-COH/R-COCI - )LN/\/\N/
s ' |
- H\ -
OH OH 0,0 0_0 0.0 0..0
o_0 0_O0
13-10 1/ \F'j 1/ \If ?z/ \Flj
13-11/13-11a 13-0/13-0a

Esquema 1. Sintesis de los lipidos 1 a 16 mediante acilacién y aminacion reductora

Sintesis de los intermedios 13-11y 13-11a

El intermedio 13-11 (esquema 2) se sintetizd mediante acilaciéon de dihidroxiacetona (13-10) con
acido linoleico. Se hizo reaccionar dihidroxiacetona (22 mmol, 2 g, 1 eq.) con &cido linoleico 1-5 (55 mmol,
15.4 g, 2.5 eq.) usando activacién con EDCI (55 mmol, 10.5 g, 2.5 eq.) en 50 ml de DCM, en presencia de
DIPEA (55 mmol, 9.6 ml, 2.5 eq.), DMAP (4.4 mmol, 540 mg, 0.2 eq.) a temperatura ambiente produciendo
11.1 g (79 %) de producto bruto. El producto purificado se obtuvo mediante cromatografia en columna y se

caracteriz6 mediante espectroscopia de RMN de protones (FIG. 2).

o 0
. =
? Acido linoleico o o AN
S N
—_—

OH OH I o
1310

13-11

Esquema 2. Sintesis del intermedio 13-11 utilizando O-acilacién de acido linoleico mediada por
EDCI con dihidroxiacetona

Los intermedios 13-11a (esquema 3) se sintetizaron mediante acilacion de dihidroxiacetona (13-
10) con cloruro de oleoilo. Se hizo reaccionar dihidroxiacetona (44.4 mmol, 4 g, 1 eq.) con cloruro de oleoilo
1-6a (111 mmol, 36.7 ml, 2.5 eq.) en presencia de piridina (133.3 mmol, 11 ml, 3 eq.), DMAP (13.3 mmol,
1.63 g, 0.3 eq.) en 80 ml de DCM, a temperatura ambiente produciendo 14.9 g (54 %) de producto bruto.
El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna y se caracterizé mediante espectroscopia
de RMN de protones (FIG. 3A).
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o O (0]
) Z o 0 ~
Cloruro de oleoilo
1-6a K,H
= 0
OH OH
13-10
13-11a

Esquema 3. Sintesis del intermedio 13-11a mediante O-acilacion de cloruro de oleoilo con

dihidroxiacetona

Sintesis de los intermedios 13-0ay 13-11b

Los intermedios 13-0a y 13-11b se sintetizaron mediante aminacion reductora de los intermedios
13-11 y 13-11a respectivamente

El intermedio 13-0 se produjo mediante aminacién reductora (esquema 4) del intermedio 13-11
(13.12 mmol, 8.1 g, 1.0 eq) usando N1,N1-dimetilpropano-1,3-diamina 15-3 (26 mmol, 3.2 ml, 2.0 eq.) en
DCM (10 ml) usando acido acético (26.0 mmol, 1.50 ml, 2 eq.) y triacetato de borohidruro de sodio
(4.32 mmol, 3.3 g, 1.2 eq.), produciendo 3.1 g (32 %) de producto bruto. La purificacion en columna dio
lugar a un producto puro (el espectro de RMN de protones y el cromatograma LC-CAD se muestran en
FIG. 4A y FIG. 4B, respectivamente).

(Y=Y

13-11

Esquema 4. Sintesis del intermedio 13-0 por aminacién reductora del intermedio 13-11 con N1,N1-
dimetilpropano-1,3-diamina

El intermedio 13-11b se produjo mediante aminacién reductora (esquema 5) del intermedio 13-11a
(24.2 mmol, 14.9 g, 1.0 eq) usando N1,N1-dimetilpropano-1,3-diamina 15-3 (48.4 mmol, 6.05 ml, 2.0 eq.)
en DCM (60 ml) usando acido acético (48.4 mmol, 2.8 ml, 2 eq.) y triacetato de borohidruro de sodio
(29.1 mmol, 6.05 g, 1.2 eq.), produciendo 6 g (35 %) de producto bruto. La purificacién en columna dio
lugar a un producto purificado (el espectro de RMN de protones y el cromatograma LC-ELSD se muestran
en FIG. 3B y FIG. 3C, respectivamente).

o o o o
7 O O N z O O \
g 153 | H/NH
~No
13-11a 1511

Esquema 5. Sintesis del intermedio 13-11b por aminacién reductora del intermedio 13-11a con

N1,N1-dimetilpropano-1,3-diamina
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Tabla 1. Grupos R (O-acilo) vy R' (N-acilo) de los lipidos 1 a 8

N.? de lipido R (grupos O-acilo) R’ (grupo N-acilo)
Lipido 1 et > G /\/\/\Lf
LipldO 2 C5H11/:\“/:\ CG"TE‘ N

\\/'/\\/\\/\\’ -7
Lipido 3 CeH™ 7 G \/\/\{
Lipido 4 )

G Cah \/\/\L
Lipido 5 CoHi” > G /\/\Lf
Lipido 6 | ey > e \/\/\/\L
ipi SN N

Lipido 7 CeHr s :

NN NN
Lipido8 | Gy~ “Cefhs /\/\j\
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Tabla 2. Grupos R (O-acilo) v R' (N-acilo) de los lipidos 9 a 16

N.® de lipido R (grupos O-acilo) R’ (grupo N-acilo)
Lipido 9 CsHﬁ/:\‘/:\CsH/;z\“ \‘/\Wo
I \CA/\
Lipido 10 st ]
5P 12~ ‘\/\H/
T \(\/\/
Lipido 11 CHy” > cdha /\)(l /‘:\)(L
0] R RN
Lipido 12 05H11/:\/:\Cd'|/1\2\\ /\/\_)OL | %
A g
. 0
/:\/:\\ ,-..\\
Hpe Coft Corhz /\\/\OM/O\/\\/\\/
: o]
- 0
Lipido 14 Ce” > G /\/\\/\OMO\/‘\/\/
: 0]
Lipido 15
~a 0
CaHW/:\Ce"T;E‘ /\g \C/\/\
Lipido 16 - o
C8H1?/:\Ceﬁ1\2\“ /T)( \(‘\/\/
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Tabla 3. Grupos R (O-acilo) vy R' (N-acilo) de los lipidos 17 a 25

IN.° de lipido R (grupos O-acilo) R’ (grupo N-acilo)
Lipido 17 \/\/ij\ j\/\/v - o
. - /Er \[:/\/\/\
Lipido 18 /\/\:J\ 0 N o
OJ\/\/\/\/‘: /\ér \C/\/\
Lipido 19 Ji\//\:i/\/ . /\WO
. T \C/\/“\
Lipido 20 . o
\H/\/ijf\/ /\H/ \C/\/\
0 o}
Lipido 21

K/IO\C/\/\

Lipido 22 o /(/\/\/\/ - 0
~~ K 2%
Lipido 23 \/\/ij\ 0 - o
0)&/\ /T \C/\/\
Lipido 24 o - o
o)k/\/\\ /\g/ \C/\/\
Lipido 25

\\/TO\C/\/\
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Entrada Cédigo del [ Masa esperada | Masa observada (m/z)
compuesto (g/mol)

1 Lipido 1 854.75 855.7, 856.7, 857.7
(M+1, M+2, M+3)

2 Lipido 2 840.73 841.7, 842.7, 843.7
(M+1, M+2, M+3)

3 Lipido 3 840.73 841.7, 842.7, 843.7
(M+1, M+2, M+3)

4 Lipido 4 845.39 845.7, 846.7, 847.7 (M,
M+1, M+2)

5 Isémero del lipido 5 (S) | 827.33 827.7, 828.7, 829.7 (M,
M+1, M+2)

6 Lipido 6 868.76 869.7, 870.7, 871.7
(M+1, M+2, M+3)

7 Lipido 7 868.76 869.7, 870.7, 871.7
(M+1, M+2, M+3)

8 Lipido 8 854.75 855.7, 856.7, 857.7
(M+1, M+2, M+3)

9 Lipido 9 940.78 941.7, 942.7, 943.7
(M+1, M+2, M+3)

10 Isémero del lipido 10 (S) | 912.75 913.7, 914.7, 915.7
(M+1, M+2, M+3)

11 Isbmero del lipido 11 (S) | 970.76 971.7, 972.7, 973.7
(M+1, M+2, M+3)

12 Lipido 12 999.51 999.0, 1001, 1002
(M+1, M+2, M+3)

13 Lipido 13 984.77 985.7, 986.7, 987.6
(M+1, M+2, M+3)

15 Lipido 15 944.82 945.1, 946.1, 947.1
(M+1, M+2, M+3)

16 Lipido 16 916.78 917.2, 918.2, 919.2
(M+1, M+2, M+3)

17 Lipido 19 892.78 893.7, 894.7, 895.7
(M+1, M+2, M+3)
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18 Lipido 20 1064.86 1065.1, 1066.1,
1067.1, 1068.1 (M+1,
M+2, M+3, M+4)

19 Lipido 31 854.75 855.1, 856.1, 857.1
(M+1, M+2, M+3)

20 Lipido 32 854.75 855.7, 856.7, 857.7
(M+1, M+2, M+3)

21 Lipido 33 840.73 841.7, 842.7, 843.7
(M+1, M+2, M+3)

22 Lipido 34 868.76 869.7, 870.7, 871.7

(M+1, M+2, M+3)

23 Lipido 35 884.76

Sintesis de los lipidos del 1 a 24 mediante N-acilacién de los intermedios 13-0 0 13-11b

N-acilacion de los intermedios 13-0 y 13-11b con compuestos R'CO,H o R'COCI (las estructuras
R'mostradas entabla 1 a tabla 3 produjeron los lipidos 1 a 24 como se describe en los ejemplos siguientes.

Sintesis de lipidos 1, 3,4, 5, 6 v 7 mediante N-acilacién del intermedio 13-0 utilizando los cloruros

acidos correspondientes

Sintesis del lipido 1

El lipido 1 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 6 a continuacion y como sigue. El
material de partida, 13I-1 (0.75 mmol, 130 mg, 1.0 eq) se convirtié en cloruro de &cido (etapa 1) usando
cloruro de oxalilo (3.7 mmol, 320 pl, 5eq.) y DMF (10 pl, catalitico) en 6 ml de benceno. El producto
(143 mg, 98 %) mostré solo una mancha en TLC (como éster metilico) y se uso6 sin purificacion adicional
para la acilacion (etapa 2) del intermedio 13-0. El intermedio 13-0 (0.35 mmol, 250 mg, 1.0 eq.) se acilé
con cloruro de acido bruto, 13I-1 (0.75 mmol, 143 mg, 1.7 eq.) usando TEA (240 ul, 5 eq, 1.8 mmol) y DMAP
(10 mg, cantidad catalitica). El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (2X)
produciendo 124 mg (76 %) de lipido 1 puro (299 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de
protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5A-1 para el espectro de RMN del lipido 1 y la tabla 4

para la masa del producto).

o)
cl Jkrrm
B
o ETAPA 1 o
1311 131-2

o 0 o o
- (@] O = =
cl 00 ~
;\T‘W;NH | o 1312 JN{@\/V
- o
N ETAPA 2 N.
13-0

Lipido 1
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Esquema 6. Sintesis del lipido 1

Sintesis del lipido 3

El lipido 3 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 7 a continuacion y como sigue. El
material de partida, 13-13 (8.3 mmol, 1.30 g, 1.0 eq) se convirtié en el cloruro de &cido, 13-13a (etapa 1)
usando cloruro de oxalilo (2.8 mmol, 2.4 ml, 5 eq.) y DMF (100 pl, catalitico) en 60 ml de benceno. El
producto (1.44 g, 98 %) mostré solo una mancha en TLC (como éster metilico) y se usé sin purificacién
adicional para la acilacion (etapa 2) del intermedio 13-0. El intermedio 13-0 (5.4 mmol, 3.78 g, 1.0 eq.) se
acilo con cloruro de &cido bruto, 13-13a (1.44 g, 1.5 eq, 8.1 mmol) usando TEA (3.76 ml, 5 eq, 27 mmol) y
DMAP (50 mg, cat, cantidad catalitica) en benceno (100 ml). El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna (2X) produciendo 2.1 g (46.3 %) de lipido 3 puro (=299 % de pureza por LC-
ELSD) y se caracterizé por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5B-1 para el

espectro de RMN del lipido 3, la FIG. 5B-2 para la LC-MS del lipido 3y la tabla 4 para la masa del producto).

(0]
CI)H(CI
HOT/(/\/\ 40’ cl
S ETAPA 1

13-13

N
e}
N

Lipido 3

13-0

Esquema 7. Sintesis del lipido 3

Sintesis del lipido 4

El lipido 4 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 7 a continuacion y como sigue. El
material de partida, 13-18 (0.95 mmol, 150 mg, 1 eq) se convirtio en el cloruro de acido, 13-18’ (etapa 1)
usando cloruro de oxalilo (3.23 mmol, 227 pl, 3.4 eq.) y DMF (10 pl, catalitico) en 6 ml de benceno. El
producto mostré solo una mancha en TLC (como éster metilico) y se us6 sin purificacion adicional para la
acilacion (etapa 2) del intermedio 13-11b. El intermedio 13-11b (0.63 mmol, 444 mg, 1.0 eq.) se acil6 con
cloruro de acido bruto, 13-18’ (167 mg, 1.5 eq, 0.95 mmol) usando TEA (445 ul, 5.0 eq, 3.2 mmol) y DMAP
(10 mg, cantidad catalitica) en benceno (10 ml). El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en
columna (5X) produciendo 140 mg (26 %) de lipido 4 puro (97 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé
por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5C-1 para el espectro de RMN del lipido
4, la FIG. 5C-2 para la LC-MS del lipido 4 y la tabla 4 para la masa del producto).
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OH Cl
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T 4341b Lipido 4

Esquema 8. Sintesis del lipido 4

Sintesis del lipido 5y su isémero (S)

El isbmero (S) del lipido 5 se sintetiz6 como se proporciona en el esquema 9-1 a continuacion y
como sigue. El material de partida, acido etil hexenoico 13m-1 (110 mg, 1.0 eq, 0.75 mmol) se convirtié en
el cloruro de acido, 13m-2 (etapa 1) usando cloruro de oxalilo (320 ul, 1.0 eq, 3.7 mmol) y DMF (20 pl,
catalitico) a reflujo durante 2 horas en 3 ml de benceno. El producto mostré solo una mancha en TLC (como
éster metilico) y se usé sin purificacion adicional para la acilacién (etapa 2) del intermedio 13-0. El
intermedio 13-0 (250 mg, 1.0 eq., 0.35 mmol) se acilé con cloruro de &cido bruto, 13m-2 (120 mg, 1.8 eq,
0.75 mmol) usando TEA (240 pl, 5.0 eq, 1.8 mmol) y DMAP (10 mg, cantidad catalitica) en 10 ml de
benceno, durante una noche a temperatura ambiente. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia
en columna (2X) produciendo 95 mg (32 %) de lipido 5 puro (299 % de pureza por LC-ELSD) y se
caracteriz6é por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5D-1 para el espectro de RMN
del lipido 5, la FIG. 5D-2 para la LC-MS del lipido 5 y la tabla 4 para la masa del producto).

Cl)krm
cl
ETAPA 1

13m-1 13m-2

13m-2

ETAPA 2

130 Isémero (S) del lipido 5

Esquema 9-1. Sintesis del isémero (S) del lipido 5
El lipido 5 como una mezcla racémica se sintetiz6 de manera similar a como se proporciona en el

esquema 9-2 a continuacion.



10

15

20

25

30

35

152

O

ETAPA 1
13m-1 (rac) 13m-2 (rac)
X “/(/*v
e
|
13m-2 (rac)
ETAPA 2
13-0 Lipido 5

Esquema 9-2. Sintesis del lipido 5
Sintesis del lipido 6

El lipido 6 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 10 a continuacién y como sigue. El
material de partida, acido 2-etilnonanoico 13-14 (132 mg, 0.17 mmol, 1 eq.) se convirti6 en cloruro de &cido,
13-14’ (etapa 1) usando cloruro de oxalilo (207 pl, 3.4 eq., 2.4 mmol) y DMF (10 pl, cantidad catalitica) en
6 ml de benceno. El producto mostré solo una mancha en TLC (como éster metilico) y se usé sin
purificacion adicional para la acilacién (etapa 2) del intermedio 13-0. El intermedio 13-0 (0.47 mmol,
330 mg, 1 eq.) se acil6 con cloruro de &cido bruto, 13-14' (145 mg, 1.5 eq, 0.7 mmol) usando TEA (327 pl,
5.0 eq, 2.4 mmol) y DMAP (10 mg, cantidad catalitica) en 10 ml de benceno. El producto bruto se purificé
mediante cromatografia en columna (2X) produciendo 75 mg (18 %) de lipido 6 puro (=299 % de pureza por
LC-ELSD) y se caracteriz6 por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5E-1 para el

espectro de RMN del lipido 6, la FIG. 5E-2 para la LC-MS del lipido 6 y la tabla 4 para la masa del producto).

CI)H(CI Cl
4.- WVJ/KO
1314 ETAPA 1 1314'
Cl
0
0]
D o
| 13-14' M
ETAPA 2 0
13-0 N. Lipido 6

Esquema 10. Sintesis del lipido 6
Sintesis del lipido 7

El lipido 7 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 11 a continuaciéon y como sigue. El
material de partida, acido heptanoico, 13-15 (23.1 mmol, 3.0 g, 1 eq.) se alquilé (etapa 1) con bromuro de
n-butilo, 13-16 ((2.5 ml, 1.0 eq, 23.1 mmol) y n-buitil litio 2.5 M en hexano (20.0 ml, 2.2 eq, 51 mmol) usando
diisopropilamina (7.2 ml, 2.2 eq, 51 mmol) en HMPA (4.4 ml) y 30 ml de THF. 1.5 g (35 %) de &cido 2-butil

heptanoico, 13-17, se aislaron de la mezcla de reaccién mediante cromatografia ultrarrapida. El intermedio
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13-17 (360 mg, 0.94 mmol, 1 eq.) se convirtio en cloruro de 4cido, 13-17’ (etapa 2) usando cloruro de oxalilo
(6.6 mmol, 568 pl, 3.4 eq.) y DMF (5 pl, catalitico) en 3 ml de benceno. El producto mostré solo una mancha
en TLC (como éster metilico) y se us0 sin purificacion adicional para la acilacion (etapa 3) del intermedio
13-0. El intermedio 13-0 (0.64 mmol, 450 mg, 1 eq.) se acilo con cloruro de acido bruto, 13-17' (395 mg,
3.0 eq, 1.94 mmol), TEA (446 pl, 5.0 eq, 3.2 mmol), DMAP (10 mg) en 10 ml de benceno. El producto bruto
se purificé mediante cromatografia en columna (2X) produciendo 228 mg (41 %) de lipido 7 puro (=99 %
de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG.
5F-1 para el espectro de RMN del lipido 7, la FIG. 5F-2 para la LC-MS del lipido 7 y la tabla 4 para la masa
del producto).

OH Vﬁ CIJ\WCI
NENGENGEN 13 160 \//\/V\[/K
0
13-15

TETAPAT
iy TETAPAZ a7

O O
13-1 7
ETAPA 3

Lipido 7

Esquema 11. Sintesis del lipido 7

Sintesis de lipidos 2, 8, 9 y 10 mediante N-acilacién del intermedio 13-0 utilizando activacién con

carbodiimida de los acidos carboxilicos correspondientes

El lipido 2 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 12 a continuacién y como sigue. El
intermedio 13-0 (0.14 mmol, 320 mg, 1.0 eq.) se acilé con &cido nonanoico 13-12 (1.15 mmol, 198 ul,
2.5eq.), EDCI (1.15 mmol, 221 mg, 2.5 eq.), DIPEA (1.15 mmol, 198 ul, 2.5 eq.) y DMAP (0.05 mmol,
6.4 mg, 0.1 eq.) en 5 ml de DCM. EIl producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (3X)
produciendo 107 mg (%) de lipido 2 puro (299 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizdé por RMN de
protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5G-1 para el espectro de RMN del lipido 2, la FIG. 5G-2

para la LC-MS del lipido 2 y la tabla 4 para la masa del producto).
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Lipido 2

Esquema 12. Sintesis del lipido 2
Sintesis del lipido 8

El lipido 8 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 13 a continuacioén y como sigue. Se

accedio al alqueno, 13-48 a través de la reaccion HWE (etapa 1) de octan-3-ona, 13-46 (2 g, 15.6 mmol)
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con 2-(dietoxifosforil)acetato de etilo, 13-47 (7.0 g, 2.0 eq, 31.2 mmol), NaHMDS 2 M en THF (15.6 ml,
2.0 eq, 31.2 mmol) y 9 ml de disolvente THF. El analisis de la reaccion produjo 2.38 g (77 %) de 13-48
confirmado por RMN, masa del producto y mancha Gnica de TLC. Se hidrogend alqueno, 13-48 (5.1 mmol,
19, 1eq.) (etapa 2) usando Pd/C (50 mg) en 8 ml de acetato de etilo, produciendo el intermedio 13-48
(958 mg, 77 %). La hidrdlisis del éster (etapa 3) de 13-49 (5.1 mmol, 412 mg) usando THF/MeOH/LIOH 1 M
(3.0/2.0/3.0 ml) produjo el intermedio de &cido carboxilico 13-50 (336 mg, 95 %). El intermedio 13-0
(0.33 mmol, 234 mg) se acilé con 13-50 (0.66 mmol, 115 mg, 2.0 eq.) usando EDCI (0.66 mmol, 102 mg,
2.0 eq.), DIPEA (0.66 mmol, 114 pl, 2.0 eq.), DMAP (0.33 mmol, 41 mg, 1.0eq.), en 2 ml de DCM
produciendo 77 mg (27 %) de lipido 8 puro (=299 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de
protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5H-1 para el espectro de RMN del lipido 8, la FIG. 5H-2

para la LC-MS del lipido 8 y la tabla 4 para la masa del producto).
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Esquema 13. Sintesis del lipido 8
Sintesis del lipido 9

El lipido 9 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 14 a continuaciéon y como sigue. El
material de partida, decan-4-ol, 13-29 (32.0 mmol, 5.0 g, 1.0 eq.) se acilé con &cido succinico, 13-30 (6.3 g,
2.0 eq, 63.0) usando DMAP (3.55 g, 1.0 eq, 32.0 mmol) y piridina (5.0 ml) en 5 ml de THF. El producto
bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (1X) para obtener 4.26 g (81 %) del intermedio acido
puro 13-31. El intermedio 13-0 (2.1 mmol, 1.5g, 1 eq.) se acilé con 13-31 (2.13 mmol, 0.554 g, 1.1 eq),
usando DIPEA (745 pl, 4.26 mmol, 2.5 eq), EDCI (820 mg, 4.26 mmol, 2.5eq) y DMAP (480 mg,
0.43 mmol, 0.25 eq), en 50 ml de DCM. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna
(3X) produciendo 1.4 g (73 %) de lipido 9 puro (=299 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN
de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5I-1 para el espectro de RMN del lipido 9, la FIG.

5l-2 para la LC-MS del lipido 9 y Ila tabla 4 para la masa del producto).
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Esquema
14. Sintesis del lipido 9

Sintesis del lipido 10y su isémero (S)

El isbmero (S) del lipido 10 se sintetizé6 como se proporciona en el esquema 15-1 a continuacién y
como sigue. El material de partida, octan-3-ol, 13-46 (2.0 g, 1.0 eq, 15.3 mmol) se acilé con acido succinico,
13-30 (3.1 g, 2.0 eq, 30.6 mmol) usando DMAP (1.72 g, 1.0 eq, 15.3 mmol) y piridina (2.0 ml) en 2 ml de
THF y 6 ml de DCM. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (1X) para obtener
1.1 g (31 %) del intermedio acido puro 13-47. El intermedio 13-0 (250 mg, 1.0 eq, 0.36 mmol) se acil6 con
13-47 (123 mg, 1.5 eq, 0.53 mmol), usando EDCI (207 mg, 3.0 eq, 1.80 mmol), DIPEA (188 pl, 3.0 eq,
1.8 mmol) y DMAP (15.0 mg, 3.0 eq, 0.018 mmol), en 5 ml de DCM. El producto bruto se purificé mediante
cromatografia en columna (2X) produciendo 261 mg (54 %) de lipido 10 puro (=99 % de pureza por LC-
ELSD) y se caracteriz6 por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5J-1 para el
espectro de RMN del lipido 10, la FIG. 53-2 para la LC-MS del lipido 10 y la tabla 4 para la masa del

producto).

Piridina HO NO

ETAPA 1 O 347

ETAPA 2

Isémero (S) del lipido 10

Esquema 15-1. Sintesis del isémero (S) del lipido 10

El lipido 10 como una mezcla racémica se sintetizé de manera similar a como se proporciona en el
esquema 15-2 a continuacién. El material de partida, octan-3-ol, 13-46 (2.0 g, 1.0 eq, 15.3 mmol) se acild
con é&cido succinico, 13-30 (3.1 g, 2.0 eq, 30.6 mmol) usando DMAP (1.72 g, 1.0 eq, 15.3 mmol) y piridina
(2.0 ml) en 2 ml de THF y 6 ml de DCM para obtener el intermedio 13-47. El producto bruto se purifico
mediante cromatografia en columna (1X) para obtener 1.1 g (31 %) del intermedio acido puro 13-47. Se
acilé 13-0 (250 mg, 1.0 eq, 0.36 mmol) con 13-38 (123 mg, 1.5 eq, 0.53 mmol), usando DIPEA (188 pl,
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3.0 eq, 1.8 mmol), EDCI (207 mg, 3.0 eq, 1.80 mmol) y DMAP (15.0 mg, 3.0 eqg, 0.018 mmol), en 5 ml de
DCM. El producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna (2X) produciendo 261 mg (54 %)
de lipido 10 puro (=99 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de protones y espectrometria
de masas (véase la FIG. 5J-1 para el espectro de RMN del lipido 10, la FIG. 5J-2 para la LC-MS del lipido

10 y la tabla 4 para la masa del producto).
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| 13-47 (rac) I
ETAPA 2
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Lipido 10

Esquema 15-2. Sintesis del lipido 10

Sintesis del lipido 11 mediante N-acilacién del intermedio 13-0 utilizando el cloruro de &cido

correspondiente

Sintesis del lipido 11y su isémero (S)

El isémero (S) del lipido 5 se sintetiz6 como se proporciona en el esquema 16-1 a continuacion y
como sigue. El material de partida, alcohol bencilico, 13-39’ (18.5 mmol, 2 g) se usé para acilar el
compuesto 13-39 (4.8 9, 1.5eq, 27.8 mmol) usando EDCI (5.4 g, 1.5eq, 27.8 mmol), DIPEA (4.6 ml,
1.5 eq, 27.8 mmol) y DMAP (463 mg, 0.2 eq, 3.7 mmol) produciendo 3.6 g (74 %) del intermedio 13-40
purificado en columna (producto confirmado por espectrometria de masas y RMN de protones). El
intermedio, 13-40 (684 mg, 2.6 mmol, 1 eq.) se desprotegiod en acido acético para obtener el intermedio,
13-41 (~600 mg, la estructura cuantitativa y del producto se confirmé mediante espectrometria de masas y
RMN de protones). Se generé una cantidad adicional de intermedio 13-41 y se protegieron selectivamente
1.68 g, 7.5 mmol de 13-41 en el grupo hidroxilo usando TBSCI. (1.7 g, 11.25 mmol, 1.5 eq), TEA (5.3 ml,
5.0 eq, 37.5 mmol) y DMAP (92 mg, 0.75 mmol, 0.1 eq), en 20 ml de DCM, produciendo el intermedio
protegido 13-41a (~2.5 g, cuantitativo) (la masa del producto se confirmé mediante espectrometria de
masas y RMN de protones). El intermedio 13-41a (1.61 g, 4.76 mmol) se esterificé con alcohol n-hexilico
13-34 (2.94 ml, 23.8 mmol, 5.0 eq) usando EDCI (2.76 g, 14.2 mmol, 3.0 eq), DIPEA (1.6 ml, 2.0 eq,
9.52 mmol) y DMAP (580 mg, 4.76 mmol, 1.0 eq) en 11.0 ml de DCM para obtener 13-41b (0.95 g, 48 %).
Se generd una cantidad adicional de 13-41b y se desprotegid un total de 1.36 g (3.2 mmol) usando HF-
piridina (5.8 ml, 80.6 mmol, 25 eq.) en 30 ml de THF para obtener el intermedio 13-41c (837 mg, 84 %). El
intermedio 13-41c (456 mg, 1.48 mmol) se acil6 con cloruro de n-butanoilo, 13-42 (760 ul, 7.4 mmol, 5.0 eq)
en 4.0 ml de piridina (4.0 ml), produciendo el compuesto 13-44 (505 mg, 90 %). Se desprotegi6 el
intermedio 13-44 (505 mg, 1.34 mmol) usando Pd/C (30 mg) en 3.0 ml de acetato de etilo dando el
compuesto 13-45 (370 mg, 96 %). El compuesto 13-45 (188 mg, 0.65 mmol) se convirtié en el intermedio
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de cloruro de acido usando cloruro de oxalilo (190 ug, 3.4 eq, 2.2 mmol) y DMF (10 pul, cantidad catalitica),
en 3 ml de benceno. El producto mostré solo una mancha en TLC (como éster metilico) y se usé sin
purificacion adicional para la acilacion (etapa 9) del intermedio 13-0. El intermedio 13-0 (152 mg,
0.22 mmol, 1 eq.) se acilo con cloruro de acido bruto, 13-45' (200 mg, 3.0 eq, 0.65 mmol), TEA (152 pl,
5.0 eq, 1.1 mmol), DMAP (10 mg) en 5 ml de benceno para obtener el lipido 11. El producto bruto se purificd
mediante cromatografia en columna para producir 77 mg (37 %) de lipido 11 puro (=99 % de pureza por
LC-ELSD) y se caracteriz6 por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5K-1 para el
espectro de RMN del lipido 11, la FIG. 5K-2 para la LC-MS del lipido 11 y la tabla 4 para la masa del

producto).
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Esquema 16. Sintesis del isdbmero (S) del lipido 11
El lipido 11 como una mezcla racémica se sintetizé de manera similar a como se proporciona en el

esquema 16-2 a continuacion.
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Esquema 16-2. Sintesis del lipido 11
Sintesis del lipido 12

El lipido 12 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 34 a continuacion y como sigue. El
material de partida, 14-3 (3 g, 1.0 eq, 22.37 mmol) se protegid selectivamente en anhidrido trifluoroacético
(11.27 g, 2.4 eq, 53.69 mmol) y alcohol bencilico (15 ml) a temperatura ambiente, durante una noche
produciendo el intermedio 14-4. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (1X) para
obtener 4.7 g (96 %) de 14-4 purificado. La acilacién posterior de 14-4 (1.0 eq, 4.44 mmol) con n-butanol,
13-34 (4.55 g, 10.0 eq, 44.60 mmol) usando EDCI (1.71 g, 2 eq, 8.92 mmol) y DMAP (1.089 g, 2 eq,
8.92 mmol) en 10 ml de DCM a TA, durante una noche produjo 14-5. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna (1X) para obtener 800 mg (58 %) de 14-5 purificado. La acilacion del hidroxilo
libre de 14-5 (800 mg, 1.0 eq, 2.59 mmol) con cloruro de hexanoilo (1.39 g, 4.0 eq, 10.37 mmol) usando
TEA (1.31 g, 5 eq, 12.97 mmol) y DMAP (10 mg, cantidad catalitica) en 10 ml de tolueno a temperatura
ambiente, durante una noche produjo el intermedio 14-7. La purificacion del producto bruto mediante
cromatografia en columna (1X) produjo 470 mg (46 %) de 14-7 purificado. El intermedio 14-7 (470 mg,
1 eq., 3.4 mmol) produjo 340 mg (93 %) de &cido libre 14-8. Se convirti6 14-8 bruto (56 mg, 1 eq.,
0.18 mmol) en el cloruro correspondiente, 1'-8', usando cloruro de oxalilo (50 pl, 3.4 eq, 0.60 mmol) y DMF
(0.2 I, cantidad catalitica) en 1 ml de tolueno a temperatura ambiente, durante una noche para producir
56 mg de cloruro bruto 1'-8'. La N-acilacion de 13-0 (42 mg, 1 eqg., 0.059 mmol) con 1'-8' (56.0 mg, 3.0 eq,
0.17 mmol) usando TEA (39.0 ul, 5.0 eq, 0.29 mmol) y DMAP (10 mg, cantidad catalitica) en 3 ml de
tolueno produjo el lipido 12. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (1X) para
obtener el lipido 12 puro (23 mg, 39 %) (=99 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de
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protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5L-1 para el espectro de RMN del lipido 12, la FIG.

5L-2 para el cromatograma de LC-ELSD del lipido 12 y la tabla 4 para la masa del producto).
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Esquema 34. Sintesis del lipido 12

Lipido 12

Sintesis del lipido 13 mediante N-acilacion del intermedio 13-0 por activacién con carbodiimida del

acido carboxilico correspondiente
Sintesis del lipido 13

El lipido 13 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 17 a continuacion y como sigue. El
material de partida 13-32 (4.8 g, 2.0 eq, 25.0 mmol) se esterificé con 1-butanol (1.13 ml, 1 eq, 12.4 mmol)
usando EDCI (4.8 g, 2 eq, 25.0 mmol), DIPEA (4.35ml, 2 eq, 25.0 mmol) y DMAP (280 mg, 0.2 eq,
2.5 mmol) en 20 ml de DCM para obtener el intermedio 13-33. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna para obtener 2.78 g (44 %) del intermedio puro 13-33. Se accedi6 al intermedio
13-36 mediante acilacion de n-hexanol (2 g, 1.0 eq, 19.6 mmol) con bromuro de 2-bromoacetilo, 13-35
(5.05¢9, 1.3eq, 25.0 mmol) usando NaHCO; (3.95g, 2.4 eq, 47.0 mmol) en 50 ml de acetonitrilo. El
producto bruto se purificO mediante cromatografia en columna (1X) para obtener 4.32 g (97 %) del

intermedio puro 13-36.
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Esquema 17. Sintesis del lipido 13

Se accedi6 al intermedio 13-37 mediante generacion in situ del carbanién nucledfilo de 13-33
(1.25¢9, 1.0eqg., 5.0 mmol) usando NaH (200 mg, 1.0 eq, 5.0 mmol) en 8 ml de DMF y reaccion de
desplazamiento con el intermedio. 13-36 (1.1 g, 1.0 eq, 5.0 mmol). El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna (2X) a 1.15 g (58 %) del intermedio puro 13-37. El acido libre intermedio 13-38
se obtuvo mediante desproteccion (Pd/C, 230 mg de catalizador y gas hidrégeno en metanol) del intermedio
13-37 (1.15 g, 1.0 eq, 2.9 mmol). El producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna (4X)
para obtener 88 mg (9 %) del intermedio puro 13-38. Se acil6 el intermedio 13-0 (105 mg, 1.0 eq,
0.04 mmol) con 13-38 (2.13 mmol, 0.554 g, 1.1 eq), usando DIPEA (78 pl, 3.0 eq, 0.45 mmol), EDCI
(87 mg, 3.0 eq, 0.45 mmol) y DMAP (5 mg, 0.3 eq, 0.04 mmol), en 2 ml de DCM. El producto bruto se
purificé mediante cromatografia en columna (3X) produciendo 41 mg (27 %) de lipido 13 puro (299 % de
pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG.
5M-1 para el espectro de RMN del lipido 13, la FIG. 5M-2 para la LC-MS del lipido 13 y la tabla 4 para la
masa del producto).

Sintesis del lipido 15 mediante N-acilacién del intermedio 13-11a utilizando el cloruro de acido

correspondiente
Sintesis del lipido 15
El lipido 15 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 18 a continuacién y como sigue. El

material de partida, decan-4-ol, 13-29 (10.0 g, 63.0 mmol) se acilé con &cido succinico, 13-30 (12.6 g,
126 mmol, 2.0 eq) usando DMAP (7.7 g, 63 mmol, 1 eq) y piridina (5.0 ml) en 5 ml de THF y 15 ml de DCM
para obtener el intermedio 13-31. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (3X)
para obtener 8.9 g (55 %) del intermedio acido puro 13-31. El intermedio 13-31 (1.26 g, 4.9 mmol) se

convirtio en el intermedio de cloruro de acido 13-31" usando cloruro de oxalilo (1.43 ml, 3.4 eq, 16.66 mmol)
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y DMF (50 pl, cantidad catalitica), en 5 ml de benceno. El producto mostré solo una mancha en TLC (como
éster metilico) y se us6 sin purificacion adicional para la acilacién (etapa 3) del intermedio 13-11b. El
intermedio 13-11b (275 mg, 0.39 mmol) se acilé con cloruro de acido bruto, 13-31' (324 mg, 3.0 eq,
1.17 mmol), TEA (270 pl, 5.0 eq, 1.95 mmol), DMAP (20 mg, cantidad catalitica) en 10 ml de benceno para
obtener el lipido 15. El producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna (2X) para producir
230 mg (64 %) de lipido 15 puro (99 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de protones y
espectrometria de masas (véase la FIG. 5N-1 para el espectro de RMN del lipido 15, la FIG. 5N-2 para la

LC-MS del lipido 15 y la tabla 4 para la masa del producto).
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Esquema 18. Sintesis del lipido 15
Sintesis del lipido 16

El lipido 16 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 19 a continuacién y como sigue. El
material de partida, octan-3-ol, 13-48 rac (3 g, 23 mmol) se acil6 con &cido succinico, 13-30 (46.08 mmol,
4.61 g, 2.0 eq) usando DMAP (23.04 mmol, 2.8 g, 1.0 eq) y piridina (5.0 ml) en 5 ml de THF y 15 ml de
DCM para obtener el intermedio 13-31. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna
(1X) para obtener 3.4 g (64 %) del intermedio acido puro 13-47 rac. El intermedio 13-47 rac (300 mg,
0.42 mmol) se convirtié en el intermedio de cloruro de acido 13-47’ rac usando cloruro de oxalilo (0.38 ml,
4.4 mmol, 3.4 eq.) y DMF (2 pl, cantidad catalitica). El producto mostré solo una mancha en TLC (como
éster metilico) y se usé sin purificacion adicional para la acilacion (etapa 3) del intermedio 13-11b. El
intermedio 13-11b (270 mg, 0.38 mmol) se acilé con cloruro de &cido bruto, 13-47’ rac (0.42 mmol, 300 mg,
3.0 eq.), TEA (260 pl, 5.0 eq, 1.9 mmol), DMAP (20 mg, cantidad catalitica) en 5 ml de tolueno para obtener
el lipido 16. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (1X) para producir 165 mg
(47 %) de lipido 16 puro (99 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizd por RMN de protones y
espectrometria de masas (véase la FIG. 50-1 para el espectro de RMN del lipido 16, la FIG. 50-2 para la

LC-MS del lipido 16 y la tabla 4 para la masa del producto).
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Esquema 19. Sintesis del lipido 16
Sintesis del lipido 17

El lipido 17 se sintetizé como se proporciona en el esquema 20 a continuacion. Acido octanodioico,
13-51 (5.0 g, 2.0 eq, 28.5 mmol) se monoacilé con decano-3-ol, 13-29 (2.75 ml, 1.0 eq, 14.3 mmol) usando
EDCI (3.29 g, 1.2 eq, 17.2 mmol), DMAP (160 mg, 0.12 eq, 1.72 mmol) y TEA (9.96 ml, 5.0 eq, 71.5 mmol)
en 50 ml de DCM/DMF (1:1 v/v) (50 ml) a temperatura ambiente durante una noche para obtener acido
libre 13-53. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (1X) para obtener 1.06 g
(28 %) de 13-53 purificado. El acido 13-53 (1.06 g, 2 eq, 3.7 mmol) se hizo reaccionar con dihidroxiacetona
(152 mg, 1.0 eq, 1.7 mmol) usando EDCI (816 mg, 2.5 eq, 4.25 mmol), DMAP (50 mg, 0.25 eq, 0.43 mmol)
y DIPEA (740 pul, 2.5 eq, 4.3 mmol) en 15 ml de DCM a temperatura ambiente durante una noche para
obtener la cetona 13-54. El producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna (1X) para obtener
890 mg (69 %) de 13-54 purificado. La aminacién reductora de 13-54 (890 mg, 1.0 eq, 1.3 mmol) con
amina, 15-3 (327 pl, 2.0 eq, 2.6 mmol) usando acido acético (150 ul, 2.0 eq, 2.6 mmol) y triacetato de
borohidruro de sodio, Na(OAc);BH (331 mg, 1.2 eq, 1.5 mmol) en 20 ml de DCM (20 ml) a temperatura
ambiente durante 3 horas produjo el intermedio 13-55. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia
en columna (1X) para obtener 13-55 purificado (470 mg, 47 %). La N-acilacion del intermedio 13-55 usando

el &cido 13-31 y las condiciones de reaccion comunicadas para la N-acilacién de la sintesis del lipido 15
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dieron lugar al lipido 17.
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Esquema 20. Sintesis del lipido 17

Sintesis del lipido 18 y su isbmero

Se sintetizé un isémero del lipido 18 como se proporciona en el esquema 21-1 a continuacion. El
lipido 18 se sintetiz6 utilizando métodos analogos a los presentados para el lipido 17 reemplazando el

decan-3-ol con octano-2-ol en la etapa 1.
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Esquema 21-1. Sintesis del isémero del lipido 18
El lipido 18 como una mezcla racémica se sintetiz6 como se proporciona en el esquema 21-2 a

continuacion.
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ETAPA 6 -N. Lipido 18

Esquema 21-2. Sintesis del lipido 18
Sintesis del lipido 19

El lipido 19 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 22 a continuacion y como sigue. El
material de partida dihidroxiacetona (422 mg, 4.7 mmol) se acilé con el compuesto 13-56 (3.0 g, 2.5 eq,
11.71 mmol) usando EDCI (2.24 g, 2.5 eq, 11.71 mmol), DIPEA (2.0 ml, 2.5 eq, 11.71 mmol) y DMAP
(115 mg, 0.2 eq, 0.94 mmol) en 10 ml de DCM produciendo 2.1 g (79 %) del intermedio 13-57. Aminacién
reductora de 13-57 (2.1 g, 1.0 eq, 3.7 mmol) con la amina 15-3 (925 pl, 2.0 eq, 7.4 mmol) usando acido
acético (430 ul, 2.0eq, 7.4 mmol), Na(OAc)3BH (923 mg, 1.2 eq, 4.44 mmol) en 10.0 ml de DCM,
produciendo 1.55 g (65 %) del intermedio 13-58. El intermedio 13-31 se produjo como se ha descrito
anteriormente en la sintesis del lipido 9 y el lipido 15. La N-acilacion del intermedio 13-58 (484 mg, 1.0 eq,
0.74 mmol) con 13-31 (380 mg, 2.0 eq, 1.48 mmol) usando EDCI (291 mg, 2.0 eq, 1.48 mmol), DIPEA
(247 pl, 2.0 eq, 1.48 mmol) y DMAP (45 mg, 0.5 eq, 0.37 mmol) en 4.0 ml de DCM a temperatura ambiente,
durante una noche produjo 423 mg (63 %) de lipido 19 puro (pureza >99 %).

Véase la FIG. 5P-1 para el espectro de RMN del lipido 19, la FIG. 5P-2 para el cromatograma de

LC-ELSD de fase inversa del lipido 19 y la tabla 4 para la masa del producto.
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Esquema 22. Sintesis del lipido 19
Sintesis del lipido 20

El lipido 20 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 23 a continuacién y como sigue. El
acido succinico monoprotegido, 13-59 (2.0 g, 1.0 eq, 9.65 mmol) se redujo al alcohol correspondiente
usando sulfuro de borano-dimetilo (6.2 ml, 7.0 eq, 67.0 mmol) a 0-5°C, 1 hora, seguido de reaccion a
temperatura ambiente durante una noche. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna
(2X) produciendo 1.3 g (71 %) del compuesto puro 13-60. Se usé el intermedio 13-60 (1.3 g, 1.3 eq,
6.7 mmol) para acilar el acido 13-56 (1.51 ml, 1.0 eq, 5.0 mmol), usando EDCI (1.63 g, 1.7 eq, 8.5 mmol),
DIPEA (1.48 ml, 1.7 eq, 8.5 mmol) y DMAP (98 mg, 0.17 eq, 0.85 mmol) en 10.0 ml de DCM a temperatura
ambiente durante una noche. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (1X)
produciendo 1.88 g (65 %) del intermedio puro 13-61. La desproteccion posterior mediante hidrogenacién
sobre Pd/C/gas hidrégeno (400 mg) en metanol produjo 1.42 g de acido libre 13-62 (99 %) de producto
bruto. Se us6 13-62 bruto (1.32 g, 2.2 eq, 4.2 mmol) para acilar la dihidroxiacetona, 13-10 (172 mg, 1.0 eq,
1.9 mmol), EDCI (958 mg, 2.6 eq, 5.0 mmol), DIPEA (870 pl, 2.6 eq, 5.0 mmol) y DMAP (56 mg, 0.26 eq,
0.5 mmol) en 10.0 ml de DCM a temperatura ambiente, durante una noche para obtener la cetona 13-63.
El producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna para obtener 120 mg (3.8 %) de 13-63
puro. La aminacién reductora de 13-63 (120 mg, 1.0 eq, 0.16 mmol) con la amina 15.-3 (42 ul, 2.0 eq,
0.32 mmol) usando &cido acético (18 ul, 2.0 eq, 7.8 mmol) y Na(OAc)sBH (41 mg, 1.2 eq, 0.19 mmol) en
3 ml de DCM a temperatura ambiente durante 3 horas produjo el intermedio 13-64. El producto bruto se
purificé mediante cromatografia en columna (1X) para obtener 23 mg (17 %) del intermedio purificado 13-
64. La N-acilacion de 13-64 (23 mg, 1.0 eq, 0.028 mmol) con acido 13-31 (8.7 mg, 1.2 eq, 0.034 mmol)
usando EDCI (6.4 mg, 1.2 eq, 0.034 mmol), DIPEA (5.8 pl, 1.2 eq, 0.034 mmol) y DMAP (1 mg, cat) en
1.5 ml de DCM a temperatura ambiente durante una noche produjo el lipido 20. El producto bruto se purifico

mediante cromatografia en columna (1X) para obtener 21 mg (70 %) del lipido puro 20 (99 %).
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Véase la FIG. 5Q-1 para el espectro de RMN del lipido 20, la FIG. 5Q-2 para el cromatograma de
LC-ELSD de fase inversa del lipido 20 y la tabla 4 para la masa del producto.
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Esquema 23. Sintesis del lipido 20

Sintesis del lipido 21 vy su isbmero

Se sintetiz6é un isémero del lipido 21 como se proporciona en el esquema 24-1 a continuacion. En
resumen, se accedio al alcohol 13-78 mediante adicion nucledfila al aldehido 13-77 usando dietil zinc (etapa
1) y posteriormente se usoé en la adicidn de apertura del anillo al anhidrido ciclico 13-52 para acceder al
intermedio 13-79. La O-acilacién de dihidroxiacetona con el intermedio 13-79 usando las condiciones
descritas en la sintesis del lipido 17 produjo la cetona 13-80. La aminacion reductora de 13-80 con la amina
15-3 usando las condiciones descritas en la sintesis del lipido 17 produjo el intermedio 13-81. La N-acilacion
posterior del intermedio 13-81 con el 4cido 13-31 usando condiciones analogas a las utilizadas para la

sintesis del lipido 9 proporciono el lipido 21.
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Esquema 24-1. Sintesis del isomero del lipido 21

El lipido 21 como una mezcla racémica se sintetiz6 como se proporciona en el esquema 24-2 a
continuacion. En resumen, se accedid al lipido 21 (racemato) utilizando métodos analogos a los descritos
para el isomero del lipido 21, excepto que se utilizé etil-litio para acceder al alcohol racémico en la etapa
1.
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Esquema 24-2. Sintesis del lipido 21

Sintesis del lipido 22 y su isémero

Se sintetiz6 un isémero del lipido 22 como se proporciona en el esquema 25-1 a continuacion. En
resumen, se uso el alcohol 13-78 (al que se accedié como se ha descrito anteriormente para la sintesis del
lipido 21) en la adicion de apertura del anillo al anhidrido ciclico 13-73' para acceder al intermedio 13-82.
La O-acilacién de dihidroxiacetona con el intermedio 13-82 usando las condiciones descritas en la sintesis
del lipido 17 produjo la cetona 13-83. La aminacion reductora de 13-83 con la amina 15-3 usando las

condiciones descritas en la sintesis del lipido 17 produjo el intermedio 13-84. La N-acilacion posterior del
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intermedio 13-84 con el 4cido 13-31 usando condiciones anélogas a las utilizadas para la sintesis del lipido

9 proporciono el isémero del lipido 22.
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Esquema 25-1. Sintesis del isémero del lipido 22

Lipido 22 (isémero)

El lipido 22 como una mezcla racémica se sintetiz6 como se proporciona en el esquema 25-2 a
continuacion. Se accedié al lipido 22 utilizando los métodos descritos anteriormente para el isémero del

lipido 22 reemplazando el isémero de alcohol 13-78 con alcohol racémico 13-78 rac.

0 Q 0
@:o HH 0 o
13-10
o
0 {o

/[/\/\N 1373 HO _ 1310
HO ETAPAT W ETAPA 2
13-78 rac 13-82rac O}_\—\_(O
13-83 rac O
0o o
o o OM%)MO
o] 0
HEN/\/\[TI/ N—\_\ Ow_ﬂo HONO/C\/\/ JN]/:L
i o 0 O
15-3 HN{ 13-31 . A
ETAPA 3

Q ETAPA 4 \/\n
o)_\—\_(o
13-84 rac 0O Lipido 22

Esquema 25-2. Sintesis del lipido 22
Sintesis del lipido 23

El lipido 23 se sintetiz6 como se proporciona en el esquema 26 a continuacién. En resumen, La O-
acilacion de dihidroxiacetona con el acido 13-31 usando las condiciones descritas en la sintesis del lipido
9 produjo la cetona 13-70. La aminacién reductora de 13-70 con la amina 15-3 usando las condiciones
descritas en la sintesis del lipido 9 produjo el intermedio 13-71. La N-acilacion posterior del intermedio 13-
71 con el acido 13-31 usando condiciones analogas a las utilizadas para la sintesis del lipido 9 proporcioné
el lipido 23.
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Esquema 26. Sintesis del lipido 23
Sintesis del lipido 24

El lipido 24 se sintetizd6 como se proporciona en el esquema 27 a continuacion. En resumen, se
accediod al acido 13-34 mediante O-acilacion del diacido monoprotegido 13-72 con el alcohol 13-29 y la
posterior desproteccion del intermedio 13-73 para producir &cido, 13-74. La O-acilacion de dihidroxiacetona
con el intermedio 13-74 usando las condiciones descritas en la sintesis del lipido 17 produjo la cetona 13-
75. La aminacion reductora de 13-75 con la amina 15-3 usando las condiciones descritas en la sintesis del
lipido 17 produjo el intermedio 13-76. La N-acilacion posterior del intermedio 13-76 con el 4cido 13-31

usando condiciones analogas a las utilizadas para la sintesis del lipido 9 proporcioné el lipido 24.
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Esquema 27. Sintesis del lipido 24
Sintesis del lipido 25

El lipido 25 se sintetiz6 como se proporciona en el esquema 28 a continuacién. En resumen, la

adicion de apertura del anillo del alcohol 13-29 al anhidrido ciclico 13-52' produjo el intermedio acido 13-
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85. La O-acilacion de dihidroxiacetona con el intermedio 13-85 usando las condiciones descritas en la
sintesis del lipido 17 produjo la cetona 13-86. La aminacién reductora de 13-86 con la amina 15-3 usando
las condiciones descritas en la sintesis del lipido 17 produjo el intermedio 13-87. La N-acilacion posterior
del intermedio 13-87 con el acido 13-31 usando condiciones analogas a las utilizadas para la sintesis del

lipido 9 proporciond el lipido 25.
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Esquema 28. Sintesis del lipido 25
Sintesis del lipido 31

El lipido 31 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 29 a continuaciéon y como sigue. El
material de partida 15-1 (68 mmol, 10 g, 1 eq.) se tratd con cloruro de p-toluenosulfonilo (70 mmol, 13.3 g,
1.03 eq.) usando piridina (80 mmol, 10.1 ml, 1.2 eq.) en 150 ml de DCM para obtener el intermedio
protegido 15-2. El producto bruto se recristalizé en acetato de etilo y hexano produciendo 20.4 g (99 %) del
intermedio 15.2 puro. Se accedio al intermedio 15-4 mediante reaccién de 15-2 (16.5 mmol, 59, 1.2 eq.) y
diamina 15-3 (33 mmol, 3.35 g, 2 eq.) en 40 ml de dioxano en condiciones de reflujo. El producto bruto se
purificé mediante cromatografia en columna para obtener 3.5 g (91 %) del intermedio puro 15-4. La N-
acilacion de 15-4 (108 mg, 0.268 mmol) usando &cido nonanoico 13-12 (0.67 mmol, 106 mg, 2.5 eq.)
usando EDCI (0.67 mmol, 128 mg, 2.5 eq.) y DIEA (0.67 mmol, 86 mg, 2.5 eq) y DMAP (3 mg) en 10 ml de
DCM produjo la amina 15-5. El producto bruto se purifico mediante cromatografia en columna para obtener
113 mg (65 %) de diamina 15-5 purificada. Se accedi6 al intermedio diol 15-6 mediante desproteccion de
15-5 (113 mg) en 4 ml de HCI 1 M y THF (1:3 v/v) a temperatura ambiente durante 8 horas con un
rendimiento cuantitativo (102 mg). El intermedio 15-6 (0.3 mmol, 100 mg, 1 eq.) se acil6é con acido linoleico
1-5 (0.9 mmol, 250 mg, 3 eq.) usando EDCI (0.9 mmol, 172 mg, 3 eq.), DIPEA (0.9 mmol, 116 mg) y DMAP
(10 mg, cantidad catalitica) para obtener el lipido 31. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia
en columna produciendo 120 mg (46 %) de lipido 31 puro (>99 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé
por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5R-1 para el espectro de RMN del lipido

31, la FIG. 5R-2 para la LC-MS del lipido 31y la tabla 4 para la masa del producto).
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Esquema 29. Sintesis del lipido 31
Sintesis del lipido 32

El lipido 32 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 30 a continuacion y como sigue. El
intermedio 15-4 se produjo como se describié anteriormente para el lipido 31 (etapas 1y 2, esquema 30).
La N-acilacién de 15-4 (4.34 mmol, 1 g, 1.0 eq) usando &cido 2-etil heptanoico 13-13 (10.85 mmol, 1.71 g,
2.5 eq) usando EDCI (10.85 mmol, 2.07 g, 2.5 eq), DIEA (10.85 mmol, 1.40 g, 2.5 eq) y DMAP (10 mg) en
100 ml de DCM produjeron la amina 15-7. El producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna
para obtener 724 mg (52 %) de diamina 15-7 purificada. Se accedié al intermedio diol 15-8 mediante
desproteccion de 15-7 (714 mg) en 3 ml de HCI 1 My 7 ml de THF a temperatura ambiente durante 1 hora
con un rendimiento cuantitativo. El intermedio 15-8 (1.9 mmol, 630 mg, 1 eq.) se acilé con acido linoleico
1-5 (6.49 mmol, 1.82 g, 3.4 eq.) usando EDCI (6.49 mmol, 1.23 g, 3.4 eq.), DIPEA (6.49 mmol, 830 mg,
3.4 eq.) y DMAP (20 mg, cantidad catalitica) para obtener el lipido 32. El producto bruto se purificé mediante
cromatografia en columna (4X) produciendo 27 mg de fraccién pura (>98 % de pureza por LC-ELSD) del
lipido 32 y se caracteriz6 por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5S-1 para el
espectro de RMN del lipido 32, la FIG. 5S-2 para la LC-MS del lipido 32 y la tabla 4 para la masa del

producto).
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Esquema 30. Sintesis del lipido 32

El lipido 33 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 31 a continuacién y como sigue.
Se tosilé el material de partida 15-1 (34.3 mmol, 5 g, 1 eq.) usando cloruro de p-toluenosulfonilo, TsCI
(6.52 g, 1 eq, 34.3 mmol) usando TEA (19.01 ml, 4 eq, 137 mmol) y DMAP (30 mg) en 200 ml de DCM. El

producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (1X) para obtener 10.2 g (98 %) del
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intermedio reactivo 15-2. El desplazamiento nucleéfilo de 15-2 (10.0 mmol, 2.3 g, 1 eq.) con diamina 15-9
(9.24 mmol, 1.0 ml, 1.2 eq.) en 10 ml de dioxano (10 ml) produjo 1.6 g (97 %) del compuesto 15-10. La
reaccion de desplazamiento nucledfilo se repitié usando 15-2 (8.3 mmol, 2.5 g, 1 eq.) adicional y diamina
15-9 (9.9 mmol, 1.1 ml, 1.2 eq.) en 50 ml de dioxano para obtener una cantidad adicional del compuesto
15-10. Los productos brutos de las dos reacciones se purificaron mediante cromatografia en columna para
obtener un total de 1.7 g (~50 %) de 15-10 puro. La N-acilacién de 15-10 (4.05 mmol, 875 mg, 1 eq.) con
acido nonanoico 13-12 (7.1 mmol, 1.24 ml, 1.8 eq.) usando EDCI (1.4 g, 1.8 eq, 7.1 mmol), DIPEA (1.3 ml,
1.8 eq, 7.1 mmol) y DMAP (90 mg, 0.2 eq, 0.81 mmol) en 8 ml de DCM produjo el intermedio 15-11. El
producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (2X) para obtener 230 mg (16 %) del
intermedio puro 15-11. La desproteccion de 15-11 (0.64 mmol, 230 mg, 1 eq.) en 5ml de HCI 4 M en
dioxano produjo el intermedio 15-12. El producto bruto se purificé mediante cromatografia en columna (1X)
para obtener 74 mg (37 %) del intermedio puro 15-12. El intermedio 15-12 (0.24 mmol, 74 mg, 1 eq.) se
acilé con acido linoleico 1-5 (169 mg, 2.5 eq, 0.58 mmol) usando EDCI (120 mg, 2.5 eq, 0.58 mmol), DIPEA
(102 ul, 2.5 eq, 0.58 mmol) y DMAP (6 mg, 0.2 eq, 0.048 mmol) en 5 ml de DCM para obtener el lipido 33.
El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (2X) para obtener 64 mg (32 %) de lipido
33 puro (>99 % de pureza por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de protones y espectrometria de masas
(véase la FIG. 5T-1 para el espectro de RMN del lipido 33, la FIG. 5T-2 para la LC-MS del lipido 33 y la

tabla 4 para la masa del producto).
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Esquema 31. Sintesis del lipido 33
Sintesis del lipido 34

El lipido 34 fue sintetizado como se proporciona en el esquema 32 a continuacidon y como sigue.
Se accedio al Intermedio 15-2 como se ha descrito para el lipido 33. El desplazamiento nucledfilo de 15-2
(3.3 mmol, 1 g, 1eq.) con diamina 15-13 (3.9 mmol, 0.46 ml, 1.2 eqg.) en 6 ml de dioxano (10 ml) produjo
520 mg (64 %) del compuesto 15-14. Se repitid la reacciéon para acceder a 400 mg adicionales del
compuesto 15-14 puro. La N-acilacién de 15-14 (2.6 mmol, 620 mg, 1 eq.) con &cido nonanoico 13-12
(5.3 mmol, 915 pl, 2.0 eq.) usando EDCI (5.3 mmol, 1.06 g, 2.0 eq,), DIPEA (923 pul, 2.0 eq, 5.3 mmol) y
DMAP (58 mg, 0.2 eq, 0.05 mmol) en 10 ml de DCM produjo el intermedio 15-15. El producto bruto se

purific6 mediante cromatografia en columna (2X) para obtener 355 mg (35 %) del intermedio puro 15-15.
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La desproteccién de 15-15 (1.03 mmol, 355 mg, 1 eq.) en 7 ml de HCI 4 M en dioxano produjo el intermedio
15-16. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (2X) para obtener 40 mg (13 %)
del intermedio puro 15-16. El intermedio 15-16 (0.116 mmol, 40 mg, 1 eq.) se acilé con acido linoleico 1-5
(81 mg, 2.5 eq, 0.29 mmol) usando EDCI (55 mg, 2.5 eq, 0.29 mmol), DIPEA (3.2 pl, 2.5 eq, 0.29 mmol) y
DMAP (2 mg, 0.2 eq, 0.05 mmol) en 10 ml de DCM para obtener el lipido 34. El producto bruto se purifico
mediante cromatografia en columna (2X) para obtener 73 mg (73 %) de lipido 34 puro (>99 % de pureza
por LC-ELSD) y se caracterizé por RMN de protones y espectrometria de masas (véase la FIG. 5U-1 para
el espectro de RMN del lipido 34, la FIG. 5U-2 para la LC-MS del lipido 34 y la tabla 4 para la masa del

producto).
\
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Esquema 32. Sintesis del lipido 34
Sintesis del lipido 35

El lipido 35 se sintetizé como se proporciona en el esquema 35 a continuacion.
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Esquema 33. Sintesis del lipido 35
Sintesis del lipido 36
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El lipido 36 se sintetiz6 como se proporciona en el esquema 36 a continuacion.
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Esquema 36. Sintesis del lipido 36

Ejemplo 2: Preparacion de NPL mediante mezcla de microfluidos utilizando lipidos ionizables

ilustrativos

Se produjeron NPL ilustrativas utilizando el lipido 9 catiénico y el lipido 15 catiénico como se han
sintetizado en el ejemplo 1.

Las NPL que encapsulan una carga util de ARNm se prepararon mezclando una solucién acuosa
de ARNm y una solucién de mezcla etandlica de lipidos (que contiene lipido ionizable, DSPC, DPG-PEG y
colesterol en las relaciones de lipidos que se muestran en tabla 5) utilizando un proceso de mezcla de
microfluidos en linea. EI ARNm (ARNm que codifica eGFP, TriLink Biotechnologies, California, EE. UU.) se
diluy6é en tampon de acetato de pH 4 (produciendo una solucion de ARNm de 133 pg/ml) en tampén de
acetato de pH 4 21.7 mM. Los componentes lipidicos se disolvieron en etanol anhidro en las relaciones
relativas establecidas en la tabla 5 a continuacién.

Tabla 5. Relaciones de componentes lipidicos en NPL.

Lipido Fuente Relacion de | Concentracion Composicién
lipido con | en solucion | lipidicateoricade
respecto a ARNm | lipidica (mM) NPL (% molar)
(nmol de
lipidos/100 pg de
ARNmM)

Lipido cationico | - 1500 6 49.2

ionizable
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Lipido Fuente Relacién de | Concentracion Composicién
lipido con | en solucion | lipidicateoricade
respecto a ARNm | lipidica (mM) NPL (% molar)
(nmol de
lipidos/100 ug de
ARNmM)
Colesterol Dishman 1200 4.8 39.4
Netherlands

DSPC Avanti Polar | 300 1.2 9.8
Lipids, Alabama,
EE. UU.

DPG-PEG(2000) | NOF America, | 46 0.18 15
Nueva York, EE.
uu.

DilC18(5)-DS Invitrogen, 1.8 0.007 0.06
Massachusetts,
EE. UU.

Las soluciones de ARNm y lipidos se mezclaron utilizando un dispositivo de mezcla de microfluidos
NanoAssemblr Ignite (n.° de pieza NINOOO1) y un cartucho de mezcla NxGen (n.° de pieza NINO002) de
Precision Nanosystems Inc. (Columbia Britanica, CA). En resumen, cada una de las soluciones de ARNm
y lipidos se cargaron en jeringas de polipropileno separadas. Se inserté un cartucho de mezcla en el
NanoAssemblr Ignite y las jeringas se montaron directamente en las boquillas Luer del cartucho de mezcla.
A continuacion, las dos soluciones se mezclaron en una relacion 3:1 v/v de solucion de ARNm con respecto
a solucién de lipidos a un caudal total de 9 ml/min usando el NanoAssembilr Ignite. La suspensién resultante
se mantuvo a temperatura ambiente durante un minimo de 5 minutos antes de proceder a la eliminaciéon
del etanol y al intercambio de tampdn.

Después de mezclar, se realizaron la eliminacion del etanol y el intercambio de tampon en la
suspension de NPL resultante mediante un proceso de diafiltracién discontinuo. Un dispositivo de
ultrafiltracion centrifuga con membrana de celulosa regenerada con PCPM de 100.000 kDa (Amicon Ultra-
15, MilliporeSigma, Massachusetts, EE. UU.) se desinfectd con una solucion de etanol al 70 % y después
se lavo dos veces con tampdn de intercambio HBS (tampdn HEPES 25 mM, pH 7.4 con NaCl 150 mM). A
continuacion, se carg6 la suspension de NPL en el dispositivo y se centrifugé a 500 FCR hasta que el
volumen se redujo a la mitad. A continuacion, la suspension se diluy6é con tampén de intercambio (tampén

HEPES 25 mM, pH 7.4) para devolver la suspension al volumen original. Este proceso de concentracion
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doble y dilucién doble se repitié cinco veces mas para un total de seis etapas de diafiltracién discontinuas.
A continuacion, la suspension de NPL se intercambi6é por MBS (tampén MES 25 mM, pH 6.5, con 150 ml
de NaCl) diluyendo diez veces con MBS y centrifugando a 500 FCR hasta que el volumen se redujo en una
décima parte. Esta etapa de dilucién diez veces con MBS y concentracion diez veces se repitié una vez
mas. El retenido que contenia las NPL en MBS se recuperdé del dispositivo de ultrafiltracion centrifuga y se
almacené a 4 °C hasta su uso posterior.

Ejemplo 3: Caracterizacion de NPL

Este ejemplo describe la caracterizacion de NPL (p. ej., NPL que comprenden un lipido catiénico
ionizable, donde el lipido cati6nico ionizable es KC3 o lipido 15) producido segun los métodos descritos en
el ejemplo 2.

Se caracterizaron muestras de las NPL producidas en el ejemplo 2 para determinar el diametro
hidrodinamico promedio, el potencial zeta y el contenido de ARNm (ARNm total y accesible al colorante).
El diametro hidrodinamico se determiné mediante dispersion dinamica de la luz (DLS) utilizando un
Zetasizer modelo ZEN3600 (Malvern Pananalytical, Reino Unido). El potencial zeta se midié en tampdn
MES 5 mM pH 5.5 y tampdn HEPES 5 mM pH 7.4 mediante electroforesis de laser Doppler utilizando el
Zetasizer.

El contenido de ARN de las nanoparticulas se mide utilizando el kit de ensayo de ARN Thermo
Fisher Quant-iT RiboGreen. EI ARN accesible al colorante, que incluye tanto ARN sin encapsular como
ARN accesible en la superficie de las NPL, se mide diluyendo las nanoparticulas a aproximadamente
1 pg/ml de ARNm usando solucion salina tamponada con HEPES y afiadiendo a continuacion reactivo
Quant-iT a la mezcla. El contenido total de ARN se mide desestabilizando una suspensién de
nanoparticulas mediante dilucion del lote de reserva de NPL (normalmente a 240 ug/ml de ARN) en una
solucion de Triton al 0.5 % en solucion salina tamponada con HEPES para obtener una solucién de ARN
de 1 ug/ml (concentracién nominal final basada en los valores de entrada de la formulacién) y posterior
calentamiento a 60 °C durante 30 minutos seguido de la adicién del reactivo Quant-It. EIl ARN se cuantifica
midiendo la fluorescencia a 485/535 nm y la concentracion se determina en relaciéon con una curva patron
de ARN procesada simultaneamente.

Eiemplo 4. Preparacion de conjugados para permitir el direccionamiento a células madre

hematopoyéticas (CMH)

Este ejemplo describe un método para la produccion de conjugados de lipido-grupo de
direccionamiento a CMH para su incorporacion en NPL dirigidas a CMH (p. ej., NPL que comprenden un
lipido cationico ionizable, donde el lipido catiénico ionizable es KC3 o lipido 15).

Se conjugaron Fab y anticuerpos de longitud completa que se unen a dianas especificas de CMH
(CD117, CD105 y CD34) con DSPE-PEG(2k)-maleimida mediante acoplamiento covalente entre el grupo
maleimida y una cisteina C-terminal en la cadena pesada (HC). La proteina (3-4 mg/ml), después del
intercambio de tampdén a tampén fosfato de pH 7 sin oxigeno, se redujo en TCEP 0.2 mM en tampdn fosfato

de pH 7 sin oxigeno durante 1.5 horas a temperatura ambiente. La proteina reducida se aislé usando una
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columna de SEC de 40 kDa para eliminar TCEP y el tampdn se intercambi6 por un tampdn de fosfato de
pH 7 sin oxigeno nuevo.

La reaccién de conjugacion se inici6 mediante la adicion de una suspension micelar de 10 mg/ml
de DSPE-PEG-maleimida (Avanti Polar Lipids, Alabama, EE. UU.) y 30 mg/ml de DSPE-PEG-OCH;
(Lipidos polares Avanti, Alabama, EE. UU.) (se utiliza una relacion de peso de 1:1 a 1:3 dependiendo de la
proteina) en tampdn de citrato de pH 5.7 sin oxigeno (citrato 1 mM). La solucién de proteina se concentré
a -3 - 4 mg/ml utilizando una membrana de celulosa regenerada de 10 kDa y posteriormente se intercambié
el tampdn por un tampodn de fosfato de pH 7 sin oxigeno utilizando una columna de exclusién por tamafio
de 40 kDa. La reaccién de conjugacioén se llevo a cabo utilizando 2 — 4 mg/ml de proteina y un exceso de
3.5 moles de maleimida a 37 °C durante 2 horas, seguido de incubacién a temperatura ambiente durante
—2 a 16 horas adicionales.

La produccién del conjugado resultante se control6 mediante HPLC y la reaccion se detuvo en
cisteina 1.5 mM. El conjugado resultante (DSPE-PEG(2k)-Fab anti-hSP34) se aislé usando una filtracion
por membrana de celulosa regenerada Millipore de 100 kDa usando tampén salino HEPES de pH 7.4
(HEPES 25 mM, NaCl 150 mM) y se almacend a 4 °C antes de su uso. Después de la desactivacion, la
composicién micelar final consiste en una mezcla de DSPE-PEG-Fab, DSPE-PEG-maleimida (terminada
en cisteina) y DSPE-PEG-OCHjs. La relacion de los tres componentes fue DSPE-PEG-Fab: DSPE-PEG-
maleimida (terminada en cisteina): DSPE-PEG-OCH; = 1:2.45:3.45-10.35 (por mol)).

Ejemplo 5: Preparacién de NPL gue contienen grupos de direccionamiento a CMH

Este ejemplo describe un método ilustrativo para la incorporacién de un conjugado lipidico del
grupo de direccionamiento a CMH en una NPL preformada (p. €j., una NPL que comprende un lipido
cationico ionizable, en donde el lipido catiénico ionizable es KC3 o lipido 15).

Las NPL del ejemplo 2 y los conjugados del grupo de direccionamiento a CMH preparados usando
los métodos descritos en el ejemplo 4 se combinaron en un tubo Eppendorf. Los tubos se agitaron en vértex
durante 10 segundos a 2500 rpm. Los tubos Eppendorf se colocaron en el ThermoMixer a 60 °C a 300 rpm
durante 1 hora. La suspension de NPL dirigidas resultante se almacend posteriormente a 4 °C hasta su
uso o, como alternativa, se almacend congelada después de la reconstitucion en medio de sacarosa a una
concentracion final de sacarosa del 9.6 % en peso mediante dilucién utilizando el volumen adecuado de
una solucién madre de sacarosa al 50 % en peso (en solucién salina con tampén HEPES; HEPES 25 mM,
NaCl 150 mM)) y se almacené congelada a -80 °C.

Ejemplo 6: Preparacion de NPL mediante mezcla en linea de microfluidos v filtracion de flujo

tangencial utilizando un lipido ionizable ilustrativo

Este ejemplo describe la preparacion de NPL (p. ej., NPL que comprenden un lipido catiénico
ionizable, en donde el lipido catidnico ionizable es KC3 o lipido 15) usando operaciones unitarias
ampliables, concretamente, mezcla de microfluidos en linea seguida de filtracion de flujo tangencial (TFF)

para la eliminacion de etanol y el intercambio de tampén.
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Usando el proceso de mezcla del ejemplo 2, se produjo una mezcla de NPL con un total de 12 ml
a una concentracion de ARN de 300 pg/ml. Posteriormente se realizé la eliminacién del etanol y el
intercambio del tampdén mediante filtracion de flujo tangencial (TFF).

Después de mezclar, se realizaron la eliminacién del etanol y el intercambio del tampén en la
suspensidn de NPL resultante utilizando un médulo de TFF de fibra hueca (Repligen, US P/N C02-E300-
05-N). En resumen, el moédulo de TFF se enjuag6 con agua desionizada y se sec6 por bombeo antes de
su uso. A continuacién, se afiadieron NPL al depésito y el tampdn de intercambio (tamp6n HEPES 25 mM
pH 7.4 con NaCl 150 mM) se us6 como tampén de diafiltracion. Se cebo el mddulo de TFF y a continuacion
se iniciaron las diafiltraciones (DV) aumentando la bomba peristaltica hasta alcanzar el caudal objetivo y
ajustando la valvula de retenido hasta alcanzar la presion transmembrana objetivo (PTM). Los parametros
operativos objetivo para el sistema una vez que se inicio la diafiltracion fueron un caudal de 35 ml/min y
una PTM de 24.132 kPa (3.5 psi). Durante todo el proceso de diafiltracion, la PTM se mantuvo constante
ajustando la valvula de retenido. Se supervisé el caudal de permeado y este no disminuy6
significativamente con el tiempo. Se realizaron seis diafiltraciones, con muestras reservadas al final de cada
diafiltracién para rastrear posteriormente el proceso de intercambio de tampon. El contenido final de etanol
fue < 0.1 %, segun lo medido mediante mediciones del indice de refraccion en muestras de DV, y las
mediciones de pH confirmaron el intercambio de tamp6n por el tampén de intercambio. Tras realizar seis
diafiltraciones, se detuvo la bomba y posteriormente se realizd una concentracién de la suspensién de NPL
resultante.

La concentracion de la suspensiéon de NPL se realizé utilizando el mismo médulo de TFF que se
utilizé durante el proceso de intercambio de tampdn. La PTM vy el caudal (tras el aumento de la bomba)
durante el proceso de intercambio de tampdn se mantuvieron y se permiti6 que la suspensién se
concentrara deteniendo la adicién del depésito de retenido del tampon de diafiltracién. La suspension de
NPL resultante se recogio y se filtr6 con un filtro de jeringa de 0.2 um. Se tomaron muestras de la
suspension con fines analiticos y después se almacenaron a 4 °C hasta su uso posterior.

Utilizando el proceso de caracterizacion de NPL en el ejemplo 3, el lote de NPL se caracterizé para
determinar el diametro hidrodinamico promedio y el contenido de ARNm (total y accesible al colorante). El
proceso de mezcla de microfluidos con eliminacion de etanol e intercambio de tampén mediante TFF da
lugar a particulas de menos de 100 nm que presentan una polidispersién limitada y una buena
encapsulacién de ARNm (<20 % de ARN accesible al colorante).

Eiemplo 7: Método para determinar la pKa aparente de NPL utilizando la sonda fluorescente de

toluidinil-naftaleno sulfonato (TNS)

Este ejemplo describe el método basado en colorante fluorescente utilizado para medir la pK,
aparente de las nanopatrticulas lipidicas (p. €j., NPL que comprenden un lipido catiénico ionizable, en donde
el lipido cationico ionizable es KC3 o lipido 15). La pK, aparente determina la carga superficial de las
nanoparticulas en condiciones de pH fisiolégico, normalmente un valor de pK, en el intervalo de pH
endosdmico (6 — 7.4) da lugar a NPL que son neutras o ligeramente cargadas en el plasma o el espacio

extracelular (pH 7.4) y se vuelven muy positivas en ambientes endosémicos acidos. Esta carga superficial
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positiva impulsa la fusién de la superficie de NPL con membranas endosémicas con carga negativa, lo que
da lugar a la desestabilizacion y ruptura del compartimento endosémico y el escape de NPL hacia el
compartimento citosolico, una etapa critica en el suministro citosolico de ARNm y expresion de proteinas
mediante la participacién de la maquinaria ribosémica de las células.

La pK, aparente de las NPL se determina mediante la medicién de la fluorescencia del &cido 6-(p-
toluidino)-2-naftalenosulfénico (TNS) en tampones acuosos que abarca un intervalo de valores de pH (pH-4
- pH 10). El colorante TNS no es fluorescente cuando esta libre en solucién, pero emite una fuerte
fluorescencia cuando se asocia con una nanoparticula lipidica con carga positiva. A valores de pH inferiores
a la pK, de la nanoparticula, la carga superficial positiva de NPL da lugar al reclutamiento de colorante en
la interfaz de la particula, lo que da lugar a fluorescencia de TNS. A valores de pH superiores a la pK, de
NPL, la carga superficial de las NPL se neutraliza y el colorante TNS se disocia de la interfaz de la particula,
lo que provoca pérdida de la sefial de fluorescencia. La pK, aparente de la NPL se comunica como el pH
en el que la fluorescencia esta al 50 % de su maximo, segun lo determinado mediante un ajuste de curva
logistica de cuatro puntos.

Eiemplo 8: Metodologia general de formulacion y caracterizacion fisioguimica para NPL que

encapsulan ARNm basados en los lipidos 1-8, 9-15y 31-34

Se formularon nanoparticulas lipidicas (NPL) (p. ej., NPL que comprenden un lipido catiénico
ionizable, en donde el lipido cationico ionizable es KC3 o lipido 15) que portan un acido nucleico mediante
un proceso de mezcla de microfluidos usando composiciones de lipidos y disolventes descritas en los
ejemplos 2 y 6 anteriores y se intercambio el tampdn por solucién salina con tampon HEPES de pH 7.4 (lo
que dio lugar a la eliminacién de etanol y el ajuste del pH) utilizando dispositivos de filtro de membrana de
ultrafiltracién centrifuga o un proceso de filtracién de flujo tangencial (TFF); y se caracterizaron mediante
dispersion dindmica de la luz (DLS) para tamafio hidrodinamico (diametro, nm), polidispersion (PDI) y carga
a pH 5.5y pH 7.4 (potencial Zeta, mV). La eficacia de encapsulacion de ARNm (porcentaje de ARN
accesible al colorante) y el contenido total de ARNm (ug/ml de ARN en suspension de NPL) se determinaron
utilizando los métodos descritos en el ejemplo 3. Posteriormente se intercambio el tampoén de las NPL
formuladas con tampon en solucion salina con tampén MES de pH 6.5 y la distribucién de tamafio se volvié
a caracterizar mediante DLS antes de mezclar con la cantidad deseada de conjugado de anticuerpo dirigido
(véase el ejemplo 5) y se incubd a 37 °C durante 4 horas para facilitar la insercién de anticuerpos (usando
el proceso descrito en el ejemplo 5) lo que dio lugar a NPL finales dirigidas por anticuerpos. Las NPL
dirigidas obtenidas se esterilizaron por filtracion y se caracterizaron por DLS (tamafio (nm) y PDI) utilizando
los métodos descritos en el ejemplo 3.

Ejemplo 9: Preparacién de NPL mediante mezcla en vortex utilizando lipidos ionizables ilustrativos

Este ejemplo proporciona un método ilustrativo adicional para producir NPL usando lipidos
catiénicos ionizables ilustrativos (p. €j., los sintetizados en el ejemplo 1 o lipidos catidnicos disponibles en
el mercado, tales como KC3 o lipido 15).

Las NPL se crearon con una carga Util de ARNm encapsulado y una mezcla de lipidos mezclando

en vortex una solucién acuosa de ARNm y una solucién lipidica etandlica. El ARNm (una mezcla 9:1 p/p
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de ARNm gque codifica eGFP y ARNm de eGFP marcado con Cy5, TriLink Biotechnologies, California, EE.
UU.) se mezcld con tampon de acetato de pH 4 para proporcionar una solucion acuosa final de ARNm que
contenia 133 pg/ml de ARNm y tampon de acetato 21.7 mM. Los componentes lipidicos se disolvieron en
etanol anhidro en las relaciones relativas.

En resumen, la solucion de ARNm (375 pl) se transfirié a un tubo de centrifuga de fondo coénico y
la solucion de lipidos (125 pl) se afiadié rapidamente al tubo que contenia la solucién de ARNm (relacién
3:1 v/v de solucion de ARNm con respecto a solucion de lipidos). El tubo que contenia la mezcla se tapé
inmediatamente y se agité en vértex durante 15s a 2500 rpm, seguido de incubacion a temperatura
ambiente durante no menos de 5 minutos antes de proceder a la eliminacion del etanol y al intercambio del
tampon.

Después de mezclar, se realizaron la eliminacién del etanol y el intercambio del tampén en la
suspensidn de NPL resultante usando una columna SEC empaquetada con resina Sephadex G-25 (PD
MiniTrap G-25, Cytiva, Massachusetts, EE. UU.), por flujo de gravedad. En resumen, la columna SEC se
enjuagd cinco veces con 2.5 ml de tampén de intercambio (tampon HEPES 25 mM pH 7.4 con NacCl
150 mM) antes de cargar 425 ul de suspensién de NPL. Una vez que la suspensién de NPL se traslad6
completamente al lecho de resina, se aplicé un volumen de relleno de 75 pl de tampon de intercambio a la
columna para lograr el volumen de carga objetivo especificado de la columna y maximizar la recuperacion,
segun las especificaciones del fabricante. Después de introducirse el relleno completamente en el lecho
de resina, la columna SEC se transfirio a un nuevo tubo de centrifuga y la suspension de NPL se eluyo
afiadiendo 1.0 ml de tampdn de intercambio a la columna. El eluato que contenia las NPL en el tamp6n de
intercambio se recuperd y se almacend a 4 °C hasta su uso posterior.

EJEMPLO 10: CONSTRUCCION Y DETECCION DE NPL CONJUGADAS CON FAB PARA LA TRANSFECCION DE CMH

En este ejemplo, se formularon nanoparticulas lipidicas (NPL) (p. ej., NPL que comprenden un
lipido catidnico ionizable, en donde el lipido catiénico ionizable es KC3 o lipido 15), se conjugaron con 23
Fab diferentes dirigidos a células madre hematopoyéticas (CMH) y anticuerpos de longitud completa, y se
analizaron para detectar la transfeccion de CMH. Tres de los conjugados de NPL-Fab transfectaron con
éxito CMH primarias.

Métodos de crecimiento y descongelacion de CMH

El medio de CMH se prepardé utilizando medio SFEM Il de StemCell™ Technologies como medio
base. El medio SFEM Il se complementé con el complemento de expansion CD34+ para realizar la
formulacién final del medio de CMH. Se descongelaron crioviales de 10 millones de CMH humanas
primarias (aisladas de un leucopak de pacientes movilizados con G-CSF y Plerixaflor) utilizando medios de
CMH. Después de descongelar, se afiadio gota a gota 1 ml de medio al vial y se transfirié todo el volumen
a un tubo conico de 15 ml. Se afiadieron 8 ml de medio adicional a la suspension celular y se conto el
namero total de células usando un citbmetro automético NC-202™. Las células se centrifugaron y se
resuspendieron a una concentracion de 1 milléon de células por 1 ml de medio. Las células se cultivaron en
el matraz adecuado durante 3 dias. El dia 3 del cultivo, las células se contaron de nuevo en el NC-202™,

Se afiadié medio de CMH nuevo al cultivo celular para devolver la concentracion de CMH a 1 millon de
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células por 1 ml de medio. El dia 4 del cultivo, las CMH se recogieron para la transfeccion utilizando las
NPL.

Métodos de tratamiento in vitro con NPL

El dia del tratamiento con NPL, las CMH se recogieron y se resuspendieron en medio de CMH
nuevo a una concentracion de 75.000 células por 100 pl. Se siembran 30.000 células en 40 pl en pocillos
individuales de una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Las NPL se afiaden a las células en la dosis
indicada. Después de afiadir las NPL, se afiadi6 medio de CMH a los pocillos para llevar el volumen total
de los cultivos a 100 pl.

El dia del tratamiento con NPL, las CMH también se tifieron para CD34 y CD117 (CD34 es un
marcador de CMH ubicuo y CD117 es un marcador de CMH a largo plazo) para determinar la pureza del
cultivo después de la expansién de CMH. Después de la tincion, las células se analizaron mediante
citometria de flujo y se cuantificaron las células CD34+Cd117+.

Formulacién y conjugacion de NPL

Las NPL se formularon como se ha descrito en el ejemplo 2 usando lipido catiénico ionizable DLin-
KC3-DMA (KC3) disponible en el mercado, con la excepcion de que las NPL se dejaron en HBS al omitir
el intercambio a MBS descrito en el ejemplo 2. Las NPL de KC3 se formularon por primera vez con ARNm
de GFP para identificar un anticuerpo que pudiera transfectar con éxito las CMH con ARNm. El ARNm de
GFP se obtuvo de TriLink BioSciences y se modificd con N-1-metil pseudouridina. Las NPL resultantes se
caracterizaron como se ha descrito en el ejemplo 3 y los resultados se proporcionan en la tabla 6 a
continuacion.

Tabla 6. Resultados de la caracterizacion de NPL.

Numero de lote Z- DLS PDI Potencial Potencial ARNmM
Promedio zeta a pH|zeta a pH | accesible al
de DLS 55 7.4 colorante
Didmetro (mV) (mV) (%)

(nm)
EXP22002243-N01H 87 0.12 19.3 3.8 9.9

Usando los métodos descritos en los ejemplos 4 y 5, las NPL de KC3 que encapsulan el ARNm de
GFP se conjugaron con 23 Fab y combinaciones de anticuerpos de longitud completa obtenidas
comercialmente en 3 densidades de Fab/anticuerpo que se dirigen a marcadores especificos de la
superficie celular de las CMH, incluidos CD34, CD105y CD117 (tabla 7). Para conjugacion con anticuerpos
de longitud completa, las NPL se fusionaron con un resto de estreptavidina y los anticuerpos conjugados
de tamafio completo se marcaron con biotina. De manera especifica, los grupos lisina de la estreptavidina
se hicieron reaccionar con el reactivo de Traut para unir covalentemente grupos tiol. A continuacién, se
conjugoé la estreptavidina tiolada con DSPE-PEG(2k)-maleimida mediante acoplamiento covalente entre el

grupo maleimida y los grupos tiol unidos a la estreptavidina. A continuacién, se hizo reaccionar el lipido
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fusionado con estreptavidina con el anticuerpo biotinilado. Finalmente, el conjugado lipido-estreptavidina-
anticuerpo se insert6 en la NPL mediante incubacién a 60 °C durante 1 hora. Las NPL también incorporaron
un colorante lipidico fluorescente, acido ',1'-Dioctadecil-3,',3',3'-Tetrametilindocarbocianina-5,5'-Disulfénico
(DilC(18)5-DS). El ARNm de GFP se utilizé para medir la transfeccidn, ya que el ARNm debe entrar en la
célulay escapar del endosoma para transcribirse en proteina, lo que permite la fluorescencia. El DilC(18)5-
DS se utilizé6 como medida del direccionamiento de las NPL porque las células tendran fluorescencia de Dil
siempre que las NPL sean capaces de unirse a las CMH. Por lo tanto, la expresion de GFP proporcioné
una medida de la transfeccion de NPL, mientras que los acontecimientos positivos de Dil fueron
representativos de Fab que se dirigen a las CMH. Las CMH se trataron con las NPL a una concentracion
de ARN constante de 1 pg/ml. Las CMH se incubaron con las NPL durante 24 y 72 horas, después de lo
cual se midieron la fluorescencia de GFP y la fluorescencia de Dil mediante citometria de flujo.

Tabla 7. Anticuerpos dirigidos a CMH probados en la exploracion.

. ] Densidad de
Modalidad [Conjugado
Fab
Fab Fab Ab3 anti-HUCD105 bDS 5
Fab Fab Ab3 anti-HUCD105 bDS 15
Fab Fab VH2/VL2 muRH105 anti-HUCD105 bDS 5
Fab Fab VH2/VL2 muRH105 anti-HUCD105 bDS 15

Mezcla de Fab Ab3 anti-HUCD105 bDS y Fab VH2/VL25

Fab MuRH105 anti-HUCD105 bDS

Mezcla de Fab Ab3 anti-HUCD105 bDS y Fab VH2/VL2 15
Fab MuRH105 anti-HUCD105 bDS
Fab Fab Ab2 anti-HUCD117 bDS 5
Fab Fab Ab2 anti-HUCD117 bDS 15
Fab Fab Ab2 anti-HuCD117 bDS 45
Fab Fab Ab55 anti-HuCD117 bDS 5
Fab Fab Ab55 anti-HUCD117 bDS 15
Fab Fab Ab55 anti-HUCD117 bDS 45
Fab Fab Abl anti-HuCD117 bDS 5
Fab Fab Abl anti-HuCD117 bDS 15
Fab Fab Abl anti-HuCD117 bDS 45
Fab Fab CK6 anti-HUCD117 bDS 5
Fab Fab CK6 anti-HUCD117 bDS 15
Fab Fab CK6 anti-HuCD117 bDS 45
Fab Fab hSR-1 anti-HUCD117 bDS 5
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Modalidad [Conjugado Densidad de
Fab

Fab Fab hSR-1 anti-HUCD117 bDS 15
Fab Fab hSR-1 anti-HUCD117 bDS 45
Fab Fab 6LUN1 anti-HUCD117 bDS 5
Fab Fab 6LUN1 anti-HuCD117 bDS 15
Fab Fab 6LUN1 anti-HuCD117 bDS 45
Ig Biotina anti-HuCD34 (Clon 581) 5
Ig Biotina anti-HuCD34 (Clon 581) 15
Ig Biotina anti-HUCD34 (Clon 581) 45
Ig Biotina anti-HUCD34 (Clon QBEND/10) 5
Ig Biotina anti-HUCD34 (Clon QBEND/10) 15
Ig Biotina anti-HUCD34 (Clon QBEND/10) 45
Ig Biotina anti-HuCD34 (Clon 4H11) 5
Ig Biotina anti-HuCD34 (Clon 4H11) 15
Ig Biotina anti-HUCD34 (Clon 4H11) 45
Ig Biotina anti-HUCD105 (Clon 43A3) 5
Ig Biotina anti-HUCD105 (Clon 43A3) 15
Ig Biotina anti-HUCD105 (Clon 43A3) 45
Ig Biotina anti-HuCD105 (Clon 166707) 5
Ig Biotina anti-HuCD105 (Clon 166707) 15
Ig Biotina anti-HuUCD105 (Clon 166707) 45
Ig Biotina anti-HUCD105 (Clon MEM-229) 5
Ig Biotina anti-HUCD105 (Clon MEM-229) 15
Ig Biotina anti-HUCD105 (Clon MEM-229) 45
Ig Biotina anti-HuCD117 (Clon 104D2) 5
Ig Biotina anti-HuCD117 (Clon 104D2) 15
Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon 104D2) 45
Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon A3C6E2) 5
Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon A3C6E2) 15
Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon A3C6E2) 45
Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon OTI3F9) 5
Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon OTI3F9) 15
Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon OTI3F9) 45
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Modalidad [Conjugado Densidad de
Fab

Ig Biotina anti-HuUCD117 (Clon BA7.3C.9) 5

Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon BA7.3C.9) 15

Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon BA7.3C.9) 45

Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon B-K15) 5

Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon B-K15) 15

Ig Biotina anti-HUCD117 (Clon B-K15) 45

Resultados

Multiples combinaciones de Fab-NPL y anticuerpo-NPL se dirigieron a CMH (FIGS. 6A-6D), como
lo indica la fluorescencia de Dil positiva. Sin embargo, solo tres Fab-NPL, i) Fab Ab1 anti-HuCD117 bDS,
i) Fab Ab2 anti-HuCD117 bDS v iii) Fab Ab3 anti-HuCD105 bDS, CMH primarias transfectadas con éxito
con ARNm, como lo muestra la fluorescencia de GFP y Dil (FIGS. 7A-7D). Un Unico clon anti-CD117 tuvo
la mayor eficiencia de transfeccién (Abl) (FIG. 8).
EJEMPLO 11: MODIFICACION GENETICA DE CMH UTILIZANDO EL CONJUGADO NPL-FAB

En este ejemplo, se utilizaron conjugados de NPL-Fab dirigidos a CMH que encapsulaban un
sistema de edicién CRISPR-Cas para modificar genéticamente el gen de CD45 de las CMH. Se observé la
induccion de cortes de doble cadena en los genes de CD45 y la supresion de la expresion de CDA45.

Las formulaciones de NPL (p. ej., NPL que comprenden un lipido catiénico ionizable, en donde el
lipido catiénico ionizable es KC3 o lipido 15) conjugadas con o sin Abl se usaron para encapsular el ARNm
de Cas9 con un ARNg especifico para CD45 (un marcador de superficie celular de CMH sustituto que se
puede medir de forma fiable mediante citometria de flujo). EI ARNm de Cas9 se obtuvo de TriLink
Biosciences y el ARNg se obtuvo de Integrated DNA Technologies (IDT). Las NPL se formularon y
conjugaron con Ab1 usando los métodos descritos en los ejemplos 2 y 4-5. La relacion de ARNm de Cas9
con respecto a ARNg dentro de las NPL fue de 1:1. Para optimizar el ARNg para edicion por CRISPR
basada en NPL, se utilizé un patron de modificacién quimica que incorpora enlaces fosforotioato y
sustituciones 2'-O-metilo con el ARNm de Cas9 encapsulado. Se trataron CMH humanas primarias con
estas NPL en un intervalo de dosis de 100 a 800 ng de ARN total durante 7 dias usando los métodos
descritos en el ejemplo 1.

El dia 7 después de la transfeccion, las CMH se tifieron con anticuerpos fluorescentes contra CD45,
CD34 y CD117. La fluorescencia de cada proteina se cuantificé mediante citometria de flujo. Se utilizaron
CD34 y CD117 para definir las poblaciones de CMH. Se utilizé la fluorescencia de CD45 para definir la
inactivacion de CD45. Mediante la incorporacion de las estrategias anteriores para permitir el
direccionamiento de NPL y la edicién de ARNm CRISPR, la proteina CD45 se redujo en CMH humanas
primarias siete dias después de la dosificacién de NPL dirigidas in vitro. Los resultados de KC3 se muestran
en las FIGS. 9A-9B y los resultados del lipido 15 se muestran en las FIGS. 10A-10B.
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Adicionalmente, el dia 7 después de la transfeccién, las CMH se recogieron para la secuenciacién
de préxima generacion (NGS) para cuantificar la tasa de indel en el locus gendmico diana de Cas9 y el
ARNg de CD45 mediante secuenciacion de amplicones dirigida. Para la secuenciacién de amplicones, los
cebadores se disefiaron para abarcar una region de 300 pares de bases alrededor del sitio de corte
especifico del ARNg de CD45 utilizado. Después de la amplificacion, las secuencias de 300 pares de bases
se cuantificaron utilizando un lllumina MiSeq. El tratamiento con NPL CRISPR produjo indeles significativos
en el locus diana, corroborando aln mas la reduccién de la proteina CD45 que observamos (FIG. 11).

EJEMPLO 12: ALTERACION DEL POTENCIADOR ERITROIDE DE BCL11A EN CMH

Las NPL (p. ej., NPL que comprenden un lipido cationico ionizable, en donde el lipido catidnico
ionizable es KC3 o lipido 15) que encapsulan un ARNg contra BCL11a y ARNm de Cas9 se formulan y
conjugan con Abl y mutAbl usando los métodos descritos en los ejemplos 2 y 4-5. Las NPL se utilizan
para tratar las CMH humanas primarias in vitro. El MutAbl es un Fab no dirigido derivado de Abl con
mutaciones en alanina en cada uno de los bucles de CDR de la cadena ligera y cadena pesada del
anticuerpo, como se muestra en la tabla 8 a continuacion.

Tabla 8. Secuencias de CDR de Ably mutAbl.

Anticuerpo Abl mutAbl
CDR-H1 FTESNYAMS FAAANYAMS

(SEQ ID NO: 1) (SEQ ID NO: 28)
CDR-H2 AISGSGGSTYYADSVKG AISGAAASTYYADSVKG

(SEQ ID NO: 2) (SEQ ID NO: 29)
CDR-H3 AKGPPTYHTNYYYMDV AKGPPTYAAAYYYMDV

(SEQ ID NO: 3) (SEQ ID NO: 30)
CDR-L1 RASQGISSWLA RASQAAASWLA

(SEQ ID NO: 4) (SEQ ID NO: 31)
CDR-L2 AASSLQS AAASLQS

(SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO: 32)
CDR-L3 QQTNSFPYT QQTAAAPYT

(SEQ ID NO: 6) (SEQ ID NO: 33)

Las CMH se recogen a los 3y 7 dias después del tratamiento, donde después se analizan para
determinar la edicién génica mediante secuenciacion de amplicones dirigida.

EJEMPLO 13: DIRECCIONAMIENTO IN VITRO Y MODIFICACION GENETICA ADICIONALES DE LAS CMH

13.1: Optimizacién de la deteccién de la densidad del conjugado de Fab en NPL paralatransfeccion
de CMH
En un experimento adicional para caracterizar las NPL conjugadas con Ab, se formularon

nanoparticulas lipidicas (NPL) con ARNm de mCherry usando lipido 15 y se intercambiaron directamente
en MBS usando los métodos descritos en el ejemplo 2. El ARNm de mCherry se produjo mediante

transcripcion in vitro usando métodos descritos en la patente de los Estados Unidos n.° 10.143.758 (ejemplo
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7), modificada con N-1-metil pseudouridina. Se prepararon conjugados de los Fab Abl, Ab2 y MutAbl
como en el ejemplo 4. A continuacién, se insertaron conjugados de Fab en las NPL formuladas en 10
densidades diferentes enumeradas en la tabla 9 a continuacién, usando métodos descritos en los Ejemplos
4-5, con la modificacion de que la insercién se realizd a 37 °C durante 4 horas.

Las NPL se examinaron para detectar niveles de transfeccion con mCherry en CMH usando el
método descrito en el ejemplo 11. De manera especifica, las CMH se trataron con una dosis de 100 ug de
ARNmMm/pocillo con 30.000 células por pocillo y se afiadié medio a los pocillos para llevar el volumen total a
100 ul. A continuacién, las CMH se incubaron con NPL durante 6 horas, después de lo cual los medios de
cultivo que contenian NPL se reemplazaron por medios nuevos. Después de 24 horas, las CMH se tifieron
con anticuerpos fluorescentes contra CD34 y CD117. Las células se seleccionaron para la tinciéon con
CD34+ y CD117+, y se determiné el porcentaje de células CD34+CD117+mCherry+. Se encontré que el
intervalo optimo de densidad de Fab era aproximadamente 3-9 g de Ab/mol de lipido para maximizar el
direccionamiento a CMH vy la transfeccién celular. Los resultados para una seleccion de densidades de Ab
se muestran en la FIG. 13, que destaca el intervalo 6ptimo de densidad de Fab (3-9 g de Ab/mol de lipido).

Tabla 9. Densidades de anticuerpos dirigidos a CMH probadas en la optimizacion.

Modalidad [Conjugado Densidad de. Fab (g de
Fab/mol de lipido)

NPL

principal Ninguno X

Fab Fab Abl anti-HuCD1117 bDS 1

Fab Fab Abl anti-HUCD1117 bDS 3

Fab Fab Abl anti-HuCD1117 bDS 6

Fab Fab Abl anti-HuCD1117 bDS 9

Fab Fab Abl anti-HuCD1117 bDS 12

Fab Fab Abl anti-HuCD1117 bDS 15

Fab Fab Abl anti-HuCD1117 bDS 18

Fab Fab Abl anti-HuCD1117 bDS 21

Fab Fab Abl anti-HUCD1117 bDS 27

Fab Fab Ab2 anti-HuCD1117 bDS 1

Fab Fab Ab2 anti-HuCD1117 bDS 3

Fab Fab Ab2 anti-HuUCD1117 bDS 6

Fab Fab Ab2 anti-HuUCD1117 bDS 9

Fab Fab Ab2 anti-HuCD1117 bDS 12

Fab Fab Ab2 anti-HUCD1117 bDS 15

Fab Fab Ab2 anti-HuCD1117 bDS 18
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Modalidad [Conjugado Densidad de. Fab (g de
Fab/mol de lipido)

Fab Fab Ab2 anti-HUCD1117 bDS 21

Fab Fab Ab2 anti-HUCD1117 bDS 27

Fab Fab MutAbl anti-HUCD1117 bDS 1

Fab Fab MutAbl anti-HUCD1117 bDS 3

Fab Fab MutAb1 anti-HUCD1117 bDS 6

Fab Fab MutAbl anti-HUCD1117 bDS 9

Fab Fab MutAbl anti-HUCD1117 bDS 12

Fab Fab MutAb1 anti-HuCD1117 bDS 15

Fab Fab MutAbl anti-HUCD1117 bDS 18

Fab Fab MutAbl anti-HUCD1117 bDS 21

Fab Fab MutAbl anti-HUCD1117 bDS 27

13.2: Edicién in vitro de CMH primarias en el locus de B2M

A continuacion, se cultivaron CMH primarias in vitro y se trataron con NPL formuladas con lipido
15 y que encapsulan un ARNm de nucleasa Cas y un ARNg especifico para el locus de beta-2-
microglobulina (B2M). Las NPL se recubrieron con Abl o con mutAbl sin unién. El efecto de la edicién
génica se cuantificé para la inactivacion de la proteina B2M mediante citometria de flujo dirigida a la
expresion de la proteina B2M. Como se muestra en las FIGS. 14A-14C, el locus de B2M se edit6 con éxito
en CMH in vitro usando las NPL conjugadas con Abl, mientras que las NPL conjugadas con mutAbl no
dieron lugar a edicion.
EJEMPLO 14: MODIFICACION GENETICA IN VIVO DE CMH

14.1: Transfeccién in vivo de células madre hematopoyéticas a largo plazo utilizando NPL dirigidas

Las NPL (p. €., NPL que comprenden un lipido catiénico ionizable, en donde el lipido catidnico
ionizable es KC3 o lipido 15) se conjugan con Abl y mutAbl usando los métodos descritos en los ejemplos
1y 2. Se injertan en ratones NSG CMH humanas primarias para establecer un modelo murino mediante el
cual se puede observar el direccionamiento a CMH humanas con NPL dirigidas in vivo. En un experimento
inicial, se formulan NPL que encapsulan ARNm de mCherry o eGFP. A continuacion, las NPL se inyectan
por via intravenosa en los ratones a través de la vena de la cola. A las 24 y 48 horas, los ratones se
sacrifican y la médula dsea de los ratones se recoge y se analiza mediante citometria de flujo para analizar
la fluorescencia de mCherry o eGFP en la poblacién de CMH.

14.1.1: Transfeccién in _vivo de células madre hematopoyéticas a largo plazo utilizando NPL

dirigidas que portan ARNm de mCherry

Materiales y métodos

Ratones. El andlisis de los ratones NSG™ con injerto de células madre hematopoyéticas CD34*

humanas se realizd6 mediante métodos rutinarios. Los experimentos se realizaron con ratones durante 12
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semanas después del trasplante. Las NPL se administraron a 1 mg/kg (nucleétido total medido a partir del
ARNmM de mCherry) para todas las condiciones mediante inyeccion en la vena de la cola en forma de
embolada. Los ratones fueron tratados con NPL dirigidas recubiertas con Fab Abl, NPL sin
direccionamiento recubiertas con el Fab mutAbl sin unién o por la NPL parental sin Fab (sin
recubrimiento/desnuda). Los ratones se sacrificaron 24 horas después del tratamiento y se recogieron
diversos tejidos para analizarlos. Los ratones Hu-CD34*-NSG™ tratados se compararon con ratones Hu-
CD34*-NSG™ no tratados.

Andlisis de citometria de flujo. Se obtuvieron células de la médula 6sea lavando tibias y fémures
de ratones sacrificados con PBS frio que contenia suero bovino fetal (FBS) al 5 % y EDTA 2 mM (tampon
FACS). Las células se recogieron en tampon FACS frio, se tifieron con anticuerpos monoclonales contra
CD45 humano (clon 2D1, Cat n.° 368542 de Biolegend™), CD45 de ratén, CD34 humano (clon 561, Cat
n.° 343614 de Biolegend™) y CD117 humano (clon 104D2, Cat n.° 313206 de Biolegend™) durante 20
minutos a temperatura ambiente, y después se analizaron mediante citometria de flujo en un NovoCyte
Penteon (Agilent). Se utilizaron anticuerpos anti-CD45 de ratén y humano para identificar las células
humanas de la médula 6sea para diferenciar claramente las CMH humanas y de raton en las poblaciones
mixtas de células de la médula 6sea. Las células se analizaron en funcion de la positividad para mCherry.

ELISA. Se homogeneizaron ~30 mg de tejidos hepaticos congelados de los ratones en 300 ul de
tampén RIPA + coctel de inhibidor de proteinasa (Pl) HALT 1x (cat n.° 78441) usando un Tissuelyser
(Qiagen) en una camara fria (Programa P1: frecuencia 30, 5 min, 4 °C) y a continuacién se centrifugaron a
12000 rpm a 4 °C durante 5 min. Se realiz6 ELISA de mCherry (Cat n.° ab221829 de Abcam) segln las
recomendaciones del fabricante. Las absorbancias del producto se midieron utilizando un lector de placas
SpectraMax Plus a 450 nm (Molecular Devices, San José, CA.

Estadistica. Se realizaron andlisis estadisticos utilizando el software GraphPad Prism 9.0. Se utiliz6
la prueba de la t de Student bilateral para comparaciones individuales si tenian una distribucién normal

Resultados

Los resultados de este analisis indicaron que las NPL dirigidas por anticuerpos disefiados pueden
reconocer, unirse y transfectar LT-CMH (CD117*) para suministrar ARNm al citosol (FIGS. 15A-15B).
Ademas, la eficiencia de transfeccion se evalué como 30 % con NPL de lipido 15 recubierto con Fab Abl,
5 % con NPL recubierta con el Fab mutAbl no dirigido y 16 % con NPL sin recubrimiento de mdultiples
experimentos (FIGS. 15A-15C). Se midieron eficiencias de transfeccién similares, 25 % y 3 % con NPL
KC3 recubiertas con Fab Abl y Fab mutAbl respectivamente (FIG. 15D). Por otra parte, la NPL de lipido
15 recubierta con Fab tiene un tropismo menor para las células hepaticas que la NPL de lipido 15 sin
recubrimiento, ya que el ELISA midi6 un 91 % menos de sefial de mCherry después de la extraccion de
proteinas de 2 I6ébulos hepaticos diferentes de multiples animales tratados (FIG. 15E). Finalmente, se midio
3 veces menos sefial de las células hepaticas tratadas con NPL de KC3 frente a lipido 15 (FIGS. 15E-15F).

14.1.2: Transfeccidn in vivo adicional de células madre hematopoyéticas a largo plazo utilizando

NPL que portan ARNm de mCherry
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La transfeccién in vivo de CMH humanas en ratones con injerto de CMH CD34+ (n=12) se evalué
adicionalmente en un segundo experimento. Se trataron ratonas NSG™ Hu-CD34+ (laboratorio Jax; Hu-
CD34+; ratones NSG™, NOD.Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wijl, estirpe n.° 005557) con NPL de lipido 15
recubiertas con Abl para transfectar CMH humanas en el entorno de la médula 6sea. Las NPL se
prepararon con aproximadamente 50 % de lipido 15, aproximadamente 40 % de colesterol,
aproximadamente 10 % de DSPC y aproximadamente 1.5 % de PEG (DPG-PEG) que comprende PEG en
un peso molecular de 2000 Da). Las NPL de lipido 15 se descongelaron a temperatura ambiente, se
mezclaron con suavidad mediante inversién y, a continuacion, se diluyeron en solucién salina antes de
dosificar a 1.0 mg/kg mediante inyeccién intravenosa (IV) como una inyeccién de una sola embolada. 24
horas después del tratamiento, se recogieron tejidos de médula 6sea completa, higado, bazo, pulmén y
ovario y se analizaron mediante citometria de flujo, ELISA o IHC, usando el indicador de mCherry.

Se resuspendieron células de médula dsea recogidas, de la tibia y el fémur, como una Unica
suspensidn celular en DPBS complementado con 10 % de suero bovino fetal (FBS). Las células se tifieron
con hCD45, clon 2D1 (Biolegend™); hCD117, clon 104D2 (de Biolegend™); hCD34, clon 561 (Biolegend™)
y se analizaron mediante citometria de flujo para evaluar la eficiencia de transfeccion. Como se muestra
en la FIG. 16, un promedio de aproximadamente 20 % de CMH CD34+/CD117+ humanas fueron positivas
para fluorescencia de mCherry, lo que demostré la transfeccion in vivo de CMH-LP por las NPL de lipido
15 recubiertas con Abl.

Se homogeneizaron los tejidos de higado, bazo y pulmdn para extraccion de proteinas (usando
tampdn RIPA complementado con céctel inhibidor de proteinasa HALT™ 1x [Thermo Fisher cat n.° 78441])
y se analizaron mediante ELISA (kit de ab221829 mCherry SimpleStep ELISA®, de Abcam). Los tejidos
ovaricos se incluyeron, se cortaron y se analizaron mediante inmunohistoquimica (IHC) usando M11217
Ab (de Abcam). Los tejidos de IHC fueron analizados y clasificados con enmascaramiento por un patélogo
certificado. Los resultados del andlisis de tejido inespecifico se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Deteccion de proteina mCherry en tejidos inespecificos.

Tejido | Proteina mCherry | Método de deteccion
Higado 54 ng/mg

Bazo 260 ng/mg ELISA
Pulmén 3.5 ng/mg

Ovario Sin sefial IHC

14.2: Edicion in vivo de CMH utilizando NPL que encapsulan ARNg y ARNm de nucleasa Cas

A continuacién, se formulan NPL que encapsulan ARNg (p. ej., ARNg dirigido al potenciador
eritroide de BCL11a) y ARNm que codifica una nucleasa Cas (p. €j., Cas9) y se inyectan en ratones NSG
con injerto de CMH humanas primarias. 7 dias después de la inyeccién, se sacrifica a los ratones y se
extrae la médula ésea. Se aisla el ADNg de las células de la médula 6ésea y se realiza la secuenciacion de

amplicones de NGS en las muestras para calcular la edicion génica in vivo.
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14.3: Transfeccién in vivo de células madre hematopoyéticas a largo plazo utilizando NPL dirigidas

en primates no humanos (PNH)

Las NPL que encapsulan el ARNm de mCherry se formularon y se utilizaron para tratar primates
no humanos (PNH), especificamente macacos cangrejeros originarios de Mauricio.

En primer lugar, se validd in vitro la capacidad de las NPL dirigidas a CMH para dirigirse a CMH de
macaco cangrejero. Se usaron NPL de lipido 15 recubiertas con Abl y que encapsulaban ARNm de
mCherry para tratar CMH aisladas de macacos cangrejeros. Se prepar6 medio de CMH de macaco
cangrejero usando medio IMDM de ThermoFisher™ Technologies medio basico. El medio IMDM se
complement6 con FBS al 10 % (Gibco™), rhSCF 100 ng/ml (PeproTech™), trombopoyetina 100 ng/ml
(PeproTech™), rhuFIt3-L 100 ng/ml (PeproTech™), interleucina-3 100 ng/ml (PeproTech™), interleucina-
6 100 ng/ml (PeproTech™), G-CSF 100 ng/ml (PeproTech™) para preparar la formulacién final de medio
HSC. Se resuspendieron las células de la médula 6sea como una suspension de células individuales y se
mezclaron en tampoén de lisis de glébulos rojos (RBC) (00-4333-57 de Invitrogen) para eliminar los
eritrocitos. Las células se centrifugaron y se resuspendieron a una concentracion de 1 millén de células por
1 ml de medio. Las células se cultivaron en el matraz adecuado durante 3 dias. El dia 3 de cultivo, las
células se contaron de Nuevo en el NC-202™. Se afiadi6 medio de CMH nuevo al cultivo celular para
devolver la concentracién de CMH a 1 millén de células por 1 ml de medio. El dia 8 del cultivo, las CMH se
recogieron para transfeccion usando las NPL y se analizaron al dia siguiente. Las muestras se analizaron
usando citometria de flujo para la expression de mCherry para medir la transfeccion de CMH-LP. Las CMH-
LP de macaco cangrejero se identificaron usando los marcadores CD34 y CD117. Como se muestra en la
FIG. 17, aproximadamente el 65 % de CMH de macaco cangrejero se transfectaron con ARNm de mCherry
en macacos cangrejeros tratados con NPL del lipido 15 recubiertas con Ab1l, lo que confirmé que las NPL
del lipido 15 recubiertas con Abl se pueden dirigir a CMH-LP de macaco cangrejero.

A continuacion, se evalug la transfeccion in vivo de CMH-LP en PNH. Se infundieron en macacos
cangrejeros machos y hembras originarios de Mauricio diferentes pautas posologicas de NPL de lipido 15
o0 NPL KC3, cada una recubierta con Abl y con encapsulacion de ARNm de mCherry para transfectar CMH
en el entorno de la médula dsea. Las NPL se prepararon con aproximadamente un 40 % de colesterol,
aproximadamente un 10 % de DSPC, aproximadamente un 1.5 % de PEG (DPG-PEG que comprende PEG
a un peso molecular de 2000 Da) y aproximadamente un 50 % de lipido KC3 (para NPL KC3). Se pretrat6é
a los PNH con 2 mg/kg de difenhidramina, por via intramuscular, 30 min antes de la infusion de NPL. Las
NPL de lipido 15 y las NPL KC3 se descongelaron a temperatura ambiente, se mezclaron suavemente por
inversion y después se diluyeron en solucion salina antes de dosificar mediante inyeccion intravenosa (IV)
como una sola infusion lenta (mediante bomba a 5 ml/kg) durante un periodo de 1 hora. Las NPL de lipido
15 se dosificaron a 0.5 mg/kg y 0.2 mg/kg, y las NPL KC3 se dosificaron a 1.0 mg/kg, 0.5 mg/kg y 0.2 mg/kg.
24 horas después de inyectar las NPL a los PNH, se recogieron muestras de médula ésea completa 24 h
después del tratamiento por aspiracion de la cresta iliaca. El disefio del estudio se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Disefo de estudio que evalta la transfeccién in vivo de CMH-LP en macacos cangrejeros

originarios de Mauricio.
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Estudio | N.°de macacos | Tratamiento con ARNm/LNP Dosis (mg/kg) | Ruta
23-01A |2 Ab1 lipido 15 con ARNm de mCherry | 0.5 v

2 Ab1 lipido 15 con ARNm de mCherry | 0.2 v

1 sin tratar NP NP
23-01B |1 Abl KC3 con ARNm de mCherry 1.0 v

1 Abl KC3 con ARNm de mCherry 0.5 v

2 Abl KC3 con ARNm de mCherry 0.2 v

1 sin tratar NP NP

Se utilizé citometria de flujo para analizar los aspirados de médula 6sea en busca de CMH PNH
gue tengan fluorescencia mCherry. Se resuspendieron las células de la médula 6sea como una suspension
de células individuales y se mezclaron en tampén de lisis de glébulos rojos (RBC) (00-4333-57 de
Invitrogen) para eliminar los eritrocitos. Las células se lavaron, se resuspendieron en solucién salina
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) complementada con 10 % de suero de ternera fetal (FBS), se
tifieron con anticuerpos anti-CD34 (clon 561, cat n.° 343614 de Biolegend™) y anti-CD117 (clon 104D2,
cat n.° 313206 de Biolegend™) y se analizaron mediante citometria de flujo para evaluar la eficiencia de
transfeccion. En la FIG. 18 se muestran resultados ilustrativos de citometria de flujo que ilustran la
estrategia de seleccion de citometria de flujo para identificar CMH-LP de macaco cangrejero.

Las FIGS. 19A-19B muestran el porcentaje promedio de CMH que son positivas para mCherry de
macacos cangrejeros tratados con NPL de lipido 15 (FIG. 19A) o NPL KC3 (FIG. 19B) recubiertas con el
Fab Ab1l que encapsulan ARNm de mCherry. Se transfectaron CMH positivas in vivo de forma dependiente
de la dosis mediante ambas NPL probadas. Esto confirma que las NPL de CMH dirigidas a seres humanos
pueden transfector de forma eficiente CMH-LP de macaco cangrejero in vivo.

EJEMPLO 15: PREPARACION DE CONJUGADOS DE FAB' PARA PERMITIR EL DIRECCIONAMIENTO A CELULAS MADRE

HEMATOPOYETICAS (CMH) IN VIVO

Este ejemplo describe un método para la produccion de conjugados de lipido-grupo de
direccionamiento a CMH para su incorporacién en NPL dirigidas a CMH (p. ej., NPL que comprenden un
lipido cationico ionizable, donde el lipido catidnico ionizable es KC3 o lipido 15).

Se conjugaron Fab que se unen a dianas especificas de CMH (CD117, CD105) con DSPE-
PEG(2k)-maleimida mediante acoplamiento covalente entre el grupo maleimida y una cisteina C-terminal
en la cadena pesada (HC), tras la reduccién inicial de la mezcla de Fab’ y (Fab’)2. La proteina se
reconstituyd con agua de uso en biologia molecular a 10 mg/ml en solucién salina tamponada con fosfato
(fosfato 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7.4) y se diluy6 adicionalmente a 5 mg/ml en tampdn de reduccién que
contenia una concentracion final de fosfato 50 mM, citrato 10 mM, NaCl 75 mM, EDTA 5 mM, pH 6.0 con
agente reductor de L-cisteina 20 mM y se incub6 durante 1 hora a 25 °C con agitacién en una atmosfera
de argén. La proteina reducida se intercambié inmediatamente con tampén al 99.9 % en tampén de
conjugacion citrato 5 mM, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, pH 6.0 con una membrana de celulosa regenerada

con punto de corte de peso molecular de 10 kDa en una placa de filtracion de polipropileno de 24 pocillos
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a temperatura ambiente utilizando intercambio automatico de tampon de ultrafiltracion/diafiltracion
(Unchained Labs, California, EE. UU.) equipado con un sistema de filtracion de aire HEPA. Se midié que
el contenido de sulfhidrilo libre después de la reduccion y el intercambio de tamp6n era <1.1 por molécula
de Fab después de la reduccion y el intercambio de tampoén utilizando el reactivo de Ell'an (',5'-ditio-bis-
[a&cido 2-nitrobenzoico]) segun el protocolo del fabricante (Thermo Fisher Scientific Peirce Biotechnology,
lllinois, EE. UU.).

Tan pronto como fue posible en la primera hora después del intercambio de tampén, se inicio la
reaccion de conjugaciéon mediante la adicién de una suspension micelar con 12 mg/ml de DSPE-PEG-
OCHS3 (NOF America, Nueva York, EE. UU.) y DSPE-PEG-maleimida 8 mg/ml (NOF America, Nueva York,
EE. UU.) en agua de uso en biologia molecular. La reaccién de conjugacién se llevé a cabo con una
concentracion final de 3.8 mg/ml de Fab y un exceso molar de maleimida de 8.25 durante 4 horas a 25 °C
con agitacion en atmosfera de argén. La produccidn del conjugado resultante se controlé mediante HPLC
y SDS-PAGE. La reaccion se detuvo en L-cisteina 1.0 mM a temperatura ambiente durante 10 minutos y
se almacené a 4 °C durante 12 — 16 horas. La reaccion conjugada bruta resultante que contenia DSPE-
PEG(2k)-Fab anti-hCD117 se purificd simultaneamente a partir de Fab libre y el tamp6n se intercambié al
99.9 % con citrato 10 mM, sacarosa al 10 % (p/v), pH 7.0 con una membrana de celulosa regenerada con
punto de corte de peso molecular de 100 kDa en una placa de filtracién de polipropileno de 24 pocillos a
temperatura ambiente utilizando intercambio automético de tampon de ultrafiltracion/diafiltracion
(Unchained Labs, California, EE. UU.) equipado con un sistema de filtracién de aire HEPA. La pureza del
conjugado final se evalu6 mediante HPLC y SDS-PAGE. Después de la desactivacion, la composicion
micelar final consiste en una mezcla de DSPE-PEG-Fab, DSPE-PEG-maleimida (terminada en cisteina) y
DSPE-PEG-OCHS.
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