(2 BR 112010026622-4 A2 [ [[[{INAINNIARIIN

(22) Data do Depésito: 15/06/2018

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 30/06/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: DISRUPCAO DIRECIONADA DE RECEPTORES DE CELULA T E/OU HLA

(51) Int. Cl.: C12N 15/09; C12N 15/85; C12N 15/113; C12N 9/22; C12N 15/62.

(30) Prioridade Unionista: 07/08/2017 US 62/542,052; 16/06/2017 US 62/521,132; 18/10/2017 US 62/573,956.

(71) Depositante(es): SANGAMO THERAPEUTICS, INC..

(72) Inventor(es): ANTHONY CONWAY; SUMITI JAIN; GARY K. LEE; DAVID PASCHON; EDWARD J. REBAR; LEI ZHANG.
(86) Pedido PCT: PCT US2018037844 de 15/06/2018

(87) Publicacao PCT: WO 2018/232296 de 20/12/2018

(85) Data da Fase Nacional: 13/12/2019

(57) Resumo: A presente invencao refere-se a métodos e composi¢des para inativar os genes de TCR e/ou HLA, utilizando
nucleases projetadas que compreendem pelo menos um dominio de ligagdo ao DNA e um dominio de clivagem ou meio-dominio
de clivagem em condicdes capazes de preservar a viabilidade celular. Além disso, sdo providos também polinucleotideos
codificadores de nucleases, vetores compreendendo polinucleotideos codificadores de nucleases e células compreendendo
polinucleotideos codificadores de nucleases e/ou células compreendendo nucleases.

A
Lavax 7080 Jaxst ca
(Gana TCRA da nhagem
gominativa —




1/155

Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"DISRUPGAO DIRECIONADA DE RECEPTORES DE CELULA T
E/OU HLA".

Referéncia cruzada a pedidos de patente correlatos

[001] O presente pedido de patente reivindica o beneficio de
prioridade deste ao Pedido de Patente U.S. Provisorio N° 62/521 132,
depositado em 16 de junho de 2017; ao Pedido de Patente U.S.
Provisério N° 62/542,052, depositado em 07 de agosto de 2017 e ao
Pedido de Patente U.S. Provisorio N° 62/573,956, depositado em 18
de outubro de 2017, cujos conteudos sao aqui incorporados, em sua
totalidade, por referéncia neste pedido de patente.

Campo Técnico

[002] A presente invengdo pertence ao campo da modificagéo
gendmica de células humanas, incluindo linfécitos e células-tronco.

Antecedente

[003] A terapia génica encerra um potencial enorme para uma
nova era de agentes terapéuticos de uso humano. Essas metodologias
permitirdao o tratamento de condi¢bes que nao puderam ainda ser
abordadas pela pratica médica padrao. A terapia génica pode incluir as
muitas variagdes de técnicas de edicdo do genoma tais como
disrupgao (inativagédo) ou corre¢do de um locus génico e/ou insergao
de um transgene que pode ser expresso e controlado por um promotor
exogeno especifico operacionalmente ligado ao transgene ou pelo
promotor enddgeno encontrado no sitio de insergdo no genoma.

[004] A entrega e insercdo do transgene are exemplos de
problemas que precisam ser solucionados para alguma real
implementagcdo dessa tecnologia. Por exemplo, embora haja uma
variedade de métodos de entrega de genes potencialmente disponivel

para uso terapéuticos, todos envolvem escolhas conflitantes
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substanciais entre seguranca, durabilidade e nivel de expressao.
Métodos que fornecem o transgene como um epissoma (por exemplo,
sistemas baseados em adenovirus (Ad), virus adenoassociado (AAV)
e plasmideo) podem produzir elevados niveis de expressao iniciais,
contudo, esses métodos carecem de replicacao epissomal robusta, o
que pode limitar a duragcao da expressao em tecidos com alta atividade
mitética. Em contraste, métodos de entrega que resultam na
integracao aleatdria do transgene desejado (por exemplo, integracdo
com lentivirus (LV)) propiciam uma expressdo mais duravel, mas,
devido a natureza nao direcionada da insergao aleatoria, podem
provocar o crescimento desregulado nas células receptores,
potencialmente levando a malignidade pela ativagdo de oncogenes
nas vizinhangas do cassete transgénico integrado aleatoriamente.
Além disso, embora evite a perda da replicagcéo dirigida, a integragao
do transgene n&o impede o eventual silenciamento do promotor
exégeno fundido ao transgene. Com o tempo, tal silenciamento resulta
em expressao reduzida do transgene para a maioria dos eventos de
insercdo nao especifica. Além disso, a integracdo de um transgene
raramente ocorre em toda célula alvo, o que fazer com que seja dificil
alcancar um nivel de expressao do transgene de interesse
suficientemente alto para conseguir o efeito terapéutico desejado.

[005] Nos ultimos anos, foi desenvolvida uma nova estratégia
para modificagdo genética (por exemplo, inativagdo, corregédo e/ou
integracéo do transgene) que faz uso de clivagem com nucleases sitio-
especificas (por exemplo, nucleases dedo de zinco (ZFNs, do inglés
zinc finger nucleases), nucleases com dominio efetor do tipo ativador
da transcricao (TALENSs, do inglés transcription activator-like effector
domain nucleases), sistema CRISPR/Cas com um RNA crRNA/tracr

projetado (engineered) ("RNA guia unico") para guiar a clivagem
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especifica, etc.) visando influenciar a edicdo em um lécus genémico
escolhido. Ver, por exemplo, as Patentes U.S. N° 9 937 207; 9 255
250; 9 045 763; 9 005 973; 8 956 828; 8 945 868; 8 703 489; 8 586
526; 6 534 261; 6 599 692; 6 503 717; 6 689 558; 7 067 317; 7 262
054; 7 888 121; 7 972 854; 7 914 796; 7 951 925; 8 110 379; 8 409
861; as Publicacbes de Patentes U.S. N° 2017/0211075;
2003/0232410;  2005/0208489; 2005/0026157;  2005/0064474;
2006/0063231; 2008/0159996; 2010/00218264; 2012/0017290;
2011/0265198; 2013/0137104; 2013/0122591;  2013/0177983,
2013/0177960 e 2015/0056705. Além disso, estdo sendo
desenvolvidas nucleases direcionadas tendo por base o sistema
Argonaute (por exemplo, de T. thermophilus, conhecido como "TtAgo",
ver Swarts, et al. (2014) Nature 507(7491): 258-261), as quais podem
igualmente ter o potencial para usos em edigdo gendmica e terapia
génica. Essa abordagem mediada por nucleases para modificacao
genética oferece o prospecto de expressao melhorada do transgene,
segurangca aumentada e durabilidade da expressdo, em comparagao
as abordagens classicas de integragdo, uma vez que permite o
posicionamento exato do transgene com risco minimo de
silenciamento de genes ou ativagao de oncogenes proximos.

[006] O receptor de célula T (TCR) € uma parte essencial da
ativacédo seletiva de células T. Tendo alguma semelhanga com um
anticorpo, a parte de reconhecimento do antigeno do TCR é
constituida tipicamente por duas cadeias, a e 3, que podem se unir e
formar um heterodimero. A semelhanca com anticorpos reside na
maneira pela qual € montado um Uunico gene codificador de um
complexo TCR alfa-beta. A cadeia alfa (TCR a) e a beta (TCR B) do
TCR sao compostas cada uma por duas regides, uma regiao
constante C-terminal e uma regido variavel N-terminal. Os Jloci

gendmicos que codificam a cadeia alfa e a beta do TCR assemelham-
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se aos loci que codificam anticorpos pelo fato de que o gene
codificador da cadeia a do TCR compreende os segmentos V e J,
enquanto o lécus da cadeia B compreende segmentos D além de
segmentos V e J. Para o lécus da cadeia B do TCR, existem
adicionalmente duas regides constantes diferentes que séo
selecionadas durante o processo de selegdao. Durante o
desenvolvimento de células T, os varios segmentos recombinam de tal
modo que cada célula T compreende uma porgao variavel unica do
TCR nas cadeias alfa e beta, denominadas a regido determinante de
complementaridade (CDR), e o corpo possui um grande repertorio de
células T, devido as suas CDRs unicas, que sao capazes de interagir
com antigenos unicos exibidos pelas células apresentadoras de
antigenos. Uma vez tenha ocorrido um rearranjo do gene da cadeia a
ou B do TCR, a expressido do segundo TCR a ou TCR B
correspondente é reprimida de tal modo que cada célula T expressa
somente uma estrutura unica do TCR em um processo denominado
"exclusdo alélica de receptor do antigeno" (ver, Brady, et al. (2010) J
Immunol 185:3801-3808).

[007] Durante a ativacdo de células T, o TCR interage com
antigenos exibidos como peptideos no principal complexo de
histocompatibilidade (MHC) de uma célula apresentadora de antigeno.
O reconhecimento do complexo antigeno-MHC pelo TCR leva a
estimulacao de células T, o que, por sua vez, leva a diferenciacédo de
células T helper (CD4+) e linfocitos T citotoxicos (CD8+) em linfécitos
de memoria e efetores. Essas células podem entdo expandir de
maneira clonal, fornecendo uma subpopulacdo ativada dentro da
populacdo total de células T, capaz de reagir a um antigeno em
particular.

[008] As proteinas do MHC s&o de duas classes, | e Il. As

proteinas do MHC classe | MHC s&o heterodimeros de duas proteinas,
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a cadeia a, que € uma proteina transmembrana codificada pelos genes
de MHC1 da classe |, e a cadeia PB2-microglobulina (as vezes
designada como B2M), que é uma pequena proteina extracelular
codificada por um gene que nao esta situado dentro do cluster
(agrupamento) de genes do MHC. A cadeia a dobra-se em trés
dominios globulares e, quando a cadeia [2-microglobulina esta
associada ao complexo com estrutura globular é funcional e expresso
na superficie da célula. Os peptideos s&o apresentados nos dois
dominios mais N-terminais que sao também os mais variaveis. As
proteinas do MHC Classe Il sdo igualmente heterodimeros, mas os
heterodimeros compreendem duas proteinas transmembrana
codificadas por genes dentro do complexo do MHC. O complexo MHC
classe I: antigeno interage com células T citotéxicas enquanto o MHC
classe Il apresenta antigenos as ceélulas T helper. Além disso, as
proteinas do MHC classe | tendem a ser expressas em quase todas as
células nucleadas e em plaquetas (e eritrocitos em camundongos)
enquanto as proteinas do MHC classe |l sdo expressas de modo mais
seletivo. Tipicamente, as proteinas do MHC classe |l sdo expressas
em células B, alguns macréfagos e mondcitos, células de Langerhans
e em células dendriticas.

[009] Nos seres humanos, o0 complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) é conhecido comumente como o antigeno
leucocitario humano (HLA). O cluster génico do HLA classe | nos
humanos compreende trés Joci principais, B, C e A, bem como
diversos loci menores (incluindo E, G e F, todos encontrados na regiao
do HLA no cromossomo 6). O cluster do HLA classe |l também
compreende trés loci principais, DP, DQ e DR, e ambos os clusters de
genes da classe | e classe Il sdo polimorficos, pelo fato de que existem
diversos alelos diferentes de ambos os genes da classe | e Il dentro da

populacédo. Existem igualmente diversas proteinas acessorias que
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participam no funcionamento do HLA também. 3-2 microglobulina atua
como uma chaperona (codificada por B2M, localizado no cromossomo
15) e estabiliza a proteina HLA A, B ou C expressa na superficie
celular, além de estabilizar também o sulco de exibicdo do antigeno na
estrutura da classe |. E encontrada no soro e na urina em quantidades
baixas normalmente.

[0010] HLA desempenha um papel importante na rejeicdo ao
transplante. A fase aguda da rejeicdo ao transplante pode ocorrer
dentro de aproximadamente 1-3 semanas e normalmente envolve a
acao de linfécitos T do hospedeiro sobre tecidos do doador devido a
sensibilizagdo do sistema do hospedeiro as moléculas de HLA classe |
e classe Il do doador. Na maioria dos casos, o0s antigenos
desencadeantes sdo HLAs classe |. Para obter melhor sucesso, é
efetuada a tipagem HLA do doador, cuja compatibilidade com a
tipagem do paciente receptor deve ser a mais completa possivel. No
entanto, mesmo a doacio entre familiares, que podem compartilhar
um alto percentual de identidade HLA, ainda assim frequentemente
nao € bem-sucedida. Desse modo, a fim de preservar o tecido
enxertado no receptor, o0 paciente frequentemente precisa ser
submetido a terapia imunossupressora profunda para prevenir a
rejeicdo. Tal terapia pode levar a complicagbes e morbidades
significantes devido a infecgdes oportunistas que o paciente pode ter
dificuldade em superar. A regulacdo dos genes classe | ou Il pode ser
alterada na presenca de alguns tumores, e tal disrupcéo pode ter
consequéncias sobre o prognostico dos pacientes. Por exemplo, foi
verificada reducdo da expressao de B2M em canceres colorretais
metastaticos (Shrout, et al. (2008) Br J Canc 98:1999). Considerando
que B2M desempenha um papel fundamental na estabilizacdo do
complexo do MHC classe |, foi levantada a hipétese de que a perda de

B2M em certos canceres solidos poderia ser um mecanismo de
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escape a vigilancia imunoldgica dirigida por células T. A expressao
deprimida de B2M demonstrou resultar de supressao da regulagao da
expressdao normal de BM2 para IFN gama e/ou de mutagdes
especificas na sequéncia codificadora de B2M que resultam em knock-
out (perda de funcédo) do gene (Shrout, et al., ibid). Como fator de
confundimento, B2M aumentado também esta associado com alguns
tipos de cancer. Niveis aumentados de B2M na urina serve como
indicador prognostico para diversos canceres incluindo cancer de
préstata, leucemia linfocitica cronica (LLC) e linfomas ndo Hodgkin.
[0011] A terapia celular adotiva (ACT) é uma forma de terapia
antineoplasica em desenvolvimento que tem por base a entrega de
células imunes tumor-especificas a um paciente para que as células
entregues ataquem e eliminem o céncer do paciente. A ACT pode
envolver o uso de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) que s&o células
T isoladas de massas tumorais do proprio paciente e expandidas ex
vivo para voltarem a ser infundidas no paciente. Essa abordagem tem
sido promissora no tratamento de melanoma metastatico, onde, em
um estudo, uma taxa de resposta de longo prazo >50% foi observada
(ver, por exemplo, Rosenberg, et al. (2011) Clin Canc Res 17(13):
4550). TILs representam uma fonte promissora de células porque séo
um conjunto misto das préprias células do paciente que possuem
receptores de células T (TCRs) especificos para os antigenos
associados a tumores (TAAs) presentes no tumor (Wu, et al. (2012)
Cancer J, 18(2):160). Outras abordagens envolvem a edicdo de
células T isoladas do sangue de um paciente, de tal modo que sao
projetadas para que respondam ao tumor de alguma maneira (Kalos,
et al. (2011) Sci Transl Med 3(95):95ra73).

[0012] Receptores quiméricos de antigenos (CARs) sdo moléculas
desenhadas para direcionar as células imunes para alvos moleculares

especificos expressos nas superficies celulares. Na sua forma mais
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basica, sao receptores introduzidos em uma célula que acoplam um
dominio de especificidade expresso no exterior da célula para
sinalizagdo de vias no interior da célula, de tal modo que, quando o
dominio de especificidade interage com seu alvo, a célula torna-se
ativada. Frequentemente, os CARs sao produzidos por simulagao dos
dominios funcionais de receptores de células T (TCRs), em que um
dominio especifico para um antigeno, como um scFv ou algum tipo de
receptor, € fundido ao dominio de sinalizagdo, como ITAMs e outros
dominios coestimulatorios. Essas construcbes sdo entio introduzidas
em uma célula T ex vivo permitindo a célula T tornar-se ativada na
presenca de uma célula que expressa o antigeno alvo, resultando no
ataque sobre a célula visada pela célula T ativada de maneira nio
dependente de MHC (ver Chicaybam, et al. (2011) Int Rev Immunol
30:294-311) quando a célula T é reintroduzida no paciente. Assim, a
terapia celular adotiva utilizando células T alteradas ex vivo com um
TCR ou CAR projetado € uma abordagem clinica muito promissora
para diversos tipos de doencas. Por exemplo, os canceres e seus
antigenos que constituem alvos incluem linfoma folicular (CD20 ou
GD2), neuroblastoma (CD171), linfoma ndo Hodgkin (CD19 e CD20),
linfoma (CD19), glioblastoma (IL13Ra2), leucemia linfocitica cronica ou
LLC e leucemia linfocitica aguda ou LLA (ambas CD19). Foram
também desenvolvidos CARs virus-especificos para atacar células que
abrigam virus como HIV. Por exemplo, foi iniciado um estudo clinico
utilizando um CAR especifico para Gp100 para o tratamento de HIV
(Chicaybam, ibid).

[0013] ACTRs (Receptores de células T acopladas a anticorpo)
sdao componentes projetados de células T que sao capazes de se ligar
a um anticorpo exdgeno. A ligagcdo do anticorpo ao componente ACTR
arma a célula T para interagir com o antigeno reconhecido pelo

anticorpo e, quando aquele antigeno é encontrado, a célula T
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compreendendo o ACTR ¢é acionada para interagir com o antigeno (ver
Publicacédo de Patente U.S. N° 2015/0139943).

[0014] Uma das desvantagens da terapia celular adotiva, contudo,
€ que a fonte do produto celular precisa ser especifica do paciente
(autdloga) para evitar a rejeigado potencial das células transplantadas.
Isso levou os pesquisadores a desenvolverem métodos para edicao
das proprias células T de um paciente para evitar essa rejeicdo. Por
exemplo, células T ou células-tronco hematopoiética de um paciente
podem ser manipuladas ex vivo com a adicao de um CAR, ACTR e/ou
receptor de célula T (TCR) projetados e, a seguir, tratadas ainda com
nucleases projetadas para desabilitar inibidores de checkpoints de
células T como PD1 e/ou CTLA4 (ver Publicagdo da Patente
Internacional N° WO 2014/059173). Para aplicagado dessa tecnologia a
uma populagdo maior de pacientes, seria vantajoso desenvolver uma
populacdo universal de células (alogénicas). Além disso, o knockout
do TCR resultara em células que sido incapazes de montar uma
resposta de doenga do enxerto contra hospedeiro (DECH) introduzida
em um paciente.

[0015] Assim, ainda ha necessidade de métodos e composicoes
que possam ser utilizados para modificar (por exemplo, knockout) a
expressdo de TCR e/ou HLA em células T efetoras, células T
reguladoras, células B, células NK ou células-tronco (por exemplo,
células-tronco hematopoiéticas, células-tronco pluripotentes induzidas
e células-tronco embrionarias).

[0016] Sumario

[0017] Sao aqui descritas composicdes e métodos para inativacao
parcial ou completa ou disrupcdo de um gene TCR e/ou B2M e
composigdes e métodos para introduzir e expressar niveis desejados
de transgenes exogenos em linfocitos T, depois ou simultaneamente

com a disrupgdo do TCR e/ou B2M enddégenos. Além disso, sao
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igualmente providos métodos e composigdes para deletar (inativar) ou
reprimir um gene TCR e/ou B2M para produzir célula T com TCR nulo
ou célula T com TCR e HLA classe | nulos, célula B, célula NK, célula-
tronco, tecido ou organismo inteiro, por exemplo, uma célula que nao
expressa um ou mais receptores de células T e/ou um ou mais
receptores de HLA classe | sem sua superficie. Modificacdes
genbmicas adicionais podem estar presentes nas células com TCR
e/ou HLA classe | nulos aqui descritas, mas ndo se limitam a
modificacbes gendmicas a um gene diferente (por exemplo, um gene
da proteina 1 de morte celular programada (PD1), um gene do
antigeno 4 do linfocito T citotdoxico (CTLA-4), um gene CISH, um gene
tet2, um gene do antigeno leucocitario humano (HLA) A, um gene HLA
B, um gene HLA C, um gene HLA-DPA, um gene HLA-DQ, um gene
HLA-DRA, um gene LMP7, um gene do transportador associado ao
processamento de antigeno (TAP) 1, um gene TAP2, um gene da
tapasina (TAPBP), um gene do transativador do complexo principal de
histocompatibilidade classe 1l (CIITA), um gene do receptor
glicocorticoide (GR), um gene IL2RG, um gene RFX5), a insergdo de
transgene (por exemplo, CAR) em um ou mais desses genes ou de
outros (por exemplo, genes em loci safe harbor) e qualquer
combinacéo de tais modificagbes gendmicas. Em certas modalidades,
as células com TCR nulo e/ou as células com HLA classe | nulo ou
tecidos sao células ou tecidos humanos cujo uso € vantajoso em
transplantes. Em modalidades preferidas, as células com TCR nulo
e/ou as células com HLA classe | nulo s&o preparadas para uso em
terapia com células T adotivas.

[0018] Em um aspecto, € descrita uma nuclease de dedo de zinco
compreendendo: uma proteina de dedo de zinco (ZFP) de uma ZFN
designada 68957, 72678, 72732 ou 72748; um dominio de clivagem

Fokl projetado; e um ligante (elemento de ligagao) entre o dominio de
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clivagem Fokl e a ZFP. Em certas modalidades, a ZFN compreende
uma primeira e uma segunda ZFNs como segue (sequéncias de
aminoacidos e polinucleotideos descritas nos Exemplos): uma ZFN
compreendendo uma ZFP da ZFN designada 72678 e uma ZFN
compreendendo uma ZFP da ZFN designada 72732. Em certas
modalidades, a ZFN compreende ZFNs direita e esquerda (primeira e
segunda) como segue: uma ZFN designada 57531 e uma ZFN
designada 72732; uma ZFN designada 57531 e uma ZFN designada
72748; uma ZFN designada 68957 e uma ZFN designada 57071; uma
ZFN designada 68957 e uma ZFN designada 72732; uma ZFN
designada 68957 e uma ZFN designada 72748; uma ZFN designada
72678 e uma ZFN designada 57071; uma ZFN designada 72678 e
uma ZFN designada 72732; e uma ZFN compreendendo uma ZFP
designada 72678 e uma ZFN designada 727482. Uma nuclease de
dedo de zinco (ZFN) compreendendo ZFNs direita e esquerda
(primeira e segunda): uma ZFN designada 68796 e uma ZFN
designada 68813; uma ZFN designada 68796 e uma ZFN designada
68861; uma ZFN designada 68812 e uma ZFN designada 68813; uma
ZFN designada 68876 e uma ZFN designada 68877; uma ZFN
designada 68815 e uma ZFN designada 55266; uma ZFN designada
68879 e uma ZFN designada 55266; uma ZFN designada 68798 e
uma ZFN designada 68815; ou uma ZFN designada 68846 e uma ZFN
designada 53853. Além disso, sao igualmente aqui providos
polinucleotideos (por exemplo, mRNA, plasmideos, vetores virais, etc.)
que codificam uma ZFN (incluindo um par), conforme aqui revelada,
inclusive um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia 2A entre
as sequéncias que codificam a ZFN esquerda e as ZFNs. Além disso,
sdo descritas células geneticamente modificadas (por exemplo,
células-tronco, células precursoras, células T (efetoras e reguladoras),

etc.) compreendendo um ou mais das ZFNs e/ou dos polinucleotideos
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aqui descritos e células descendentes dessas células (por exemplo,
células geneticamente modificadas que ndo compreendem a ZFN,
mas que incluem a modificagdo genética). As modificagdes genéticas
incluem insergcdes, dele¢gdes e combinagdes das mesmas no gene
visado pela ZFN. Modificagdes gendmicas adicionais, por exemplo,
modificacdo de um gene do receptor de célula T (TCR), modificacéo
de um gene HLA-A, modificagdo de um gene HLA-B, modificagdo de
um gene HLA-C, modificagdo de um gene TAP, modificagdo de um
gene CTLA-4, modificagdo de um gene PD1, modificacdo de um gene
CISH, modificagdo de um gene tet-2 e/ou a inser¢gdo de um transgene
(por exemplo, CAR) pode estar presente no alvo e/ou em um ou mais
loci diferentes. Composicées farmacéuticas compreendendo qualquer
uma das nucleases de dedo de zinco, polinucleotideos e/ou células,
como aqui descritos, sdo também providas no presente. Métodos para
modificar um gene enddégeno de beta-3-microglobulina (B2M) e/ou
gene TCR em uma célula sdo igualmente providos, o método
compreendendo administrar um polinucleotideo ou composicao
farmacéutica, conforme aqui descritos, a célula de tal modo que o
gene endogeno seja modificado (por exemplo, delegéo, insercédo de
uma sequéncia exdégena como um transgene). Sdo também descritos
métodos de utilizacdo das ZFNs, polinucleotideos, células e/ou
composigdes farmacéuticas, conforme aqui descritos, para o
tratamento e/ou a prevencao de um cancer, uma doenga autoimune ou
doenca do enxerto contra hospedeiro. Kits compreendendo qualquer
uma das ZFNs, polinucleotideos, células e/ou composicoes
farmacéuticas, conforme aqui descritos, sdo igualmente providos.

[0019] Em outros aspectos, € aqui descrita uma célula isolada (por
exemplo, uma célula eucaridética, como uma célula de mamifero,
incluindo uma célula linfoide, uma célula-tronco (por exemplo, iPSC,

célula-tronco embrionaria, MSC ou HSC) ou uma célula
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progenitora/precursora) na qual a expressao de um gene do TCR é
modulada por modificacdo de sequéncias exbénicas do gene do TCR.
Em certas modalidades, a modificacdo é a uma sequéncia
compreendendo uma sequéncia de 9-25 (inclusive sitios alvo de 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25) ou mais
nucleotideos (contiguos ou ndo) de uma sequéncia como mostrada
nos sitios alvo no presente) de um sitio alvo mostrado em uma ou
mais das Tabelas 1, 2 ou 6 (SEQ ID N°: 8-21 e/ou 92-103); dentro de
1-5, dentro de 1-10 ou dentro 1-20 pares de base em qualquer dos
lados (a sequéncia genémica flanqueadora) dos sitios alvo mostrados
nas Tabelas 1, 2 ou 6 (SEQ ID N°8-21 e/ou 92-103); ou dentro de
AACAGT, AGTGCT, CTCCT, TTGAAA, TGGACTT e AATCCTC ou um
sitio alvo compreendendo AACAGT, AGTGCT, CTCCT, TTGAAA,
TGGACTT e AATCCTC. Alternativamente ou além de, as
modificacbes podem também ser efetuadas a sequéncias (por
exemplo, sequéncias gendmicas) entre sitios alvo pareados conforme
aqui descritos (por exemplo, sitios alvo para os pares de nucleases
mostrados na Tabela 3, incluindo entre os sitios alvo para 55204 e
53759 (entre SEQ ID N°8 e SEQ ID N°9); entre os sitios alvo para
55229 e 53785 (entre SEQ ID N°:10 e SEQ ID N°11); entre os sitios
alvo para 53810 e 55255 (entre SEQ ID N°:12 e SEQ ID N°:13); entre
os sitios alvo mostrados para 55248 e 55254/55260 (entre SEQ ID
N°14 e SEQ ID N°:13); entre os sitios alvo para 55266 e 53853 (entre
SEQ ID N°15 e SEQ ID N°16); entre os sitios alvo para 53860 e
53863 (entre SEQ ID N°:17 e SEQ ID N°:18); entre os sitios alvo para
53856 e 55287 (entre SEQ ID N°21 e SEQ ID N°18); ou entre os
sitios alvo para 53885 ou 52774 e 53909 ou 52742 (entre SEQ ID
N°:19 e SEQ ID N°:20). A modificagdo pode ser por uma molécula de
fusdo exdégena compreendendo um dominio funcional (por exemplo,

dominio regulador da transcricdo, dominio nuclease incluindo qualquer
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dominio de clivagem Fokl com uma ou mais mutacbes em
comparacgao ao tipo selvagem) e um dominio de ligacdo ao DNA,
incluindo, entre outros: (i) uma célula compreendendo um fator de
transcricdo exdégeno incluindo um dominio de ligacdo ao DNA que se
liga a um sitio alvo mostrado em qualquer uma dentre SEQ ID N°:8-21
e/ou 92-103 e um dominio regulador da transcricdo no qual o fator de
transcricdo modifica a expressdo do gene TRAC e/ou (ii) uma célula
compreendendo uma inser¢do e/ou uma delecdo dentro de um ou
mais dos sitios alvo aqui mostrados, incluindo SEQ ID N°:8-21 e/ou 92-
103; dentro de 1-5, dentro de 1-10 ou dentro de 1-20 pares de base
em qualquer dos lados (a sequéncia genbmica flanqueadora) dos
sitios alvo mostrados nas Tabelas 1 e 2 (SEQ ID N° 8-21 e/ou 92-
103); dentro de AACAGT, AGTGCT, CTCCT, TTGAAA, TGGACTT e
AATCCTC; e/ou entre sitios alvo pareados conforme aqui descritos
(por exemplo, sitios alvo para os pares de nucleases mostrados na
Tabela 3). S&do igualmente descritas células que compreendem essas
modificagdes ao(s) genes do TCR e modificagdes genéticas adicionais
(por exemplo, modificacdo no gene B2M, modificagcbes nos genes
CTLA, CISH, PD1 elou tet2, CAR, um TCR antigeno-especifico
(cadeias alfa e beta), insercbes nesses ou em outros /oci incluindo um
transgene codificador de um receptor de Célula T acoplada a um
Anticorpo (ACTR) e/ou um transgene codificador de um anticorpo,
etc.).

[0020] Em outro aspecto, € descrita uma célula isolada (por
exemplo, uma ceélula eucaridtica como uma célula de mamifero,
incluindo uma célula linfoide, uma célula-tronco (por exemplo, iPSC,
célula-tronco embrionaria, MSC ou HSC ou uma célula
progenitora/precursora) na qual a expressdo de um gene B2M gene é
modulada por modificagdo no gene B2M. Em certas modalidades, a

modificacdo é a uma sequéncia compreendendo uma sequéncia de 9-
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25 (incluindo sitios alvo de 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25) ou mais nucleotideos (contiguos ou n&o) de uma
sequéncia como mostrada nos sitios alvo no presente) de um sitio alvo
mostrado em uma ou mais das Tabelas 5 e 8 (SEQ ID N°:117, 123,
126 e/ou 127); dentro de 1-5, dentro de 1-10 ou dentro de 1-20 pares
de base em qualquer dos lados (a sequéncia gendmica flanqueadora)
dos sitios alvo mostrados nas Tabelas 5 e 8 (SEQ ID N°:117, 123, 126
e/ou 127). Alternativamente ou além de, as modificagbes podem
também ser efetuadas a sequéncias (por exemplo, sequéncias
genbmicas) entre sitios alvo pareados conforme aqui descritos (por
exemplo, sitios alvo para os pares de nucleases mostrados nas
Tabelas 5 e 8, incluindo entre os sitios alvo como mostrado na Tabela
8 (SEQ ID N°:126 e 127). A modificagdo pode ser por uma molécula de
fusdo exdgena compreendendo um dominio funcional (por exemplo,
dominio regulador da transcricdo, dominio nuclease incluindo qualquer
dominio de clivagem Fokl com uma ou mais mutagbes em
comparagao ao tipo selvagem) e um dominio de ligagdo ao DNA (por
exemplo, uma ZFP como mostrada na Tabela 8 (0o componente ZFP
(desenhos) das ZFNs designadas 72732; 72748; 68957; ou 72678),
incluindo, entre outros: (i) uma célula compreendendo um fator de
transcricdo exogeno incluindo um dominio de ligagdo ao DNA que se
liga a um sitio alvo como mostrado em qualquer uma das Tabelas 5 ou
8 (por exemplo, SEQ ID N°:126 ou 127) e um dominio regulador da
transcricdo em que o fator de transcricdo modifica a expressao do
gene B2M e/ou (ii) uma célula compreendendo uma insergcéo e/ou uma
delecdao dentro de um ou mais dos sitios alvo aqui mostrados,
incluindo as Tabelas 5 e 8; dentro de 1-5, dentro de 1-10 ou dentro de
1-20 pares de base em qualquer dos lados (a sequéncia gendémica
flanqueadora); e/ou entre sitios alvo pareados conforme aqui descritos

(por exemplo, sitios alvo para os pares de nucleases mostrados na
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Tabela 8). S&do igualmente descritas células que compreendem essas
modificacbes a genes B2M e modificacbes genéticas adicionais (por
exemplo, modificacdo ao gene TCR, modificagbes aos genes CTLA,
CISH, PD1 e/ou tet2, modificacdo a PD1, uma de CAR, um TCR
antigeno-especifico (cadeias alfa e beta), insercbes nesses ou em
outros /oci incluindo um transgene codificador de um receptor de célula
T acoplada a anticorpo (ACTR) e/ou um transgene codificador de um
anticorpo, etc.).

[0021] As células com TCR e/ou B2M modificados aqui descritas
podem incluir mais modificagbes, por exemplo, um ou mais genes
inativados do receptor de célula T em células com B2M modificado,
genes TCR inativados adicionais, gene PD1 e/ou CTLA4 e/ou um
transgene codificador de um receptor quimérico de antigeno (CAR),
um transgene codificador de um receptor de célula T acoplada a
anticorpo (ACTR) e/ou um transgene codificador de um anticorpo.
Composicoes farmacéuticas que compreendem qualquer célula como
aqui descrita sdo também providas, bem como métodos de utilizacao
das células e composi¢cdes farmacéuticas em terapias ex vivo para o
tratamento de um transtorno (por exemplo, um céancer) em um
individuo. Em certas modalidades, é provida uma populacdo de células
compreendendo uma ou mais modificagdes (TCR editado, B2M editado,
PD1 editado, CISH, tet2 e/ou CTLA4 editados, gene HLA classe |
editado e/ou insergdes de transgene (por exemplo, CAR) nesses ou em
outros genes, etc.) conforme aqui descrita, incluindo uma populagéo de
células na qual menos de 5% (por exemplo, 0-5% ou qualquer valor
intermediario), de preferéncia menos de 3%, ainda mais preferivelmente
menos de 2% das células incluem quaisquer outras modificagdes (por
exemplo, modificagcdes fora dos sitios alvo). Em certas modalidades, a
populacdo de células inclui modificagdes fora de sitios alvo em niveis

naturais (background) (por exemplo, 2-10 vezes menos (ou qualquer
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valor intermediario)) quando comparadas a células modificadas com
ZFNs que nao sdo modificadas como aqui descrito (essas ZFNs néao
modificadas séo referidas também como ZFNs "progenitoras" ou
"parentais"). As modificacbes efetuadas pelas ZFNs sao hereditarias
pelo fato de que, in vivo ou em cultura, as células que descendem de
(incluindo células diferenciadas) células compreendendo as ZFNs (e
modificagdes) incluem as modificagbes aqui descritas.

[0022] Assim, em um aspecto, sdo descritas células nas quais a
expressdao de um gene TCR é modulada (por exemplo, ativada,
reprimida ou inativada). Em modalidades preferidas, sequéncias
exonicas de um gene TCR sao moduladas. A modulagédo pode ser por
uma molécula exdgena (por exemplo, fator de transcricdo projetado
compreendendo um dominio de ligagdo ao DNA e um dominio de
ativagao ou represséo transcricional) que se liga ao gene TCR e regula
a expressao de TCR e/ou através de modificacdo na sequéncia do
gene TCR (por exemplo, utilizando um nuclease que cliva o gene TCR
e modifica a sequéncia do gene por insergdes e/ou delegdes),
incluindo por exemplo, uma ZFN (por exemplo, par de ZFNs de ZFNs
esquerda e direita) como mostrado na Tabela 6. Em algumas
modalidades, sao descritas células que compreendem uma nuclease
projetada para provocar knockout de um gene TCR. Em outras
modalidades, s&o descritas células que compreendem um fator de
transcricao (TF) projetado de tal modo que a expressao de um gene
TCR é modulada. Em algumas modalidades, as células séo células T.
Sao descritas ainda células em que a expressao de um gene TCR é
modulada e em que as células sédo projetadas adicionalmente para
que compreendam pelo menos um transgene exdégeno e/ou knockout
adicional de pelo menos um gene enddégeno (por exemplo, gene beta
2 microglobulina (B2M) e/ou de checkpoint imunolégico como PD1

e/ou CTLA4) ou combinagdes dos mesmos.
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[0023] Em outro aspecto, sdo aqui descritas células nas quais a
expressao de um gene B2M é modulada (por exemplo, ativada,
reprimida ou inativada). A modulacdo pode ser por uma molécula
exogena (por exemplo, fator de transcricdo projetado compreendendo
um dominio de ligagdo ao DNA e um dominio de ativacédo ou
repressdo transcricional) que se liga ao gene B2M e regula a
expressao de B2M e/ou através de modificagdo na sequéncia do gene
B2M (por exemplo, utilizando uma nuclease que cliva o gene B2M e
modifica a sequéncia do gene por inser¢cdes e/ou delegdes), incluindo
por exemplo, uma ZFN (por exemplo, par de ZFNs de ZFNs esquerda
e direita) como mostrado na Tabela 8 ou uma ZFN compreendendo
uma ZFP tendo o desenho (regido da hélice de reconhecimento e
esqueleto (backbone) de ZFPs nas ZFNs designadas 72732; 72748;
68957; ou 72678) aqui descrito (por exemplo, Tabela 8) em
combinagdo com qualquer dominio Fokl (tipo selvagem ou projetado) e
opcionalmente qualquer ligante entre o dominio Fokl e a ZFP (por
exemplo, LO, N7a, N7c, etc.). Em algumas modalidades, s&o descritas
células que compreendem uma nuclease projetada para provocar
knockout de um gene B2M. Em outras modalidades, sdo descritas
células que compreendem um fator de transcricao (TF) projetado de tal
modo que a expressdao de um gene B2M é modulada. Em algumas
modalidades, as células sao células T, incluindo células T efetoras e
células T reguladoras. S&o ainda descritas células em que a
expressao de um gene B2M é modulada e em que as células sao
ainda projetadas para compreender pelo menos um transgene
exogeno e/ou knockout adicional de pelo menos um gene enddgeno
(por exemplo, um ou mais genes TCR e/ou gene de checkpoint
imunolégico como PD1 e/ou CTLA4) ou combinagdes dos mesmos.

[0024] Em qualquer uma das células aqui descritas que

compreendem um transgene exogeno, o transgene exdgeno pode ser
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integrado em um gene TCR e/ou B2M (por exemplo, quando o gene
TCR e/ou B2M ¢é desabilitado) e/ou pode ser integrado em um gene
como um gene safe harbor. Em alguns casos, o transgene exogeno
codifica um ACTR, um TCR antigeno-especifico e/ou um CAR. O
transgene projetado pode ser inserido por processos orientado por
HDR ou NHEJ. Em alguns aspectos, as células com expressao
modulada de TCR e/ou B2M compreendem pelo menos um ACTR
exogeno, um TCR exogeno e um CAR exdgeno. Algumas células
compreendendo um modulador de TCR incluem ainda knockout de um
ou mais genes de inibidores de pontos de controle (checkpoint). Em
algumas modalidades, o inibidor de checkpoint € PD1. Em outras
modalidades, o inibidor de checkpoint é CTLA4. Em aspectos
adicionais, a célula com TCR e/ou B2M modulado compreende
knockout (silenciamento) de PD1 e knockout de CTLA4. Em algumas
modalidades, o gene TCR modulado € um gene codificador de TCR 3
(TCRB). Em algumas modalidades, isso é alcancado pela clivagem
direcionada da regido constante desse gene (regido constante de TCR
B ou TRBC). Em certas modalidades, o gene TCR modulado é um
gene codificador de TCR a (TCRA). Em modalidades adicionais, a
insercao € conseguida pela clivagem direcionada da regiao constante
de um gene TCR, incluindo clivagem direcionada da regido constante
de um gene TCR a (aqui designada como sequéncias "TRAC"). Em
algumas modalidades, as células com gene TCR modificado sé&o
modificadas ainda no gene B2M, os genes HLA-A, B, C ou o gene
TAP, ou qualquer combinagdo dos mesmos. Em outras modalidades, o
regulador do HLA classe II, CIITA, é modificado também.

[0025] Em certas modalidades, as células aqui descritas
compreendem uma modificagdo (por exemplo, delegdo e/ou insergao,
ligacdo de um TF projetado para reprimir a expressdo de TCR) a um

gene TCRA (por exemplo, modificacdo de exons). Em certas
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modalidades, a modificacdo € dentro de qualquer um dos sitios alvo
mostrados nas Tabelas 1, 2 ou 6 (SEQ ID N°:8-21 e/ou 92-103) e/ou
entre sitios alvo pareados (por exemplo, sitios alvo de pares de
nucleases mostrados na Tabela 3), incluindo modificagao por ligagao
a, clivagem, insercao e/ou delegcdo de um ou mais nucleotideos dentro
de qualquer uma dessas sequéncias e/ou dentro de 1-50 pares de
base (incluindo qualquer valor intermediario como 1-5, 1-10 ou 1-20
pares de base) das sequéncias do gene (genbmicas) flanqueando
essas sequéncias no gene TCRA. Em certas modalidades, as
modificagbes sao efetuadas utilizando uma ZFN (por exemplo, um ou
mais pares de ZFNs) como mostrada na Tabela 6. Em certas
modalidades, as células compreendem uma modificacdo (ligagao a,
clivagem, insercbes e/ou delegdes) dentro de uma ou mais das
sequéncias seguintes: AACAGT, AGTGCT, CTCCT, TTGAAA,
TGGACTT e AATCCTC dentro de um gene TCRA (por exemplo,
exons, ver Figura 1B). Em certas modalidades, a modificagcao
compreende a ligagdo de um TF projetado aqui descrito de tal modo
que a expressdo de um gene TCRA é modulada, por exemplo,
reprimida ou ativada.

[0026] Em certas modalidades, as células aqui descritas
compreendem uma modificagdo (por exemplo, delegdo e/ou insergao,
ligagcdo de um TF projetado para reprimir a expressao de B2M) a um
gene B2M. Em certas modalidades, a modificacdo é dentro de
qualquer um dos sitios alvo mostrados nas Tabelas 5 ou 8 e/ou entre
sitios alvo pareados (por exemplo, sitios alvo de pares de nucleases
mostrados na Tabela 8), incluindo a modificagdo por ligagdo a,
clivagem, insercéo e/ou delegao de um ou mais nucleotideos dentro de
qualquer uma dessas sequéncias e/ou dentro de 1-50 pares de base
(incluindo qualquer valor intermediario como 1-5, 1-10 ou 1-20 pares

de base) das sequéncias do gene (gendmicas) flanqueando essas
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sequéncias no gene B2M. Em certas modalidades, as modificacdes
sdo efetuadas utilizando uma ZFN que compreende uma ZFP
incluindo as regides de reconhecimento de hélice e esqueleto dos
desenhos de ZFP das ZFNs mostradas na Tabela 8, um dominio Fokl
(qualquer dominio Fokl do tipo selvagem ou projetado) e
opcionalmente um ligante (qualquer ligante entre o N- ou C-terminal do
dominio Fokl e o N- ou C-terminal dos desenhos de ZFP mostrados,
incluindo, entre outros, LO, N7a, N7c, etc.). Em certas modalidades, a
ZFN compreende uma ZFN (por exemplo, um par de primeira e
segunda ZFNs) como mostrada na Tabela 8. Em certas modalidades,
as células compreendem uma modificagdo (ligagdo a, clivagem,
insercdes e/ou delegdes) dentro de uma ou mais das sequéncias
seguintes: SEQ ID N%126 e 127. Em certas modalidades, a
modificagcdo compreende a ligagédo de um TF projetado conforme aqui
descrito de tal modo que a expressao do gene B2M é modulada, por
exemplo, reprimida ou ativada.

[0027] Em outras modalidades, a modificacdo € uma modificacao
genética (alteragdo da sequéncia de nucleotideos) em ou préximo
do(s) sitio(s) de ligacdo a nuclease(s) (alvo) elou de clivagem,
incluindo, entre outras, modificagdes a sequéncias dentro de 1-300 (ou
qualquer numero intermediario de pares de base) pares de base a
montante, a jusante e/ou incluindo 1 ou mais pares de base do(s)
sitio(s) de clivagem e/ou sitio de ligacdo; modificagdes dentro de 1-100
pares de base (ou qualquer numero intermediario de pares de base)
incluindo e/ou em qualquer dos lados do(s) sitio(s) de ligagdo e/ou
clivagem; modificacbes dentro de 1 a 50 pares de base (ou qualquer
numero intermediario de pares de base) incluindo e/ou em qualquer
dos lados (por exemplo, 1 a 5, 1 a 10, 1 a 20 ou mais pares de base)
do(s) sitio(s) de ligacao e/ou clivagem; e/ou modificagbes a um ou

mais pares de base dentro do sitio de ligacao e/ou sitio de clivagem da
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nuclease. Em certas modalidades, a modificacdo € em ou préximo de
(por exemplo, 1-300 pares de base, 1-50, 1-20, 1-10 ou 1-5 ou
qualquer numero intermediario de pares de base) e/ou entre sitios alvo
pareados (por exemplo, Tabela 3 ou 8) da sequéncia do gene, em
volta ou entre qualquer um dos sitios alvo aqui revelados. Em certas
modalidades, a modificagao inclui modificagbes de um gene TCRA
e/ou B2M dentro de uma ou mais das sequéncias mostradas nos sitios
alvo das Tabelas 1, 2 e 6 (TCRA) e/ou Tabelas 5 e 8 (B2M), por
exemplo, uma modificacdo de 1 ou mais pares de base a uma ou mais
dessas sequéncias. Em certas modalidades, as modificagcbes
genéticas mediadas pela nuclease sdo entre sitios alvo pareados
(quando um dimero € utilizado para clivar o alvo). As modificagdes
genéticas mediadas pela nuclease podem incluir insergdes e/ou
dele¢des de qualquer numero de pares de base, incluindo insergoes
de sequéncias nao codificantes de qualquer comprimento e/ou
transgenes de qualquer comprimento e/ou dele¢des de 1 par de bases
até mais de 1000 kb (ou qualquer valor intermediario incluindo, entre
outros, 1-100 pares de base, 1-50 pares de base, 1-30 pares de base,
1-20 pares de base, 1-10 pares de base ou 1-5 pares de base).

[0028] As células modificadas da invencdo podem ser uma célula
eucaridtica, incluindo uma célula de mamifero n&o humano e uma
célula humana como célula linfoide (por exemplo, uma célula T
(incluindo uma célula T efetora (Teff) e uma célula T reguladora
(Treg)), uma <célula B ou wuma célula NK), uma célula-
tronco/progenitora (por exemplo, uma célula-tronco pluripotente
induzida (iPSC), uma célula-tronco embrionaria (por exemplo, ES
humana), uma célula-tronco mesenquimal (MSC) ou uma célula-tronco
hematopoiética (HSC). As células-tronco podem ser totipotentes ou
pluripotentes (por exemplo, parcialmente diferenciadas como uma

HSC que é uma célula-tronco mieloide ou linfoide pluripotente). Em
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outras modalidades, a invencdo prové meétodos de producido de
células com um gendtipo nulo para expressdo de TCR e/ou de HLA.
Qualquer uma das ceélulas-tronco modificadas aqui descritas
(modificadas no loci de TCRA e/ou B2M) pode entéo ser diferenciada
para gerar uma célula diferenciada (in vivo ou in vitro (cultura))
descendente de uma célula-tronco conforme aqui descrita com as
modificagdes aqui descritas, incluindo expressao modificada do gene
TCRA e/ou B2M.

[0029] Em outro aspecto, as composicdes (células modificadas) e
métodos aqui descritos podem ser utilizados, por exemplo, no
tratamento ou na prevengéo ou melhora de um transtorno. Os métodos
tipicamente compreendem (a) clivagem ou regulagdo negativa de um
gene TCR e/ou B2M enddégeno em uma célula isolada (por exemplo,
célula T ou outros linfécitos) utilizando uma nuclease (por exemplo,
ZFN ou TALEN) ou sistema de nucleases como CRISPR/Cas com um
RNA projetado de crRNA/tracr, ou utilizando um fator de transcricao
projetado (por exemplo, ZFP-TF, TALE-TF, Cfp1-TF ou Cas9-TF), de
tal modo que o gene TCR e/ou B2M seja inativado ou modulado
negativamente; e (b) introdugcdo da célula no individuo, pelo qual
tratando ou prevenindo o transtorno. Em algumas modalidades, o gene
codificador de TCR B (TCRB) ¢ inativado ou modulado negativamente.
Em algumas modalidades, o gene codificador de B2M é inativado ou
modulado negativamente. Em algumas modalidades, a inativagao é
realizada por clivagem direcionada da regido constante desse gene
(Regiao constante de TCR 3 ou TRBC). Em modalidades preferidas, o
gene codificador de TCR a (TCRA) e/ou B2M ¢ inativado ou modulado
negativamente. Em modalidades mais preferidas, o transtorno € um
cancer, uma doencga infecciosa ou uma doenca autoimune. Em
algumas modalidades, as modificagbes sao efetuadas para induzir

tolerdncia imune. Em modalidades mais preferidas, a inativacdo é
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realizada por clivagem direcionada da regido constante desse gene
(Regiao constante de TCR a, ou abreviado como TRAC). Em algumas
modalidades, um gene B2M é clivado. Em modalidades adicionais, os
genes adicionais (além de TCR e/ou B2M) sao modulados (knocked-
out), por exemplo, knockouts duplos de TCR/B2M, genes TCR
adicionais, PD1 e/ou CTLA4 e/ou um ou mais transgenes terapéuticos
estdo presentes na célula (epissomais, integrados aleatoriamente ou
integrados via integracdo direcionada como integracdo mediada por
nuclease). As células modificadas podem incluir uma ou mais ZFNs
(por exemplo, pares de ZFN) como aqui descritas, incluindo, entre
outras, uma nuclease de dedo de zinco (ZFN) compreendendo uma
primeira e uma segunda ZFN, cada ZFN compreendendo um dominio
de clivagem (por exemplo, qualquer dominio de clivagem Fokl do tipo
selvagem ou projetado) e um dominio de ligagdo ao DNA de ZFP. Em
certas modalidades, as modificacbes sido efetuadas utilizando uma
ZFN compreendendo uma ZFP (regides de reconhecimento de hélice
e esqueleto) dos "desenhos" aqui descritos (por exemplo, Tabela 6 ou
Tabela 8 incluindo as ZFPs das ZFNs designadas 68846, 53853,
72732; 72748; 68957; 55266, 68798, 68879, 68815, 68799 ou 72678),
um dominio Fokl (qualquer dominio Fokl do tipo selvagem ou
projetado) e opcionalmente um ligante (qualquer ligante entre o N- ou
C-terminal do dominio Fokl e o N- ou C-terminal dos desenhos de ZFP
aqui descritos). Em algumas modalidades, a ZFN compreende um par
de ZFNs, no qual uma ZFN compreende a ZFP de 68846 (SEQ ID
N°:177) operacionalmente ligada a um dominio Fokl e a outra ZFN do
par compreende a ZFP de 53853 (SEQ ID N°:178) operacionalmente
ligada a um dominio Fokl. Em algumas modalidades, a ZFN
compreende um par de ZFNs, no qual uma ZFN compreende a ZFP de
72732 (SEQ ID N°:175) operacionalmente ligada a um dominio Fokl e
a outra ZFN do par compreende a ZFP de 72678 (SEQ ID N°:176)
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operacionalmente ligada a um dominio Fokl. Em certas modalidades, a
ZFN compreende uma ZFN (por exemplo, um par de primeira e
segunda ZFNs parceiras (também designada esquerda e direita)) aqui
descritas como segue: uma ZFN designada 68796 e uma ZFN
designada 68813; uma ZFN designada 68796 e uma ZFN designada
68861; uma ZFN designada 68812 e uma ZFN designada 68813; uma
ZFN designada 68876 e uma ZFN designada 68877; uma ZFN
designada 68815 e uma ZFN designada 55266; uma ZFN designada
68879 e uma ZFN designada 55266; uma ZFN designada 68798 e
uma ZFN designada 68815; ou uma ZFN designada 68846 e uma ZFN
designada 53853; uma ZFN designada 57531 e uma ZFN designada
72732; uma ZFN designada 57531 e uma ZFN designada 72748; uma
ZFN designada 68957 e uma ZFN designada 57071; uma ZFN
designada 68957 e uma ZFN designada 72732; uma ZFN designada
68957 e uma ZFN designada 72748; uma ZFN designada 72678 e
uma ZFN designada 57071; uma ZFN designada 72678 e uma ZFN
designada 72732; e a compreendendo uma ZPN de ZFP designada
72678 e uma ZFN designada 72748. Assim, uma ZFN (por exemplo,
cada ZFN parceira de uma ZFN pareada) compreende as regides de
reconhecimento de hélice e podem compreender modificagdes
adicionais na ZFP (por exemplo, as regides do esqueleto) descritas
abaixo (por exemplo, desenhos mostrados nas Tabelas 1, 2, 5, 6 e 8)
e compreende ainda qualquer dominio de clivagem FoKIl do tipo
selvagem ou projetado (incluindo qualquer combinagdo dos mutantes
de Fokl por substituicao, adicao e/ou delegao). Por exemplo, uma ZFN
parceira pode compreender um dominio dedo de zinco de ligagdo ao
DNA especifico fundido a qualquer dominio de clivagem Fokl,
incluindo o dominio de clivagem (SEQ ID N°:139) da proteina do tipo
selvagem ou proveniente de uma sequéncia mutada (como mostrada
nos Exemplos, SEQ ID N°140-174). Uma ZFN parceira B2M-
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especifica pode compreender um dominio dedo de zinco de ligagao ao
DNA B2M-especifico (por exemplo, 72732) fundido com um dominio
de clivagem Fokl selecionado dentre as SEQ ID N°:139-174. Além
disso, a ZFN parceira B2M-especifica pode compreender um dominio
dedo de zinco de ligagdo ao DNA B2M-especifico (por exemplo,
72678) fundido a um dominio de clivagem Fokl selecionado dentre as
SEQ ID N°:139-174. Do mesmo modo, uma ZFN parceira TRAC-
especifica pode compreender um dominio dedo de zinco de ligagdo ao
DNA TRAC-especifico (por exemplo, 68846) fundido a um dominio de
clivagem Fokl selecionado dentre as SEQ ID N°:139-174, e o dominio
dedo de zinco de ligacdo ao DNA TRAC-especifico 53853 pode ser
fundido a um dominio de clivagem Fokl selecionado dentre qualquer
um dominio de clivagem Fokl do tipo selvagem ou projetado mostrado,
por exemplo, nos Exemplos anexados (SEQ ID N%:139-174). Em
algumas modalidades, o dominio Fokl & fundido a extremidade N-
terminal do dominio de ligagao ao DNA da ZFP, enquanto em outras, &
fundido a extremidade C-terminal do dominio de ligagdo ao DNA da
ZFP. Além disso, qualquer ligante pode ser utilizado para ligar o
dominio de ligagdo ao DNA ao dominio de clivagem Fokl.

[0030] Sao igualmente providas células descendentes de células
modificadas como aqui descrito (por exemplo, células compreendendo
as ZFNs aqui descritas), incluindo, entre outras, parciais ou totalmente
diferenciadas a partir de células-tronco modificadas conforme aqui
descritas. Essas células tipicamente ndo incluem as ZFNs, mas
incluem as modificagdes genéticas feitas pelas mesmas.

[0031] O(s) fator(es) de transcricdo e/ou nuclease(s) podem ser
introduzidos em uma célula ou no meio de cultura em volta, como
MmRNA, em forma de proteina e/ou como uma sequéncia de DNA
codificadora da(s) nuclease(s). Em certas modalidades, a célula

isolada introduzida no individuo compreende ainda modificacéo
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gendmica adicional, por exemplo, uma sequéncia exdgena integrada
(no gene TCR e/ou B2M clivado ou em um gene diferente, por
exemplo, um gene ou locus safe harbor) e/ou inativagdo (por exemplo,
mediada por nuclease) de genes adicionais, por exemplo, um ou mais
dentre os genes HLA ou genes CTLA-4, CISH, PD1 ou tet2. A
sequéncia (por exemplo, um CAR ou TCR exégeno) ou proteina
exogena pode ser introduzida através de um vetor (por exemplo, Ad,
AAV, LV), ou utlizando uma técnica como eletroporacdo ou
transfecgao transitéria. Em algumas modalidades, as proteinas séo
introduzidas na célula induzindo estresse mecanico como por Cell
Squeeze (ver Kollmannsperger, et al. (2016) Nat Comm 7, 10372
doi:10.1038/ncomms10372). Em alguns aspectos, a composi¢cdo pode
compreender fragmentos celulares isolados e/ou células (parciais ou
totalmente) diferenciadas.

[0032] Em alguns aspectos, as células modificadas podem ser
utilizadas para terapia celular, por exemplo, para transferéncia de
células adotivas. Em outras modalidades, as células para uso no
transplante de células T contém outra modificacdo génica de interesse.
Em um aspecto, as células T contém um receptor quimérico de
antigeno (CAR) inserido, especifico para um marcador encontrado em
células cancerosas. Em um aspecto adicional, o CAR inserido é
especifico para o marcador CD19, caracteristico de células B,
incluindo neoplasias malignas de células B. Tais células seriam uteis
em uma composicao terapéutica para tratar pacientes sem ter que
igualar HLA e, assim, poderiam ser utilizadas como um agente
terapéutico "off-the-shelf' (pronto para uso) por qualquer paciente com
necessidade do mesmo. Em outros casos, células-tronco ou
precursoras, por exemplo, células-tronco hematopoiéticas ou células
precursoras (HSC/PC) ou células-tronco pluripotentes induzidas

(iPSC) contendo as modificagdes aqui descritas sdo expandidas antes
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da introducdo. Em outros aspectos, as HSC/PCs geneticamente
modificadas séo fornecidas ao individuo em um transplante de medula
o0ssea, em que as HSC/PC enxertadas, diferenciam-se e maturam in
vivo. Em algumas modalidades, as HSC/PC sao isoladas do individuo
apés mobilizacdo induzida por G-CSF. Mobilizacdo induzida pelo
plerixafor e combinagcdes de mobilizagado induzida por G-CSF e pelo
plerixafor e, em outros, as células sado isoladas de medula 6ssea
humana ou cordbes umbilicais humanos. Em outras modalidades,
iPSC sao derivadas de células do paciente ou de doador sadio. Em
alguns aspectos, o individuo € tratado para um procedimento
mieloablativo leve antes da introducdo do enxerto compreendendo as
HSC/PC modificadas ou células modificadas derivadas de iPSC
enquanto, em outros aspectos, o individuo & tratado com um regime
vigoroso de condicionamento mieloablativo. Em algumas modalidades,
os métodos e composi¢cdes da invencdo sao utilizados para tratar ou
prevenir um cancer.

[0033] Em outro aspecto, as células T com TCR e/ou B2M-
modulados (modificadas) contém uma sequéncia doadora inserida de
receptor de célula T acoplado a um anticorpo (ACTR). Em algumas
modalidades, a sequéncia doadora de ACTR ¢€ inserida em um gene
TCR para prejudicar a expressédo daquele gene TCR ap0ds a clivagem
induzida por nuclease. Em outras modalidades, a sequéncia doadora é
inserida em um lécus "safe harbor', como os genes AAVS1, HPRT,
albumina e CCR5. Em algumas modalidades, a sequéncia de ACTR &
inserida através de integragdo direcionada, em que a sequéncia
doadora de ACTR compreende bracos de homologia flanqueando que
possuem homologia com a sequéncia que flanqueia o sitio de
clivagem da nuclease projetada. Em algumas modalidades, a
sequéncia doadora de ACTR compreende ainda uma sequéncia

promotora e/ou outras reguladoras da transcricdo. Em outras
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modalidades, a sequéncia doadora de ACTR é desprovida de um
promotor. Em algumas modalidades, a sequéncia doadora de ACTR é
inserida em um gene que codifica TCR B (TCRB). Em algumas
modalidades, a insercao é realizada através de clivagem direcionada
da regidao constante desse gene (regidao constante de TCR [, ou
TRBC). Em modalidades preferidas, a sequéncia doadora de ACTR é
inserida em um gene que codifica TCR a (TCRA). Em modalidades
mais preferidas, a insercdo € realizada através de clivagem
direcionada da regido constante desse gene (Regido constante de
TCR a, TRAC abreviado). Em algumas modalidades, a sequéncia
doadora ¢ inserida em uma sequéncia de exons em TCRA enquanto,
em outras, a sequéncia doadora é inserida em uma sequéncia
intronica em TCRA. Em ainda outras modalidades, a sequéncia
doadora de ACTR é inserida em um gene B2M. Em algumas
modalidades, as células com B2M e/ou TCR modulados compreendem
ainda um CAR. Em ainda outras modalidades, as células com B2M
e/ou TCR modulados s&do moduladas adicionalmente em um gene HLA
ou um gene de inibidor de checkpoint.

[0034] Além disso, sao providas também composicdes
farmacéuticas compreendendo as células modificadas aqui descritas
(por exemplo, células T ou células-tronco com o gene TCR inativado),
ou composi¢cdes farmacéuticas compreendendo uma ou mais das
moléculas de ligacdo aos genes TCR e/ou B2M (por exemplo, fator de
transcricdo e/ou nucleases projetados) conforme aqui descritas. Em
certas modalidades, as composi¢cdes farmacéuticas compreendem
ainda um ou mais excipientes farmaceuticamente aceitaveis. As
células modificadas, as moléculas de ligagdo aos genes TCR e/ou
B2M (ou polinucleotideos que codificam essas moléculas) e/ou as
composicdes farmacéuticas compreendendo essas células ou

moléculas sao introduzidas no individuo através de métodos
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conhecidos na técnica, por exemplo, através de infusao intravenosa,
infusdo em um vaso especifico como a artéria hepatica, ou através de
injecdo direta no tecido (por exemplo, musculo). Em algumas
modalidades, o individuo € um humano adulto com uma doencga ou
condicao que pode ser tratada ou melhorada com a composi¢cao. Em
outras modalidades, o individuo é pediatrico, em que a composigao &
administrada para prevenir, tratar ou melhorar a doenca ou condicao
(por exemplo, cancer, doenca do enxerto contra hospedeiro, etc.).
[0035] Em alguns aspectos, a composigao (células com TCR e/ou
B2M modulados compreendendo um ACTR) compreende ainda um
anticorpo exogeno. Ver, também, a Publicacdo de Patente U.S. N°
2017/0196992. Em alguns aspectos, o anticorpo é util em armar uma
célula T compreendendo ACTR para prevenir ou tratar uma condigao.
Em algumas modalidades, o anticorpo reconhece um antigeno
associado com uma célula tumoral ou com processos associados ao
cancer como EpCAM, CEA, gpA33, mucinas, TAG-72, CAIX, PSMA,
anticorpos que se ligam ao folato, CD19, EGFR, ERBB2, ERBB3,
MET, IGF1R, EPHA3, TRAILR1, TRAILR2, RANKL, FAP, VEGF,
VEGFR, integrinas aVpB3 e a5B1, CD20, CD30, CD33, CD52, CTLA4 e
enascina (Scott, et al. (2012) Nat Rev Cancer 12:278). Em outras
modalidades, o anticorpo reconhece um antigeno associado com uma
doenca infecciosa como HIV, HCV e os semelhantes.

[0036] Em outro aspecto, sdo providos dominios de ligagao ao
DNA do gene TCR (por exemplo, ZFPs, TALEs e sgRNAs) que se
ligam a um sitio alvo em um gene TCR. Em certas modalidades, o
dominio de ligacdo ao DNA compreende uma ZFP com as regides de
reconhecimento de hélice na ordem mostrada em uma linha unica da
Tabela 1; uma proteina de ligagcdo ao DNA do dominio efetor de TAL
com as RVDs (repeti¢cdes variaveis di-residuos) de ligagdo a um sitio

alvo conforme mostradas na primeira coluna da Tabela 1 ou na
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terceira coluna da Tabela 2; e/lou um sgRNA como mostrado em uma
linha unica da Tabela 2. Essas proteinas de ligacdo ao DNA podem
ser associadas com dominios reguladores da transcricdo para formar
fatores de transcricdo projetados que modulam a expressao de TCR.
Alternativamente, essas proteinas de ligagdo ao DNA podem ser
associadas com um ou mais dominios de nucleases para formar
nucleases de dedo de zinco (ZFNs) projetadas, TALENs e/ou sistemas
CRISPR/Cas que podem se ligar e clivar um gene TCR. Em certas
modalidades, as ZFNs, TALENs ou RNAs guias unicos (sgRNA) de um
sistema CRISPR/Cas ligam-se a sitios alvo em um gene TCR humano.
O dominio de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo ou nuclease (por
exemplo, ZFP, TALE, sgRNA) pode ligar-se a um sitio alvo em um
gene TCRA compreendendo 9, 10, 11, 12 ou mais (por exemplo, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais) nucleotideos de qualquer um dos
sitios alvo aqui mostrados (por exemplo, sitios alvo da Tabela 1 ou 2
como mostrados na SEQ ID N%::8-21 e/ou 92-103). As proteinas dedo
de zinco podem incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais dedos de zinco, cada
dedo de zinco tendo uma hélice de reconhecimento para contato
especifico com um subsitio alvo no gene alvo. Em certas modalidades,
as proteinas dedo de zinco compreendem 4 ou 5 ou 6 dedos
(designados F1, F2, F3, F4, F5 e F6 e na ordem de F1 para F4 ou F5
ou F6 do N-terminal ao C-terminal), por exemplo, como mostradas na
Tabela 1. As ZFPs aqui descritos podem também incluir uma ou mais
mutacdes para contato do fosfato com residuos da proteina dedo de
zinco, por exemplo, o mutante nR-5Qabc descrito na Publicacdo de
Patente U.S. N° 2018/0087072. Em outras modalidades, os RNAs
guias unicos ou dominios de ligacdo ao DNA do efetor TAL podem
ligar-se a um sitio alvo conforme aqui descrito (por exemplo, sitios alvo
da Tabela 1 ou Tabela 2 ou Tabela 6 como mostrados em qualquer
uma dentre SEQ ID N°:8-21 e/ou 92-103) ou 12 ou mais pares de
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base dentro de qualquer um desses sitios alvo ou entre sitios alvo
pareados. Sitio alvos exemplares para sgRNA como mostrados na
Tabela 2 (SEQ ID N°:92-103). sgRNAs que se ligam a 12 ou mais
nucleotideos dos sitios alvo mostrados na Tabela 1 ou Tabela 2 s&o
também providos. Desenhos de TALENs podem ser desenhados para
atingir sitios conforme aqui descritos (sitios alvo da Tabela 1 ou Tabela
2 ou Tabela 6) utilizando RVDs canénicas ou ndo como descrito nas
Patentes U.S. N°° 8 586 526 e 9 458 205. As nucleases aqui descritas
(compreendendo um dominio de ligacado ao DNA de ZFP, de TALE ou
de sgRNA) sdo capazes de efetuar modificagbes genéticas dentro de
um gene TCRA compreendendo qualquer uma dentre SEQ ID N°:8-21
e/ou 92-103, incluindo modificagcbes (inser¢des e/ou delegdes) dentro
de qualquer uma dessas sequéncias (SEQ ID N°:8-21 e/ou 92-103)
e/ou modificagbes as sequéncias do gene TCRA que flanqueiam as
sequéncias do sitio alvo mostradas na SEQ ID N°:8-21 e/ou 92-103,
por exemplo, modificagdes dentro de sequéncias exdnicas de um gene
TCR dentro de uma ou mais das sequéncias seguintes: AACAGT,
AGTGCT, CTCCT, TTGAAA, TGGACTT e AATCCTC.

[0037] Em outro aspecto, sdo providos dominios de ligagcdo ao
DNA do gene B2M (por exemplo, ZFPs, TALEs e sgRNAs) que se
ligam a um sitio alvo em um gene B2M. Em certas modalidades, o
dominio de ligagdo ao DNA compreende uma ZFP com as regides de
reconhecimento de hélice na ordem mostrada em uma linha unica da
Tabela 5 ou Tabela 8 (colunas identificadas "desenhos", incluindo as
ZFPs das ZFNs designadas 72732; 72748; 68957; ou 72678); uma
proteina de ligacdo ao DNA do efeito TAL com as RVDs que se ligam
um sitio alvo mostradas na primeira coluna da Tabela 5 ou Tabela 8;
e/ou um sgRNA que se liga a um sitio alvo em B2M conforme aqui
descrito (Tabela 5 ou Tabela 8). Essas proteinas de ligacdo ao DNA

podem ser associadas com dominios reguladores da transcricdo para
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formar fatores de transcricao projetados que modulam a expressao de
B2M. Alternativamente, essas proteinas de ligacdo ao DNA podem ser
associadas com um ou mais dominios de nuclease (clivagem) para
formar nucleases de dedo de zinco (ZFNs) projetadas, TALENs e/ou
sistemas CRISPR/Cas que se ligam e clivam um gene B2M. Em certas
modalidades, as ZFNs, TALENs ou RNAs guias unicos (sgRNA) de um
sistema CRISPR/Cas se ligam a sitios alvo em um gene B2M humano.
O dominio de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo ou nuclease (por
exemplo, ZFP, TALE, sgRNA) pode ligar-se a um sitio alvo em um
gene B2M compreendendo 9, 10, 11, 12 ou mais (por exemplo, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais) nucleotideos de qualquer um dos sitios
alvo aqui mostrados (por exemplo, Tabela 5 ou Tabela 8 como
mostrados na SEQ ID N°:117, 123, 126 ou 127). As proteinas dedo de
zinco podem incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais dedos de zinco, cada dedo
de zinco tendo uma hélice de reconhecimento para contato especifico
com um subsitio alvo no gene alvo. Em certas modalidades, as
proteinas dedo de zinco compreende 4 ou 5 ou 6 dedos (designados
F1, F2, F3, F4, F5 e F6 e na ordem de F1 para F4 ou F5 ou F6 do N-
terminal ao C-terminal), por exemplo, como mostrado na Tabela 5 ou
Tabela 8. As ZFPs aqui descritas podem também incluir uma ou mais
mutacdes para contato do fosfato com residuos da proteina dedo de
zinco, por exemplo, o mutante nR-5Qabc descrito na Publicagdo de
Patente U.S. N° 2018/0087072, incluindo os desenhos de ZFP
(mutantes de regides de reconhecimento de hélice e esqueleto) da
Tabela 8. Em outras modalidades, os RNAs guias unicos ou dominios
de ligacdo ao DNA do efetor TAL podem ligar-se a um sitio alvo
conforme aqui descrito (por exemplo, sitios alvo das Tabelas 5 ou 8)
ou 12 ou mais pares de base dentro de qualquer um desses sitios alvo
ou entre sitios alvo pareados. Dominios TALE podem ser desenhados

para atingir sitios conforme aqui descritos (sitios alvo das Tabelas 5 ou
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8) utilizando RVDs canénicas ou nao conforme descritas nas Patentes
U.S. N°° 8 586 526 e 9 458 205. As nucleases aqui descritas
(compreendendo um dominio de ligagédo ao DNA de ZFP, de TALE ou
de sgRNA) sao capazes de efetuar modificagdes genéticas dentro de
um gene B2M compreendendo qualquer um dos sitios alvos de B2M
aqui revelados, incluindo modificagbes (insercdes e/ou delegdes)
dentro de qualquer uma dessas sequéncias e/ou modificacbes a
sequéncias do gene B2M que flanqueiam as sequéncias do sitio alvo
mostradas nas Tabelas 5 e 8 (SEQ ID N°:117, 123, 126 ou 127).

[0038] Qualquer uma das nucleases aqui descritas pode
compreender um dominio de ligagao ao DNA (por exemplo, desenhos
de ZFP da Tabela 6 ou 8, TALE ou sgRNA) conforme aqui descrito e
um dominio de clivagem e/ou meio-dominio de clivagem (por exemplo,
meio-dominio de clivagem FoKIl do tipo selvagem ou projetado).
Assim, em qualquer uma das nucleases (por exemplo, ZFNs, TALENS,
sistemas CRISPR/Cas) aqui descritas, o dominio nuclease pode
compreender um dominio nuclease do tipo selvagem ou meio-dominio
nuclease (por exemplo, um meio-dominio de clivagem Fokl). Em
outras modalidades, as nucleases (por exemplo, ZFNs, TALENSs,
nucleases CRISPR/Cas) compreendem dominios ou meios-dominios
de nuclease, por exemplo, meios-dominios de clivagem Fokl
projetados que formam heterodimeros obrigados. Ver, por exemplo, as
Patente U.S. N° 7 914 796 e 8 034 598. Em certas modalidades, um
ou mais dominios endonuclease de Fokl das nucleases aqui descritas
podem também compreender mutantes para contato com fosfato (por
exemplo, R416S e/ou K525S) como descritos na Publicagdo de
Patente U.S. N° 2018/0087072. Assim, o dominio Fokl das nucleases
aqui descritas (por exemplo, ZFNs compreendendo: (i) desenhos de
ZFP como mostrados na Tabela 8, incluindo ZFPs das ZFNs
designadas 72732; 72748; 68957; ou 72678 e (ii) um dominio Fokl)
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podem incluir qualquer combinacdo de mutagcbées ao dominio Fokl
(posi¢cdes numeradas em relacdo ao dominio Fokl completo), incluindo
a sequéncia do dominio catalitico Fokl do tipo selvagem e também,
entre outros, os dominios Fokl indicados na Tabela 8, Fokl-Sharkey
(S418P+K441E); Fokl ELD (Q->E na posicao 486, I->L em 499, N->D
na posicao 496); Fokl ELD, Sharkey (Q->E na posicéo 486, I->L na
posicdo 499, N->D na posicao 496, S418P+K441E); Fokl ELD, R416E
(Q->E na posicdo 486, I->L na posi¢cao 499, N->D na posicdo 496,
R416E); Fokl ELD, Sharkey, R416E (Q->E na posig¢ao 486, I->L na
posicao 499, N->D na posicao 496, S418P+K441E, R416E); Fokl ELD,
R416Y (Q->E na posicao 486, I->L na posicdo 499, N->D na posicéo
496, R416Y); Fokl ELD, Sharkey, R416E (Q->E na posi¢ao 486, I->L
na posicdo 499, N->D na posicao 496, S418P+K441E, R416E); Fokl
ELD, S418E (Q->E na posigao 486, I->L na posi¢do 499, N->D na
posicao 496, S418E); Fokl ELD, Sharkey parcial, S418E (Q->E na
posicao 486, I->L na posicdo 499, N->D na posicao 496, K441E,
S418E); Fokl ELD, K525S (Q->E na posi¢éo 486, I->L na posi¢ao 499,
N->D na posigao 496, K525S); Fokl ELD, Sharkey K525S (Q->E na
posicdo 486, |->L na posicdo 499, N->D na posicdo 496,
S418P+K441E, K525S); Fokl ELD, 1479T (Q->E na posigao 486, I->L
na posicdo 499, N->D na posi¢cdo 496, 1479T); Fokl ELD, Sharkey,
1479T (Q->E na posicdo 486, I->L na posicdo 499, N->D na posicéo
496, S418P+K441E, 1479T); Fokl ELD, P478D (Q->E na posigao 486,
I->L na posicdo 499, N->D na posigdo 496, P478D); Fokl ELD,
Sharkey, P478D (Q->E na posi¢ao 486, I->L na posi¢cao 499, N->D na
posicao 496, S418P+K441E, P478D); Fokl ELD, Q481D (Q->E na
posicao 486, |I->L na posi¢cado 499, N->D na posig¢ao 496, Q481D); Fokl
ELD, Sharkey, Q481D (Q->E na posicédo 486, I->L na posi¢ao 499, N-
>D na posigdo 496, S418P+K441E, Q481D); Fokl KKR (E->K na
posicao 490, I->K na posicdo 538, H->R na posi¢cdo 537); Fokl KKR
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Sharkey, (E->K na posicdo 490, |->K na posicdo 538, H->R na
posicao 537, S418P+K441E); Fokl KKR, Q481E (E->K na posi¢ao 490,
I->K na posicdo 538, H->R na posicdo 537, Q481E); Fokl KKR,
Sharkey Q481E (E->K na posigao 490, I->K na posigao 538, H->R na
posicao 537, S418P+K441E, Q481E); Fokl KKR, R416E (E->K na
posicao 490, I->K na posi¢cao 538, H->R na posicao 537, R416E); Fokl
KKR, Sharkey, R416E (E->K na posi¢cédo 490, I->K na posi¢ao 538, H-
>R na posigédo 537, S418P+K441E, R416E); Fokl KKR, K525S (E->K
na posi¢ao 490, I->K na posicao 538, H->R na posicdo 537, K525S);
Fokl KKR, Sharkey, K525S (E->K na posi¢cdo 490, I->K na posi¢céo
538, H->R na posig¢ao 537, S418P+K441E, K525S); Fokl KKR, R416Y
(E->K na posicao 490, I->K na posi¢ao 538, H->R na posi¢ao 537,
R416Y); Fokl KKR, Sharkey, R416Y (E->K na posi¢ao 490, I->K na
posicédo 538, H->R na posigao 537, S418P+K441E, R416Y); Fokl, KKR
1479T (E->K na posicédo 490, I->K na posicdo 538, H->R na posicéo
537, 1479T); Fokl, KKR Sharkey 1479T (E->K na posicédo 490, I->K na
posi¢ao 538, H->R na posicédo 537, S418P+K441E, 1479T; Fokl, KKR
P478D(E->K na posicao 490, I->K na posicao 538, H->R na posic¢ao
537, P478D), Fokl KKR Sharkey P478D(E->K na posigao 490, I->K na
posicdo 538, H->R na posicao 537, P478D); Fokl DAD (R->D na
posicdo 487, N->D na posigao 496, I->A na posicao 499); Fokl DAD
Sharkey (R->D na posicao 487, N->D na posicéao 496, I->A na posicao
499, S418P+K441E); Fokl RVR (D->R na posi¢gdao 483, H->R na
posicdo 537, I->V na posicdo 538); Fokl RVR Sharkey (D->R na
posicdo 483, H->R na posicdo 537, |->V na posicdo 538,
S418P+K441E). As ZFNs aqui descritas podem também incluir
qualquer sequéncia de ligagao, incluindo, entre outras, as sequéncias
reveladas na Patente U.S. N° 7 888 121; 7 914 796; 8 034 598; 8 623
618; 9 567 609; e Publicacdo U.S. N° 2017/0218349, as quais podem

ser utilizadas entre o N- ou C-terminal do dominio de ligacdo ao DNA
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(por exemplo, ZFP) e N- ou C-terminal do dominio de clivagem Fokl.

[0039] Em outro aspecto, a invencgao prové um polinucleotideo que
codifica qualquer uma das proteinas, moléculas de fusdo e/ou
componentes das mesmas (por exemplo, sgRNA ou outro dominio de
ligacdo ao DNA) aqui descritos. O polinucleotideo pode ser parte de
um vetor viral, um vetor n&o viral (por exemplo, plasmideo) ou estar
em forma de mRNA. Qualquer um dos polinucleotideos aqui descritos
pode também compreender sequéncias (sequéncias doadoras, bragos
de homologia ou retalhos) para inser¢ao direcionada no gene TCR a
e/ou o TCR B. Em ainda outro aspecto, € provido um vetor para a
entrega de genes que compreende qualquer um dos polinucleotideos
aqui descrito. Em certas modalidades, o vetor € um vetor adenoviral
(por exemplo, um vetor Ad5/F35) ou um vetor lentiviral (LV) incluindo o
componente competente para integragdo ou vetores lentivirais com
integragao defeituosa ou um vetor adenoassociado (AAV). Assim, sdo
também providos vetores virais compreendendo uma sequéncia que
codifica uma nuclease (por exemplo, ZFN ou TALEN) e/ou um sistema
de nucleases (CRISPR/Cas ou Ttago) e/ou uma sequéncia doadora
para integracdo direcionada em um gene alvo. Em algumas
modalidades, a sequéncia doadora e as sequéncias que codificam
nuclease estdo em vetores diferentes. Em outras modalidades, as
nucleases sao fornecidas como polipeptideos. Em modalidades
preferidas, os polinucleotideos sdo mRNAs. Em alguns aspectos, o
MRNA pode ser quimicamente modificado (Ver, por exemplo,
Kormann, et al. (2011) Nature Biotechnology 29(2):154-157). Em
outros aspectos, 0 mRNA pode compreender um cap ARCA (ver
Patentes U.S. N° 7 074 596 e 8 153 773). Em alguns aspectos, o
MRNA pode compreender um cap introduzido por modificacdo
enzimatica. O cap introduzido enzimaticamente pode compreender

Cap0, Cap1 ou Cap2 (ver, por exemplo, Smietanski, et al. (2014)
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Nature Communications 5:3004). Em aspectos adicionais, o mRNA
pode ser delimitado com cap por modificagdo quimica. Em
modalidades adicionais, 0 mMRNA pode compreender uma mistura de
nucleotideos nédo modificados e modificados (ver Publicacdo de
Patente U.S. N° 2012/0195936). Em ainda outras modalidades, p
MRNA pode compreender um elemento WPRE (ver Publicacdo de
Patente U.S. N° 2016/0326548). Em algumas modalidades, o mRNA é
dupla-fita (ver, por exemplo, Kariko, et al. (2011) Nucl Acid Res
39:e142).

[0040] Em ainda outro aspecto, a invencdo prové uma célula
isolada compreendendo qualquer uma das proteinas, polinucleotideos
e/ou vetores aqui descritos. Em certas modalidades, a célula é
selecionada a partir do grupo que consiste em célula-
tronco/progenitora ou ceélula T (por exemplo, célula T efetora ou
reguladora). Em ainda mais um aspecto, a invencao prové uma ceélula
ou linhagem celular que descende de uma célula ou linhagem
compreendendo qualquer uma das nucleases, fatores de transcricio,
polinucleotideos e/ou vetores aqui descritos, a saber, uma ceélula ou
linhagem celular descendente (por exemplo, em cultura) de uma célula
na qual TCR e/ou B2M foram inativados por uma ou mais ZFNs e/ou
na qual um polinucleotideo doador (por exemplo, ACTR e/ou CAR) foi
integrado estavelmente no genoma da célula. Assim, descendentes de
células conforme aqui descritas podem ndo compreender por Si
mesmos a molécula, os polinucleotideos e/ou vetores aqui descritos,
mas, nessas células, um gene TCR e/ou B2M esta inativado e/ou um
polinucleotideo doador esta integrado no genoma e/ou é expresso.
[0041] Em outro aspecto, sdo descritos métodos para inativagao
de um gene TCR e/ou B2M em uma célula, introduzindo uma ou mais
proteinas, polinucleotideos e/ou vetores na célula conforme aqui

descrito. Em certas modalidades, um ou mais polinucleotideos
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codificadores de uma ZFN (por exemplo, par de ZFNs), como
mostrada na Tabela 6, sdo utilizados para modificar o gene TCR na
célula, e células descendentes dessas células (incluindo células
diferenciadas) compreendem a(s) modificacdo(des). Em outras
modalidades, um ou mais polinucleotideos codificadores de uma ZFN
(por exemplo, par de ZFNs), como mostrada na Tabela 6, sao
utilizados para modificar o gene B2M na célula, e células
descendentes dessas células (incluindo células diferenciadas)
compreendem a modificacdo. Em qualquer um dos métodos aqui
descritos, as nucleases podem induzir mutagénese direcionada,
dele¢des de sequéncias do DNA celular e/ou facilitar a recombinagao
direcionada em locus predeterminado em cromossomos. Assim, em
certas modalidades, as nucleases deletam e/ou inserem um ou mais
nucleotideos de ou no gene alvo. Em algumas modalidades, um gene
TCR e/ou B2M ¢ inativado pela clivagem por nucleases apds juncao
de extremidades nao homologas. Em outras modalidades, uma
sequéncia gendbmica no gene alvo (por exemplo, TCR ou B2M) é
substituida, por exemplo, usando uma nuclease (ou vetor codificador
da dita nuclease) aqui descrita e uma sequéncia "doadora" que é
inserida no gene apods clivagem direcionada com a nuclease. A
sequéncia doadora pode estar presente no vetor da nuclease,
presente em um vetor separado (por exemplo, plasmideo, DNA linear
fita simples ou fita dupla, vetor AAV, Ad ou LV) ou, alternativamente,
pode ser introduzida na célula empregando um mecanismo diferente
para entrega de acidos nucleicos. Em algumas modalidades, os
metodos compreendem ainda inativar um ou mais genes adicionais
(por exemplo, B2M) e/ou integrar um ou mais transgenes no genoma
da célula, incluindo, entre outros, a integracdo de um ou mais
transgenes no gene TCR e/ou B2M inativados e/ou em um ou mais

genes safe harbor. Em certas modalidades, os métodos aqui descritos
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resultam em uma populagao de células na qual pelo menos 80-100%
(ou qualquer valor intermediario), incluindo pelo menos 90-100% (ou
qualquer valor intermediario) das células incluem o(s) knockout(s) e/ou
o(s) transgene(s) integrado(s).

[0042] Além disso, qualquer um dos métodos aqui descritos pode
ser praticado in vitro, in vivo e/ou ex vivo. Em certas modalidades, os
métodos sao praticados ex vivo, por exemplo, para modificar células T
(efetoras ou reguladoras), a fim de torna-las uteis como agentes
terapéuticos em um contexto alogénico para tratar um individuo (por
exemplo, um individuo com cancer ou doenga autoimune). Exemplos
nao limitantes de canceres que podem ser tratados e/ou prevenidos
incluem carcinomas pulmonares, canceres pancreaticos, canceres
hepaticos, canceres 6sseos, canceres de mama, canceres colorretais,
leucemias, canceres ovarianos, linfommas, canceres cerebrais e o0s
semelhantes. Exemplos n&o limitantes de doenga autoimune incluem
rejeicdo ao transplante, doenca/transtorno do intestino irritavel,
esclerose multipla, lupus, esclerodermia, artrite reumatoide e
semelhantes. As células podem também ser utilizadas para induzir
tolerancia imune.

[0043] Em outro aspecto, € descrito um método para integracao de
um ou mais transgenes em um genoma de uma célula isolada, o
meétodo compreendendo: introduzir, na célula, (a) um ou mais vetores
doadores (por exemplo, plasmideo, DNA linear fita simples ou fita-
dupla, AAVs, plasmideos, Ads, mRNAs, etc.) compreendendo um ou
mais transgenes e (b) pelo menos uma nuclease nao natural em forma
de mRNA, em que pelo menos uma nuclease cliva o genoma da célula
de tal modo que um ou mais dos transgenes sejam integrados no
genoma da célula (por exemplo, em um receptor TCR), em que o vetor
doador € introduzido no tampao de eletroporacdo compreendendo a

célula isolada e o mRNA imediatamente antes ou imediatamente
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depois da eletroporacdo da nuclease na célula. Em certas
modalidades, o vetor doador é introduzido no tampao de eletroporacao
depois da eletroporacéo e antes de transferir as células para um meio
de cultura. Ver, por exemplo, as Publicacbes de Patentes U.S. N°
2015/0174169 e 2015/0110762. Os métodos podem ser utilizados para
introduzir o(s) transgene(s) em qualquer localizagdo genbmica,
incluindo, entre outros, um gene TCR, um gene B2M e/ou um gene
safe harbor (por exemplo, AAVS1, Rosa, albumina, CCR5, CXCR4,
etc.).

Breve Descricdo dos Desenhos

[0044] As Figuras 1A e 1B sdo uma representacéo do gene TCRA
mostrando a localizagdo dos sitios visados pelas nucleases. A Figura
1A é uma ilustragdo do processamento do gene TCRA desde a forma
na linhagem germinativa até aquela de uma célula T madura e indica o
alvo geral das nucleases. A Figura 1B (SEQ ID N°%:116 (exon c1), 117
(exon c2) e 118 (exon c¢3)) mostra as regides entre os sitios alvo na
sequéncia da regido constante. A sequéncia mostrada com letras
maiusculas em preto é a sequéncia da sequéncia indicada do exon,
enquanto a sequéncia com letras minusculas em cor cinza é a
sequéncia do intron adjacente.

[0045] As Figuras 2A e 2B sao graficos representando o
percentual de cada sitio modificado em células T tratadas com ZFNs
especificas para os sitios sites A, B e D (Figura 2A) e sites E, F e G
(Figura 2B) de TCRA. Muitos dos pares forneceram taxas de
modificagao iguais ou superiores a 80%.

[0046] A Figura 3 representa o percentual de células T CD3
negativas apoés o tratamento com os pares de ZFNs TCRA-especificos
conforme analisado por FACS.

[0047] A Figura 4 é um grafico mostrando o alto grau de

correlagao em células T entre niveis de modificagcdo na sequéncia de
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TCRA, conforme medido por sequenciamento em alta escala (high-
throughput sequencing), e perda de expressdo de CD3 conforme
medida por separagao de células ativadas por fluorescéncia.

[0048] As Figuras 5A a 5D sé&o graficos representando o
crescimento de células T apdés o tratamento com a ZFN TCRA-
especifica, agrupado de acordo com o sitio alvo no gene TCRA.

[0049] A Figura 6 mostra resultados do knockout duplo de TRAC
(TCRA) e B2M e da integracao direcionada de um doador no lécus de
TRAC (TCRA) ou no de B2M.

[0050] Figura 7 mostra resultados por FACS do knockout duplo de
TRAC (TCRA) e B2M e da integragao direcionada de um doador no
l6cus de TRAC (TCRA) ou no de B2M. Os resultados por FACS séao
mostrados para as condigbes indicadas (da esquerda para a direita
dos painéis superiores: controle simulado (sham); ZFNs para TRAC e
B2M sem um doador, ZFNs para TRAC e B2M com doador
direcionado para B2M; e ZFNs para TRAC e B2M com doador
direcionado para TRAC). O quadrante esquerdo inferior da linha
superior de graficos de FACs mostra células com duplo knockout
(TRAC/B2M) e o do meio direito a direita da linha inferior de graficos
de FACs mostra células com duplo knockout e integracéo direcionada.
A porcentagem de células € também indicada por setas apontando em
direcdo a secao apropriada do grafico de FACs. Como indicado pelas
setas, 85-90% ou mais das células apresentava duplo KO e eram
também positivas para integragao direcionada.

Descricao Detalhada

[0051] Sao descritas composi¢cdes e métodos para geragao de
células nas quais a expressdo de um gene TCR é modulada de tal
modo que as células ndo compreendem mais um TCR nas suas
superficies celulares e/ou nas quais a expressao de um gene B2M é

modulada de tal modo que as células ndo expressam mais B2M.



43/155

Células modificadas dessa maneira podem ser utilizadas como agente
terapéutico, por exemplo, transplantes, pois a auséncia de um
complexo TCR impede ou reduz uma resposta imune a base de HLA.
Além disso, outros genes de interesse (por exemplo, transgenes)
podem ser inseridos em células nas quais os genes TCR e/ou B2M
foram manipulados. Um ou mais genes adicionais (ndo TCR e/ou
B2M) (por exemplo, outros genes TCR, B2M, PD1, CTLA4, HLA,
genes safe harbor, etc.) podem ser modificados por knockout
(desabilitagédo) e/ou insercéo direcionada de sequéncias exdgenas. As
sequéncias exogenas podem incluir receptores quiméricos de
antigenos para integracdo nas células modificadas, as quais podem
ser utilizadas para tratar cancer e transtornos autoimunes.

Geral

[0052] A pratica dos métodos, bem como a preparagcao e uso das
composigdes aqui reveladas empregam, a menos que indicado o
contrario, técnicas convencionais de biologia molecular, bioquimica,
estrutura e analise de cromatina, quimica computacional, cultura
celular, DNA recombinante e campos relacionados abrangidos pela
competéncia no assunto. Essas técnicas estao totalmente explicadas
na literatura. Ver, por exemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, segunda edi¢do, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989, e terceira edi¢ao, 2001; Ausubel et al., Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, 1987 e
atualizagdes periodicas; a série Methods in Enzymology, Academic
Press, San Diego; Wolffe, Chromatin Structure and Function, terceira
edicdo, Academic Press, San Diego, 1998; Methods in Enzymology,
Vol. 304, "Chromatin" (P.M. Wassarman and A. P. Wolffe, eds.),
Academic Press, San Diego, 1999; e Methods in Molecular Biology,
Vol. 119, "Chromatin Protocols" (P.B. Becker, ed.) Humana Press,
Totowa, 1999.
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Definicbes

[0053] Os termos "acido nucleico", "polinucleotideo" e
"oligonucleotideo"” sdo usados alternadamente e referem-se a um
polimero de desorribonucleotideos ou ribonucleotideos, em
conformacéo linear ou circular e em forma de fita simples ou de dupla.
Para fins da presente invencdo, esses termos ndo deverao ser
interpretados como limitagdo no que diz respeito ao comprimento de
um polimero. Os termos podem abranger analogos conhecidos de
nucleotideos naturais, bem como nucleotideos que sdo modificados
nas por¢des de base, acgucar elou fosfato (por exemplo, cadeias
principais de fosforotioato). Em geral, um analogo de um nucleotideo
em particular possui a mesma especificidade de pareamento de bases;
ou seja, um analogo de A fara par de base com T.

[0054] Os termos "polipeptideo", "peptideo" e "proteina" sé&o
usados alternadamente para se referir a um polimero de residuos de
aminoacidos. O termo também se aplica a polimeros de aminoacidos
nos quais um ou mais aminoacidos sao analogos quimicos ou
derivados modificados de aminoacidos naturais correspondentes.
[0055] "Ligacao" refere-se a uma interagdo nao covalente
sequéncia-especifica entre macromoléculas (por exemplo, entre uma
proteina e um acido nucleico). Nem todos os componentes de uma
interagcdo por ligacdo precisam ser sequéncia-especificos (por
exemplo, contatos com residuos de fosfato em um esqueleto de
DNA), desde que a interacdo como um todo seja sequéncia-
especifica. Tais interagbes sdo geralmente caracterizadas por uma
constante de (Kq) igual ou inferior a 10® M-'. "Afinidade" refere-se a
forca de ligacdo: sendo a afinidade de ligagdo aumentada
correlacionada com Kq menor. "Ligagcdo nao especifica" refere-se a
interagdes nao covalentes que ocorrem entre qualquer molécula de

interesse (por exemplo, uma nuclease projetada) e uma
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macromolécula (por exemplo, DNA) que n&o sdo dependentes da
sequéncia alvo.

[0056] Uma "molécula de ligacdo ao DNA" é uma molécula que
consegue ligar-se ao DNA. Tal molécula de ligacdo ao DNA pode ser
um polipeptideo, um dominio de uma proteina, um dominio dentro de
uma proteina maior ou um polinucleotideo. Em algumas modalidades,
o polinucleotideo € DNA enquanto, em outras modalidades, o
polinucleotideo € RNA. Em algumas modalidades, a molécula de
ligacdo ao DNA € um dominio proteico de uma nuclease (por exemplo,
o dominio Fokl) enquanto, em outras modalidades, a molécula de
ligacdo ao DNA é um componente RNA guia de uma nuclease guiada
por RNA (por exemplo, Cas9 ou Cfp1).

[0057] Uma "proteina de ligagao" € uma proteina que é capaz de
ligacdo ndo covalente com outra molécula. Uma proteina de ligagao
pode ligar-se a, por exemplo, uma molécula de DNA (uma proteina de
ligacdo ao DNA), uma molécula de RNA (uma proteina de ligagao ao
RNA) e/ou uma molécula de proteina (uma proteina de ligagcdo a
proteina). No caso de proteina de ligacdo a proteina, esta pode ligar-
se a si mesma (para formar homodimeros, homotrimeros, etc.) e/ou
pode ligar-se a uma ou mais moléculas de uma proteina ou proteinas
diferentes. Uma proteina de ligagdo pode ter mais de um tipo de
atividade de ligagdo. Por exemplo, proteinas dedo de zinco tém
atividade de ligagao ao DNA, ligagao ao RNA e ligagao a proteina.
[0058] Uma "proteina dedo de zinco de ligagdo ao DNA" (ou
dominio de ligagdo) € uma proteina, ou um dominio dentro de uma
proteina maior, que o DNA de maneira sequéncia-especifica através
de um ou mais dedos de zinco, os quais sao regides de sequéncia de
aminoacidos dentro do dominio de ligagao cuja estrutura é estabilizada
através de coordenacao de um ion de zinco. Assim, cada dedo de

zinco de uma ZFP multi-dedo inclui uma regidao de reconhecimento de
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hélice para ligagcdo ao DNA dentro de um esqueleto. O termo proteina
dedo de zinco de ligagdo ao DNA é frequentemente abreviado como
proteina dedo de zinco ou ZFP. O termo "nuclease de dedo de zinco"
inclui uma ZFN bem como um par de ZFNs (os membros do par séo
referidos como "esquerda e direita" ou "primeira e segunda" ou "par")
que dimerizam para clivar o gene alvo.

[0059] Um "dominio TALE de ligagdo ao DNA" ou "TALE" é um
polipeptideo compreendendo um ou mais dominios/unidades TALE
repetidos. Os dominios repetidos, cada qual compreendendo uma
repeticdo variavel di-residuo (RVD), estdo envolvidos na ligagdo do
TALE a sua sequéncia cognata de DNA alvo. Uma "unidade repetida”
(também designada como "repeticdo") possui tipicamente 33-35
aminoacidos de comprimento e exibe pelo menos alguma homologia
de sequéncia com outras sequéncias TALE repetidas dentro de uma
proteina TALE natural. As proteinas TALE podem ser desenhadas
para se ligarem a um sitio alvo utilizando RVDs candnicas ou nao
canbnicas dentro das unidades repetidas. Ver, por exemplo, as
Patentes U.S. N° 8 586 526 e 9 458 205. Os dominios dedo de zinco
e TALE de ligagdo ao DNA podem ser "projetadas" para se ligarem a
uma sequéncia nucleotidica predeterminada, por exemplo, por
engenharia (alterando um ou mais aminoacidos) da regido da hélice de
reconhecimento de uma proteina dedo de zinco natural ou por
engenharia dos aminoacidos envolvidos em ligagdo ao DNA (a
repeticado variavel di-residuo ou regido RVD). Portanto, proteinas dedo
de zinco ou proteinas TALE projetadas sao proteinas que nédo sao
naturais. Exemplos nao limitantes de métodos para engenharia de
proteinas dedo de zinco e TALEs sdo desenho e selecdo. Uma
proteina desenhada é uma proteina que ndo ocorre na natureza e cujo
desenho/composicao resulta principalmente de critérios racionais. Os

critérios racionais para o desenho incluem a aplicagao de regras de
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substituicdo e algoritmos computadorizados para o processar as
informagdes em um banco de dados que armazena informacdes de
desenhos existentes de ZFP ou TALE (RVDs candnicas e nao
canoénicas) e dados de ligacdo. Ver, por exemplo, as Patentes U.S. N°
9 458 205; 8 586 526; 6 140 081; 6 453 242; e 6 534 261; ver também
as Publicacbes de Patente Internacional N° WO 98/53058; WO
98/53059; WO 98/53060; WO 02/016536; e WO 03/016496. O termo
"TALEN" inclui uma TALEN bem como um par de TALENs (os
membros do par sao referidos como "esquerda e direita" ou "primeira e
segunda" ou "par") que dimerizam para clivar o gene alvo.

[0060] Uma proteina dedo de zinco, proteina TALE ou sistema
CRISPR/Cas "selecionado" n&do é encontrado na natureza e cuja
produgcdo resulta primariamente de um processo empirico como
expressdao em fagos (phage display), mapeamento de interagbes
(interaction trap) ou selegdo de hibridos. Ver, por exemplo, as
Patentes U.S. N°¢ 5 789 538; 5 925 523; 6 007 988; 6 013 453; 6 200
759 e Publicacbes de Patente Internacional N°¢ WO 95/19431; WO
96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO 00/27878; WO 01/60970;
WO 01/88197; e WO 02/099084.

[0061] "TtAgo" € uma proteina Argonaute procariética a qual se
acredita esteja envolvida no silenciamento de genes. TtAgo € derivada
da bactéria Thermus thermophilus. Ver, por exemplo, Swarts, et al.,
ibid, G. Sheng, et al. (2013) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 111, 652).
Um "sistema TtAgo" inclui todos os componentes necessarios, entre os
quais, por exemplo, DNAs guia para a clivagem de uma enzima TtAgo.
[0062] "Recombinacao" refere-se a um processo para troca de
informagdes genéticas entre dois polinucleotideos. Para fins desta
invengcdo, "recombinacdo homdloga (HR)" refere-se a forma
especializada de tal troca que ocorre, por exemplo, durante o reparo

de quebras na dupla fita em células através de mecanismos de reparo
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direcionado por homologia. Esse processo requer homologia das
sequéncias nucleotidicas, faz uso de uma molécula "doadora" como
molde para o reparo de uma molécula "alvo" (ou seja, aquela que
sofreu a quebra na dupla fita) e € diversamente conhecido como

"conversao génica sem crossover' ou " conversao génica de trecho
curto”, pois leva a transferéncia de informagdes genéticas do doador
para o alvo. Sem a intencao de ficar preso a qualquer teoria em
particular, tal transferéncia pode envolver a correcdo de erro de
pareamento (mismatch) de DNA heteroduplex que se forma o alvo
quebrado e o doador e/ou o "anelamento de fitas dependente de
sintese", no qual o doador é utilizado para voltar a sintetizar
informacgdes genéticas que se tornardo parte do alvo e/ou processos
relacionados. Tal HR especializada frequentemente resulta em uma
alteracdo da sequéncia da molécula alvo de tal modo que parte ou
toda a sequéncia do polinucleotideo doador € incorporada no
polinucleotideo alvo.

[0063] Nos métodos da invengdo, uma ou mais nucleases
direcionadas, conforme aqui descritas, criam uma quebra da fita dupla
(DSB) na sequéncia alvo (por exemplo, cromatina celular) em um sitio
predeterminado (por exemplo, um gene ou lécus de interesse), e um
polinucleotideo "doador”, tendo homologia a sequéncia nucleotidica na
regidao da quebra, pode ser introduzido na célula. A presenca da DSB
demonstrou facilitar a integragdo da sequéncia doadora.
Opcionalmente, a construgdo possui homologia com a sequéncia
nucleotidica na regido da quebra. A sequéncia doadora pode ser
fisicamente integrada ou, alternativamente, o polinucleotideo doador é
utiizado como molde para o reparo da quebra via recombinacao
homologa, resultando na introdugéo de toda ou de parte da sequéncia
nucleotidica, como no doador, na cromatina da célula. Assim, uma

primeira sequéncia na cromatina celular pode ser alterada e, em certas
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modalidades, pode ser convertida em uma sequéncia presente em um
polinucleotideo doador. Desse modo, pode-se entender que o uso dos
termos "substitui” ou "substituicao" representam a substituicido de uma
sequéncia nucleotidica por outra (ou seja, a substituicio de uma
sequéncia no sentido informativo), e ndo requer necessariamente a
substituicao fisica ou quimica de um polinucleotideo por outro.

[0064] Em qualquer um dos métodos aqui descritos, & possivel
utilizar pares adicionais de proteinas dedo de zinco para clivagem
dupla-fita adicional de sitios alvo adicionais dentro da célula.

[0065] Em certas modalidades dos métodos para recombinagao
direcionada e/ou substituicdo e/ou alteracdo de uma sequéncia em
uma regido de interesse na cromatina celular, uma sequéncia
cromossOmica € alterada por recombinagdo homologa com uma
sequéncia nucleotidica exdégena "doadora". Tal recombinagéo
homdloga é estimulada pela presenca de uma quebra de dupla fita na
cromatina celular, se sequéncias homodlogas a regiao da quebra
estiverem presentes.

[0066] Em qualquer um dos métodos aqui descritos, a primeira
sequéncia nucleotidica (a "sequéncia doadora") pode conter
sequéncias que sao homologas, mas nao idénticas, as sequéncias
gendmicas na regido de interesse, estimulando, com isso, a insergao
por recombinacdo homéloga de uma sequéncia n&o idéntica na regiao
de interesse. Assim, em certas modalidades, partes da sequéncia
doadora que sdo homologas as sequéncias na regido de interesse
exibem entre cerca de 80 e 99% (ou qualquer numero inteiro
intermediario) de identidade de sequéncia com a sequéncia genémica
que € substituida. Em outras modalidades, a homologia entre a
sequéncia doadora e a genémica € maior que 99%, por exemplo, se
somente 1 nucleotideo diferir nas sequéncias doadoras e gendmicas

de mais de 100 pares de bases contiguos. Em certos casos, uma parte
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nao homodloga da sequéncia doadora pode conter sequéncias n&o
presentes na regido de interesse, de tal modo que sequéncias novas
sdo introduzidas na regido de interesse. Nesses casos, a sequéncia
nao homologa é geralmente flanqueada por sequéncias de 50-1.000
pares de base (ou qualquer valor inteiro intermediario) ou qualquer
numero de pares de base maior que 1.000, que sdao homodlogas ou
idénticas as sequéncias na regido de interesse. Em outras
modalidades, a sequéncia doadora ndao é homdloga a primeira
sequéncia e é inserida no genoma por mecanismos de recombinagao
nao homologa.

[0067] Qualquer um dos métodos aqui descritos pode ser utilizado
para inativacao parcial ou completa de uma ou mais sequéncias alvo
em uma célula por integragdo direcionada da sequéncia doadora que
perturba a expressao do(s) gene(s) de interesse. Linhagens celulares
com genes parciais ou completamente inativados sao providas
tambem.

[0068] Além disso, os métodos de integracdo direcionada
conforme aqui descritos podem também ser utilizados para integrar
uma ou mais sequéncias exdgenas. A sequéncia exogena de acido
nucleico pode compreender, por exemplo, um ou mais genes ou
moléculas de cDNA, ou qualquer tipo de sequéncia codificadora ou
nao codificacdo, bem como um ou mais elementos de controle (por
exemplo, promotores). Adicionalmente, a sequéncia exdégena de acido
nucleico pode produzir uma ou mais moléculas de RNA (por exemplo,
pequenos RNAs em forma de grampo de cabelo (shRNAs), RNAs
inibitérios (RNAis), microRNAs (miRNAs), etc.).

[0069] "Clivagem" refere-se a quebra do esqueleto covalente de
uma molécula de DNA. A clivagem pode ser iniciada por uma
variedade de métodos incluindo, entre outros, hidrolise enzimatica ou

quimica de uma ligacao fosfodiéster. Tanto a clivagem da fita simples
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como a clivagem da dupla fita s&o possiveis e, a clivagem da fita dupla
pode ocorrer como resultado de dois eventos distintos de clivagem de
fita simples. A clivagem do DNA pode resultar na produgdo de
extremidades abruptas (blunt) ou extremidades escalonadas
(staggered). Em certas modalidades, polipeptideos de fusdo séao
utilizados para clivagem direcionada de DNA dupla-fita.

[0070] Um "meio-dominio de clivagem" €& wuma sequéncia
polipeptidica que, em conjunto com um segundo polipeptideo (quer
idéntico ou diferente) forma um complexo com atividade de clivagem
(de preferéncia, atividade de clivagem de fita dupla). Os termos
"primeiro e segundo meio-dominio de clivagem"; "+ e — meios-

dominios de clivagem" e meio-dominio de clivagem direito e
esquerdo” sdo usados alternadamente para se referir a pares de
meios-dominios de clivagem que dimerizam.

[0071] Um "meio-dominio de clivagem projetado” € um meio-
dominio de clivagem que foi modificado para que forme
obrigatoriamente heterodimeros com outro meio-dominio de clivagem
(por exemplo, outro meio-dominio de clivagem projetado). Ver,
também, as Patentes U.S. N°° 7 888 121; 7 914 796; 8 034 598; 8 623
618 e Publicacdo de Patente U.S. N° 2011/0201055, cujos conteudos
sao aqui incorporados, em sua totalidade, por referéncia neste pedido
de patente.

[0072] O termo "sequéncia" refere-se a uma sequéncia
nucleotidica de qualquer comprimento, que pode ser de DNA ou RNA;
pode ser linear, circular ou ramificada e pode ser fita simples ou dupla
fita. O termo "sequéncia doadora" refere-se a uma sequéncia
nucleotidica que € inserida em um genoma. Uma sequéncia doadora
pode ter qualquer comprimento, por exemplo, entre 2 e 10.000
nucleotideos de comprimento (ou qualquer valor inteiro intermediario

ou superior), de preferéncia entre cerca de 100 e 1.000 nucleotideos
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de comprimento (ou qualquer numero inteiro intermediario), mais
preferivelmente entre cerca de 200 e 500 nucleotideos de
comprimento.

[0073] "Cromatina" é a estrutura nucleoproteica compreendendo o
genoma celular. A cromatina celular compreende &cido nucleico,
primariamente DNA, e proteina, incluindo proteinas cromossdmicas
com histonas e sem histonas. Na maioria dos eucariéticos, a cromatina
celular existe na forma de nucleossomos, em que um nucleo de
nucleossoma compreende aproximadamente 150 pares de base de
DNA associados com um octdmero compreendendo duas de cada das
histonas H2A, H2B, H3 e H4; e o DNA de ligacdo (de comprimento
variavel dependendo do organismo) estende-se entre os nucleos dos
nucleossomos. Uma molécula de histona H1 €& geralmente associada
com o DNA de ligacdo. Para fins da presente invengédo, o termo
"cromatina" visa abranger todos os tipos de nucleoproteina celular,
tanto procaridtica como eucaridtica. A cromatina celular inclui a
cromatina de cromossomos € epissomos.

[0074] Um "cromossomo" ¢é um complexo de cromatina
compreendendo todo ou uma parte do genoma de uma célula. O
genoma de uma célula é frequentemente caracterizado por seu
caridtipo, o qual é a colecao de todos o0s cromossomos que
compreendem o genoma da célula. O genoma de uma célula pode
compreender um ou mais Cromossomos.

[0075] Um "epissomo" € um acido nucleico em replicagao, um
complexo nucleoproteico ou outra estrutura compreendendo um acido
nucleico que nao faz parte do cariétipo cromossémico de uma célula.
Exemplos de epissomas incluem plasmideos e certos genomas virais.

[0076] Um "sitio alvo" ou "sequéncia alvo" é uma sequéncia de
acido nucleico que define uma parte de um acido nucleico ao qual uma

molécula de ligagcdo se ligara, desde que existam condi¢cdes
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suficientes para a ligagdo. Por exemplo, a sequéncia 5" GAATTC 3’ é
um sitio alvo para a endonuclease de restricdo Eco RI.

[0077] Uma molécula "exdégena" € uma molécula que n&o esta
normalmente presente em uma célula, mas que pode ser introduzida
em uma célula por um ou mais métodos genéticos, bioquimicos ou
outros. A "presenca normal na célula" é determinada em relagdo ao
estagio de desenvolvimento em particular e as condigdes no ambiente
da célula. Assim, por exemplo, uma molécula que esta presente
apenas durante o desenvolvimento embrionario do musculo € uma
molécula exdégena com respeito a uma célula muscular adulta. Do
mesmo modo, uma molécula induzida por choque térmico € uma
molécula exdgena com respeito a uma célula nao submetida a choque
térmico. Uma molécula exdgena pode compreender, por exemplo, uma
versao funcionante de uma molécula enddgena disfuncionante ou uma
versdo disfuncionante de uma molécula enddégena que funciona
normalmente.

[0078] Uma molécula exdégena pode ser, entre outros, uma
pequena molécula, como € quando gerada por um processo quimico
combinatério, ou uma macromolécula, como uma proteina, &acido
nucleico, carboidrato, lipidio, glicoproteina, lipoproteina,
polissacarideo, qualquer derivado modificado das moléculas acima ou
qualquer complexo compreendendo uma ou mais das moléculas
acima. Os acidos nucleicos incluem DNA e RNA, podem ser fita
simples ou dupla fita; podem ser lineares, ramificados ou circulares; e
podem ser de qualquer comprimento. Ver, por exemplo, as Patentes
U.S. N°¢ 8 703 489 e 9 255 259. Os acidos nucleicos incluem aqueles
capazes de formar duplexos, bem como acidos nucleicos que formam
triplex. Ver, por exemplo, as Patentes U.S. N> 5 176 996 e 5 422 251.
As proteinas incluem, entre outras, proteinas de ligagdo ao DNA,

fatores de transcrigao, fatores remodeladores de cromatina, proteinas
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de ligacdo a DNA metilado, polimerases, metilases, desmetilases,
acetilases, desacetilases, quinases, fosfatases, integrases,
recombinases, ligases, topoisomerases, girases e helicases.

[0079] Uma molécula exdgena pode ser do mesmo tipo que uma
molécula enddgena, por exemplo, uma proteina ou acido nucleico
exogeno. Por exemplo, um acido nucleico exdégeno pode compreender
um genoma viral infeccioso, um plasmideo ou epissomo introduzido
em uma célula, ou um cromossomo que nao esta normalmente
presente na célula. Métodos para a introdugdo de moléculas exégenas
em células sdo conhecidos pelos técnicos no assunto e incluem, entre
outros, transferéncia mediada por lipidios (ou seja, lipossomas,
incluindo lipidios neutros e catibnicos), eletroporacgéo, injegao direta,
fusdo celular, bombardeio de particulas, co-precipitagdo mediada com
fosfato de calcio, transferéncia mediada por DEAE-dextrano e
transferéncia mediada por vetor viral. Uma molécula exdgena pode
também ser do mesmo tipo de molécula que uma molécula endégena,
mas derivada de uma espécie diferente da célula da qual é derivada.
Por exemplo, uma sequéncia de acido nucleico humano pode ser
introduzida em uma linhagem celular originalmente derivada de um
camundongo ou hamster.

[0080] Por outro lado, uma molécula "enddégena" é aquela que
esta normalmente presente em uma célula em particular em um
estagio de desenvolvimento em particular sob condigcbes ambientais
em particular. Por exemplo, um &acido nucleico enddgeno pode
compreender um cromossomo, 0 genoma de uma mitocdndria,
cloroplasto ou outra organela, ou um acido nucleico epissomal natural.
Moléculas enddgenas adicionais podem incluir proteinas, por exemplo,
fatores de transcrigdo e enzimas.

[0081] Uma molécula de "fusdo" € uma molécula na qual duas ou

mais moléculas subunitarias sdo ligadas, de preferéncia
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covalentemente. As moléculas subunitarias podem ser o mesmo tipo
quimico de moléculas, ou podem ser tipos quimicos diferentes de
moléculas. Exemplos do primeiro tipo de molécula de fusdo incluem,
entre outros, proteinas de fusédo (por exemplo, uma fusdo entre um
dominio de ligacdo ao DNA de ZFP ou TALE e um ou mais dominios
de ativacado) e acidos nucleicos de fusao (por exemplo, um acido
nucleico que codifica a proteina de fusdo descrita acima). Exemplos do
segundo tipo de molécula de fusdo incluem, entre outros, uma fuséo
entre um acido nucleico formador de triplex e um polipeptideo, e uma
fusdo entre um ligante de sulco menor e um acido nucleico. O termo
também inclui sistemas nos quais um componente polinucleotidico
associa-se com um componente polipeptidico para formar uma
molécula funcional (por exemplo, um sistema CRISPR/Cas no qual um
RNA guia unico associa-se com um dominio funcional para modular a
expressao génica).

[0082] A expressao de uma proteina de fusdo em uma célula pode
resultar da entrega da proteina de fus&o a célula ou pela entrega de
um polinucleotideo codificador da proteina de fusdo a uma célula, em
que o polinucleotideo é transcrito, e o transcrito é traduzido, para gerar
a proteina de fusdo. Trans-splicing, a clivagem de polipeptideos e a
ligacdo de polipeptideos podem também estar envolvidos na
expressao de uma proteina em uma célula. Métodos para entrega de
polinucleotideos e polipeptideos a células sao apresentados em outro
lugar neste relatorio descritivo.

[0083] Um "gene", para fins da presente invengao, inclui uma
regiao do DNA que codifica um produto do gene (ver infra), bem como
todas as regides do DNA que regulam a producao do produto génico,
estejam ou ndo tais sequéncias reguladoras adjacentes as sequéncias
de codificagao e/ou transcritas. Desse modo, um gene inclui, mas néao

necessariamente limita-se aos mesmos, sequéncias promotoras,
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terminadoras, sequéncias reguladoras da traducdo como sitios de
ligacdo a ribossomos e sitios internos de entrada do ribossomo,
intensificadores, silenciadores, isoladoras, elementos de limites,
origens de replicacdo, sitios de ligagcdo a matriz e regides de controle
de lécus.

[0084] Um lécus "safe harbor" € um lécus dentro do genoma em
onde um gene pode ser inserido sem quaisquer efeitos prejudiciais a
célula hospedeira. O mais benéfico € um locus safe harbor no qual a
expressdo da sequéncia génica inserida nao seja perturbada por
qualquer expressao read-through (transleitura) de genes vizinhos.
Exemplos nao limitantes de loci safe harbor que s&o alvos de
nuclease(s) incluem CCRS5, CCR5, HPRT, AAVS1, Rosa e albumina.
Ver, por exemplo, as Patentes U.S. N°¢ 8 771 985; 8 110 379; 7 951
925; as Publicacbes de Patentes U.S. N°% 2010/0218264;
2011/0265198; 2013/0137104; 2013/0122591;  2013/0177983;
2013/0177960; 2015/0056705; e 2015/0159172).

[0085] "Expressao génica" refere-se a conversao das informagdes,
contidas em um gene, em um produto génico. Um produto génico pode
ser o produto direto da transcricdo de um gene (por exemplo, mRNA,
tRNA, rRNA, RNA antisense, ribozima, RNA estrutural ou qualquer
outro tipo de RNA) ou uma proteina produzida pela tradugdo de um
MRNA. Os produtos génicos também incluem RNAs que sao
modificados por processos como capeamento  (capping),
poliadenilacdo, metilacdo e edicdo, e proteinas modificadas, por
exemplo, por metilagcdo, acetilagdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo, ADP-
ribosilagao, miristilacdo e glicosilagao.

[0086] "Modulacao" ou "modificagao" da expressao génica refere-
se a uma alteracdo na atividade de um gene. A modulacdo da
expressao pode incluir, entre outros, ativagdo génica e repressao

génica, inclusive por modificagdo do gene através da ligacdo de uma
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molécula exdgena (por exemplo, fator de transcricdo projetado). A
modulacédo pode também ser alcangada por modificagao da sequéncia
do gene via edicdo gendmica (por exemplo, clivagem, alteracao,
inativagdo, mutacéo aleatoria). Inativagdo génica refere-se a qualquer
reducdo na expressdao do gene em comparagao a uma ceélula que nao
foi modificada como aqui descrito. Assim, a inativacdo do gene pode
ser parcial ou completa.

[0087] Uma "regido de interesse" é qualquer regido da cromatina
celular, como, por exemplo, um gene ou uma sequéncia nao
codificante dentro ou adjacente a um gene, na qual se deseja ligar
uma molécula exdgena. A ligacido pode ter por objetivo a clivagem
direcionada do DNA e/ou uma recombinacgio direcionada. Uma regiao
de interesse pode estar presente em um cromossomo, um epissomo,
um genoma organelar (por exemplo, de mitocéndria, cloroplasto) ou
um genoma viral infeccioso, por exemplo. Uma regido de interesse
pode ser dentro da regido de codificacdo de um gene, dentro de
regides transcritas ndo codificantes como, por exemplo, sequéncias
lideres, sequéncias trailer ou introns, ou dentro de regides nao
transcritas, quer a montante ou a jusante da regido de codificacao.
Uma regiao de interesse pode ser tdo pequena como um unico par de
nucleotideos ou com até 2.000 pares de nucleotideos de comprimento,
ou qualquer valor inteiro de pares de nucleotideos.

[0088] As células "eucaridticas" incluem, entre outras, células de
fungos (como leveduras), células vegetais, células animais, células de
mamiferos e células humanas (por exemplo, células T).

[0089] Os termos "ligagao operativa" e "operativamente ligado" (ou
"operacionalmente ligado") sdo usados alternadamente com referéncia
a uma justaposi¢cao de dois ou mais componentes (como elementos da
sequéncia), em que os componentes estdo dispostos de tal modo que

os dois componentes atuam normalmente e permitem a possibilidade
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de que pelo menos um dos componentes possa mediar uma fungao
qgue é exercida sobre pelo menos um dos outros componentes. A titulo
de ilustragdo, uma sequéncia reguladora da transcrigdo, como um
promotor, é operativamente ligada a uma sequéncia codificadora se a
sequéncia reguladora da transcrigao controla o nivel de transcricdo da
sequéncia codificadora em resposta a presenga ou auséncia de um ou
mais fatores reguladores da transcrigdo. Uma sequéncia reguladora da
transcricdo € em geral operativamente ligada em cis com uma
sequéncia codificadora, mas nao precisa estar diretamente adjacente
a mesma. Por exemplo, um intensificador € uma sequéncia reguladora
da transcricdo que esta operativamente ligada a uma sequéncia
codificadora, muito embora ndo sejam contiguos.

[0090] Em relagdo aos polipeptideos de fusdo, o termo
"operativamente ligado" pode referir-se ao fato de que cada um dos
componentes executa a mesma fungdo na ligagdo a outro
componente, como o fariam caso ndo estivessem assim ligados. Por
exemplo, em relacdo a um polipeptideo de fusdo no qual um dominio
de ligacdo ao DNA (por exemplo, ZFP, TALE) é fundido a um dominio
de ativagdo, o dominio de ligagdo ao DNA e o dominio de ativacao
estdo em ligacado operativa se, no polipeptideo de fusado, a por¢ao do
dominio de ligagdo ao DNA for capaz de se ligar ao seu sitio alvo e/ou
seu sitio de ligagdo, enquanto o dominio de ativagcdo € capaz de
regular positivamente a expressao génica. Quando um polipeptideo de
fusdo no qual um dominio de ligacdo ao DNA é fundido a um dominio
de clivagem, o dominio de ligagcdo ao DNA e o dominio de clivagem
estdo em ligacao operativa se, no polipeptideo de fusado, a porcao do
dominio de ligagao ao DNA for capaz de se ligar ao seu sitio alvo e/ou
seu sitio de ligagao, enquanto o dominio de clivagem é capaz de clivar
o DNA na vizinhanga do sitio alvo. Do mesmo modo, com respeito a

um polipeptideo de fusdo no qual um dominio de ligacdo ao DNA é
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fundido a um dominio de ativagcao ou repressao, o dominio de ligacao
ao DNA e o dominio de ativacdo ou repressdo estdo em ligagao
operativa se, no polipeptideo de fusdo, a por¢édo do dominio de ligagao
ao DNA for capaz de se ligar ao seu sitio alvo e/ou seu sitio de
ligacdo, enquanto o dominio de ativacdo é capaz de regular
positivamente a expressao génica ou o dominio de repressao é capaz
de regular negativamente a expresséo génica.

[0091] Um "fragmento funcional" de uma proteina, polipeptideo ou
acido nucleico € uma proteina, polipeptideo ou acido nucleico cuja
sequéncia nao é idéntica a proteina, polipeptideo ou acido nucleico
completo, mas que, nido obstante, retém a mesma fungdo que a
proteina, polipeptideo ou acido nucleico completo. Um fragmento
funcional pode possuir mais, menos ou 0 mesmo numero de residuos
que a molécula nativa correspondente, e/ou pode conter uma ou mais
substituicbes de aminoacidos ou nucleotideos. Métodos para
determinar a funcdo de um acido nucleico (por exemplo, funcéo
codificadora, capacidade para hibridizar com outro acido nucleico) sédo
bem conhecidos na técnica. Do mesmo modo, métodos para
determinar a fung¢ao da proteina sdo bem conhecidos. Por exemplo, a
funcao de ligacdo ao DNA de um polipeptideo pode ser determinada,
por exemplo, por filtro de ligagc&do, desvio de mobilidade eletroforética
ou ensaios de imunoprecipitacdo. A clivagem do DNA pode ser
analisada por eletroforese em gel. Ver Ausubel, et al., supra. A
capacidade de uma proteina para interagir com outra proteina pode
ser determinada, por exemplo, por co-imunoprecipitacdo, ensaios de
dois hibridos ou complementacdo, ambas, genética e bioquimica. Ver,
por exemplo, Fields, et al. (1989) Nature 340:245-246; a Patente U.S.
N° 5 585 245 e Publicagao da Patente Internacional N° WO 98/44350.
[0092] Um "vetor" é capaz de transferir sequéncias génicas para

células alvo. Tipicamente, "construcdo de vetor", "vetor de expressao”
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e "vetor de transferéncia génica" significam qualquer construgdo de
acido nucleico capaz de direcionar a expressdo de um gene de
interesse e que pode transferir sequéncias génicas a células alvo.
Assim, o termo inclui clonagem e veiculos de expressao, bem como
vetores de integragao.

[0093] Um "gene reporter” ou "sequéncia repérter" refere-se a
qualquer sequéncia que produz um produto proteico que é facilmente
medido, de preferéncia, embora ndo necessariamente em um ensaio
rotineiro. Os genes reporteres adequados incluem, entre outros,
sequéncias codificadoras de proteinas que atuam na mediacdo de
resisténcia a antibiodticos (por exemplo, resisténcia a ampicilina,
resisténcia a neomicina, resisténcia a G418, resisténcia a puromicina),
sequéncias codificadoras de proteinas coloridas ou fluorescentes ou
luminescentes (por exemplo, proteina verde fluorescente, proteina
verde fluorescente intensificada, proteina vermelha fluorescente,
luciferase), e proteinas que atuam na mediacéo de crescimento celular
reforcado e/ou amplificagdo do gene (por exemplo, dihidrofolato
redutase). Tags (etiquetas) de epitopos incluem, por exemplo, uma ou
mais copias de FLAG, His, myc, Tap, HA ou qualquer sequéncia
detectavel de aminoacidos. "Tags de expressao” incluem sequéncias
que codificam repodrteres que podem ser operacionalmente ligados a
uma sequéncia génica desejada a fim de monitorar a expressao do
gene de interesse.

[0094] Os termos ‘individuo" e ‘"paciente" sao usados
alternadamente e referem-se a mamiferos como pacientes humanos e
primatas ndo humanos, bem como animais experimentais como
coelhos, caes, gatos, ratos, camundongos e outros animais. Assim, o
termo "individuo" ou "paciente", neste relatorio descritivo, significa
qualquer paciente mamifero ou individuo ao qual os cassetes de

expressdao podem ser administrados. Os individuos da presente
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invencao incluem aqueles com um transtorno ou aqueles em risco de
desenvolver um transtorno.
[0095] Os termos "tratar" e "tratamento”, neste relatoério descritivo,
referem-se a reducao na gravidade e/ou frequéncia de sintomas, a
eliminacdo de sintomas e/ou da causa subjacente, a prevencdo da
ocorréncia de sintomas e/ou das suas causas subjacentes e a melhora
ou correcédo de danos. Cancer e doenca do enxerto contra hospedeiro
sdo exemplos ndo limitantes de condicbes que podem ser tratadas
utilizando as composi¢cdes e métodos aqui descritos. Assim, "tratar" e
"tratamento” inclui:

prevenir a ocorréncia da doenga ou condicdo em um
mamifero, especialmente, quanto tal mamifero é predisposto a
condi¢cdo, mas ainda nao foi diagnosticado como portador;

inibir a doenga ou condigdo, ou seja, interromper seu
desenvolvimento;

aliviar a doencga ou condi¢éo, ou seja, provocar a regressao
da doenca ou condi¢ao; ou

aliviar os sintomas resultantes da doeng¢a ou condi¢cio, ou
seja, aliviar a dor sem abordar a doenga ou condi¢c&o subjacente.
[0096] Neste relatério descritivo, os termos "doenca" e "condigao"
podem ser utilizados alternadamente ou podem ser diferentes pelo fato
de que a enfermidade ou condigdo em particular pode ndo ter um
agente causador conhecido (de modo que a etiologia ndo foi ainda
esclarecida) e, portanto, ndo é ainda reconhecida como doenga, mas
somente uma condi¢do ou sindrome indesejavel, em que um conjunto
mais ou menos especifico de sintomas foi identificado por clinicos.
[0097] Uma "composicdo farmacéutica" refere-se a uma a
formulacdo de um composto da invengcédo e um meio em geral aceito
na técnica para a entrega do composto biologicamente ativo a

mamiferos, por exemplo, humanos. Tal meio inclui todos os veiculos,
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diluentes ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis para o mesmo.
[0098] "Quantidade eficaz" ou "quantidade terapeuticamente
eficaz" refere-se aquela quantidade de um composto da invencao que,
quando administrada a um mamifero, de preferéncia um humano, é
suficiente para efetuar o tratamento no mamifero, de preferéncia um
humano. A quantidade de uma composi¢cao da invengao que constitui
uma "quantidade terapeuticamente eficaz" variara dependendo do
composto, da condigdo e sua gravidade, do modo de administracido e
da idade do mamifero a ser tratado, mas pode ser determinada
rotineiramente por qualquer técnico no assunto levando em
consideracao seu proprio conhecido e esse relatorio descritivo.

[0099] Dominios de ligagdo ao DNA

[00100] S&o aqui descritas composicdes compreendendo um
dominio de ligagdo ao DNA que se liga especificamente a um sitio alvo
em qualquer gene compreendendo um gene HLA ou um regulador de
HLA. Qualquer dominio de ligacdo ao DNA pode ser utilizado nas
composicdes e métodos aqui revelados, incluindo, entre outros, um
dominio de ligagédo ao DNA de dedo de zinco, um dominio de ligagao
ao DNA de TALE, a porcédo de ligacdo ao DNA (sgRNA) de uma
nuclease CRISPR/Cas ou um dominio de ligacdo ao DNA de uma
meganuclease. O dominio de ligagdo ao DNA pode ligar-se a qualquer
sequéncia alvo dentro do gene, incluindo, entre outras, uma sequéncia
alvo de 12 ou mais nucleotideos como mostrado em qualquer um
dentre os sitios alvo aqui revelados (SEQ ID N°:8-21 e/ou 92-103).
[00101] Em certas modalidades, o dominio de ligagdo ao DNA
compreende uma proteina dedo de zinco. De preferéncia, a proteina
dedo de zinco nao é natural pelo fato de ser projetada para ligar-se a
um sitio alvo de escolha. Ver, por exemplo, Beerli, et al. (2002) Nature
Biotechnol. 20:135-141; Pabo, et al. (2001) Ann. Rev. Biochem.
70:313-340; Isalan, et al. (2001) Nature Biotechnol. 19:656-660; Segal,
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et al. (2001) Curr. Opin. Biotechnol. 12:632-637; Choo, et al. (2000)
Curr. Opin. Struct. Biol. 10:411-416; as Patentes U.S. N°° 6 453 242; 6
534 261; 6 599 692; 6 503 717; 6 689 558; 7 030 215; 6 794 136; 7
067 317;7 262 054; 7 070 934; 7 361 635; e 7 253 273; e Publicacbes
de Patentes U.S. N° 2005/0064474; 2007/0218528; e 2005/0267061,
todos aqui incorporados, em sua totalidade, por referéncia. Em certas
modalidades, o dominio de ligagdo ao DNA compreende uma proteina
dedo de zinco revelada na Publicacdo de Patente U.S. N°
2012/0060230 (por exemplo, Tabela 1), aqui incorporado, em sua
totalidade, por referéncia neste pedido de patente. Em outras
modalidades, o dominio de ligagdo ao DNA compreende o
componente ZFP (referido como "desenhos") e incluindo regides de
reconhecimento de hélice e esqueletos conforme apresentados nas
ZFNs das Tabelas 1, 2, 4, 5, 6 ou 8, incluindo, entre outras, os
dominios de ZFP das ZFNs 72732; 72748; 68957; ou 72678.

[00102] Um dominio de ligagao projetado de dedo de zinco pode ter
uma nova especificidade de ligagdo, quando comparado a uma
proteina dedo de zinco natural. Os métodos de engenharia incluem,
entre outros, desenho racional e varios tipos de selecdo. O desenho
racional inclui, por exemplo, o uso de banco de dados compreendendo
sequéncias de nucleotideos triplas (ou quadruplas) e sequéncias de
aminoacidos de dedos de zinco individuais, em que cada sequéncia
nucleotideo tripla ou quadrupla esta associada com uma ou mais
sequéncias de aminoacidos de dedos de zinco que se ligam a
sequéncia tripla ou quadrupla em particular. Ver, por exemplo, as
Patentes U.S. N° 6 453 242 e 6 534 261, aqui incorporadas, em sua
totalidade, por referéncia neste pedido de patente.

[00103] Métodos exemplares de selecdo, incluindo expressdo em
fagos e sistemas de dois hibridos, sdo revelados nas Patentes U.S.
N°s 5 789 538; 5 925 523; 6 007 988; 6 013 453; 6 410 248; 6 140 466;
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6 200 759; e 6 242 568; bem como Publicacbes de Patente
Internacional Nos. WO 98/37186; WO 98/53057; WO 00/27878; e WO
01/88197 e GB 2,338,237. Além disso, o aprimoramento da
especificidade de ligacao para dominios de ligacdo dedos de zinco foi
descrito, por exemplo, na Patente U.S. N° 6 794 136.

[00104] Além do mais, como revelado nessas e em outras
referéncias, dominios de dedo de zinco e/ou proteinas dedos de zinco
multi-dedo podem ser wunidos utilizando quaisquer sequéncias
ligadoras adequadas (ligante), incluindo por exemplo, ligantes de 5 ou
mais aminoacidos de comprimento. Ver, também, as Patentes U.S. N°
6 479 626; 6 903 185; e 7 153 949 para sequéncias exemplares de
ligagdo com 6 ou mais aminoacidos de comprimento. As proteinas
aqui descritas podem incluir qualquer combinagado de ligantes
adequados entre os dedos individuais de zinco da proteina. Além
disso, o aprimoramento da especificidade de ligacdo para dominios de
ligacdo dedos de zinco foi descrito, por exemplo, na Patente U.S. N° 6
794 136.

[00105] A selecao de sitios alvo; ZFPs e métodos para o desenho e
construgao de proteinas de fusdo (e de polinucleotideos codificadores
das mesmas) sdao conhecidos pelos técnicos no assunto e descritos
detalhadamente nas Patentes U.S. N°¢ 6 140 081; 5 789 538; 6 453
242; 6 534 261; 5 925 523; 6 007 988; 6 013 453; 6 200 759; e
Publicagcdes de Patente Internacional N° WO 95/19431; WO
96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO 00/27878; WO 01/60970;
WO 01/88197; WO 02/099084; WO 98/53058; WO 98/53059; WO
98/53060; WO 02/016536; e WO 03/016496.

[00106] Além disso, como revelado nessas e em outras referéncias,
dominios dedo de zinco e/ou proteinas multi-dedo de dedos de zinco
podem ser unidos utilizando quaisquer sequéncias ligadoras

adequadas, incluindo por exemplo, ligantes com 5 ou mais
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aminoacidos de comprimento. Ver, também, as Patentes U.S. Nos 6
479 626; 6 903 185; 7 153 949; 7 888 121; 7 914 796; 8 034 598; 8
623 618; 9 567 609; e Publicacdo de Patente U.S. N° 2017/0218349
para sequéncias ligadoras exemplares. As proteinas aqui descritas
podem incluir qualquer combinacédo de ligantes adequados entre os
dedos individuais de zinco da proteina.

[00107] Em certas modalidades, o dominio de ligagdo ao DNA é
uma proteina dedo de zinco projetada que se liga (de maneira
sequéncia-especifica) a um sitio alvo em um gene TCR ou gene
regulador de TCR e modula a expressdo de um gene TCR. Em
algumas modalidades, a proteina dedo de zinco liga-se a um sitio alvo
em TCRA enquanto, em outras modalidades, o dedo de zinco liga-se a
um sitio alvo em TRBC. Em outras modalidades, o dominio de ligacéo
ao DNA é uma proteina dedo de zinco projetada que se liga (de
maneira sequéncia-especifica) a um sitio alvo em um gene B2M e
modula a expressao de um gene B2M. Modalidades exemplares néo
limitantes desses dominios de ligacdo ao DNA sdo mostradas nas
Tabelas 1, 2 e 6 (TCR) e Tabelas 5 e 8 (B2M). Em certas
modalidades, a ZFP compreende a por¢ao ZFP das ZFNs designadas
72732; 72748; 68957; ou 72678.

[00108] Normalmente, as ZFPs incluem pelo menos trés dedos.
Algumas das ZFPs incluem quatro, cinco ou seis dedos. As ZFPs que
incluem trés dedos, tipicamente, reconhecem um sitio alvo que inclui 9
ou 10 nucleotideos; ZFPs que incluem quatro dedos, tipicamente,
reconhecem um sitio alvo que inclui 12 a 14 nucleotideos; enquanto
ZFPs com seis dedos podem reconhecer sitios alvo que incluem 18 a
21 nucleotideos. As ZFPs podem também ser proteinas de fusdo que
incluem um ou mais dominios reguladores, e esses dominios podem
ser dominios de ativacéo ou repressao da transcricao.

[00109] Em algumas modalidades, o dominio de ligacdo ao DNA
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pode ser derivado de uma nuclease. Por exemplo, as sequéncias de
reconhecimento de endonucleases teleguiadas (em inglés, homing) e
meganucleases como as conhecidas |-Scel, |I-Ceul, PI-Pspl, Pl-Sce, |-
ScelV, I-Csml, |-Panl, |-Scell, I-Ppol, |-Scelll, I-Crel, |-Tevl, |-Tevll e I-
Tevlll. Ver também a Patente U.S. N° 5 420 032; Patente U.S. N° 6
833 252; Belfort, et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388; Dujon,
et al. (1989) Gene 82:115-118; Perler, et al. (1994) Nucleic Acids Res.
22, 1125-1127; Jasin (1996) Trends Genet. 12:224-228; Gimble, et al.
(1996) J. Mol. Biol. 263:163-180; Argast, et al. (1998) J. Mol. Biol.
280:345-353 e o catalogo da New England Biolabs. Além disso, a
especificidade de ligagdo ao DNA de endonucleases homing e
meganucleases pode também ser projetada para ligagao a sitios alvo
nao naturais. Ver, por exemplo, Chevalier, et al. (2002) Molec. Cell
10:895-905; Epinat, et al. (2003) Nucleic Acids Res. 31:2952-2962;
Ashworth, et al. (2006) Nature 441:656-659; Paques, et al. (2007)
Current Gene Therapy 7:49-66; Publicacdo de Patente U.S. N°
2007/0117128.

[00110] Em outras modalidades, o dominio de ligagdo ao DNA
compreende um dominio projetado de um efetor TAL semelhante
aqueles derivados do patdgeno de plantas Xanthomonas (ver Boch, et
al. (2009) Science 326: 1509-1512 e Moscou e Bogdanove (2009)
Science 326:1501) e Ralstonia (ver Heuer, et al. (2007) Applied and
Environmental Microbiology 73(13): 4379-4384); Publicagdes de
Patentes U.S. N° 2011/0301073 e 2011/0145940. As bactérias
patogénicas de plantas do género Xanthomonas sao conhecidas por
provocar muitas doencas em importantes plantas de cultivo. A
patogenicidade de Xanthomonas depende de um sistema conversado
de secregao do tipo Il (T3S) que injeta mais de 25 proteinas efetoras
diferentes na célula vegetal. Entre essas proteinas injetadas estao

efetores do tipo ativador da transcricdo (TALE) que mimetizam
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ativadores transcricionais vegetais e manipulam o transcriptoma da
planta (ver Kay, et al. (2007) Science 318:648-651). Essas proteinas
contém um dominio de ligagdo ao DNA e um dominio de ativacéo
transcricional. Uma das TALEs mais bem caracterizadas é AvrBs3 de
Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria (ver Bonas, et al. (1989) Mol
Gen Genet 218: 127-136 e a Publicagao da Patente Internacional N°
WO 2010/079430). TALEs contém um dominio centralizado de
repeticbes em tandem, cada repeticdo contendo aproximadamente 34
aminoacidos, que sao fundamentais para a especificidade de ligagcéo
ao DNA dessas proteinas. Além disso, contém uma sequéncia de
localizagdo nuclear e um dominio de ativagao transcricional acido
(para uma revisdo, ver Schornack S., et al. (2006) J Plant Physiol
163(3): 256-272). Além disso, foi verificado que, nas bactérias
fitopatogénicas Ralstonia solanacearum, dois genes, designados
brg11 e hpx17, sdo homodlogos a familia AvrBs3 de Xanthomonas na
cepa R. solanacearum biovar 1 GMI1000 e na cepa biovar 4 RS1000
(ver Heuer, et al. (2007) Appl and Envir Micro 73(13):4379-4384).
Esses genes sédo 98,9% idénticos em sequéncia de nucleotideo entre
si, mas diferem por uma delec¢ao de 1.575 bp no dominio de repeticdo
de hpx17. Contudo, ambos os produtos génicos tém menos de 40% de
identidade de sequéncia com proteinas da familia AvrBs3 de
Xanthomonas.

[00111] A especificidade desses efetores TAL depende das
sequéncias encontradas nas repeticoes em tandem. A sequéncia
repetida compreende aproximadamente 102 pares de base, e as
repeticdes sdo tipicamente 91-100% homodlogas entre si (Bonas, et al.,
ibid). O polimorfismo das repeticbes esta normalmente localizado nas
posicoes 12 e 13, e parece ser uma correspondéncia um para um
entre a identidade dos di-residuos hipervariaveis (a repeticao de di-

residuos variaveis ou regido RVD) nas posicoes 12 e 13 com a
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identidade dos nucleotideos contiguos na sequéncia alvo efetora-TAL
(ver Moscou and Bogdanove (2009) Science 326:1501 e Boch, et al.
(2009) Science 326:1509-1512). Experimentalmente, o cddigo natural
para reconhecimento de DNA desses efetores-TAL foi determinado tal
que uma sequéncia HD nas posicdes 12 e 13 (Repeticdo de di-residuo
variavel ou RVD) leva a uma ligagao a citosina (C), NG liga-se a T, NI
a A C,GouT, NN liga-se a A ou G e ING liga-se a T. Essas
repeticbes de ligagdo de DNA foram montadas em proteinas com
novas combinagdes e numeros de repeticdes, para produzir fatores de
transcricdo artificiais que s&o capazes de interagir com novas
sequéncias e ativar a expressdo de um gene reporter ndo endoégeno
em células de planta (Boch, et al., ibid). As proteinas TAL projetadas
foram ligadas a um meio-dominio de clivagem Fokl para produzir uma
fusdo de nuclease de dominio efetor TAL (TALEN), incluindo TALENs
com RVDs atipicas. Ver, por exemplo, Patente U.S. N° 8 586 526.
[00112] Em algumas modalidades, a TALEN compreende um
dominio de clivagem meio-dominio de clivagem de endonuclease (por
exemplo, Fokl). Em outras modalidades, a nuclease TALE é uma
mega TAL. Essas mega TAL nucleases sao proteinas de fuséo
compreendendo um dominio de ligagao ao DNA de TALE DNA e um
dominio de clivagem de meganuclease. O dominio de clivagem de
meganuclease € ativo como monémero e nao requer dimerizagao para
atividade (ver Boissel, et al. (2013) Nucl Acid Res: 1-13, doi:
10.1093/nar/gkt1224).

[00113] Em ainda outras modalidades, a nuclease compreende uma
TALEN compacta. Essas sdo proteinas de fusdao de cadeia uUnica
ligando um dominio de ligacdo ao DNA de TALE DNA a um dominio
nuclease Tevl. A proteina de fusdo pode atuar como uma nickase
localizada pela regido TALE, ou pode criar uma quebra de fita dupla,

dependendo de onde o dominio de ligacdo ao DNA de TALE esta
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localizado em relacdo ao dominio nuclease Tevl (ver Beurdeley, et al.
(2013) Nat Comm 4:1762 DOI: 10.1038/ncomms2782). Além disso, o
dominio nuclease pode também exibir funcionalidade de ligacdo ao
DNA. Quaisquer TALENs podem ser utilizadas em combinagdo com
TALENSs adicionais (por exemplo, uma ou mais TALENs (cTALENSs ou
FokIl-TALENs) com uma ou mais mega-TALEs.

[00114] Além disso, como revelado nessas e em outras referéncias,
dominios dedo de zinco e/ou proteinas multi-dedo dedo de zinco ou
TALEs podem ser unidos utilizando quaisquer sequéncias ligadoras
adequadas, incluindo, por exemplo, ligantes de 5 ou mais aminoacidos
de comprimento. Ver, também, as Patentes U.S. N°¢ 6 479 626; 6 903
185; e 7 153 949 para sequéncias ligadoras exemplares com 6 ou
mais aminoacidos de comprimento. As proteinas aqui descritas podem
incluir qualquer combinagéo de ligantes adequados entre os dedos de
zinco individuais da proteina. Além disso, o aprimoramento da
especificidade de ligagdo para dominios de ligagdo dedo de zinco foi
descrito, por exemplo, na Patente U.S. N° 6 794 136.

[00115] Em certas modalidades, o dominio de ligagdo ao DNA faz
parte de um sistema de nuclease CRISPR/Cas, incluindo um RNA guia
unico (sgRNA) que se liga a DNA. Ver, por exemplo, Patente U.S. N° 8
697 359 e Publicacbes de Patente U.S. N° 2015/0056705 e
2015/0159172. O lécus CRISPR (do inglés, Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), ou seja, Repeticdoes
Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas, que
codifica componentes de RNA do sistema, e o locus de Cas (CRISPR-
associado), que codifica proteinas (Jansen, et al. (2002) Mol.
Microbiol. 43:1565-1575; Makarova, et al. (2002) Nucleic Acids Res.
30:482-496; Makarova, et al. (2006) Biol. Direct 1:7; Haft, et al. (2005)
PLoS Comput. Biol. 1:€60) compdem as sequéncias génicas do

sistema de nuclease CRISPR/Cas. Os loci CRISPR em hospedeiros
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microbianos contém uma combinagdo de genes CRISPR-associados
(Cas) bem como elementos nado codificantes de RNA capazes de
programar a especificidade da clivagem de acido nucleico mediada por
CRISPR.

[00116] O CRISPR Tipo I é um dos sistemas mais bem
caracterizados e realiza a quebra direcionada da fita dupla de DNA em
quatro etapas sequenciais. Em primeiro lugar, dois RNA nao
codificantes, o arranjo de pré-crRNA e tracrRNA, sado transcritos a
partir do I6cus de CRISPR. Em segundo lugar, tracrRNA hibridiza as
regides de repeticdo do pré-crRNA e medeia o processamento de pré-
crRNA em crRNAs maduros contendo sequéncias espagadoras
individuais. Em terceiro lugar, o complexo crRNA maduro:tracrRNA
direciona um dominio funcional (por exemplo, nuclease como Cas) ao
DNA alvo através do pareamento de bases de Watson-Crick entre o
espacador no crRNA e o protoespacador no DNA alvo ao lado do
motivo protoespagador adjacente (PAM), um requisito adicional para
reconhecimento do alvo. Finalmente, a Cas9 medeia a clivagem do
DNA alvo para criar uma quebra na fita dupla dentro do
protoespacador. A atividade do sistema CRISPR/Cas compreende trés
etapas: (i) insercdo de sequéncias de DNA estranhas no arranjo de
CRISPR para prevenir ataques futuros, em um processo denominado
"adaptagao”, (ii) expressao das proteinas relevantes, bem como
expressao e processamento do arranjo, seguida por (iii) interferéncia
mediada por RNA com o acido nucleico estranho. Dessa forma, na
célula bacteriana, diversas das chamadas proteinas "Cas" estao
envolvidas com a funcdo natural do sistema CRISPR/Cas e
desempenham papéis em funcdes como insercdao do DNA estranho
etc.

[00117] Em certas modalidades, a proteina Cas pode ser um

"derivado funcional" de uma proteina Cas natural. Um "derivado
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funcional" de um polipeptideo de sequéncia nativa € um composto com
uma propriedade biolégica qualitativa em comum com um polipeptideo
de sequéncia nativa. Os "derivados funcionais" incluem, entre outros,
fragmentos de uma sequéncia nativa e derivados de um polipeptideo
de sequéncia nativa e seus fragmentos, desde que estes tenham uma
atividade bioldgica em comum com um polipeptideo de sequéncia
nativa correspondente. Uma atividade bioldgica aqui contemplada é a
capacidade do derivado funcional de hidrolisar um substrato de DNA
em fragmentos. O termo "derivado” abrange variantes de sequéncia de
aminoacidos do polipeptideo, modificacbes covalentes e suas fusoes,
tais como proteinas derivadas de Cas. Os derivados adequados de um
polipeptideo Cas ou seu fragmento incluem, entre outros, mutantes,
fusdes, modificacbes covalentes de proteina Cas ou seu fragmento.
Proteina Cas, que inclui proteina Cas ou seu fragmento, bem como
derivados da proteina Cas ou seu fragmento, pode ser obtida de uma
célula ou sintetizada quimicamente ou uma combinagao desses dois
procedimentos. A célula pode ser uma célula que produz naturalmente
proteina Cas, ou uma célula que produz naturalmente proteina Cas e
geneticamente projetada para produzir a proteina Cas enddgena em
um nivel de expressado mais alto ou produzir uma proteina Cas a partir
de um acido nucleico introduzido exogenamente, em que este acido
nucleico codifica uma Cas que € igual ou diferente da Cas enddgena.
Em alguns casos, a célula ndo produz naturalmente proteina C e é
projetada geneticamente para produzir uma proteina Cas. Em algumas
modalidades, a proteina Cas é um ortélogo pequeno Cas9 para
entrega através de um vetor AAV (Ran, et al. (2015) Nature 510:186).

[00118] Em algumas modalidades, o dominio de ligagdo ao DNA faz
parte de um sistema TtAgo (ver Swarts, et al., ibid; Sheng, et al., ibid).
Em eucariotos, o silenciamento génico € mediado pela familia

Argonaute (Ago) de proteinas. Nesse paradigma, Ago é ligado a
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pequenos RNAs (19-31 nt). Esse complexo proteina-RNA de
silenciamento reconhece RNAs via pareamento de bases de Watson-
Crick entre o pequeno RNA e o alvo e cliva o RNA alvo por meio de
endonucleases (Vogel (2014) Science 344:972-973). Em contraste,
proteinas Ago procariéticas ligam-se a pequenos fragmentos de DNA
fita simples e provavelmente atuam na deteccao e remogao de DNA
exogeno (frequentemente viral) (Yuan, et al. (2005) Mol. Cell 19, 405;
Olovnikov, et al. (2013) Mol. Cell 51:594; Swarts, et al., ibid). Proteinas
Ago procaribticas exemplares incluem aquelas de Aquifex aeolicus,
Rhodobacter sphaeroides e Thermus thermophilus.

[00119] Uma das proteinas Ago procariéticas mais bem
caracterizadas € aquela de T. thermophilus (TtAgo; Swarts, et al., ibid).
TtAgo associa-se com fragmentos de DNA fita simples de 15 nt ou 13-
25 nt com grupos &’ fosfato. Esse "DNA guia" ligado por TtAgo tem
como func¢io direcionar o complexo proteina-DNA para ligar-se a uma
sequéncia de DNA complementar Watson-Crick em uma molécula de
DNA de terceiros. Uma vez as informagdes sobre sequéncia nesses
DNAs guias tenha permitido a identificagdo do DNA alvo, o complexo
TtAgo-DNA guia cliva o DNA alvo. Tal mecanismo é também apoiado
pela estrutura do complexo TtAgo-DNA guia enquanto ligado a seu
DNA alvo (G. Sheng et al., ibid). Ago de Rhodobacter sphaeroides
(RsAgo) possui propriedades semelhantes (Olovnikov, et al., ibid).
[00120] DNAs guias exdégenos de sequéncia arbitraria de DNA
podem ser carregados na proteina TtAgo (Swarts, et al., ibid.). Dado
que a especificidade da clivagem por TtAgo € direcionada pelo DNA
guia, um complexo TtAgo-DNA formado com um DNA guia exdégeno,
especificado pelo investigador, direcionara, portanto, a clivagem do
DNA alvo por TtAgo para um DNA alvo complementar especificado
pelo investigador. Dessa maneira, pode-se criar uma quebra de fita

dupla direcionada no DNA. O uso do sistema TtAgo-DNA guia (ou
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sistemas Ago-DNA guia ortélogos de outros organismos) permite a
clivagem direcionada do DNA genbmico dentro das células. Tal
clivagem pode ser de fita simples ou dupla-fita. Para clivagem do DNA
gendmico de mamiferos, seria preferivel utilizar uma versdo de TtAgo
com codons otimizados para expressdo em células de mamiferos.
Além disso, poderia ser preferivel tratar células com complexo TtAgo-
DNA formado in vitro onde a proteina TtAgo é fundida a um peptideo
que penetra a célula. Além disso, poderia ser preferivel utilizar uma
versdo da proteina TtAgo que tenha sido alterada via mutagénese
para ter atividade melhorada a 37°C. A clivagem de DNA mediada por
Ago-RNA poderia ser utilizada para afetar uma pandplia de resultados,
incluindo knockout (silenciamento) génico, adicdo direcionada de
gene, corregao de gene, delegdo direcionada de gene utilizando
técnicas padrao no assunto para a exploracédo de quebras de DNA.
[00121] Assim, pode-se utilizar qualquer dominio de ligacdo ao
DNA.

Moléculas de Fusao

[00122] S&ao também providas moléculas de fusdo que
compreendem dominios de ligacdo ao DNA (por exemplo, ZFPs ou
TALEs, componentes de CRISPR/Cas como RNAs guias unicos),
conforme aqui descritos, associados com um dominio regulador
heter6logo (funcional) (ou fragmento funcional do mesmo). Dominios
comuns incluem, por exemplo, dominios de fatores de transcricao
(ativadores, repressores, coativadores, co-repressores), silenciadores,
oncogenes (por exemplo, membros das familias myc, jun, fos, myb,
max, mad, rel, ets, bcl, myb, mos etc.); enzimas de reparo de DNA e
seus fatores e modificadores associados; enzimas de rearranjo de
DNA e seus fatores e modificadores associados; proteinas associadas
a cromatina e seus modificadores (por exemplo, quinases, acetilases e

desacetilases); e enzimas que modificam DNA (por exemplo,
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metiltransferases, topoisomerases, helicases, ligases, quinases,
fosfatases, polimerases, endonucleases) e seus fatores e
modificadores associados. Tais moléculas de fusdo incluem fatores de
transcricdo compreendendo os dominios de ligacdo ao DNA aqui
descritos e um dominio regulador da transcricdo bem como nucleases
compreendendo os dominios de ligagdo ao DNA e um ou mais
dominios nuclease.

[00123] Os dominios adequados para alcancar ativacdo (dominios
de ativagao transcricional) incluem o dominio de ativacdo VP16 de
HSV (ver, por exemplo, Hagmann, et al. (1997) J. Virol. 71:5952-5962)
receptores nucleares hormonais (ver, por exemplo, Torchia, et al.
(1998) Curr. Opin. Cell. Biol. 10:373-383); a subunidade p65 do fator
nuclear kappa B (Bitko & Barik (1998) J. Virol. 72:5610-5618 e Doyle &
Hunt (1997) Neuroreport 8:2937-2942); Liu, et al. (1998) Cancer Gene
Ther. 5:3-28) ou dominios funcionais quiméricos artificiais como VP64
(Beerli, et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:14623-33) e degron
(Molinari, et al. (1999) EMBO J. 18, 6439-6447). Dominios de ativagao
exemplares adicionais incluem Oct 1, Oct-2A, Sp1, AP-2 e CTF1
(Seipel, et al. (1992) EMBO J. 11, 4961-4968 bem como p300, CBP,
PCAF, SRC1 PvALF, AtHD2A e ERF-2. Ver, por exemplo, Robyr, et al.
(2000) Mol. Endocrinol. 14:329-347; Collingwood, et al. (1999) J. Mol.
Endocrinol. 23:255-275; Leo, et al. (2000) Gene 245:1-11; Manteuffel-
Cymborowska (1999) Acta Biochim. Pol. 46:77-89; McKenna, et al.
(1999) J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 69:3-12; Malik, et al. (2000)
Trends Biochem. Sci. 25:277-283; e Lemon, et al. (1999) Curr. Opin.
Genet. Dev. 9:499-504. Dominios de ativagdo exemplares adicionais
incluem, entre outros, OsGAIl, HALF-1, C1, AP1, ARF-5,-6,-7, e -8,
CPRF1, CPRF4, MYC-RP/GP e TRABH1. Ver, por exemplo, Ogawa, et
al. (2000) Gene 245:21-29; Okanami, et al. (1996) Genes Cells 1:87-
99; Goff, et al. (1991) Genes Dev. 5:298-309; Cho, et al. (1999) Plant
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Mol. Biol. 40:419-429; Ulmason, et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 96:5844-5849; Sprenger-Haussels, et al. (2000) Plant J. 22:1-8;
Gong, et al. (1999) Plant Mol. Biol. 41:33-44; e Hobo, et al. (1999)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:15.348-15.353.

[00124] Ficara claro para os técnicos no assunto que, na formacéao
de uma proteina de fusdo (ou um acido nucleico codificador da
mesma) entre um dominio de ligagdo ao DNA e um dominio funcional,
um dominio de ativacdo ou uma molécula que interaja com um
dominio de ativacdo ¢é adequado como dominio funcional.
Essencialmente qualquer molécula capaz de recrutar um complexo
ativador e/ou atividade que ativa (como, por exemplo, acetilacdo de
histona) o gene alvo é util como dominio ativador de uma proteina de
fusdo. Sao descritos dominios isoladores, dominios de localizacao e
proteinas de remodelamento da cromatina como dominios contendo
ISWI e/ou proteinas com dominio de ligacdo a metila para uso como
dominios funcionais em moléculas de fusdo, por exemplo, na Patente
U.S. N° 7 053 264.

[00125] Dominios de repressdo exemplares incluem, entre outros,
KRAB A/B, KOX, gene precoce induzivel por TGF-beta (TIEG), v-erbA,
SID, MBD2, MBD3, membros da familia DNMT (por exemplo, DNMT1,
DNMT3A, DNMT3B), Rb e MeCP2. Ver, por exemplo, Bird, et al.
(1999) Cell 99:451-454; Tyler, et al. (1999) Cell 99:443-446; Knoepfler,
et al. (1999) Cell 99:447-450; e Robertson, et al. (2000) Nature Genet.
25:338-342. Dominios de repressao exemplares adicionais incluem,
entre outros, ROM2 e AtHD2A. Ver, por exemplo, Chem, et al. (1996)
Plant Cell 8:305-321; e Wu, et al. (2000) Plant J. 22:19-27.

[00126] Moléculas de fusdo sdo construidas por métodos de
clonagem e conjugacgado bioquimica que sdo bem conhecidos pelos
técnicos no assunto. As moléculas de fusdo compreendem um
dominio de ligagdo ao DNA (por exemplo, ZFP, TALE, sgRNA)
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associado com um dominio funcional (por exemplo, um dominio de
ativagao ou repressao transcricional). As moléculas de fusao também
compreendem opcionalmente sinais de localizagdo nuclear (como, por
exemplo, aquele do antigeno T médio de SV40) e etiquetas de epitopo
(como, por exemplo, FLAG e hemaglutinina). Proteinas de fuséo (e
acidos nucleicos que as codificam) sao desenhadas de tal modo que o
quadro de leitura da traducédo € conservado entre os componentes da
fusdo.

[00127] As fusbes entre um componente polipeptidico de um
dominio funcional (ou um fragmento funcional do mesmo), por um
lado, e um dominio ndo proteico de ligagdo ao DNA (por exemplo,
antibidtico, intercalador, ligante de sulco menor, acido nucleico), pelo
outro, sao construidos por métodos conjugagéo bioquimica conhecidos
pelos técnicos no assunto. Ver, por exemplo, o catalogo da Pierce
Chemical Company (Rockford, IL). Foram descritos métodos e
composigdes para criar fusdes entre um ligante de sulco menor e um
polipeptideo. Mapp, et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:3930-
3935. Além do mais, RNAs guias unicos do sistema CRISPR/Cas
associam-se com dominios funcionais para formar reguladores
transcricionais ativos e nucleases.

[00128] Em certas modalidades, o sitio alvo esta presente em uma
regido acessivel de cromatina celular. Regides acessiveis podem ser
determinadas como descrito, por exemplo, nas Patentes U.S. N° 7
217 509 e 7 923 542. Se o sitio alvo ndo estiver presente em uma
regido acessivel de cromatina celular, uma ou mais regides acessiveis
podem ser geradas como descrito nas Patentes U.S. N°° 7 785 792 e 8
071 370. Em modalidades adicionais, o dominio de ligacdo ao DNA de
uma molécula de fusdo € capaz de ligar-se a cromatina celular
independentemente de seu sitio alvo estar ou ndo em uma regido

acessivel. Por exemplo, tais dominios de ligacdo ao DNA s&o capazes
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de se ligarem a um DNA de ligagdo e/ou DNA de nucleossomo.
Exemplos desse tipo de dominio de ligacdo ao DNA "pioneiro" séo
encontrados em certos receptores esteroides e no fator nuclear 3 de
hepatodcitos (HNF3) (Cordingley, et al. (1987) Cell 48:261-270; Pina, et
al. (1990) Cell 60:719-731; e Cirillo, et al. (1998) EMBO J. 17:244-254).
[00129] A molécula de fusdo pode ser formulada com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel, como €& conhecido por técnicos no
assunto. Ver, por exemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17a
ed., 1985; e Patentes U.S. N° 6 453 242 e 6 534 261.

[00130] O componente/dominio funcional de uma molécula de fuséo
pode ser selecionado a partir de qualquer uma de uma variedade de
componentes diferentes capazes de influenciar a transcricdo de um
gene uma vez a molécula de fusdo ligue-se a uma sequéncia alvo via
seu dominio de ligagdo ao DNA. Consequentemente, o componente
funcional pode incluir, entre outros, varios dominios de fatores de
transcricdo, como ativadores, repressores, co-ativadores, co-
repressores e silenciadores.

[00131] Dominios funcionais exemplares adicionais sao descritos,
por exemplo, nas Patentes U.S. N°° 6 534 261 e 6 933 113.

[00132] Dominios funcionais que sao regulados por pequenas
moléculas ou ligantes exdgenos podem também ser selecionados. Por
exemplo, a tecnologia RheoSwitch® pode ser empregada, em que um
dominio funcional somente assume sua conformagdo ativa na
presengca do ligante externo RheoChem™ (ver, por exemplo,
Publicacao de Patente U.S. N° 2009/0136465). Assim, a ZFP pode ser
operacionalmente ligada ao dominio funcional regulavel, em que a
atividade resultante do ZFP-TF € controlada pelo ligante externo.
Nucleases

[00133] Em certas modalidades, a molécula de fusdo compreende

um dominio de ligagdo ao DNA associado com um dominio de
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clivagem (nuclease). Assim, a modificacdo do gene pode ser realizada
utilizando uma nuclease, por exemplo, uma nuclease projetada. A
tecnologia da engenharia de nucleases baseia-se na engenharia de
proteinas de ligagdo ao DNA de ocorréncia natural. Por exemplo, foi
descrita a engenharia de endonucleases homing com especificidades
de ligacdo ao DNA sob medida. Chames, et al. (2005) Nucleic Acids
Res 33(20):e178; Arnould, et al. (2006) J. Mol. Biol. 355:443-458. Além
disso, a engenharia de ZFPs foi igualmente descrita. Ver, por exemplo,
as Patentes U.S. N°° 6 534 261; 6 607 882; 6 824 978; 6 979 539; 6
933 113;7 163 824; e 7 013 219.

[00134] Além disso, ZFPs e/ou TALEs podem ser fundidas a
dominios nuclease para criar ZFNs e TALENs — uma entidade
funcional que é capaz de reconhecer seu &cido nucleico alvo
pretendido através de seu dominio de ligagcédo ao DNA projetado (ZFP
ou TALE) e fazer com que o DNA seja cortado proximo do DNA sitio
de ligacao ao DNA através da atividade de nuclease.

[00135] Assim, os métodos e composi¢cdes aqui descritos sdo
amplamente aplicaveis e podem envolver qualquer nuclease de
interesse. Exemplos nado limitantes de nucleases incluem
meganucleases, TALENs e nucleases de dedo de zinco. A nuclease
pode compreender dominios heterdlogos de ligagdo ao DNA e de
clivagem (por exemplo, nucleases de dedo de zinco; dominios de
ligagdo ao DNA de meganucleases com dominios heterélogos de
clivagem) ou, alternativamente, o dominio de ligagcdo ao DNA de uma
nuclease natural pode ser alterado para ligar-se a um sitio alvo
selecionado (por exemplo, uma meganuclease que tenha sido
projetada para se ligar a um sitio diferente do sitio de ligacdo cognato).
[00136] Em qualquer uma das nucleases aqui descritas, a nuclease
pode compreender um dominio de ligagdo ao DNA de TALE projetado