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DESCRIPCION

Proteinas de fusién modificadoras del ADN y método de utilizacién de las mismas

Campo técnico

La presente invencién se refiere a proteinas de fusién que comprenden un dominio de unién a ADN, que se une
especificamente a una secuencia diana preseleccionada que se encuentra a menos de 250 pb de un dirresiduo CpG
en una célula de mamifero, en la que el dominio de unién a ADN es o comprende un dedo de zinc disefiado y un
dominio catalitico que comprende una secuencia que cataliza la desmetilacién de citosinas en el ADN, en el que la
secuencia comprende los aminoécidos 1580 a 2052 de Tet1 (SEC ID n.° 2), en el que la proteina de fusién se une a
la secuencia diana y reduce la metilacién del dirresiduo CpG, a métodos ex vivo de utilizacién y dichas proteinas de
fusién para la utilizacién en el tratamiento del cancer.

Antecedentes

TET1 es un enzima que cataliza la conversidn de la 5-metilcitosina (5mC) en 5-hidroximetilcitosina (5hmC) (Tahiliani,
M. et al. Science 324, 930-935 (2009)). Aunque el papel de 5ShmC no esta totalmente claro, se ha propuesto que podria
ser un intermediario en el proceso de desmetilacién de la 5-metilcitosina en citosina. Lo anterior esta respaldado por
observaciones de que la sobreexpresiéon de TET1 en células en cultivo conduce a una reduccién global de los niveles
de 5mC (Tahiliani, M. et al. Science 324, 930-935 (2009)). Se han propuesto varios mecanismos de desmetilacién.
Existen pruebas de que 5hmC puede desaminarse y que la base no coincidente es reconocida por las ADN
glucosilasas y seguidamente reparada a citosina mediante la ruta de reparacién de excisién de bases (Guo et el,, Cell
145, 423-434 (2011)). Alternativamente, también hay pruebas de que la oxidacién iterativa de 5ShmC por TET1 rinde
5-formilcitosina (fC) y S-carboxilcitosina (caC), que seguidamente pueden ser reconocidas por la timina ADN
glucosilasa y revertidas a citosina mediante reparacién por excisién de bases (He et al., Science 333, 1303-1307
(2011)). En cualquier caso, todas las observaciones subrayan que TET1 es un catalizador primario para la
desmetilacién del ADN.

El documento n.° W02009/134409 da a conocer una proteina de fusién que comprende un dominio de unién al ADN
y un dominio de desmetilacién de la citosina en el ADN.

El documento n.° W(0O2007/128982 da a conocer una proteina de fusién que comprende un dominio de unién al ADN
y un dominio que muestra una actividad de citidina desaminasa.

Gregory et al.,, Epigenetics, vol. 7, 20125, paginas 344 a 349 dan a conocer una proteina de fusién que comprende un
dominio de unién al ADN y una timina ADN glucosilasa (TDG, por sus siglas en inglés) fusionados mediante un
conector corto rico en glicinas.

El documento n.°® W0O2010/037001 da a conocer que TET1, TET2, TET3 y CXXC4 presentan actividad de hidrolasa
que convierte el nucleétido de citosina 5-metilcitosina en 5-hidroximetilcitosina.

Foley et al., Nature protocols, vol. 4, n.° 12, paginas 1855 a 1868 dan a conocer vectores de expresién de dedos de
zine.

Neville, et al., Nature protocols, vol. 7, 2012, paginas 171 a 192 dan a conocer el disefio y utilizacién de proteinas de
fusién de matriz TALE, incluyendo factores de transcripcién TALE y TALENS.

Frauer, et al., PloS ONE, volumen 6, nimero 2, paginas €16627 dan a conocer la actividad de unién a ADN de los
dominios CXXC de las proteinas Dnmt1 y Tel1 de ratén.

Rodenhiser et al,. CMAJ, 174(3), paginas 341 a 348 da a conocer mecanismos epigenéticos y su contribucién a la
salud humana.

Branco et al., Nature Reviews | Genetics | volumen 13, paginas 7 a 13 dan a conocer el papel de TET1 en la catélisis
de la oxidacion de la 5-metilcitosina.

Sumario

La invencién se define en las reivindicaciones. Por lo menos en parte la presente invencién se basa en la identificacion
de proteinas de fusién que comprenden un dominio disefiado de unién a ADN personalizado, fusionado a una proteina
y capaz de catalizar la hidroxilacién de las citosinas metiladas en ADN /in vitro, en células o en organismos completos.
Dicha proteina hibrida conduciria a la formacién de citosinas hidroximetiladas a partir de citosinas metiladas en el ADN
y la posterior desmetilacién de las citosinas en células u organismos vivos.

De esta manera se proporcionan en la presente memoria proteinas de fusién que comprenden un dominio de unién a
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ADN disefiado que se une especificamente a una secuencia diana preseleccionado que se encuentra a menos de 250
pb de un dirresiduo CpG en la célula de mamifero, en la que el dominio de unién al ADN es o comprende un dedo de
zinc disefiado, y un dominio catalitico que comprende una secuencia que cataliza la desmetilacién de citosinas en el
ADN, es decir, que cataliza la hidroxilacién o desmetilacién de citosinas metiladas, en el que la secuencia comprende
los aminoacidos 1580 a 2052 de Tet1 (SEC ID n.° 2), en el que la proteina de fusién se une a la secuencia diana y
reduce la metilacién del dirresiduo CpG. En algunas realizaciones, las proteinas de fusién comprenden, ademas, un
conector entre el dominio de unién a ADN y el dominio catalitico.

En algunas realizaciones, el conector se selecciona del grupo que consiste en Gly3Ser (SEC ID n.° 5),
Gly3SerGly4SerArgSer (SEC ID n.° 6), Gly3Ser(Gly4Ser)2ArgSer (SEC ID n.° 7), Gly3Ser(Gly4Ser)3ArgSer (SEC ID
n.° 8), Gly3Ser(Gly4Ser)4ArgSer (SEC ID n.° 9) y Gly3Ser(Gly4Ser)5ArgSer (SEC ID n. © 10).

El dominio de unién a ADN puede ser o comprender una matriz disefiada de repeticién de efectores de tipo activador
de transcripciéon (TAL, por sus siglas en inglés) o un dedo de zinc, en donde la Ultima alternativa forma parte de la
invencién reivindicada.

En algunas realizaciones, las proteinas de fusién comprenden una pluralidad de dominios cataliticos.
En algunas realizaciones, la proteina de fusién comprende, ademas, un dominio/secuencia de localizacién nuclear.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona métodos ex vivo para reducir la metilacién de una secuencia de
ADN seleccionada en una célula de mamifero, en donde el método comprende poner en contacto la célula con una
proteina de fusién, tal como se indica en las reivindicaciones, que comprende un dominio de unién a ADN disefiado
que se une especificamente a una secuencia diana, en el que la secuencia diana se encuentra a menos de 250 pb de
la secuencia de ADN seleccionada, y un dominio catalitico que comprende una secuencia que cataliza la hidroxilacién
de citosinas metiladas en el ADN.

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos ex vivo para reducir la metilacion de una secuencia de ADN
seleccionada en una célula de mamifero, en donde el método comprende poner en contacto la célula con un acido
nucleico, tal como se indica en las reivindicaciones, codificante de una proteina de fusién que comprende un dominio
de unién a ADN disefiado que se une especificamente a una secuencia diana, en el que la secuencia diana se
encuentra a menos de 250 pb de la secuencia de ADN seleccionada, y un dominio catalitico que comprende una
secuencia que cataliza la hidroxilacién de citosinas metiladas en el ADN.

En otro aspecto, la proteina de fusién o acido nucleico codificante de la proteina de fusién, tal como se define en las
reivindicaciones, para la utilizacién en un método de reduccién de la metilacién de un dirresiduo CpG en una secuencia
de ADN seleccionada en una célula de mamifero para tratar el cadncer, en donde la proteina de fusién comprende un
dedo de zinc disefiado que se une especificamente a una secuencia diana que se encuentra a menos de 250 pb del
dirresiduo CpG en la secuencia de ADN seleccionada en la célula de mamifero, y un dominio catalitico que comprende
una secuencia que cataliza la hidroxilacién de citosina metilada en el ADN, en donde el método comprende poner el
contacto la célula con la proteina de fusién o acido nucleico codificante de la proteina de fusion.

En algunas realizaciones, el dominio catalitico comprende los aminoécidos 1418 a 2136 de TET1.

En algunas realizaciones, la célula es una célula humana.

En algunas realizaciones, la célula se encuentra en un animal vivo, p. ej., un mamifero o pez, p. ej., el pez cebra.
En algunas realizaciones, la secuencia de DNA seleccionada es una secuencia de un gen indicado en la figura 7.

En algunas realizaciones, la secuencia de ADN se selecciona de una secuencia de los genes RASSF1A, MGMT,
BRCA1, p16, CDH1, pf6, TIMP-3, p15, p73, DAPK, APC, BRCA2, PAX3, hMLHI y RELN.

En algunas realizaciones, la célula estéd presente en un individuo con diagndstico de una enfermedad indicada en la
fig. 7y la secuencia de ADN seleccionada es un gen asociado a esa enfermedad tal como se indica en la fig. 7.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan los mismos significados entendidos cominmente por el experto habitual en la materia a la que se refiere la
presente invencién. En la presente memoria se describen métodos y materiales para la utilizacién en la presente
invencién; también pueden utilizarse otros métodos y materiales adecuados que son conocidos de la técnica. Los
materiales, métodos y ejemplos son meramente ilustrativos y no pretenden ser limitativos. En caso de conflicto,
prevaleceré la presente memoria, incluyendo las definiciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencidn resultaran evidentes a partir de la descripciéon detallada y figuras
siguientes, y a partir de las reivindicaciones adjuntas.



2D

ES 2979 326 T3

Descripcion de los dibujos

Figuras 1A-C. Estructura de TET1 y las proteinas de fusién TAL-TET1.

A) El esquema muestra la arquitectura de dominio predicho de la proteina TET1 (TET1LC), el dominio
catalitico de la proteina TET1 (TET1DC) y la versién truncada de TET1 en la que se ha eliminado el dominio
CXXC (TET1NZ). Entre las caracteristicas mostradas se incluyen el dominio de unién a zinc de tipo CXXC
(CXXC), tres sefiales de localizacién nuclear (NLS, por sus siglas en inglés), la regién rica en cisteinas (cys-
rich) y el dominio de hélice B de doble cadena (DSBH, por sus siglas en inglés) (Tahiliani et al., Science 2009).
B) Esquema que muestra una proteina de fusién TAL-TET1 de ejemplo en la que TET1 esta fusionada con
el extremo C-terminal de la proteina TALE mediante un conector GlysSer, En algunas realizaciones, la TET1
esta fusionada con el extremo N-terminal. La proteina TALE disefiada se une a la secuencia diana de ADN y
de esta manera localiza la proteina TET1 en esta regién. C) Actividades de desmetilasa de proteinas de
fusién TAL-TET1 que portan conectores interdominio de diversas longitudes. Los graficos muestran la
fracciéon de CpG metilada (eje y) para diferentes posiciones a lo largo de la longitud del segundo intrén KLF4
(eje x, numerado respecto al inicio del intrén) en células K562 transfectadas con plasmidos que expresan
proteinas KL1 TALE-TET1 portadores de conectores estdndares o variantes entre los dominios TALE y TET1
o un pldsmido de control que expresa GFP. La flecha a lo largo del eje x indica la localizacién y direccién (5’
a 3') del sitio de unién a la diana TALE. Cada punto representa datos de un Unico experimento de transfeccién.
Se evalud el estado de metilacién utilizando la secuenciacién de bisulfito de alto rendimiento.

Figura 2. Matrices TAL con diana en KIf4 humana. Secuencia de KIf4 humana intrén 1-2. Se muestras la secuencias
de intrén en letra minUscula, con las secuencias de exén vecinas en letra maydlscula. Los cuatro sitios para los que
se generaron dominios diseflados de matriz de repeticién de efector TAL personalizado se muestran subrayados
y humerados. La secuencia directa es la SEC ID n.° 1.

Figura 3. Desmetilacién dirigida en el gen KLF4 humano por proteinas de fusién TAL-TET1DC que alojan un
conector GlysSer. Los gréficos muestran la desmetilacion observada tras la transfeccidén de 4 proteinas de fusion
TAL-TET1DC diferentes en células K562 humanas. La desmetilacién se calcula para cada CpG mediante la resta
del % de CpG no metilado en células simuladamente transfectadas o transfectadas con GFP respecto del % de
CpG no metilado en células en que se expresaba la proteina TAL-TET1DC. La posicion del sitio de unién de TAL
se representa mediante una flecha y la direccién de la flecha indica la orientacién N-terminal a C-terminal de la
proteina. El sitio de unién de efector de TAL especifico que es la diana se indica mediante un subindice, en donde
TALi se refiere al sitio de unién n.° 1, etc., y correspondiente a la numeracién de sitios mostrada en la figura 2. En
donde era posible se calcularon las barras de error, mediante determinaciéon del error estandar a partir de las
medias de las muestras experimentales y de control.

Figura 4A. Desmetilacién dirigida en el gen KLF4 humano utilizando proteinas de fusién TAL-TET1DC que alojan
variantes de conector mas extendidas. Los gréficos muestran la desmetilacion observada tras la transfecciéon de 5
proteinas de fusién TAL-TET1DC diferentes en células K562 humanas. Cada fusién utiliza el mismo dominio de
unién de ADN de TAL y TET1DC, aunque difiere en la longitud y secuencia de aminoacidos utilizados como
conector entre los dos dominios. La desmetilacién se calcula para cada CpG mediante la resta del % de CpG no
metilado en células simuladamente transfectadas o transfectadas con GFP respecto del % de CpG no metilado en
células en que se expresaba la proteina TAL-TET1DC. La posicién del sitio de unién de TAL se representa
mediante una flecha y la direccién de la flecha indica la orientacién N-terminal a C-terminal de la proteina.

Figura 4B. Actividades de desmetilacidén de las proteinas de fusién TALE-TET1 CD (fila superior) y TALE-TET1 FL
(fila inferior) con diana en primer sitio (columna izquierda) y segundo sitio (columna derecha) en células K562
humanas. Los graficos muestran la fraccién de CpG metilados (eje y) para diferentes posiciones a lo largo de la
longitud del segundo intron KLF4 (eje x, numeracién respecto al inicio del intrén). La flecha horizontal indica la
localizacién y la direccién (5’ a 3’) del sitio de unién a la diana TALE. Cada punto representa la media de tres
experimentos de transfeccién independientes, en donde las barras indican los errores estandares de la media. El
estado de metilacion para cada experimento se evalué utilizando la secuenciacién de bisulfito de alto rendimiento.
Las fusiones de TALE fuera de diana se unen a una secuencia no relacionada en el gen informador EGFP.
Observar que los puntos de datos del control de GFP mostrados son los mismos en ambos gréficos y se ilustran
dos veces para facilitar la comparacién.

Figuras 5A-C. Secuencias de aminoéacidos de TET1 de longitud completa (TET1LC; 5A (SEC ID n.° 2)), dominio
catalitico de TET1 (TET1DC,; 5B (SEC ID n.° 3)) y proteina TET1 con eliminacién del dominio CXXC (TET1NZ; 5C
(SEC ID n.° 4)).

Figuras BA-D. Grupo de ilustraciones esquematicas que muestras estrategias de multimerizacién de TET1. A)
Fusién simple de multiples dominios de TET1 con un dominio de unién de ADN de TALE en orientacién
aminoterminal, orientacién carboxiterminal o ambas. B) Esquemas de interaccién no covalente de ADN, que
muestran la unién dependiente de ligando (multimerizacién inducible) o la unién directa mediante dominios de
interaccién proteina-proteina. C) Esquema de interaccidén covalente del ADN que muestra inteinas divididas, en la
presente memoria designadas como «Int-N» en la proteina aminoterminal e Int-C en la proteina carboxitemrinal,
antes y después del corte y empalme. D) Un ejemplo de la utilizacién de varios enfoques de multimerizacién a la
vez que muestra la utilizacién de ambas inteinas divididas, asi como la multimerizacién de dominios TET1 en
orientacién aminoterminal o carboxiterminal con respecto a la proteina de unién al ADN de TALE.
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Figura 7. Lista de enfermedades y afecciones humanas asociadas a hipermetilaciéon. Adaptada de la Tabla 1
de Rodenhiser y Mann, CMAJ 174(3):341-348 (2006). Las referencias sefialadas en la Tabla son las siguientes:

. Esteller M, Corn PG, Baylin SB, et al. Cancer Res. 2001;61:3225-9.

. Uhlmann K, Rohde K, Zeller C, et al. Int. J. Cancer 2003;106:52-9.

. Gao Y, Guan M, Su B, et al. Clin. Chim. Acta 2004;349:173-9.

. Bello MJ, Alonso ME, Aminoso C, et al. Mutat. Res. 2004:554:23-32.

. Mancini DN, Rodenhiser DI, Ainsworth PJ, et al. Oncogene 1998;16:1161-9.
. Szyf M, Pakneshan P, Rabbani SA. Biochem. Pharmacol. 2004,68:1187-97.
. Widschwendter M, Jones PA. Oncogene 2002;21:5462-82.

. Lea JS, Coleman R, Kurien A, et al. Am. J. Obstet. Gynecol. 2004;190:674-9.
. De Zhu J. Cell Res 2005;15:272-80.

10. Chim CS, Kwong YL, Fung TK, et al. Leuk. Res. 2004;28:379-85.

11. Esteller M, Silva JM, Dominquez G, et al. J. Natl. Cancer Inst. 2000;92:564-9.
12. Li LC, Okino ST, Dahiya R. Biochim. Biophys. Acta 2004;1704:87-102.

13. Kurmasheva et al. Pediatr. Blood Cancer 2005;44:328-37.

14. Sharma RP. Schizophr. Res. 2005;72:79-90.

15. Costa E, Chen Y, Davis J, et al. Mol. Interv. 2002:2:47-57.

16. Lund G, Anderson L, Lauria M, et al. J. Biol. Chem. 2004:279:29147-54.
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Figuras 8A-D. Desmetilacién dirigida y activacion del gen de HBB humano por proteinas de fusién TALE-
TET1DC. A) Esquema que ilustra el locus de HBB humano con CpG indicados con flechas negras. La numeracién
indica la posiciéon en el ADN respecto al sitio de inicio de la transcripcién (flecha en angulo recto). Las flechas
indican la localizacion y direccién (5’ a 3') de 10 sitios de unidén de proteina de fusién TALE-TET1DC. B) Actividades
de desmetilaciéon de proteinas de fusién TALE-TET1DC HBB-1, -2, -3, -4, -5 y -6 en células K562. Los graficos
muestran la fraccién de las CpG metiladas (eje y) para diferentes posiciones a lo largo de la longitud del promotor
de HBB (eje x, numeracién respecto al sitio de inicio de transcripciéon) en células K562 transfectadas con plasmidos
que expresan una de las seis proteinas de fusién HBB TALE-TET1DC (circulos), una fusién fuera de diana TALE-
TET1DC a un sitio en el gen de KLF4 (triangulos negros) o GFP (tridngulos grises). Cada punto de datos representa
la media de tres experimentos de transfeccién independientes, en donde las barras indican los errores estdndares
de la media. El estado de metilacién para cada experimento se evalué utilizando la secuenciacién de bisulfito de
alto rendimiento. Observar que los puntos de datos de GFP y TALE-TET1DC fuera de diana mostrados son iguales
en ambos paneles y se representan dos veces para facilitar la comparacidén con las muestras experimentales. Las
flechas numeradas indican la localizacién y la direccién (5" a 3’) de los diversos sitios de unién HB TALE-TET1 CD.
C) Actividades de desmetilacién de proteinas de fusién TALE-TET1DC HB-7, -8, -9 y -10 en células K562. Los
datos se representan tal como en (B). D) Niveles de expresion del ARNm de HBB (normalizado respecto a los
niveles de ARNm de B-actina) en células K562 transfectadas con los plasmidos de expresién de proteina de fusién
TALE-TET1DC indicados o un plasmido de expresién de GFP de control. Se muestran las medias de tres muestras
independientes sometidas a ensayo mediante RT-PCR cuantitativa en donde las barras representan los errores
estandares de la media. Los asteriscos indican muestras con valores significativamente mayores que los obtenidos
con una proteina de fusién TALE-TET1DC de control fuera de diana (dirigido a un sitio en el gen KLF4 humano)
segln se determina mediante una prueba T de una cola ((P<0,05).

Figuras 9A-B. Proteinas de fusiéon dedo de zinc-TET1 disefiadas. A) Desmetilacién inducida por la proteina de
fusién DZ-TET1DC del gen KLF4 humano. Los graficos muestran la fraccién de CpG metilados (eje y) para
diferentes posiciones a lo largo de la longitud del segundo intrén KLF4 (eje X, numeracién respecto al inicio del
intron) en células K562 transfectadas con plasmidos que expresan una de las dos fusiones DZ-TET1DC con diana
en KLF4, un DZ-TET1DC fuera de diana (dirigido a un sitio no relacionado en el gen VEGFA humano), o GFP. Las
flechas horizontales indican la localizacién y la direccidén (3’ a 5') del sitio de unién a la diana ZF. Cada punto
representa la media de tres experimentos de transfeccién independientes, en donde las barras indican los errores
estandares de la media. El estado de metilacién para cada experimento se evalué utilizando la secuenciacién de
bisulfito de alto rendimiento. Observar que los puntos de datos de la fusién DZ-TET1DC fuera de diana y de control
de GFP mostrados son los mismos en ambos graficos y se ilustran dos veces para facilitar la comparacién. B)
(parte superior) Esquema que ilustra el locus de HBB humano con CpG indicados con flechas negras. La
numeracidn indica la posicién en el ADN respecto al sitio de inicio de la transcripcién (flecha en dngulo recto). Las
flechas coloreadas indican la localizacién y direccién (3’ a 5') de seis sitios de unién de proteina de fusién DZ-
TET1DC. (parte inferior) Gréaficos que muestran la fraccion de CpG metiladas (eje y) para diferentes posiciones a
lo largo de la longitud del gen de HBB (eje x, numeracién respecto al sitio de inicio de transcripcién del promotor
de HBB) en células K562 transfectadas con plasmidos que expresan una de seis fusiones DZ-TET1DC con diana
en HBB (los circulos corresponden a las flechas en (parte superior)), un DZ-TET1DC fuera de diana (con diana en
un sitio no relacionado en el gen de VEGFA humano) (tridngulos negros) o GFP (triangulos grises). Las flechas
indican la localizacién y la direccion (3’ a 5°) del sitio de unién a la diana ZF. La posicién de los sitios de unidén de
DZ-TET1DC se ilustra con flechas que corresponden a los circulos en el grafico. Se muestran datos para las
proteinas DZ-TET1DC con diana en CpG -266 y +83/+110 en los paneles izquierdo y derecho, respectivamente.
Cada punto representa la media de tres experimentos de transfeccién independientes, en donde las barras indican
los errores estandares de la media. El estado de metilacién para cada experimento se evalué utilizando la
secuenciacion de bisulfito de alto rendimiento.
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Figuras 10A-B. Experimento de curso temporal extendido tras la metilacién del promotor en CpG y la expresién
génica de HBB humano en células transfectadas con pladsmidos que expresan proteinas de fusién TALE-TET1. A)
Se midieron niveles de expresién de ARNm de HBB (normalizado respecto a los niveles de ARNm de B-actina) en
células K562 transfectadas con plasmidos que expresan HB-4, HB-5, HB-6 o una proteina de fusion TALE-TET1
fuera de diana o con un plasmido de expresién de GFP de control, 4, 7, 14 y 30 dias después de la transfeccién.
(La fusion TALE-TET1 fuera de diana presenta coo diana un sitio en el gen de KLF4 humano). Se muestran las
medias de tres muestras independientes sometidas a ensayo mediante RT-PCR cuantitativa en donde las barras
representan los errores estandares de la media. B) Los gréaficos muestran la fraccién de CpG metilados (eje y) para
diferentes posiciones a lo largo de la longitud del promotor de HBB (eje x, numeracién respecto al sitio de inicio de
transcripcién) para la mismas células transfectadas descritas en (A). Cada punto de datos representa la media de
tres experimentos de transfeccién independientes, en donde las barras indican los errores estandares de la media.
El estado de metilacidon para cada experimento se evalud utilizando la secuenciacién de bisulfito de alto
rendimiento. Rombos, dia 4; cuadrados, dia 7; tridngulos, dia 14; circulos, dia 30.

Descripcién detallada

La invencién se define en las reivindicaciones. En la presente memoria se describen proteinas de fusion que
comprenden un dominio de unién a ADN (es decir, un dominio disefiado de unién a ADN personalizado) y una o mas
copias de un dominio catalitico (de una proteina diferente) que comprende una secuencia que cataliza la hidroxilacién
de citosinas metiladas en ADN con un conector opcional entre los dominios, p. €j., entre los dominios de unién a ADN
y dominios cataliticos, y/o entre dominios cataliticos en proteinas de fusién que incluyen multiples dominios cataliticos.
Tal como se indica en la presente memoria, la expresién de una proteina de fusién de matriz de repeticién efectora de
TAL-TET1 en células K562 humanas resulta en la desmetilacién de CpG en estrecha proximidad al sitio de unién al
que se une la parte de matriz de repeticién de efector TAL de la proteina.

En un aspecto de la exposicidn es una proteina hibrida que consiste en una matriz de repeticién de efector disefiada
de tipo activador de transcripcién (TAL) fusionada con la proteina TET1 de longitud completa (TET1LC), el dominio
catalitico de TET1 (TET1DC) o una versién truncada de la proteina TET1LC en la que el dominio putativo de unién a
ADN nativo se ha eliminado (TET1NZ). La especificidad de unién a ADN se define por la matriz disefiada de repeticién
de efector TAL. Dichas proteinas de unién a ADN pueden disefiarse para la unién a esencialmente cualquier secuencia
de ADN vy el trabajo publicado de diversos laboratorios, asi como trabajo publicado y no publicado del laboratorio de
los presentes inventores, ha demostrado que dichos dominios personalizables pueden presentar como diana eficiente
una diversidad de dominios fusionados con localizaciones genémicas especificas (Reyon et al., FLASH assembly of
TALENSs for high-throughput genome editing. Nat. Biotechnol. (2012).doi:10.1038/nbt.2170; Moscou y Bogdanove,
Science 326, 1501-1501 (2009); Boch et al., Science 326, 1509-1512 (2009); Miller et al., Nat. Biotechnol. 29, 143-148
(2010)). Por ejemplo, se han fusionado matrices de repeticién disefiadas de efector TAL con el dominio de escision de
la endonucleasa Fokl, asi como con activadores y represores, y actlan dirigiendo dichos dominios a una secuencia
definida por el usuario dentro del contexto del genoma.

Dominios de unién al ADN

Las proteinas de fusién descritas en la presente memoria pueden incluir cualquier dominio de unién a ADN (DBD, por
sus siglas en inglés) conocido de la técnica o disefiado para un sitio de unién especifico. Entre los DBD de ejemplo se
incluyen matrices de repeticion disefiadas o nativas de efector TAL, dedos de zinc de disefio 0 nativos, meganucleasas
dirigidas, nucleasas quimica y DBD nativos.

Matrices de repeticién de efector TAL

En aspectos de la exposicidn, los efectores TAL de bacterias patogénicas vegetales en el género Xanthomonas
desempefian importantes funciones en enfermedades, o inducen la inmunidad, mediante la unién a ADN del huésped
y activando genes del huésped especificos de efector. La especificidad depende de un nimero variable de repeticiones
de aminoacidos en el efector, imperfectas, tipicamente -33-35. Los polimorfismos estan presentes principalmente en
las posiciones de repeticion 12 y 13, a las que se hace referencia en la presente memoria como dirresiduos variables
de repeticion (RVD, por sus siglas en inglés). Las RVD de efectores TAL corresponden a los nucledtidos en sus sitios
diana de una manera lineal directa, una RVD para un nucleétido, con cierta degeneracién y sin dependencia aparente
del contexto. En algunas realizaciones, la regién polimérfica que proporciona especificidad de nucleétidos puede
expresarse como un trirresiduo o triplete (que representa las posiciones 11, 12 y 13 en la repeticidn).

Cada repeticién de unién al ADN puede incluir una RVD que determina el reconocimiento de un par de bases en la
secuencia de ADN diana, en la que cada repeticién de unién a ADN es responsable de reconocer un par de bases en
la secuencia de ADN diana. En algunas realizaciones, la RD puede comprender uno o mas de: HA para reconocer C;
ND para reconocer C; HI para reconocer C; HN para reconocer G; NA para reconocer G; NH para reconocer G; SN
para reconocer G 0 A; YG para reconocer T y NK para reconocer G, y uno o mas de: HD para reconocer C; NG para
reconocer T; NI para reconocer A; NN para reconocer G o A; NS para reconocer Ao C o G o T; N* para reconocer C
o T, en donde * representa un hueco en la segunda posiciéon de la RVD; HG para reconocer T; H* para reconocer T,
en donde * representa un hueco en la segunda posicién de la RVD e |G para reconocer T.
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Las proteinas TALE pueden resultar Gtiles en investigacion y biotecnologia como nucleasas quiméricas dirigidas que
pueden facilitar la recombinacién homoéloga, la reparacién dirigida a homologia o la reparacién de unién de extremos
no homdloga con tendencia a errores para la ingenieria del genoma (p. ej., para afiadir o potenciar caracteristicas
Utiles para biocombustibles o biorrenovables en plantas). Dichas proteinas también pueden resultar Gtiles como, por
ejemplo, factores de transcripcién, y especialmente para aplicaciones terapéuticas que requieren un nivel muy elevado
de especificidad, tal como terapéuticos contra patégenos (p. €j., virus) a modo de ejemplos no limitativos.

Se conocen de la técnica métodos para generar matrices TALE disefiadas; ver, p. €j., el sistema de alto rendimiento
en fase sélida automatizable basado en la ligacién rapida (FLASH, por sus siglas en inglés) descrito en el documento
n.° USSN 61/610,212 y en Reyon et al., Nature Biotechnology 30,460-465 (2012); asi como los métodos descritos
en Bogdanove y Voytas, Science 333, 1843-1846 (2011); Bogdanove et al., Curr. Opin. Plant Biol. 13, 394-401
(2010); Scholze y Boch, J. Curr. Opin. Microbiol. (2011); Boch et al., Science 326, 1509-1512 (2009), Moscou y
Bogdanove, Science 326, 1501 (2009); Miller et al., Nat. Biotechnol. 29, 143-148 (2011); Morbitzer et al., T. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 107, 21617-21622 (2010); Morbitzer et al., Nucleic Acids Res. 39, 5790-5799 (2011); Zhang et al., Nat.
Biotechnol. 29, 149-153 (2011); Geissler et al., PLoS ONE 6, €19509 (2011), Weber et al., PLoS ONE 6, 19722
(2011); Christian et al., Genetics 186, 757-761 (2010); Li et al., Nucleic Acids Res. 39, 359-372 (2011); Mahfouz et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108, 2623-2628 (2011); Mussolino et al., Nucleic Acids Res. (2011); Li et al., Nucleic Acids
Res. 39, 6315-6325 (2011); Cermak et al., Nucleic Acids Res. 39, €82 (2011); Wood et al.,, Science 333, 307
(2011); Hockemeye et al. Nat. Biotechnol. 29, 731-734 (2011); Tesson et al, Nat. Biotechnol. 29, 695-696
(2011); Sander et al., Nat. Biotechnol. 29, 697-698 (2011), Huang et al., Nat. Biotechnol. 29, 699-700 (2011) y Zhang
et al., Nat. Biotechnol. 29, 149-153 (2011).

Dedos de zinc

Las proteinas de dedos de zinc son proteinas de unién al ADN que contienen uno o més dedos de zinc, minidominios
que contienen zinc independientemente doblados, la estructura de los cuales es bien conocido de la técnica y se define
en, por ejemplo, Miller et al., 1985, EMBO J., 4:1609; Berg, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:99; Lee et al., 1989,
Science. 245:635 y Klug, 1993, Gene, 135:83. Las estructuras cristalinas de la proteina de dedo de zinc Zif268 y sus
variantes unidas al ADN muestran un patrén semiconservador de interacciones, en el que normalmente tres
aminodacidos de la hélice alfa del dedo de zinc entran en contacto con tres pares de bases contiguos o un «subsitio»
en el ADN (Pavletich et al., 1991, Science, 252:809; Elrod-Erickson et al., 1998, Structure, 6:451). De esta manera, la
estructura cristalina de Zif268 sugiere que los dominios de unién al ADN del dedo de zinc podrian funcionar de una
manera modular con una interaccién uno a uno entre un dedo de zinc y un «subsitio» de tres pares de bases en la
secuencia de ADN. En factores de transcripcién de dedo de zinc naturales, normalmente se unen multiples dedos de
zinc entre si en una serie en tdndem para conseguir el reconocimiento especifico de secuencia de una secuencia de
ADN contiguo (Klug, 1993, Gene 135:83).

Multiples estudios han mostrado que resulta posible disefiar artificialmente las caracteristicas de unién del ADN de
dedos de zinc individuales mediante la aleatorizacién de los aminoacidos en las posiciones alfa-helicoidales implicadas
en la unién del ADN vy utilizando metodologias de selecciones, tales como la exposiciéon fagica, para identificar las
variantes deseadas capaces de unirse a los sitios diana de interés del ADN (Rebar et al., 1994, Science, 263:671; Choo
et al., 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:11163; Jamieson et al., 1994, Biochemistry 33:5689; Wu et al., 1995 Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 92: 344). Dichas proteinas de dedo de zinc recombinantes pueden fusionarse con dominios
funcionales, tales como activadores transcripcionales, represores de transcripcién, dominios de metilacién y nucleasas
para regular la expresién génica, alterar la metilacion del ADN e introducir alteraciones dirigidas en genomas de
organismos modelo, plantas y células humanas (Carroll, 2008, Gene Ther., 15:1463-68; Cathomen, 2008, Mol. Ther.,
16:1200-07; Wu et al., 2007, Cell. Mol. Life Sci., 64:2933-44).

La adopcién generalizada y uso a gran escala de la tecnologia de proteinas de dedos de zinc se han visto dificultados
por la falta continua de un método robusto, facil de utilizar y disponible publicamente para el disefio de matrices de
dedos de zinc. Un enfoque existente, conocido como «ensamblaje modular» defiende la unién simple de médulos de
dedo de zinc preseleccionados formando matrices (Segal et al., 2003, Biochemistry, 42:2137-48; Beerli et al., 2002,
Nat. Biotechnol., 20:135-141; Mandell et al., 2006, Nucleic Acids Res., 34:W516-523; Carroll et al., 2006, Nat. Protoc.
1:1329-41; Liu et al., 2002, J. Biol. Chem., 277:3850-56; Bae et al., 2003, Nat. Biotechnol., 21:275-280; Wright et al.,
2006, Nat. Protoc., 1:1637-52). Aunque es suficientemente sencillo para que sea puesto en practico por cualquier
investigador, los ultimos informes han demostrado una elevada tasa de fracaso para este método, particularmente en
el contexto de las nucleasas de dedo de zinc (Ramirez et al., 2008, Nat. Methods, 5:374-375; Kim et al., 2009, Genome
Res. 19:1279-88), una limitacién que normalmente requiere la construcciéon y ensayo celular de un nimero muy
elevado de proteinas de dedo de zinc para cualquier gen diana (Kim et al., 2009, Genome Res. 19:1279-88).

Se ha mostrado que los métodos basados en la seleccién combinatorial que identifican las matrices de dedos de zinc
de bibliotecas aleatorizadas presentan tasas de éxito mas altas que el ensamblaje modular (Maeder et al., 2008, Mol.
Cell, 31:294-301; Joung et al., 2010, Nat. Methods, 7:91-92; Isalan et al., 2001, Nat. Biotechnol., 19:656-660). En
realizaciones preferentes, las matrices de dedo de zinc se describen o se generan tal como se describe en los
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documentos n.° WO 2011/017293 y n.° WO 2004/099366. Se describen DBD de dedo de zinc adecuados en las
patentes US n.°6.511.808, n° 6.013.453, n.°6.007.988 y n.°6.503.717 y la solicitud de patente US n.° 2002/0160940.

DBD nativos

En algunos aspectos de la exposicién, puede utilizarse un DBD nativo (p. ej., una parte de una proteina de unién a
ADN no disefiada de tipo salvaje que se une a una secuencia diana especifica). Por ejemplo, puede utilizarse el DBD
de un factor de transcripcién, nucleasa, histona, telomerasa u otra proteina de unién a ADN. Habitualmente entre los
DBD se incluye una estructura que facilita la interaccién especifica con una secuencia de acido nucleico diana; entre
las estructuras de DBD comunes se incluyen hélice-giro-hélice, dedo de zinc, cremallera de leucinas, hélice alada,
hélice alada giro hélice, hélice-bucle-hélice y caja hmg. El DBD nativo puede proceder de cualquier organismo. Ver,
p. €j., Kummerfeld y Teichmann, Nucleic Acids Res. 34 (niUmero dedicado a bases de datos): D74-81 (2006). Los
residuos en una proteina de unién a ADN que entran en contacto con el ADN y que, de esta manera, forman parte del
DBD, pueden determinarse empiricamente o predecirse computacionalmente, p. ej., tal como se describe en Tjong y
Zhou, Nucl. Acids Res. 35:1465-1477 (2007). Puede utilizarse una base de datos de proteinas de unién a ADN y DBD
para la utilizacion en las presentes composiciones y métodos; ver, p. ej., Harrison, Nature, 353, 715-719
(1991); Karmirantzou y Hamodrakas, Protein Eng. 14(7): 465-472 (2001); Kumar et al.,, BMC Bioinformatics. 8:463
(2007); Kumar et al., J Biomol Struct Dyn. 26(6):679-86 (2009); Lin et al., PLoS One. 6(9):e24756 (2011).

En el caso de que se utilice un DBD nativo en una proteina de fusién descrita en la presente memoria, el dominio
catalitico procedente de una proteina diferente.

Meganucleasas de reconocimiento

Las meganucleasas son endonucleasas especificas de secuencia que se originan en una diversidad de organismos,
tales como bacterias, levaduras, algas y organulos vegetales. Las meganucleasas de reconocimiento presentan sitios
de reconocimiento de 12 a 30 pares de bases; se han descrito sitios de unién a ADN personalizados con sitios de
reconocimiento de meganucleasa de 18 pb y 24 pb de longitud, y cualquiera de ellos puede utilizarse en los presentes
métodos y constructos. Ver, p. ej., Silva, G., et al., Current Gene Therapy, 11:11-27, (2011); Arnould et al., Journal of
Molecular Biology, 355:443-58 (2006); Arnould et al., Protein Engineering Design & Selection, 24:27-31 (2011)
y Stoddard, Q. Rev. Biophys. 38, 49 (2005); Grizot et al., Nucleic Acids Research, 38:2006-18 (2010).

Nucleasas quimicas

Los dominios de unién al ADN de las denominadas «nucleasas quimicas» (Pingoud y Silva, Nat. Biotechnol. 25:743-
4 (2007)), p. €j., oligonucleétidos formadores de triplex o &cidos péptido-nucleicos también pueden utilizarse en las
presentes composiciones y métodos; ver, p. ej., Schleifman et al., Methods Mol Biol. 2008;435:175-90; Arimondo et
al., Mol Cell Biol. 2006 Jan; 26(1):324-33; Majumdar et al., J Biol Chem. 2008 Apr 25; 283(17):11244-52; Simon et al.,
Nucleic Acids Res. 2008 Jun; 36(11):3531-8 o Eisenschmidt et al., Nucleic Acids Res. 2005; 33(22):7039-47.

Dominios cataliticos

Entre las proteinas de fusién se incluyen un dominio catalitico que comprende una secuencia que cataliza la
hidroxilacién de las citoquinas metiladas en el ADN. Entre las proteinas de ejemplo se incluyen la familia de proteinas
de traslocacién diez-once (TET, por sus siglas en inglés) 1-3, enzimas que convierten la 5-metilcitosina (5-mC) en 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC) en el ADN.

Las secuencias para la TET1-3 humana son conocidas de la técnica y se muestran en la tabla a continuacién:

GenBank n.° de acceso
Gen Aminoacido Acido nucleico
TET1 NP 085128.2 NM 030625.2
TET2* NP_001120680.1 (var 1) NM 001127208.2
NP_060098.3 (var 2) NM_017628.4
TET3 NP 659430.1 NM 144993 .1

*Variante (1) representa el transcrito mas largo y codifican la isoforma més larga (a). La variante (2) difiere
en la region no traducida (RNT) &', la RNT 3’ y la secuencia codificante respecto a la variante 1. La isoforma
resultante (b) es mas corta y presenta un extremo C-terminal diferente a la isoforma a.

En algunas realizaciones, puede incluirse la totalidad o parte de la secuencia de longitud completa del dominio
catalitico, p. ej., un médulo catalitico que comprende la extensién rica en cisteinas y el dominio 20GFeDO codificado
por 7 exones altamente conservados, p. €], el dominio catalitico TET1 que comprende los aminoécidos 1580 a 2052;
TET2 que comprende los aminoéacidos 1290 a 1905 y TET3 que comprende los aminoacidos 966 a 1678. Ver, p. €j,,
la fig. 1 de lyer et al,, Cell Cycle. 2009, 1 de junio;8(11):1698-710. Epub. 2009, 27 de junio. para una alineacién que
ilustra los residuos cataliticos clave en la totalidad de las tres proteinas Tet, y los materiales suplementarios de las
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mismas (disponibles en el sitio de ftp: ftp.ncbi.nih.gov/pub/aravind/DONS/supplementary_material_DONS.html) para
las secuencias de longitud completa (ver, p. €j., seq 2¢); en algunas realizaciones, la secuencia incluye los aminoacidos
1418 a 2136 de TET1 o la regién correspondiente de TET2/3.

Otros médulos cataliticos pueden ser de proteinas identificadas en lyer et al., 2009.
Construccién de proteinas de fusion

Para generar una proteina recombinante funcional, el dominio de unién al ADN se fusiona con por lo menos un dominio
catalitico. La fusién de dominios cataliticos con DBD para formar proteinas de fusidn funcionales implica solo técnicas
rutinarias de biologia molecular que ponen en préactica cominmente los expertos en la materia; ver, por ejemplo, la
patente US n.°6.511.808, n.° 6.013.453, n.° 6.007.988, n.° 6.503.717 y la solicitud de patente US n.° 2002/0160940).
Los dominios cataliticos pueden estar asociados al dominio DBD en cualquier posicién adecuada, incluyendo el
extremo C-terminal o N-terminal del DBD. En algunas realizaciones, entre las proteinas de fusién se incluyen multiples
dominios cataliticos, p. €j., en uno o ambos extremos del DBD, p. ej., concatenados junto con un conector intermedio
opcional; de esta manera, puede haber uno o mas dominios cataliticos en cada extremo del DBD.

Alternativamente, los dominios cataliticos, p. €j., las unidades de TET1, podrian multimerizarse mediante dominios de
interaccidn proteina-proteina constitutivos o inducibles especificos (tales como dominios de cremallera de leucinas o
el sistema iDimerize de ClonTech, sistemas y ligandos de homodimerizacién y heterodimerizacién (p. ej., AP20187 y
AP21967), que anteriormente eran proporcionados por ARID bajo el nombre comercial ARGENT. El homodimerizador
B/B (AP20187) induce la dimerizacion de dos proteinas, cada una de las cuales contiene el dominio de
homodimerizacién DmrB (ver la tabla, posteriormente, que explica la nomenclatura de los dominios). El
heterodimerizador A/C (AP21967) induce la dimerizaciéon de una proteina que posee el dominio DmrA y una segunda
proteina que contiene el dominio DmrC. El| solubilizador D/D (alternativa a AP21998) induce la
disociacién/desagregacién de proteinas que posee dominios DmrD. DmrD causa la autoasociacién automatica de
proteinas fusionadas con el mismo; ver, p. €j., Burnett et al., J. Leukoc. Biol. 75(4):612-623 (2004); Freeman et al.,
Cancer Res. 63(23):8256-8563 (2003); Castellano et al., Curr. Biol. 9(7): 351-360 (1999); Crabtree y Schreiber, Trends
Biochem. Sci. 21(11): 418-422 (1996); Graef et al., Embo. J. 16(18): 5618-5628 (1997); Muthuswamy et al., Mol. Cell.
Biol. 19(10): 6845-6857 (1999)). Alternativamente, la multimerizaciéon podria conseguirse mediante la utilizacién de
inteinas divididas, una clase de péptidos inteina autocataliticos que permiten el corte y empalme covalente perfecto
de dos proteinas separadas de una manera predecible y eficiente (d'Avignon, et al., Biopolymers. 2006, 15 de
oct.;83(3):255-67; Zitzewitz, et al., Biochemistry. 1995, 3 de oct.;34(39):12812-9; Li et al., Hum Gene Ther. 2008
sep.;19(9):958-64). Tanto la interaccién proteina-proteina como los enfoques de inteina podrian optimizarse para
producir cadenas multimerizadas muy largas de dominios cataliticos. Las figuras 6A-D muestran esquemas de ejemplo
para la multimerizacién.

Entre los conectores que pueden utilizarse en dichas proteinas de fusién (o entre proteinas de fusién en una estructura
concatenada) se puede incluir cualquier secuencia que no interfiera con la funcién de las proteinas de fusién. En
realizaciones preferentes, los conectores son cortos, p. €j., de 2 a 20 aminoécidos, y normalmente son flexibles (es
decir, comprenden aminoacidos con un elevado grado de libertad, tal como glicina, alanina y serina). En algunas
realizaciones, el conector comprende una o0 mas unidades que consisten en la unidad GGGS (SEC ID n.° 17) o
GGGGS (SEC ID n.° 18), p. €j., dos, tres, cuatro o mas repeticiones de GGGS (SEC ID n.® 17) 0 GGGGS (SEC ID n.°
18). También pueden utilizarse otras secuencias de conector.

Utilizacién de proteinas de fusién

Las proteinas de fusion disefiadas y producidas utilizando los métodos descritos en la presente memoria pueden
utilizarse para realizar cualquier funcidén en la que se desee desmetilar una secuencia de ADN especifica. Las proteinas
de fusién pueden resultar Utiles para el tratamiento de enfermedades; por ejemplo, las proteinas de fusién pueden
direccionarse a una regién hipermetilada de un gen indicado en la Tabla 1 de Rodenhiser y Mann, CMAJ 174(3):341-
348 (2006) como hipermetilado en una enfermedad, que se reproduce en la fig. 7 en la presente memoria, 0 una
referencia expuesta en la misma, o de otro modo, alterando la estructura o funcién de un gen dado in vivo. Las
proteinas de fusion de la presente invencién también resultan utiles como herramientas de investigacién, por ejemplo
en la realizacién de estudios genémicos funcionales in vivo o in vitro (ver, por ejemplo, la patente US n.° 6.503.717 y en
la solicitud de patente US n.° 2002/0164575).

Sistemas de expresién de polipéptidos

Con el fin de utilizar las proteinas de fusién descritas, puede resultar deseable expresar las proteinas disefiadas a
partir de un &cido nucleico codificante de las mismas. Lo anterior puede llevarse a cabo de una diversidad de formas.
Por ejemplo, el 4cido nucleico codificante de la proteina de fusién puede clonarse en un vector intermedio para la
transformacién en células procariéticas o eucariéticas para la replicacidén y/o la expresion. Los vectores intermedios
normalmente son vectores procaribticos, p. ej., pladsmidos, o vectores lanzadera, o vectores de insecto, para el
almacenamiento o la manipulacidén del acido nucleico codificante de la proteina de fusién o para la produccidén de la
proteina de fusién. El acido nucleico codificante de la proteina de fusién también puede clonarse en un vector de
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expresion para la administracién en una célula vegetal, célula animal, preferentemente una célula de mamifero o una
célula humana, célula fungica, célula bacteriana o célula protozoaria.

Para conseguir la expresion, la proteina de fusién normalmente se subclona en un vector de expresién que contiene
un promotor para dirigir la transcripcién. Los promotores bacterianos y eucariéticos adecuados son bien conocidos de
la técnica y se describen en, p. ej.,.Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3a ed., 2001); Kriegler,
Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990) y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al.,
eds., 2010). Los sistemas de expresién bacteriana para expresar la proteina de repeticién TALE disefiada estén
disponibles en, p. ej., E. coli, Bacillus sp. y Salmonella (Palva et al., 1983, Gene 22:229-235). Los kits para dichos
sistemas de expresién se encuentran disponibles comercialmente. Los sistemas de expresién eucaridticos para células
de mamifero, levaduras y células de insecto son bien conocidos de la técnica y también se encuentran disponibles
comercialmente.

El promotor utilizado para dirigir la expresién del acido nucleico de proteina de fusion depende de la aplicacion
particular. Por ejemplo, normalmente se utiliza un promotor constitutivo fuerte para la expresién y la purificacién de las
proteinas de fusién. En contraste, en el caso de que la proteina de fusién vaya a administrarse in vivo para la regulacién
génica, puede utilizarse un promotor constitutivo o inducible, dependiendo del uso particular de la proteina de fusién.
Ademas, el promotor preferente para la administracién de la proteina de fusiéon puede ser un promotor débil, tal como
TK del VHS, o un promotor que presente una actividad similar. El promotor puede incluir, ademas, elementos que son
sensibles a la transactivacién, p. ej., elementos de respuesta a la hipoxia, elementos de respuesta a Gal4, elementos
de respuesta del represor lac y sistemas de control de molécula pequefia, tales como sistemas regulados por
tetraciclina y el sistema RU-486 (ver, p. ej., Gossen y Bujard, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547; Oligino et al.,
1998, Gene Ther., 5:491-496; Wang et al., 1997, Gene Ther., 4:432-441; Neering et al., 1996, Blood, 88:1147-55
y Rendahl et al., 1998, Nat. Biotechnol., 16:757-761).

Ademés del promotor, el vector de expresién normalmente contiene una unidad de transcripcién o casete de expresion
que contiene todos los elementos adicionales requeridos para la expresidén del acido nucleico en células huésped, ya
sea procaribticos o eucariéticos. Un casete de expresion tipico, de esta manera, contiene un promotor operablemente
ligado, p. €j., a la secuencia de acido nucleico codificante de la proteina de fusién, y cualesquiera sefiales requeridas,
p. €j., para la poliadenilacién eficiente del transcrito, terminacién transcripcional, sitios de unidén ribosédmica o
terminacién de la traduccién. Entre los elementos adicionales del casete pueden incluirse, p. ej., intensificadores y
sefiales intrénicas procesadas heterélogas.

El vector de expresién particular utilizado para transportar la informacién genética hasta el interior de la célula se
selecciona con respecto a la utilizacién pretendida de la proteina de fusién, p. ej., la expresién en plantas, animales,
bacterias, hongos, protozoos, etc. Entre los vectores de expresién bacteriana estandares se incluyen plasmidos, tales
como los plasmidos basados en pBR322, pSKF, pET23D y los sistemas de expresién de fusién con etiqueta
disponibles comercialmente, tales como GST y LacZ. Una proteina de fusidn con etiqueta preferente es la proteina de
unidén a maltosa, «MBP» (por sus siglas en inglés). Dichas proteinas de fusién con etiqueta pueden utilizarse para la
purificacién de la proteina de repeticién TALE disefiada. También pueden afiadirse etiquetas de epitopo a las proteinas
recombinantes para proporcionar métodos convenientes de aislamiento, para el seguimiento de la expresién y para el
seguimiento de la localizacién celular y subcelular, p. ej., c-myc o FLAG.

Los vectores de expresién que contienen elementos reguladores de virus eucariéticos se utilizan con frecuencia en
vectores de expresidn eucaribticos, p. ej., vectores de SV40, vectores del virus del papiloma y vectores derivados del
virus de Epstein-Barr. Entre otros vectores eucariéticos de ejemplo se incluyen pMSG, pAV009/A+, pMTO10/A+,
pMAMneo-5, baculovirus pDSVE y cualquier otro vector que permita la expresién de proteinas bajo la direccién del
promotor temprano de SV40, el promotor de metalotioneina, el promotor del virus tumoral mamario murino, el promotor
del virus del sarcoma de Rous, el promotor de polihedrina u otros promotores que se ha mostrado que resultan eficaces
para la expresién en células eucaribticas.

Algunos sistemas de expresién presentan marcadores para la seleccion de lineas celulares transfectadas
establemente, tales como timidina quinasa, higromicina B fosfotransferasa y dihidrofolato reductasa. También resultan
adecuados los sistemas de expresion de alto rendimiento, tales como la utilizacién de un vector baculovirus en células
de insecto, con la secuencia codificante de la proteina de fusién bajo la direccién del promotor de polihedrina u otros
promotores de baculovirus fuertes.

Entre los elementos que se incluyen tipicamente en los vectores de expresion se incluye también un replicé que
funciona en E. coli, un gen codificante de resistencia a antibiético para permitir la seleccién de bacterias que alojan
plasmidos recombinantes, y sitios de restriccion Unicos en regiones no esenciales del plasmido para permitir la
inserciéon de secuencias recombinantes.

Se utilizan métodos de transfeccién estandares para producir lineas celulares bacterianas, de mamifero, de levadura
o de insecto que expresan grandes cantidades de proteinas, que después se purifican utilizando técnicas estandares
(ver, p. ej., Colley et al., 1989, J. Biol. Chem., 264:17619-22; Guide to Protein Purification, in Methods in Enzymology,
vol. 182 (Deutscher, ed., 1990)). La transformacién de las células eucaribticas y procaribticas se lleva a cabo de
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acuerdo con técnicas estandares (ver, p. ej., Morrison, 1977, J. Bacteriol. 132:349-351; Clark-Curtiss y Curtiss,
Methods in Enzymology 101:347-362 (Wu et al., eds, 1983).

Puede utilizarse cualquiera de los procedimientos conocidos para introducir secuencias de nucleétidos foraneos en
las células huésped. Entre ellos se incluyen la utilizacién de la transfecciéon con fosfato calcico, polibreno, fusién de
protoplastos, electroporaciéon, nucleofeccion, liposomas, microinyeccién, ADN desnudo, vectores plasmidicos,
vectores viricos, tanto episémicos como integrativos, y cualquiera de los demas métodos bien conocidos para
introducir ADN gendmico clonado, ADNc, ADN sintético u otro material genético fordneo en una célula huésped (ver,
p. €., Sambrook et al., supra). Solo resulta necesario que el procedimiento particular de ingenieria genética utilizado
sea capaz de introducir con éxito por lo menos un gen en la célula huésped capaz de expresar la proteina
seleccionada.

En algunas realizaciones, la proteina de fusién incluye un dominio de localizacién nuclear que permite que la proteina
sea traslocada al nlcleo. Se conocen varias secuencias de localizacién nuclear (SLN), y puede utilizarse cualquier
SLN adecuada. Por ejemplo, muchas SLN presentan una pluralidad de aminoacidos basicos, denominados
repeticiones basicas bipartitas (revisidon en Garcia-Bustos et al, 1991, Biochim. Biophys. Acta, 1071:83-101). Puede
introducirse un NLC que contenga repeticiones basicas bipartitas en cualquier parte de la proteina quimérica y resulta
en la localizacién de la proteina quimérica dentro del nlcleo. En realizaciones preferentes, se incorpora un dominio de
localizacién nuclear en la proteina de fusién final, ya que las funciones Gltimas de las proteinas de fusidén descritas en
la presente memoria tipicamente requeriran que las proteinas estén localizadas en el nucleo. Sin embargo, podria no
resultar necesario afiadir un dominio de localizacién nuclear separado en los casos en que el dominio DBD mismo, u
otro dominio funcional dentro de la proteina quimérica final, presente una funcién intrinseca de traslocacién nuclear.

Utilizacién de las proteinas de fusién en la terapia génica

Las proteinas de fusién descritas en la presente memoria pueden utilizarse para regular la expresién génica o alterar
la secuencia génica en aplicaciones de terapia génica en la misma. Ver, por ejemplo, la patente US. 6.511.808, la

patente US 6.013.453, la patente US 6.007.988, la patente US n.° 6.503.717, solicitud de patente US n.°
2002/0164575 y solicitud de patente US n.° 2002/0160940. Entre los métodos puede incluirse la administracién de una
0 mas de las proteinas de fusién descritas en la presente memoria con diana en uno o mas genes. Debido a que la
metilacién de muchas CpGs en cientos de pares de bases de ADN en promotores o regiones impresas puede influir
en la expresién génica (Han et al., Mol Cell Biol. 2008 Feb;28(3):1124-35, Mabaera, et al., Blood. 2007, 15 de
agosto;110(4):1343-52), puede resultar deseable reducir la metilacién en secuencias mas largas. En el caso de que
se desee la desmetilacién de una regién mas grande de un gen, puede administrarse una pluralidad de proteinas de
fusidn la totalidad de las cuales tiene como diana posiciones en el mismo gen, p. €j., posiciones a aproximadamente
1000, 500, 300, 250, 150, 100, 50, 40, 30 o 20 pb del sitio que debe desmetilarse. Alternativa o adicionalmente, puede
administrarse una o una pluralidad de proteinas de fusién que se multimerizan tal como se indica en la presente
memoria (ver, p. ej., las figs. 6A-D).

Pueden utilizarse métodos de transferencia génica viricos y no viricos convencionales para introducir 4cidos nucleicos
codificantes de la proteina de fusién en células de mamifero o tejidos diana. Dichos métodos pueden utilizarse para
administrar acidos nucleicos codificantes de proteinas de fusién en células in vitro. Preferentemente, los acidos
nucleicos codificantes de las proteinas de fusién se administran para los usos de terapia génica in vivo o ex vivo. Entre
los sistemas de administracién de vector no virico se incluyen plasmidos de ADN, &cidos nucleicos desnhudos y acidos
nucleicos acomplejados con un vehiculo de administracién, tal como un liposoma. Entre los sistemas de administracion
de vector virico se incluyen virus ADN y ARN, que presentan genomas episémicos o integrados tras la administracién
en la célula. Para una revisiéon de los procedimientos de terapia génica, ver Anderson, 1992, Science, 256:808-
813; Nabel y Felgner, 1993, TIBTECH, 11:211-217; Mitani y Caskey, 1993, TIBTECH, 11:162-166; Dillon, 1993,
TIBTECH, 11:167-175; Miller, 1992, Nature, 357:455-460; Van Brunt, 1988, Biotechnology, 6:1149-54; Vigne, 1995,
Restorat. Neurol. Neurosci., 8:35-36; Kremer y Perricaudet, 1995, Br. Med. Bull., 51:31-44; Haddada et al., en: Current
Topics in Microbiology and Immunology Doerfler and Bohm (eds.) (1995) y Yu et al., 1994, Gene Ther., 1:13-26.

Entre los métodos de administracion no virica de 4cidos nucleicos codificantes de las proteinas de fusién se incluyen
lipofeccidn, microinyeccién, biolisticos, virosomas, liposomas, inmunoliposomas, policationes o conjugados de
lipidos:acidos nucleicos, ADN o ARN desnudo, viriones artificiales e incorporacién potenciada por un agente del ADN
o ARN. La lipofeccién se describe en, p. €j., la patente US n.® 5.049.386, n.° 4.946.787 y n.° 4.897.355) y los reactivos
de lipofeccion estan comercialmente disponibles (p. ej., Transfectam™ y Lipofectin™). Entre los lipidos cati6nicos y
neutros que resultan adecuados para la lipofeccién de reconocimiento de receptores eficiente de polinucleétidos se
incluyen los de Felgner, documentos n.° WO 91/17424 y n.° WO 91/16024. La administracién puede ser en células
(administracién ex vivo) o en tejidos diana (administracién in vivo).

La preparaciéon de complejos de lipidos:acidos nucleicos, incluyendo liposomas dirigidos, tales como complejos de
lipidos inmunitarios, es bien conocida por el experto en la materia (ver, p. ej., Crystal, 1995, Science, 270:404-
410; Blaese et al., 1995, Cancer Gene Ther., 2:291-297; Behr et al., 1994, Bioconjugate Chem. 5:382-389; Remy et
al.,, 1994, Bioconjugate Chem., 5:647-654; Gao et al., Gene Ther., 2:710-722; Ahmad et al., 1992, Cancer Res,,
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52:4817-20; patentes US n.° 4.186.183, n.°4.217.344, n.°4.235.871, n.° 4.261.975, n.° 4.485.054, n.° 4.501.728,
n.°4.774.085, n.°4.837.028 y n.° 4.946.787).

La utilizacion de sistemas basados en virus ARN o ADN para la administracién de acidos nucleicos codificantes de las
proteinas de fusién aprovecha los procedimientos altamente desarrollados para dirigir un virus a células especificas
en el cuerpo y el trafico de la carga virica hasta el nlcleo. Los vectores viricos pueden administrarse directamente en
los pacientes (in vivo) o pueden utilizarse para tratar las células in vitro y las células modificadas se administran en los
pacientes (ex vivo). Entre los sistemas basados en virus convencionales para la administraciéon de proteinas de fusion
podrian incluirse vectores de retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus Sendai y virus herpes
simplex para la transferencia génica. Los vectores viricos son actualmente el método més eficiente y versétil de
transferencia génica en las células y tejidos diana. La integracién en el genoma huésped es posible con los métodos
de transferencia génica con retrovirus, lentivirus y virus adenoasociados, que con frecuencia resulta en la expresién a
largo plazo del transgén insertado. Ademés, se han observado elevadas eficiencias de transduccién en muchos tipos
celulares y tejidos diana diferentes.

El tropismo de un retrovirus puede alterarse mediante la incorporacidn de proteinas de cubierta fordneas, expandiendo
la poblacién diana potencial de células diana. Los vectores lentiviricos son vectores retroviricos que son capaces de
transducir o infectar células que no estan en divisién y producir habitualmente elevados titulos viricos. La seleccién de
un sistema de transferencia génica retrovirico, por lo tanto, dependerd del tejido diana. Los vectores retroviricos
comprenden repeticiones terminales largas de accién en cis con capacidad de empaquetamiento de hasta 6-10 kb de
secuencia foranea. Las repeticiones terminales largas (RTL) de accidn en cis resultan suficientes para replicar y
empagquetar los vectores, que seguidamente se utilizan para integrar el gen terapéutico en la célula diana para
proporcionar una expresién permanente del transgén. Entre los vectores retroviricos utilizados ampliamente se
incluyen los basados en el virus de la leucemia murina (VLMu), el virus de la leucemia del simio gibon (VLSG), el virus
de la inmunodeficiencia del simio (VIS), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y combinaciones de los mismos
(ver, p. ej., Buchscher et al., 1992, J. Virol., 66:2731-39; Johann et al., 1992, J. Virol., 66:1635-40; Sommerfelt et al.,
1990, Virology, 176:58-59; Wilson et al., 1989, J. Virol., 63:2374-78; Miller et al., 1991, J. Virol., 65:2220-24; documento
n.° WO 94/26877).

En aplicaciones en las que resulta preferente la expresién transitoria de la proteina de fusidén, pueden utilizarse
sistemas basados en adenovirus. Los vectores basados en adenovirus son capaces de eficiencias de transduccién
muy altas en muchos tipos celulares y no requieren la divisiéon celular. Con dichos vectores, se han obtenido titulos y
niveles elevados de expresién. Dicho vector puede producirse en grandes cantidades en un sistema relativamente
simple. Los vectores virus adenoasociados («VAA») también se utilizan para transducir células con acidos nucleicos
diana, p. €], en la produccién in vitro de acidos nucleicos y péptidos, y para los procedimientos de terapia génica in
vivo y ex vivo (ver, p. ej., West et al., 1987, Virology 160:38-47; patente US n.° 4.797.368, documento n.° WO
93/24641; Kotin, 1994, Hum. Gene Ther., 5:793-801; Muzyczka, 1994, J. Clin. Invest., 94:1351). La construccién de
vectores VAA recombinante se describe en varias publicaciones, incluyendo la patente US n.° 5.173.414; Tratschin et
al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:3251-60; Tratschin et al.,1984, Mol. Cell. Biol., 4:2072-81; Hermonat y Muzyczka, 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6466-70 y Samulski et al., 1989, J. Virol., 63:3822-28.

En particular, actualmente se encuentran disponibles por lo menos seis enfoques de vector virico para la transferencia
génica en ensayos clinicos, donde los vectores retroviricos son claramente el sistema utilizado mas frecuentemente.
La totalidad de dichos vectores viricos utiliza enfoques que implican la complementacion de vectores defectuosos por
genes insertados en lineas celulares ayudante para generar el agente transductor.

pLASN y MFG-S son ejemplos de vectores retroviricos que se han utilizado en ensayos clinicos (Dunbar et al., 1995,
Blood, 85:3048; Kohn et al.,1995, Nat. Med., 1:1017; Malech et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:12133-38).
PA317/pLASN fue el primer vector terapéutico utilizando en un ensayo de terapia génica. (Blaese et al., 1995, Science,
270:475-480). Se han observado eficiencias de transducciéon de 50 % o superiores para los vectores empaquetados
MFG-S (Ellem et al., 1997, Immunol Immunother., 44:10-20; Dranoffet al., 1997, Hum. Gene Ther., 1:111-112).

Los vectores de virus adenoasociado recombinante (VAAr) son un sistema alternativo de administracién génica
prometedor que se basa en el virus parvovirus adenoasociado de tipo 2 defectuoso y no patogénico. Normalmente,
los vectores se derivan de un plasmido que retiene solo las repeticiones terminales invertidas de 145 pb del VAA que
flanquean el casete de expresién del transgén. La transferencia génica eficiente y la administraciéon estable del
transgén debidas a la integracién en los genomas de la célula transducida son caracteristicas clave para este sistema
de vector (Wagner et al., 1998, Lancet, 351:1702-1703; Kearns et al., 1996, Gene Ther., 9:748-55).

Los vectores adenoviricos (Ad) recombinantes deficientes en replicacién se utilizan predominantemente para la terapia
génica del cancer de colon debido a que pueden producirse a un titulo mas alto e infectan facilmente varios tipos
celulares diferentes. La mayoria de vectores adenovirus se disefia de manera que un transgén sustituya los genes Ad
E1a, E1b y E3; posteriormente, el vector defectuoso para la replicacién se propaga en las células 293 humanas que
suministran la funcién génica delecionada en trans. Los vectores Ad pueden transducir multiples tipos de tejido in vivo,
incluyendo células diferenciadas que no se dividen, tales como las que se encuentran en los tejidos de higado, rifiones
y sistema muscular. Los vectores Ad convencionales presentan una gran capacidad de carga. Un ejemplo de la
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utilizacién de un vector Ad en un ensayo clinico implicé el tratamiento con polinucleétidos para la inmunizacion
antitumoral mediante inyeccién intramuscular (Sterman et al., 1998, Hum. Gene Ther. 7:1083-89). Entre los ejemplos
adicionales de la utilizacién de vectores adenoviricos para la transferencia génica en ensayos clinicos se
incluyen Rosenecker et al., 1996, Infection, 24:15-10; Sterman et al., 1998, Hum. Gene Ther., 9:7 1083-89; Welsh et
al.,, 1995, Hum. Gene Ther., 2:205-218; Alvarez et al., 1997, Hum. Gene Ther. 5:597-613; Topf et al., 1998, Gene
Ther., 5:507-513; Sterman et al., 1998, Hum. Gene Ther., 7:1083-89.

Se utilizan células empaquetadoras par formar particulas viricas que son capaces de infectar una célula huésped.
Entre dichas células se incluyen las células 293, que empaquetan adenovirus, y las células W2 y las células PA317,
que empaquetan retrovirus. Los vectores viricos utilizados en la terapia génica habitualmente son generadas por la
linea celular productora que empaqueta un vector de 4cido nucleico en una particula virica. Los vectores habitualmente
contienen las secuencias viricas minimas requeridas para empaquetar y posteriormente integrarse en un huésped, en
donde otras secuencias viricas son sustituidas por un casete de expresidn para la proteina que debe expresarse. Las
funciones viricas faltantes son suministradas en trans por la linea celular empaquetadora. Por ejemplo, los vectores
VAA utilizados en terapia génica normalmente solo poseen secuencias de repeticiones terminales invertidas (RTI)
procedentes del genoma del VAA que resultan necesarias para el empaquetamiento e integracién en el genoma del
huésped. El ADN virico se empaqueta en una linea celular que contiene un plasmido ayudante codificante de los
demas genes del VAA, es decir, rep y cap, pero que carece de las secuencias de RTI. La linea celular también esta
infectada por adenovirus como ayudante. El virus ayudante promueve la replicacién del vector VAA y la expresién de
los genes del VAA a partir del plasmido ayudante. El plasmido ayudante no se empaqueta en cantidades significativas
debido a la falta de secuencias de RTI. La contaminacién por adenovirus puede reducirse mediante, p. ej., tratamiento
térmico, al que los adenovirus son mas sensibles que los VAA.

En muchas aplicaciones de terapia génica, resulta deseable que el vector de terapia génica se administre con un alto
grado de especificidad en un tipo de tejido particular. Un vector virico normalmente se modifica para que presente
especificidad para un tipo celular dado mediante la expresién de un ligando en forma de una proteina de fusién con
una proteina de cubierta virica sobre la superficie externa de los virus. El ligando se selecciona para que presente
afinidad para un receptor que es conocido que esta presente sobre el tipo celular de interés. Por ejemplo, Han et al,,
1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:9747-51, informaron de que el virus de la leucemia murina de Moloney puede
modificarse para expresar heregulina humana fusionada con gp70, y el virus recombinante infecta determinadas
células de cancer de mama humano que expresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano. Este
principio puede extenderse a otros pares de virus que expresan una proteina de fusion de ligando y células diana que
expresan un receptor. Por ejemplo, el fago filamentoso puede disefiarse para exponer fragmentos de anticuerpos (p.
ej., Fab o Fv) que presentan una afinidad de unién especifica para practicamente cualquier receptor celular
seleccionado. Aunque la descripcién anterior se aplica principalmente a los vectores viricos, pueden aplicarse los
mismos principios a los vectores no viricos. Dichos vectores pueden disefiarse para que contengan secuencias de
incorporacién especificas que se cree favorecen la incorporacién por células diana especificas.

Los vectores de terapia génica pueden administrarse in vivo mediante la administraciéon en el paciente individual,
normalmente mediante administracién sistémica (p. ej., infusién intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
subdérmica o intracraneal) o aplicacion topica, tal como se indica posteriormente. Alternativamente, pueden
administrarse vectores en las células ex vivo, tal como células explantadas de un paciente individual (p. €j., linfocitos,
aspirados de médula ésea, biopsia de tejido) o células madre (p. ej., células madre hematopoyéti9cas de donante
universal, células madre embrionarias (ME), células madre parcialmente diferenciadas, células madre no pluripotentes,
células madre pluripotentes, células madre pluripotentes inducidas (células MPi) (ver, p. ej., Sipione et al,
Diabetologia, 47:499-508, 2004)), seguido de la reimplantacién de las células en el paciente, normalmente después
de la seleccién para las células en las que se ha incorporado el vector.

La transfeccién celular ex vivo con fines diagnésticos, de investigacidén o para la terapia génica (p. ej.,, mediante
reinfusién de las células transfectadas en el organismo huésped) es bien conocida por el experto en la materia. En
una realizacién preferente, se aislan las células a partir del organismo sujeto, se transfectan con acido nucleico (un
gen o ADNc) codificante de la proteina de fusién y se infusionan de vuelta nuevamente en el organismo sujeto (p. €j.,
un paciente). El experto en la materia conoce diversos tipos celulares adecuados para la transfeccidén ex vivo (ver, p.
ej., Freshney et al., Culture of Animal Cells, A Manual of Basic Technique (5a ed. 2005)) y las referencias citadas en
la misma para un anélisis sobre cémo aislar y cultivar células de pacientes).

En una realizacidn, las células madre (p. €j., células madre hematopoyéticas de donante universal, células madre
embrionarias (ME), células madre parcialmente diferenciadas, células madre no pluripotentes, células madre
pluripotentes, células madre pluripotentes inducidas (células MPi) (ver, p. €j., Sipione et al., Diabetologia, 47:499-508,
2004)) se utilizan en procedimientos ex vivo para la transfeccién celular y la terapia génica. La ventaja de utilizar
células madre es que pueden diferenciarse en los demés tipos celulares in vitro, o pueden introducirse en un mamifero
(tal como el donante de las células), donde se injertaran en la médula ésea. Se conocen métodos para diferenciar las
células CD34+ in vitro en tipos celulares inmunitarios clinicamente importantes utilizando citoquinas, tales como GM-
CSF, IFN-gamma y TNF-alfa (ver Inaba et al., 1992, J. Exp. Med., 176:1693-1702).

Las células madre pueden aislarse para la transduccién y diferenciacién utilizando métodos conocidos. Por ejemplo,
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pueden aislarse células madre a partir de células de médula ésea mediante enriquecimiento ciclico («panning», en
inglés) de las células de médula 6sea con anticuerpos que se unen a células no deseadas, tales como células T CD4*
y CD8", células CD45" (células panB), GR-1 (granulocitos) y 1ad (células presentadoras de antigenos diferenciadas)
(ver Inaba et al., 1992, J. Exp. Med., 176:1693-1702).

Los vectores (p. ej., retrovirus, adenovirus, liposomas, etc.) que contienen acidos nucleicos codificantes de la proteina
de fusién también pueden administrarse directamente en el organismo para la transduccién de las células in vivo.
Alternativamente, puede administrarse ADN o ARN desnudo. EI ADN o ARN puede modificarse para mejorar sus
propiedades, p. €j., para incrementar la semivida o para reducir la respuesta inmunitaria (ver, p. ej., los documentos
n.° US20130123481, n.° 20130115272 y n.® 20120251618). La administracién se lleva a cabo mediante cualquiera de
las vias normalmente utilizadas para introducir una molécula en contacto intimo con células sanguineas o de tejidos.
Se encuentran disponibles métodos adecuados de administracién de dichos acidos nucleicos y son bien conocidos
por el experto en la materia y, aunque puede utilizarse més de una via para administrar una composicién particular,
una via en particular con frecuencia puede proporcionar una reaccién mas inmediata y més eficaz que otras vias.
Alternativamente, también pueden administrarse formulaciones estables de la proteina de fusién.

Los portadores farmacéuticamente aceptables estan determinados en parte por la composicidn particular que se
administra, asi como por el método particular utilizado para administrar la composiciéon. De acuerdo con lo anterior,
existe una amplia variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas disponibles, tal como se
indica posteriormente (ver, p. €j., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21a ed., 2005).

Vehiculos de administracién

Un factor importante en la administracion de compuestos polipeptidicos, tales como las proteinas de fusién de la
presente invencién, es garantizar que el polipéptido presenta la capacidad de atravesar la membrana plasmética de
la célula, o la membrana de un compartimiento intracelular, tal como el ndcleo. Las membranas celulares estan
compuestas de bicapas de lipidos-proteinas que son libremente permeables para compuestos lipofilicos no idnicos
pequefios y son inherentemente impermeables a los compuestos polares, macromoléculas y agentes terapéuticos o
diagnésticos. Sin embargo, se han descrito proteinas y otros compuestos, tales como los liposomas, que presentan la
capacidad de traslocar polipéptidos, tales como proteinas de fusién, a través de una membrana celular.

Por ejemplo, los «polipéptidos de traslocacion membranal» presentan subsecuencias de aminoéacidos anfifilicas o
hidrofébicas que poseen la capacidad de actuar como portadores traslocadores de membrana. En una realizacién, las
proteinas de homeodominio poseen la capacidad de traslocar a través de las membranas celulares. El péptido
internalizable mas corto de una proteina de homeodominio llamada Antennapedia se ha encontrado que es la tercera
hélice de la proteina, entre las posiciones aminoacidas 43 y 58 (ver, p. ej., Prochiantz, 1996, Curr. Opin. Neurobiol.,
6:629-634). Otra subsecuencia, el dominio h (hidrofébico) de péptidos de sefial, se ha encontrado que presentan
caracteristicas similares de traslocaciéon de la membrana celular (ver, p. ej., Lin et al., 1995, J. Biol. Chem., 270:14255-
58).

Entre los ejemplos de secuencias peptidicas que pueden unirse a una proteina para facilitar la incorporacién de la
proteina en las células se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, fragmentos peptidicos de la proteina tat del VIH (Endoh
et al., 2010, Methods Mol. Biol., 623:271-281; Schmidt et al., 2010, FEBS Lett, 584:1806-13; Futaki, 20086,
Biopolymers, 84:241-249); una secuencia peptidica de 20 residuos que corresponde a los aminoacidos 84 a 103 de la
proteina p16 (ver Fahraeus et al., 1996, Curr. Biol., 6:84); la tercera hélice del homeodominio de 60 aminoéacidos de
longitud de Antennapedia (Derossi et al., 1994, J. Biol. Chem., 269:10444); la regién h de un péptido de sefial, tal
como la regién h del factor de crecimiento fibroblastico de Kaposi (K-FGF, por sus siglas en inglés) (Lin et al., supra);
el dominio de traslocacién VP22 del VHS (Elliot & O'Hare, 1997, Cell, 88:223-233); o proteinas supercargadas o
intrafilinas, p. ej., tal como se describen en los documentos n.° US20120100569y n.° US20110112040; y en Cronican
et al (2011) Chem Biol. 18, 833; Cronican et al (2010) ACS Chem. Biol. 5, 747; McNaughton et al (2009) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 106, 6111 y Lawrence et al. (2007) J. Am. Chem. Soc. 129, 10110. Ver también, p. ej., Caron et al.,
2001, Mol Ther., 3:310-318; Langel, Cell-Penetrating Peptides: Processes and Applications (CRC Press, Boca Raton
FL 2002); El-Andaloussi et al., 2005, Curr. Pharm. Des., 11:3597-3611 y Deshayes et al., 2005, Cell. Mol. Life Sci,,
62:1839-49. Otras fracciones quimicas adecuadas que proporcionan una incorporacién celular potenciada también
pueden unirse quimicamente a las proteinas de fusién descritas en la presente memoria.

Las moléculas de toxinas también poseen la capacidad de transportar polipéptidos a través de las membranas
celulares. Con frecuencia, dichas moléculas estan compuestas de por lo menos dos partes (denominadas «toxinas
binarias»): un dominio o polipéptido de translocacién o unién y un dominio o polipéptido toxina separado. Normalmente,
el dominio o polipéptido toxina se une a un receptor celular y después la toxina es transportada hasta el interior de la
célula. Se utilizaron varias toxinas bacterianas, incluyendo la toxina iota de Clostridium perfringens, toxina diftérica
(TD), exotoxina A de Pseudomonas (PE), toxina pertussis (TP), toxina de Bacillus anthracis y adenilato ciclasa de
pertussis (CYA), intentando administrar péptidos en el citosol celular como fusiones internas o aminoterminales (Arora
et al., 1993, J. Biol. Chem., 268:3334-41: Perelle et al., 1993, Infect. Immun., 61:5147-56; Stenmark et al., 1991, J.
Cell Biol., 113:1025-32; Donnelly et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:3530-34; Carbonetti et al., 1995, Abstr.
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Annu. Meet. Am. Soc. Microbiol. 95:295; Sebo et al., 1995, Infect. Immun., 63:3851-57; Klimpel et al., 1992, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 89:10277-81 y Novak et al., 1992, J. Biol. Chem., 267:17186-93).

Dichas subsecuencias pueden utilizarse para traslocar proteinas de fusién a través de la membrana celular. Las
proteinas de fusiéon pueden fusionarse convenientemente o derivatizarse con dichas secuencias. Habitualmente, la
secuencia de traslocacidn se proporciona como parte de una proteina de fusién. Opcionalmente, puede utilizarse un
conector para unir la proteina de fusién y la secuencia de traslocacién. Puede utilizarse cualquier conector adecuado,
p. €j., un conector peptidico.

La proteina de fusién también puede introducirse en una célula animal, preferentemente una célula de mamifero,
mediante liposomas y derivados de liposomas, tales como inmunoliposomas. El término «liposoma» se refiere a
vesiculas comprendidas de una o mas bicapas lipidicas ordenadas concéntricamente, que encapsulan una fase
acuosa. La fase acuosa normalmente contiene el compuesto que debe administrarse en la célula, es decir, la proteina
de fusién.

El liposoma se fusiona con la membrana plasmatica, liberando de esta manera el compuesto en el citosol
Alternativamente, el liposoma resulta fagocitado o incorporado por la célula en una vesicula de transporte. Una vez en
el endosoma o fagosoma, el liposoma se degrada o se fusiona con la membrana del vesicula de transporte y libera su
contenido.

En los métodos actuales de administracién de farmaco mediante liposomas, el liposoma finalmente se vuelve
permeable y libera el compuesto encapsulado (p. ej., la proteina de fusidén o el 4cido nucleico codificante de la misma)
en el tejido o célula diana. Para la administracion sistémica o especifica de tejido, lo anterior puede conseguirse, por
ejemplo, de una manera pasiva, en donde la bicapa del liposoma se degrada durante el tiempo mediante la accidén de
diversos agentes en el organismo. Alternativamente, la liberacion del compuesto activo implica utilizar un agente para
inducir un cambio de permeabilidad en la vesicula liposémica. Las membranas de los liposomas pueden construirse
de manera que se desestabilicen cuando el medio se vuelve 4cido en proximidad a la membrana liposémica (ver, p.
ej., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:7851 (1987); Biochemistry, 28:908 (1989)). Cuando los liposomas son endocitados
por una célula diana, por ejemplo, se desestabilizan y liberan su contenido. Dicha desestabilizacién se denomina
fusogénesis. La dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE, por sus siglas en inglés) es la base de muchos sistemas
«fusogénicos».

Dichos liposomas habitualmente comprenden la proteina de fusién y un componente lipidico, p. €j., un lipido neutro
y/o catiénico, que opcionalmente incluye una molécula de reconocimiento de receptor, tal como un anticuerpo que se
une a un receptor o ligando de superficie celular predeterminado (p. ej., un antigeno). Se encuentra disponible una
variedad de métodos para la preparacidon de liposomas tal como se describen en, p. ej., Szoka et al., 1980, Annu. Rev.
Biophys. Bioeng., 9:467, patentes US n.° 4.186.183, n.° 4.217.344, n.° 4.235.871, n.° 4.261.975, n.° 4.485.054, n.°
4.501.728, n.° 4.774.085, n.° 4.837.028, n.° 4.235.871, n.° 4.261.975, n.° 4.485.054, n.° 4.501.728, n.° 4.774.085, n.°
4.837.028, n.° 4.946.787, publicacién de patente PCT n.° WO 91/17424, Deamer y Bangham, 1976, Biochim. Biophys.
Acta, 443:629-634; Fraley, et al., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3348-52; Hope et al., 1985, Biochim. Biophys.
Acta, 812:55-65; Mayer et al., 1986, Biochim. Biophys. Acta, 858:161-168; Williams et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85:242-2486; Liposomes (Ostro (ed.), 1983, capitulo 1), Hope et al., 1986, Chem. Phys. Lip., 40:89; Gregoriadis,
Liposome Technology (1984) y Lasic, Liposomes: from Physics to Applications (1993)). Entre dichos métodos se
incluyen, por ejemplo, sonicacidn, extrusién, homogenizacién a alta presién, microfluidificacién, dialisis con detergente,
fusién inducida con calcio de vesiculas liposémicas pequefias y métodos de fusidén con éter, la totalidad de los cuales
son bien conocidos de la técnica.

En determinadas realizaciones, resulta deseable el direccionamiento de liposomas utilizando fracciones de
direccionamiento que son especificas de un tipo celular, de tejido y similar particular. El direccionamiento de liposomas
utilizando una diversidad de fracciones de direccionamiento (p. €j.,. ligandos, receptores y anticuerpos monoclonales)
ha sido descrito anteriormente (ver, p. ej., la patente US n.° 4.957.773 y n.° 4.603.044).

Entre los ejemplos de fracciones de direccionamiento se incluyen anticuerpos monoclonales especificos de antigenos
asociados a neoplasmas, tales como antigeno especifico de cancer prostatico y MAGE. Los tumores también pueden
diagnosticarse mediante la deteccién de productos génicos que resultan de la activacidn o sobreexpresiéon de
oncogenes, tales como ras o c-erbB2. Ademas, muchos tumores expresan antigenos normalmente expresados por el
tejido fetal, tales como la alfafetoproteina (AFP) y el antigeno carcinoembrionario (CEA, por sus siglas en inglés). Los
sitios de infeccién virica pueden diagnosticarse utilizando diversos antigenos viricos, tales como antigenos nucleares
y de superficie de la hepatitis B (VHBc, VHBs), antigenos de la hepatitis C, antigenos del virus de Epstein-Barr,
antigenos del virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH1) y del virus del papiloma. Puede detectarse la
inflamacién utilizando moléculas reconocidas especificamente por moléculas de superficie que se expresan en sitios
de inflamacién, tales como integrinas (p. ej., VCAM-1), receptores de selectina (p. ej., ELAM-1) y similares.

Pueden utilizarse métodos estandares para el acoplamiento de agentes de direccionamiento con liposomas. Estos

métodos generalmente implican la incorporacidn en componentes lipidicos de los liposomas, p. e€j,
fosfatidiletanolamina, que pueden activarse para la unién de agentes de direccionamiento, o compuestos lipofilicos
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derivatizados, tales como la bleomicina derivatizada con lipidos. Pueden construirse liposomas con diana en
anticuerpos, utilizando, por ejemplo, liposomas que incorporan porteina A (ver Renneisen et al., 1990, J. Biol. Chem,,
265:16337-42 y Leonetti et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:2448-51).

Dosis

Para aplicaciones terapéuticas, la dosis de la proteina de fusién que debe administrarse en el paciente puede
calcularse de una manera similar a la descrita para las proteinas de dedo de zinc; ver, por ejemplo, la patente US
6.511.808, la patente US 6.492.117, la patente US n.© 6.453.242, solicitud de patente US n.° 2002/0164575 y solicitud
de patente US n.° 2002/0160940. En el contexto de la presente exposicién, la dosis deberia ser suficiente para
proporcionar un efecto a una respuesta terapéutica beneficiosa en el paciente durante el tiempo. Ademés, unos
regimenes de dosis particulares pueden resultar Utiles para determinar los cambios fenotipicos en un contexto
experimental, p. ej., en estudios de genémica funcional, y en modelos celulares o animales. La dosis sera determinada
por la eficacia, especificidad y Kp de la proteina de fusién particular utilizada, el volumen nuclear de la célula diana, y
la afeccién del paciente, asi como el peso corporal o superficie del paciente que debe tratarse. El tamafio de la dosis
también estard determinada a partir de la existencia, naturaleza y extensién de cualesquiera efectos secundarios
adversos que acompafian a la administracion de un compuesto o vector particular en un paciente particular.

Composiciones farmacéuticas y administracion

Las composiciones farmacéuticas apropiadas para la administracién de las proteinas de fusién de la presente
invencién pueden determinarse tal como se ha descrito para las proteinas de dedo de zinc; ver, por ejemplo, la
patente US 6.511.808, la patente US 6.492.117, la patente US n.° 6.453.242, solicitud de patente US n.°
2002/0164575 vy solicitud de patente US n.° 2002/0160940. Las proteinas de fusién y los vectores de expresién
codificantes de proteinas de fusién pueden administrarse directamente en el paciente para la modulacién de los
patrones de metilacion, p. ej., y la expresién génica, y para aplicaciones terapéuticas o profilacticas, por ejemplo, para
el tratamiento de las enfermedades enumeradas en la fig. 7 como asociadas a hipermetilacion, incluyendo el cancer
(p. ej., vejiga, cerebro (p. ej., glioma o glioblastoma), cancer de mama, cuello uterino, colon, colorrectal, eséfago,
cabeza/cuello, rifién, leucemia, higado, pulmén, linfoma, mieloma, ovario, pancreas, prostata, rabdomiosarcoma y
cancer de Utero); esquizofrenia, formacién de memoria y aterosclerosis. De esta manera, los métodos pueden incluir
la identificacién de un sujeto que presenta una enfermedad asociada a la hipermetilaciéon (p. ej., que incluye
opcionalmente la obtencién de una muestra y la deteccién de la metilacion de ADN, p. ej., del gen asociado que se
indica en la fig. 7 y la seleccién del sujeto en caso de que el ADN esté hipermetilado) y administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una proteina de fusién, o un &cido nucleico codificante de una proteina de fusién, tal como
se indica en la presente memoria, en el sujeto.

La administracién de cantidades terapéuticamente eficaces se lleva a cabo mediante cualquiera de las vias
normalmente utilizadas para introducir proteinas de fusién en contacto intimo con el tejido que va a tratarse. Las
proteinas de fusién se administran de cualquier manera adecuada, preferentemente con portadores
farmacéuticamente aceptables. Se encuentran disponibles métodos adecuados de administracién de dichos
moduladores y son bien conocidos por el experto en la materia y, aunque puede utilizarse mas de una via para
administrar una composicién particular, una via en particular con frecuencia puede proporcionar una reaccién mas
inmediata y mas eficaz que otras vias.

Los portadores farmacéuticamente aceptables estan determinados en parte por la composicidn particular que se
administra, asi como por el método particular utilizado para administrar la composiciéon. De acuerdo con lo anterior,
existe una amplia diversidad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas: que se encuentran
disponibles (ver, p. ej., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21a ed., 2005).

Las proteinas de fusidn, juntas o en combinacién con otros componentes adecuados, pueden prepararse en
formulaciones de aerosol (es decir, pueden «nebulizarse») para la administracién mediante inhalacion. Las
formulaciones de aerosol pueden afiadirse a propelentes aceptables presurizados, tales como diclorodifluorometano,
propano, nitrégeno y similares.

Entre las formulaciones adecuadas para la administracién parenteral, tal como, por ejemplo, por via intravenosa,
intramuscular, intradérmica y subcutanea, se incluyen las soluciones para inyeccién estériles isoténicas, acuosas y no
acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos y solutos que hacen que la formulacién sea
isoténica con la sangre del receptor pretendido, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspension, solubilizadores, agentes espesantes, estabilizantes y conservantes. Las composiciones dadas
a conocer pueden administrarse, por ejemplo, mediante infusidén intravenosa, o por via oral, tépica, intraperitoneal,
intravesical o intratecal. Las formulaciones de compuestos pueden presentarse en recipientes sellados unidosis o
multidosis, tales como ampollas y viales. Pueden prepararse soluciones y suspensiones para inyeccién a partir de
polvos, granulos y tabletas estériles del tipo anteriormente indicado.
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Ejemplos

La invencién se describe en mayor detalle en los ejemplos siguientes, que no son limitativos del alcance de la invencién
descrita en las reivindicaciones. Cualesquiera ejemplos no comprendidos dentro del alcance segln las
reivindicaciones se proporciona con fines meramente comparativos.

Ejemplo 1. Generacién de proteinas de fusién TAL-TET1 para loci genémicos especificos en el gen KLF4 humano
endbgeno.

Se construyeron plasmidos que expresaban tres versiones diferentes de la proteina TET1 humana, basandose en la
arquitectura de domino predicha que se ha sido descrita por Tahiliani et al. (Science 324, 930-935 (2009)) (figura 1A).

La secuencia codificante completa de TET1 se sintetizé6 como gBlocks (Integrated DNA Technologies) y se ensambld
mediante digestion y ligacién estandar con enzimas de restriccidn para construir los vectores de expresiéon de TET1LC
y TET1DC. Todos los TALE se ensamblaron utilizando el método FLASH y se clonaron en los vectores de expresién
de TALE-TET1 (pJA344C7, pJA345D4, pJA344E9 y pJA247) que contienen una a cuatro terminaciones TALE 0,5 C-
terminales, una sefial de localizacion nuclear N-terminal, el dominio N-terminal TALE A152 y el dominio C-terminal de
TALE +95 tal como se ha descrito anteriormente (Miller et al., Nat Biotechnol 29, 143-148 (2010); Reyon et al., Nature
Biotechnology 30:460-465 (2012)). En todos los plasmidos de expresién utilizados, se fusion6 TET1LC o TET1DC con
el extremo C-terminal del dominio de unién a ADN derivado de TALE mediante un conector GlyGlyGlySer (SEC ID n.°
18) y la expresién de dicha fusién estaba controlada por un promotor EF1alfa. Para los experimentos de transferencia
western, los vectores de expresién presentaban una etiqueta triple-flag adicional clonada cadena arriba de la sefial de
localizacion nuclear.

TET1LC es la proteina TET1 de longitud completa, mientras que TET1DC comprende solo el dominio catalitico de la
proteina, incluyendo la regién rica en Cys y el dominio de hélice B de doble cadena (figura 5). TET1NZ es uan variante
de truncado intermedia que carece de un dominio de unidén a zinc de tipo CXXC, que podria ser responsable de dirigir
la unién al ADN de la proteina endbégena (Zhang et al.,, Cell Res 20, 1390-1393 (2010); Xu et al., Mol. Cell 42, 451-464
(2011); figura 5). Observar que TET1NZ mantiene mas de la proteina nativa que TET1DC por si solo. En resumen, se
sintetizaron fragmentos de ADN codificantes de TET1 de longitud completa (TET1LC, aminoécidos 1 a2136) y TET1
dominio catalitico (TET1DC, aminoécidos 1418 a 2136) en 8 fragmentos (Integrated DNA Technologies) y se clonaron
iterativamente juntos utilizando clonacion estdndar basada en digestién/ligacion de restriccion.

Estos fragmentos codificantes de TET1LC y TET1DC seguidamente se clonaron en un vector plasmidico que permitia
su expresién como fusiones con el extremo carboxiterminal de cuatro dominios de proteinas de matriz de repeticién
de TAL disefiados para unirse a diferentes sitios diana de 18 pb dentro del segundo intrén del gen KIf4 humano (ver
la figura 2). Las secuencias de conector utilizadas para unir la proteina TET1 o fragmentos de proteina TET1 a las
matrices de repeticién de efector TAL estaban compuestas de uno de los conectores siguientes: GlyzSer (SEC ID n.°
5), GlysSerGlysSerArgSer (SEC ID n.° 6), GlysSer(GlysSer),ArgSer (SEC ID n.° 7), GlysSer(GlysSer)sArgSer (SEC ID
n.° 8), GlysSer(GlysSer)sArgSer (SEC ID n.° 9), o GlysSer(GlysSer)sArgSer (SEC ID n.° 10). El alargamiento del
conector entre la matriz de repeticién de TALE y TET1DC no alteré apreciablemente las eficiencias de desmetilacién
observadas (figura 1C). Basadndose en estos resultados, se construyeron todas las proteinas de fusién adicionales
descritas en el presente informe, utilizando la arquitectura TALE-TET1C con un conector corto GGGS.

El plasmido de expresién final se introdujo en las proteinas de fusién bajo el control transcripcional de un promotor
EF1a constitutivamente activo. Se construyé TET1NZ mediante eliminacién del dominio CXXC situado en los
aminodacidos 584 a 624 de la proteina de longitud completa. Lo anterior se consiguié mediante la utilizaciéon de PCR
con cola de un pequefio segmento de TET1LC que introdujo un sitio BamHI| inmediatamente después del dominio
CXXC e incluia un sitio Pmll cadena arriba del dominio CXXC que era Unico en el plasmido de expresién de TET1LC.
Dicho producto de PCR seguidamente se clond en el plasmido de expresiéon de TET1LC utilizando una doble digestion
BamHI/Pmll tanto del producto de PCR como del plasmido de TET1LC, seguido de ligacién y transformacién.

Los cuatro loci gendmicos seleccionados como dianas para la desmetilacion (y para los que se disefiaron las matrices
de repeticion de efector TAL) se seleccionaron basandose en varios criterios. La totalidad de los cuatro loci dentro del
intrén 1-2 del gen KLF4 humano, que muestran marcas de cromatina abierta basadndose en los datos del proyecto
ENCODE (con acceso mediante el buscador genémico de UCSC), sugiere su probable accesibilidad para la unién por
dominios de unién al ADN del efector TAL. Dicho intrén también resultaba atractivo porque alojaba multiples
dirresiduos CpG que estan metilados en las células K562 pero que no estan metilados en las células madre
embrionarias humanas, lo que sugiere que la metilaciéon de estas citoquinas no es necesaria para la supervivencia o
viabilidad celular.

Se disefiaron matrices de repeticion de efector TAL utilizando el método de ensamblaje FLASH anteriormente descrito
(Reyon et al., Nature Biotechnology 30:460-465(2012)). Se clonaron fragmentos de ADN codificantes de matrices
ensambladas, en los constructos de expresiéon que contenian los aminoacidos 153 a 288 de la proteina TAL13 y el
dominio C-terminal +95, que comprendia los aminoacidos 715 a 809 del extremo C-terminal de TALE13 (Miller et al.,
Nat. Biotechnol. 29, 143-148 (2010)).
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Ejemplo 2. Desmetilacién especifica de sitio de CpG en el locus de KLF4 humano mediada por proteinas de fusion
TAL-TET1.

A continuacién, se sometieron a ensayo en células K562 humanas las capacidades de dichas proteinas de desmetilar
CpG contiguos. Se cultivaron células K562 en medio RPMI 1640 (Gibco) con HI-FBS al 10 % (Gibco), Glutamatx al 1
% (Gibco) y Pen/Strep al 1 % (Gibco) y se transfectaron con plasmidos codificantes de diversas proteinas de fusién
TAL-TET1DC que alojaban el conector Gly3Ser mediante nucleofeccién de 1x10°8 células en divisién con 10 ug de
ADN en 100 pl de solucién Kit V (Lonza) utilizando el programa T-016 en el instrumento Nucleofector 2b Device
(Lonza). Las células nucleofectadas se incubaron en placas de 6 pocillos a 37 °C durante 4 dias tras la nucleofeccién.
Se recolecté el ADN gendmico 4 dias después de la transfeccién. La secuenciacién del ADN con bisulfito de KLF4
intrén 1-2 de dichas poblaciones celulares transfectadas se llevé a cabo del modo siguiente. Se aislé el ADN gendémico
a partir de las células transfectadas utilizando el minikit para sangre de Qiagen. Se trataron con bisulfito 200 a 1000
ng de ADN gendmico utilizando el kit de metilaciéon de ADN EZ (Zymo), el kit de metilacion del ADN «EZ DNA
Methylation-Lightning» (Zymo) o el kit de conversidén de células a CpG de bisulfito (Applied Biosystems) siguiendo los
protocolos recomendados. La amplificacién por PCR de Bis-ADN se llevé a cabo utilizando el sistema de ADN
polimerasa Taq HiFi Accuprime (Invitrogen). Los productos de PCR se sometieron a clonaciéon TA utilizando el
protocolo original de clonacién TA (Invitrogen) o el sistema de vector pGEM-T Easy (Promega) y se transformaron en
células competentes Top10 o XL1-Blue. Los clones individuales se prepararon en minipreps y se secuenciaron, y las
secuencias se analizaron utilizando el software BISM disponible en linea en (Rohde et al., BMC Bioinformatics 2010,
11:230), utilizando parametros por defecto.

Los resultados revelaron una robusta desmetilaciéon en los CpG situados en contiguidad al sitio al que se unian cada
una de las proteinas de fusién TAL-TET1DC. La figura 3 muestra las tasas de desmetilacién para los CpG en
proximidad a los cuatro sitios diferentes de unién de TAL. La proteina TAL-TET1DC con diana en el sitio 1 mostré los
niveles mas altos de desmetilacién, con 32,5 % y 45,4 % de desmetilacién de los CpG situados 9 y 15 pb cadena
abajo del sitio de unién a la diana, respectivamente. La proteina TAL-TET1DC con diana en el sitio 2 no mostré
desmetilacién de los CpG situados 1y 3 pb cadena abajo del sitio de unién, pero si mostré una desmetilacién de 36,5
% y 28,2 % en los CpG situados 17 y 27 pb cadena abajo, respectivamente. La proteina TAL-TET1 con diana en el
sitio 3 mostré varias desmetilaciones superiores al 25 % en los CpG situados 22, 36, 116 y 143 pb cadena abajo, y
una proteina TAL-TET1DC con diana en el sitio 4 mostrd una desmetilacién de 37 % en un CpG situado 13 pb cadena
abajo, aunque no consiguié mostrar ninguna desmetilacién significativa en ningln otro CpG. En experimentos
adicionales, la proteina de fusion KL1 TALE-TET1DC redujo la metilaciéon de los CpG situados 10 y 16 pb desde el
limite 3’ del sitio de unién de TALE en 54 % y 66 %, respectivamente. Resulta interesante que esta fusién de K.-1
también indujo la desmetilacién de los CpG situados a ~150 pb del borde 3’ de su sitio de unién, aunque en menor
grado que los CpG més proximos.

Las proteinas de fusién de control portadoras de una matriz de repeticién de TALE con diana en una secuencia de
gen informador EGFP no relacionado no desmetilaron los CpG en el intrén KLF4, demostrando que la desmetilacién
requiere una unién especifica al locus diana por las repeticiones de TALE y no se debe simplemente a la
sobreexpresion de proteinas que alojan actividad de TET1 hidroximetilasa.

Globalmente lo anterior demuestra la capacidad de las proteinas de fusién TAL-TET1DC disefiadas que alojan un
conector Gly3Ser de inducir una desmetilacién de 30 % a 50 % de los CpG situados aproximadamente 10 a 30 pb
cadena abajo del sitio de unién de TAL. (Observar que para la totalidad de estos casos, «cadena abajo» se refiere a
bases situadas 3’ respecto a la ultima base del sitio de unién contactado por la repeticién de efector de TAL
carboxiterminal en la proteina de fusidn). Las proteinas de fusién TAL-TET1DC que alojan conectores mas extendidos
(GlysSerGlysSerArgSer (SEC ID n.° 6), GlysSer(GlysSer).ArgSer (SEQ ID n.° 7), GlysSer(GlysSer)sArgSer (SEC ID n.°
8), GlysSer(GlysSer)sArgSer (SEC ID n.° 9), o GlysSer(GlysSer)sArgSer (SEC ID n.° 10) también mostraban niveles
similares de desmetilacién (figura 4A).

En experimentos de comparacion, las fusiones de TALE portadoras del dominio TET1DC indujeron reducciones
significativamente mayores de la metilacién de los CpG préximos al sitio de unién de TALE que las portadoras de la
proteina TET1 de longitud completa, a juzgar por la secuenciacidén profunda con bisulfito (figura 4B). Debido a que las
fusiones de TALE-TET1 de longitud completa eran menos activas que las fusiones TALE-TET1DC, se realizaron
experimentos adicionales centrados en las fusiones TALE-TET1DC.

Ejemplo 3. Proteinas TALE-TET1DC disefiadas con diana en el locus HBB humano.

A fin de extender y ademés generalizar el resultado de que las proteinas de fusién TALE-TET1DC pueden utilizarse
para identificar las marcas de metilacién de CpG que influyen sobre la expresiéon génica endégena, se disefié una
proteina de fusion TALE-TET1DC para desmetilar los CpG en un locus adicional: el promotor del gen de beta-globina
humano (HBB, por sus siglas en inglés).

El trabajo publicado ha identificado un pequefio nimero de CpG (aproximadamente cuatro) en los promotores de -

globina y y-globina humanos que se metilan diferentemente en células hepéticas fetales y células de médula ésea
adulta, lo que sugiere que la metilacién de estos CpG podrian gobernar la expresién de estos genes durante el
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desarrollo (Mabaera et al., Blood. 2007, 15 de agosto;110(4):1343-52). Se disefiaron diez matrices de TALE con diana
en secuencias proximas a dichos CpG diferencialmente metilados en el locus de B-globina humana: cuatro TALE con
diana en un grupo de dos CpG ~100 pb cadena abajo del sitio de inicio de transcripcidn y seis TALE con diana en un
grupo de dos CpG ~300 pb cadena arriba del sitio de inicio (figura 8A).

Se cultivaron células K562 en medio RPMI 1640 (Gibco) con HI-FBS al 10 % (Gibco), Glutamax al 1 % (Gibco) y
Pen/Strep al 1 % (Gibco) y se transfectaron con pladsmidos codificantes de diversas proteinas de fusién TALE-TET1DC
que alojaban el conector GlysSer mediante nucleofeccién de 1x10° células en division con 10 g de ADN en 100 ul de
solucién Kit V (Lonza) utilizando el programa T-016 en el instrumento Nucleofector 2b Device (Lonza). Las células
nucleofectadas se incubaron en placas de 6 pocillos a 37 °C durante 4 dias tras la nucleofeccién. Se recolect6 el ADN
gendmico 4 dias después de la transfeccién. La secuenciacién del ADN con bisulfito del locus HBB a partir de estas
poblaciones celulares transfectadas se llevé a cabo del modo siguiente. Se aislé el ADN gendémico a partir de las
células transfectadas utilizando el minikit para sangre de Qiagen. Se trataron con bisulfito 200 a 1000 ng de ADN
gendmico utilizando el kit de metilacién de ADN EZ (Zymo), el kit de metilacién del ADN «EZ DNA Methylation-
Lightning» (Zymo) o el kit de conversién de células a CpG de bisulfito (Applied Biosystems) siguiendo los protocolos
recomendados. La amplificacién por PCR de Bis-ADN se llevé a cabo utilizando el kit de PCR Pyromark (Qiagen). Se
afladieron adaptadores y cédigos de barra lllumina mediante PCR con el enzima de PCR Phusion High-Fidelity (NEB)
y se secuenciaron los amplicones en un sistema Ilumina MiSeq. Se aisl6 el ARN total a partir de las mismas células
con el minikit de ARN PureLink (Ambion) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevd a cabo la transcripcién
inversa con el kit de Tl Superscriptlll (Invitrogen) y se realizaron ensayos Tagman en un aparato de PCR en tiempo
real Applied Biosystems 7500Fast.

Los niveles de expresién del gen de HBB se sometieron a ensayo del modo siguiente. EIl ARN se sometié a
transcripcién inversa utilizando la supermezcla de sintesis de primera cadena SuperScript Il y oligo-dT (Life
Technologies). La PCR cuantitativa se llevd a cabo con una mezcla maestra de PCR Tagman Universal (Applied
Biosystems) en un sistema de PCR en tiempo real ABI 7500 Fast con los juegos de cebadores/sondas siguientes:
Cebador de HBB directo: 5-CAAGGGCACCTTTGCCACAC-3' (SEC ID n.° 11); cebador de HBB inverso: 5'-
TTTGCCAAAGTGATGGGCCA-3' (SEC ID n.° 12); sonda Tagman de HBB: 5'-/56-
FAM/CCTGGGCAA/ZEN/CGTGCTGGTCTGTGT/3IABKFQ/-3' (SEC ID n.° 13); cebador de B-actina directo (ACTB):
5'- GGCACCCAGCACAATGAAG-3' (SEC ID n.° 14); cebador ACTB inverso 5'- GCCGATCCACACGGAGTACT-3'
(SEC ID n.° 15); ACTB Tagman Probe 5'-/SMAX550-Y/TCAAGATCA/ZEN/TTGCTCCTCCTGAGCGC/3IABIK_FQ/-3'
(SEC ID n.° 16).

Aunque la totalidad de las diez fusiones TALE-TET1DC (denominadas HB-1 a HB-10) indujeron una desmetilacion
significativa de los CpG en proximidad a sus sitios de unién respectivos en las células K562 humanas (figs. 8B y 8C),
se observaron incrementos significativos de la expresiéon del gen HBB medidos mediante RT-PCR cuantitativa, con
solo cuatro de dichas proteinas (HB-3, HB-4, HB-5 y HB-6) (fig. 8D). Cabe destacar que las tres proteinas (HB-4, HB-
5 y HB-6) que indujeron el mayor factor de activacién del promotor eran las Unicas fusiones que indujeron una
desmetilacion significativa de CpG en la posicidn -266 (numeracién respecto al sitio de inicio de transcripcién, fig. 8D);
ademés, la magnitud de la activacién del gen HBB observada con dichas tres fusiones TALE-TET1DC se
correlacionaba con el grado de desmetilacién (fig. 8D). Los experimentos de control mostraron que las proteinas HB-
4, HB-5 y HB-6 portadoras de las mutaciones H1671Y/D1673A (que inactivan la actividad de dominio catalitico de
TET1) no consiguieron desmetilar el Cpg -266 y tampoco consiguieron activar eficientemente la expresiéon del gen
HBB en las células K562.

Se llevé a cabo el analisis de transferencia western de la manera siguiente: Se lisaron las células transfectadas en
tampén de extraccién de proteinas en ensayo de radioinmunoprecipitacion (Cell Signaling) y se centrifugaron durante
5 min a 4 °C para recolectar el sobrenadante. La concentracién de las proteinas extraidas se determiné utilizando un
kit de ensayo de proteinas de Thermo Scientific. Se cargaron diez microgramos de las proteinas extraidas por carril
en geles de tris-glicina al 4 % a 12 % (Life Technologies) para la electroforesis y se electrotransfirieron a una membrana
de nitrocelulosa (Life Technologies). Se bloqued esta membrana con leche seca desnatada al 5 % en solucién salina
tamponada con Tris-tampén Tween [Tris 25 mM (pH 7,4), NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Tween-20 al 0,1 %] durante 1
hora a temperatura ambiente, seguido de la incubacién con anticuerpo monoclonal de FLAG (Sigma) y anticuerpo
monoclonal-HRP de B-actina (C4) (Santa Cruz Biotechnology) en tampén de bloqueo durante 2 horas a temperatura
ambiente. Tras el lavado con tampén TBS-T, la membrana se incubé con anticuerpo IgG (H+L) de cabra antirratén-
HRP (Bio-Rad Laboratories) a una dilucién de 1:7500 en tampén de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente.
La membrana se reveld utilizando el sistema de quimioluminiscencia ImmunoCruz (Santa Cruz Biotechnology) y se
expuso a pelicula BioMax XAR (Kodak). Estos experimentos de transferencia western confirmaron que la pérdida de
actividades de desmetilacidn y activacion génica observada con los mutantes cataliticamente inactivos de HB-5 y HB-
6 no se debia a una expresién reducida de las proteinas en células K562.

Para someter a ensayo si la desmetilacién CpG -266 y la expresidén incrementada del gen HBB inducida por HB-4, HB-
5y HB-6 era estable durante el tiempo, estas variables se sometieron a ensayo en un experimento de curso temporal
mas extendida. Las células K562 transfectadas con plasmidos de expresién codificantes de HB-4, HB-5, HB-6 o una
fusidén TALE-TET1DC de control con diana en el locus KLF4 se evaluaron para la desmetilacién de CpG -266 y la
expresion del gen HBB 4, 7, 14 y 30 dias después de la transfeccién. Las fusiones de HB-4, HB-5 y HB-6 mostraron
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todas sus niveles més altos de activacién en el dia 4 después de la transfeccion, reduciéndose la expresién de HBB
constantemente hasta el mismo nivel el dia 30 observado con la proteina TALE-TET1DC de control con diana en
KLF4. Los resultados se muestran en las figuras 10A-B. Inesperadamente, para la totalidad de las proteinas TALE-
TET1DC con diana en HBB, el grado de metilacion de CpG-266 durante el tiempo en la poblaciéon de células
transfectadas reflej6é directamente el nivel de activaciéon de la expresién del gen HBB, mientras que el estado de
metilacién de otro CpG en la posicién -306 no cambié significativamente durante el curso del experimento.

Conjuntamente, estos resultados sugieren fuertemente que la desmetilaciéon de CpG -266 podria requerir la expresién
continua de una proteina TAL-TET1DC diana y que la desmetilacién de este CpG particular resulta necesaria para la
activacién observada de la expresién del gen HBB. Estos resultados demuestran que las proteinas de fusiéon TALE-
TET1DC pueden utilizarse para desmetilar residuos CpG especificos en un promotor génico y, de esta manera, regular
positivamente la expresion de ese gen en las células vivas.

Ejemplo 4. Proteinas de fusién disefiadas DZ-TET1

Ademas de generar fusiones TALE-TET1, también se disefiaron proteinas de fusién dedo de zinc (DZ)-TET1. Las
matrices de dedo de zinc se construyeron con diana en dos sitios en el gen KLF4 y en seis sitios en el gen HBB. Cada
una de dichas matrices de dedo de zinc consistia en seis dedos y se ensamblaron utilizando unidades de dos
dedos segun el método originalmente descrito por Moore et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 1432-1436 (2001), y
similar al enfoque utilizado por Sangamo Biosciences (Doyon et al., Nat. Biotechnol. 26, 702-708 (2008)). Las matrices
de seis dedos de zinc se ensamblaron utilizando unidades de dos dedos derivadas de proteinas de tres dedos
seleccionadas mediante el método OPEN (Maeder et al., Mol. Cell 31, 294-301 (2008)). Las proteinas de seis dedos
ensambladas se fusionaron con el dominio catalitico de TET1 utilizando la secuencia de conector Leu-Arg-Gly-Ser
(SEC ID n.° 19) y con una sefial de localizacién nuclear N-terminal con expresién de la proteina de fusién DZ-TET1DC
controlada por el promotor EF1alfa.

De las dos fusiones DZ-TETCD con diana en KLF4, una no consiguié desmetilar los CpG préximos, mientras que la
otra fue capaz de inducir la desmetilacién de los CpG situados 6 y 24 pb cadena abajo del sitio de unién del DZ, en 61
% y 18 %, respectivamente (figura 9A). Una fusién DZ-TET1DC con diana en el CpG -266 en el promotor de HBB no
consiguié inducir la desmetilacion, pero la totalidad de las cinco fusiones con diana en la regién aproximadamente 100
pb cadena abajo del sitio de inicio de transcripcién fueron capaces de desmetilar los CpG con eficiencias comparables
a las observadas con las proteinas TALE-TET1DC (figura 9B).

Estos datos demuestran que el dominio catalitico de TET1 puede fusionarse con dominios de unién a ADN alternativos
con el fin de generar enzimas de desmetilacién de ADN especifica de sitio, resultando en la regulacién positiva de la
expresion de los genes diana en las células vivas.

Otras realizaciones
Debe entenderse que, aunque la invencién se ha descrito junto con la descripcién detallada de la misma, la descripcion
anteriormente proporcionada tiene un fin ilustrativo y no limitativo del alcance de la invencién, que esta definida por el

alcance segun las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones se encuentran comprendidas
dentro del alcance segun las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES
1. Proteina de fusién, que comprende:

un dominio de unién a ADN que se une especificamente a una secuencia diana preseleccionada que esta a
menos de 250 pb de un dirresiduo CpG en una célula de mamifero, en la que el dominio de unién a ADN es o
comprende un dedo de zinc disefiado, y

un dominio catalitico que comprende una secuencia que cataliza la desmetilacién de citosinas en ADN, en la
que la secuencia comprende los aminoacidos 1580 a 2052 de Tet1 (SEC ID n.° 2), en el que la proteina de
fusién se une a la secuencia diana y reduce la metilacién del dirresiduo CpG.

2. Proteina de fusién segln la reivindicacién 1, que comprende, ademas, un conector entre el dominio de unién a
ADN y el dominio catalitico.

3. Proteina de fusién segln la reivindicacion 2, en la que el conector se selecciona del grupo que consiste en GlyzSer
(SEC ID n.° 5), GlysSerGlysSerArgSer (SEC ID n.° 6), GlysSer(GlysSer),ArgSer (SEC ID n.° 7),
GlysSer(GlysSer)zArgSer (SEC ID n.° 8), GlysSer(GlysSer)sArgSer (SEC ID n.° 9) y GlysSer(GlysSer)sArgSer
(SEC ID n. °10).

4. Proteina de fusién segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende una pluralidad de dominios
cataliticos.

5. Proteina de fusién segun cualquier reivindicacién anterior, que comprende, ademas, un dominio/secuencia de
localizacion nuclear.

6. Método ex vivo de reduccién de la metilacién de una secuencia de ADN seleccionada en una célula de mamifero,
donde el método comprende poner en contacto la célula con una proteina de fusién segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, o un é&cido nucleico codificante de la proteina de fusién segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

7. Proteina de fusidén segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o &cido nucleico codificante de la proteina de
fusién segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para la utilizacién en un método de reduccién de la
metilacién de un dirresiduo CpG en una secuencia de ADN seleccionada, en una célula de mamifero para el
tratamiento del cancer, donde el método comprende poner en contacto la célula con la proteina de fusién o
un acido nucleico codificante de la proteina de fusién.

8. Método segun la reivindicacién 6 o proteina de fusion o &cido nucleico codificante de la proteina de fusién para la
utilizacién segun la reivindicacién 7, en el que el dominio catalitico comprende los aminoacidos 1418 a 2136
de Tet1.

9 . Método segun la reivindicacién 6 o proteina de fusién o acido nucleico codificante de la proteina de fusién para la
utilizacién segun la reivindicacion 7, en el que la célula es una célula humana.

10. Método segun la reivindicacidén 6, en el que la secuencia de ADN seleccionada se selecciona de una secuencia
de los genes RASSF1A, MGMT, BRCAT1, p16, CDH1, TIMP-3, p15, p73, DAPK, APC y RELN.

11. Método segln la reivindicacion 7, en el que la célula esta presente en un individuo:

i) con diagnéstico de cancer cerebral (glioma), en el que la secuencia de ADN seleccionada es RASSFIA,
ii) con diagnéstico de cancer cerebral (glioblastoma), en el que la secuencia de ADN seleccionada es MGMT,
i) con diagnéstico de cancer de mama, en el que la secuencia de ADN seleccionada es BRCA1,

iv) con diagnéstico de cancer de cuello uterino, en el que la secuencia de ADN seleccionada es p16,

V) con diagndéstico de cancer de eséfago, en el que la secuencia de ADN seleccionada es CDHA1,

(vi) con diagndéstico de cancer de cabeza y cuello, en el que las secuencias de ADN seleccionadas son pf6 y
MGMT,

(vii) con diagndstico de cancer renal, en el que la secuencia de ADN seleccionada es TIMP-3,

(viii) con diagnéstico de cancer pulmonar, en el que la secuencia de ADN seleccionada es p16y p73,

(ix) con diagnéstico de cancer ovarico, en el que la secuencia de ADN seleccionada es BRCA1,

(x) con diagnéstico de cancer pancreético, en el que la secuencia de ADN seleccionada es APC,

(xi) con diagndéstico de cancer prostatico, en el que la secuencia de ADN seleccionada es BRCA?2,

(xii) con diagndstico de cancer uterino, en el que la secuencia de ADN seleccionada es hMLHI,
(
(
(
(

(
(
(
(
(

xiii) con diagnéstico de leucemia, en el que la secuencia de ADN seleccionada es p15,

xiv) con diagnéstico de linfoma, en el que la secuencia de ADN seleccionada es DAPK,

xV) con diagnéstico de mieloma, en el que la secuencia de ADN seleccionada es DAPK,

xvi) con diagnéstico de rabdomiosarcoma, en el que la secuencia de ADN seleccionada es PAX3, o

(xvii) con diagnéstico de esquizofrenia, en el que la secuencia de ADN seleccionada es RELN.
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' - GGGGEGCGEGGECGEGAGCCTTGgggtcaccaagageccactgaa
3'-CCCCCGCCCGCCTCGGAACCcccagtggttctecggtgactt

cgagggtaaggagcggccaccgcgcggactceccgcaacctt
gctcccattcctecgeccggtggecgecgectgaggecgttggaa
1
cccgggatagcttceccgtgtceccttggectcagectgtgtatge
gggccctatcgaaggcacaggaaccgagtcgacacatacg

ccgtggtgcgagcactgcggagccgecctggggcgcaagcc
ggcaccacgctcgtgacgcctcggecggaccccgegttegg

2
gggtcttcaccagtccccgggcgegetgtecggtagggcgyg
cccagaagtggtcaggggcccgcgcgacagccatcececcgec

gcgctctcgggceccaccgggecgggaggtggecgegtecceca
cgcgagagcccggtggcecccgcecctceccaccggecgcaggggt

gacactggctgggccagagtgagtttagcGCGTAGGCGGE- 3

ctgtgaccgacccggtctcactcaaatcgCGCATCCGCCG °
3

7

FIG. 2
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TAL -Tet1-CD
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Desmetilaci

CpG segun posicion de par de bases

TAL,-Tet1-CD
m—p
% 10
3

CpG sagin posicion de par de bases

FIG. 3, pagina1de 2
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CpG segun posicidn de par de bases

FIG. 3, pagina 2 de 2
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Cp( segln posicion de par de bases
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Fig. 4A, pagina 1 de 2
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TAL,-Tet1-CD Gly,Ser(Gly,Ser),ArgSer

CpG segin posicion de par de bases

_JAL-Tet1-CD Gly;Ser(Gly,Ser),ArgSer

CpG segéﬁ. "posicién de par de bases

FIG. 4A, pagina 2 de 2
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FIG. 6B.

Dominio de Daminio de
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FIiG. 7
Enfermedad/Afeccion | Gen Referencia
Cancer
Vejiga Genes muitiples 1
Cerebro (glioma) RASSHA 2,3
Cerebro (glioblastoma)| MGMT 4
Mama BRCAL 5
Mama Genes muitiples b, 7
Cuello uterino P16 8
Colon Genes multiples 1
Esofago CDH1 1
Cabeza y cuello pf6, MGMT 1
Rifidén TIMP-3 1
Leucemia pls 1
Higado Genes multiples 9
Pulmoén ple, p73 1
Linfoma DAPK 1
Mieloma DAPK 10
QOvario BRCAL 11
Pancreas APC 1
Prostata BRCAZ i, 12
Rabdomiosarcoma PAX3 13
Utero hMLH] 1
Neuroldgica ~
Esquizofrenia RELN 14, 15
Cardiovascular
Aleroesclerosis Genes muttiples 16
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