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DESCRIPCION
Alteracién dirigida del receptor de células T

CAMPO TECNICO

[0001] La presente divulgacién se encuentra en el campo de la modificacion del genoma de células humanas, incluidos
linfocitos y células madre.

ANTECEDENTES

[0002] La terapia génica tiene un enorme potencial para una nueva era de la terapéutica humana. Estas metodologias
permitirdn el tratamiento de afecciones que no han sido abordadas por la practica médica estandar. La terapia génica
puede incluir muchas variaciones de las técnicas de edicién del genoma, como la alteracién o correccién de un locus del
geny la insercién de un transgén expresable que puede controlarse mediante un promotor exégeno especifico fusionado
al transgén o mediante el promotor endégeno que se encuentra en el sitio de insercién en el genoma.

[0003] La entrega y la inserciéon del transgén son ejemplos de obstaculos que deben resolverse para cualquier
implementacion real de esta tecnologia. Por ejemplo, aunque hay una variedad de métodos de administracién de genes
potencialmente disponibles para uso terapéutico, todos implican importantes compensaciones entre seguridad,
durabilidad y nivel de expresién. Los métodos que proporcionan el transgén como un episoma (por ejemplo, adenovirus
béasico (Ad), virus adenoasociado (VAA) y sistemas basados en plasmidos) son generalmente seguros y pueden producir
altos niveles de expresién inicial; sin embargo, estos métodos carecen de una replicacién episomal robusta, lo que puede
limitar la duracién de la expresién en tejidos mitéticamente activos. Por el contrario, los métodos de administraciéon que
dan como resultado la integracién aleatoria del transgén deseado (por ejemplo, la integracién de lentivirus (VL))
proporcionan una expresiébn mas duradera, pero, debido a la naturaleza no dirigida de la insercién aleatoria, pueden
provocar un crecimiento no regulado en las células receptoras, lo que podria provocar un crecimiento no regulado en las
células receptoras, potencialmente llevando a la malignidad mediante la activacién de oncogenes en las proximidades del
casete transgénico integrado aleatoriamente. Ademas, aunque la integracién del transgén evita la pérdida impulsada por
la replicacidn, no previene el silenciamiento eventual del promotor exégeno fusionado al transgén. Con el tiempo, dicho
silenciamiento da como resultado una expresién transgénica reducida para la mayoria de los eventos de insercién no
especificos. Ademas, la integracion de un transgén rara vez ocurre en cada célula diana, lo que puede dificultar alcanzar
un nivel de expresién suficientemente alto del transgén de interés para lograr el efecto terapéutico deseado.

[0004] En los ultimos afios, se ha desarrollado una nueva estrategia para la integracién transgénica que utiliza escisién
con nucleasas especificas de sitio (por ejemplo, nucleasas con dedos de zinc (ZFN), nucleasas de dominio efector tipo
activador de la transcripcion (TALEN), sistema CRISPR/Cas con un ARNcr/ARNtracr disefiado ("ARN guia Unica") para
guiar la escisién especifica, etc.) para sesgar la insercién en un locus genémico elegido. Véanse, por ejemplo, las patentes
estadounidenses nimeros 9.255.250; 9.045.763; 9.005.973; 8.956.828; 8.945.868; 8.703.489; 8.586.526; 6.534.261;
6.599.692; 6.503.717; 6.689.558; 7.067.317; 7.262.054; 7.888.121; 7.972.854; 7.914.796; 7.951.925; 8.110.379;
8.409.861; publicaciones de patentes estadounidenses 20030232410; 20050208489; 20050026157; 20050064474;
20060063231,20080159996,201000218264,20120017290;20110265198; 20130137104; 20130122591; 20130177983 y
20130177960 y 20150056705. Ademas, se estan desarrollando nucleasas dirigidas basadas en el sistema Argonaute (por
ejemplo, de T thermophilus, conocido como 'TtAgo', ver Swarts et al. (2014) Nature 507(7491): 258-261), que También
puede tener potencial para usos en la edicién del genoma y la terapia génica. Este enfoque mediado por nucleasas para
la integracion de transgenes ofrece la perspectiva de una expresién transgénica mejorada, mayor seguridad y durabilidad
de la expresidn, en comparacién con los enfoques de integracion clasicos, ya que permite el posicionamiento exacto del
transgén para un riesgo minimo de silenciamiento génico o activacién de oncogenes cercanos.

[0005] El receptor de células T (TCR) es una parte esencial de la activacidén selectiva de las células T. Con cierta
semejanza con un anticuerpo, la parte de reconocimiento de antigeno del TCR suele estar formada por dos cadenas, ay
B, que se coensamblan para formar un heterodimero. La semejanza de los anticuerpos radica en la forma en que se
combina un dnico gen que codifica un complejo TCR alfa y beta. Las cadenas TCR alfa (TCR a) y beta (TCR B) estan
compuestas cada una de dos regiones, una regiéon constante C-terminal y una regién variable N-terminal. Los loci
gendmicos que codifican las cadenas alfa y beta de TCR se parecen a los loci que codifican anticuerpos en que el gen
TCR a comprende segmentos V y J, mientras que el locus de cadena comprende segmentos D ademas de segmentos V
y J. Para el locus TCR, hay ademés dos regiones constantes diferentes que se seleccionan durante el proceso de
seleccién. Durante el desarrollo de las células T, los diversos segmentos se recombinan de manera que cada célula T
comprende una porcién variable de TCR Unica en las cadenas alfa y beta, llamada regién determinante de la
complementariedad (CDR), y el cuerpo tiene un gran repertorio de células T que, debido a sus CDR Unicas, son capaces
de interactuar con antigenos Unicos mostrados por células presentadoras de antigenos. Una vez que se ha producido un
reordenamiento genético TCR a o TCR B, la expresion del segundo TCR a o TCR B correspondiente se reprime de modo
que cada célula T solo expresa una estructura de TCR Unica en un proceso llamado "exclusion alélica del receptor de
antigeno" (ver Brady et al, (2010) J Immunol 185:3801-3808).
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[0006] Durante la activacion de las células T, el TCR interactta con antigenos presentados como péptidos en el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) de una célula presentadora de antigeno. El reconocimiento del complejo antigeno-
MHC por parte del TCR conduce a la estimulacién de las células T, que a su vez conduce a la diferenciacién tanto de las
células T colaboradoras (CD4*) como de los linfocitos T citotéxicos (CD8+) en los linfocitos de memoria y efectores. A
continuacién, estas células pueden expandirse de manera clonal para dar una subpoblacién activada dentro de toda la
poblacién de células T capaz de reaccionar ante un antigeno particular.

[0007] La terapia celular adoptiva (ACT) es una forma en desarrollo de terapia contra el cancer basada en la
administraciéon de células inmunitarias especificas del tumor a un paciente para que las células administradas ataquen y
eliminen el cancer del paciente. ACT puede implicar el uso de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), que son células T
que se aislan de las masas tumorales del propio paciente y se expanden ex vivo para reinfundirlas en el paciente. Este
enfoque ha sido prometedor en el tratamiento del melanoma metastasico, donde en un estudio se observé una tasa de
respuesta a largo plazo de >50 % (ver, por ejemplo, Rosenberg et al. (2011) Clin Cane Res 17(13): 4550). Los TIL son
una fuente prometedora de células porque son un conjunto mixto de células propias del paciente que tienen receptores
de células T (TCR) especificos para los antigenos asociados al tumor (TAA) presentes en el tumor (Wu et al. (2012)
Cancer J 18 (2):160). Otros enfoques implican editar células T aisladas de la sangre de un paciente de modo que estén
disefiadas para responder a un tumor de alguna manera (Kalos et al. (2011) Sci Transl Med 3(95):95ra73).

[0008] Los receptores de antigenos quiméricos (CAR) son moléculas disefiadas para dirigir las células inmunes a dianas
moleculares especificas expresadas en las superficies celulares. En su forma més basica, son receptores introducidos en
una célula que acoplan un dominio de especificidad expresado en el exterior de la célula con vias de sefializacién en el
interior de la célula, de modo que cuando el dominio de especificidad interactla con su objetivo, la célula se activa. A
menudo, los CAR se crean a partir de la emulacién de los dominios funcionales de los receptores de células T (TCR),
donde un dominio especifico de antigeno, como un scFv o algln tipo de receptor, se fusiona con el dominio de
sefializaciéon, como los ITAM y otros dominios coestimuladores. A continuacién, estas construcciones se introducen en
una célula T ex vivo permitiendo que la célula T se active en presencia de una célula que expresa el antigeno objetivo, lo
que resulta en el ataque a la célula objetivo por parte de la célula T activada en un sistema no MHC. manera dependiente
(ver Chicaybam et al. (2011) Int Rev Immunol 30:294-311) cuando la célula T se reintroduce en el paciente. Por lo tanto,
la terapia celular adoptiva que utiliza células T alteradas ex vivo con un TCR o CAR disefiado es un enfoque clinico muy
prometedor para varios tipos de enfermedades. Por ejemplo, los cdnceres y sus antigenos a los que se dirige incluyen el
linfoma folicular (CD20 o GD2), el neuroblastoma (CD171), el linfoma no Hodgkin (CD19 y CD20), el linfoma (CD19), el
glioblastoma (IL13Ra2), la leucemia linfocitica crénica o LLC y leucemia linfocitica aguda o LLA (ambas CD19). También
se han desarrollado CAR especificos de virus para atacar las células que albergan virus como el VIH. Por ejemplo, se
inicié un ensayo clinico utilizando un CAR especifico para Gp100 para el tratamiento del VIH (Chicaybam, ibid).

[0009] Los ACTR (receptores de células T acoplados a anticuerpos) son componentes de células T disefiados que son
capaces de unirse a un anticuerpo suministrado exégenamente. La unién del anticuerpo al componente ACTR prepara a
la célula T para interactuar con el antigeno reconocido por el anticuerpo, y cuando se encuentra ese antigeno, la célula T
que comprende ACTR se activa para interactuar con el antigeno (consulte la publicacién de patente de EE. UU.
20150139943).

[0010] Sin embargo, uno de los inconvenientes de la terapia celular adoptiva es que la fuente del producto celular debe
ser especifica del paciente (aut6logo) para evitar el posible rechazo de las células trasplantadas. Esto ha llevado a los
investigadores a desarrollar métodos de edicién de las propias células T del paciente para evitar este rechazo. Por
ejemplo, las células T o las células madre hematopoyéticas de un paciente pueden manipularse ex vivo con la adiciéon de
un CAR, ACTR y/o receptor de células T (TCR) disefiado y luego tratarse adicionalmente con nucleasas disefiadas para
eliminar los inhibidores de los puntos de control de las células T, tales como PD1 y/o CTLA4 (véase la publicacién PCT
WO2014/059173). Para la aplicacién de esta tecnologia a una poblacién de pacientes mas grande, seria ventajoso
desarrollar una poblacién universal de células (alogénicas). Ademas, la desactivacién del TCR dara como resultado que
las células sean incapaces de generar una respuesta de enfermedad de injerto contra huésped (EICH) una vez
introducidas en un paciente.

[0011] Porlotanto, sigue existiendo una necesidad de métodos y composiciones que puedan usarse para modificar (por
ejemplo, eliminar) la expresién de TCR en células T.

[0012] Eldocumento US 2015/164954 se refiere a métodos y composiciones para inactivar genes de TCR usando ZFN.
El documento WO 2015/136001 se refiere a células T modificadas genéticamente, en las que se inhibe la expresion de
beta 2-microglobulina (B2M) y/o transactivador del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (CIITA), y al menos
puede inactivarse un gen que codifica un componente del receptor de la célula T. Polic et al. ((2001) Proc Natl Acad Sci
EE. UU. 98(15): 8744-9) analiza como las células T alfa beta abordan la ablacién alfa de TCR inducida.

RESUMEN

[0013] La presente invencidn es tal como se describe en las reivindicaciones adjuntas. Especificamente, la presente
invencién proporciona una célula aislada en la que la expresién de un gen del receptor de células T (TCR) se modula
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mediante modificacién dentro del exén ¢2 del gen del receptor de células T alfa (TCRA), en donde la modificacién es una
insercién y/o delecién dentro de TTGAAA del exén c2 del gen TCRA, y en donde la célula aislada comprende un par de
nucleasas con dedos de zinc (ZFN) que escinden el gen TCRA, comprendiendo el par de ZFN primera y ZFN segunda,
en donde la ZFN primera comprende un primer dominio de escisién o semidominio de escisién, y una proteina de dedos
de zinc (ZFP) que comprende seis dedos de zinc designados y ordenados de F1 a F6, comprendiendo cada dedo de zinc
una regién de hélice de reconocimiento como sigue: F1: QSSDLSR (SEQ ID NO:57); F2: QSGNRTT (SEQ ID NO:58); F3:
RSANLAR (SEQ ID NO:59); F4: DRSALAR (SEQ ID NO:33); F5: RSDVLSE (SEQ ID NO:60); y F6: KHSTRRV (SEQ ID
NO:61); y la segunda ZFN comprende un segundo dominio de escisidén o semidominio de escisién, y una ZFP que
comprende seis dedos de zinc designados y ordenados de F1 a F6, comprendiendo cada dedo de zinc una regién de
hélice de reconocimiento como sigue: F1: TMHQRVE (SEQ ID NO:62), F2: TSGHLSR (SEQ ID NO:63); F3: RSDHLTQ
(SEQ ID NO:64); F4: DSANLSR (SEQ ID NO:65); F5: QSGSLTR (SEQ ID NO:66); y F6: AKWNLDA (SEQ ID NO:67), y
ademés en donde la insercién y/o eliminacién en el gen TRAC se realiza mediante el par de ZFN y la expresién del gen
TRAC se modula mediante la insercién y/o eliminacién. También se proporciona una composicién farmacéutica que
comprende una célula segln la invencion.

[0014] La invencién también proporciona un método de diferenciacién 2 in vitro que comprende: tomar la célula segln
la invencién, en el que la célula es una célula madre; y diferenciar la célula para generar una célula diferenciada que
desciende de dicha célula madre.

[0015] La invencidn también proporciona una molécula de fusién que comprende un dominio de unién al ADN que se
une al exén ¢1, c2 o c¢3 de un gen TCR y un dominio regulador transcripcional o un dominio de nucleasa, en donde el
dominio de unién al ADN comprende una proteina con dedos de zinc (ZFP) que tiene cinco o seis dedos de zinc
designados y ordenados F1 a F5 o F1 a F6, comprendiendo cada dedo de zinc una regidén de hélice de reconocimiento
como se muestra en una sola fila de la siguiente tabla:
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[0019] En el presente documento se describen composiciones y métodos para la inactivacién o alteracién parcial o
completa de un gen de TCR y composiciones y métodos para introducir y expresar a niveles deseados de transgenes de
TCR exdgenos en linfocitos T, después o simultineamente con la alteracién del TCR endégeno. Ademas, en el presente
documento se proporcionan métodos y composiciones para eliminar (inactivar) o reprimir un gen de TCR para producir
células T nulas para TCR, células madre, tejidos u organismos completos, por ejemplo, una célula que no expresa uno o
méas receptores de células T en su superficie. En determinadas formas de realizacién, las células o tejidos nulos de TCR
son células o tejidos humanos que son ventajosos para su uso en trasplantes. En formas de realizacioén preferidas, las
células T nulas de TCR se preparan para su uso en terapia con células T adoptivas.

[0020] En la célula aislada (por ejemplo, una célula eucariota tal como una célula de mamifero que incluye una célula
linfoide, una célula madre (por ejemplo, iPSC, MSC o HSC), o una célula progenitora) la expresién de un gen de TCR se
modula mediante modificacion del exén c2 del gen TCR. La modificacién esta dentro de TTGAAA. La célula puede incluir
modificaciones adicionales, por ejemplo, un gen del receptor de células T inactivado, un gen PD1 y/o CTLA4 y/o un
transgén, un transgén que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR), un transgén que codifica un receptor de
células T acoplado a anticuerpo (ACTR) y/o un transgén que codifica un anticuerpo. También se proporcionan
composiciones farmacéuticas que comprenden cualquier célula como se describe en el presente documento, asi como
métodos para usar las células y composiciones farmacéuticas en terapias ex vivo para el tratamiento de un trastorno (por
ejemplo, un cancer) en un sujeto.

[0021] Por tanto, en un aspecto, en el presente documento se describen células en las que la expresién de un gen de
TCR estd modulada (por ejemplo, activada, reprimida o inactivada). Se modula el exén c2 de un gen TCR. La modulacién
se realiza mediante modificacién de la secuencia del gen TCR utilizando una nucleasa que escinde el gen TCR y modifica
la secuencia del gen mediante inserciones y/o eliminaciones. En algunas formas de realizacion, se describen células que
comprenden una nucleasa disefiada para provocar la desactivacién de un gen TCR. En algunas formas de realizacion,
las células son células T. Se describen ademés células en las que se modula la expresién de un gen TCR y en las que
las células se modifican adicionalmente para que comprendan al menos un transgén exégeno y/o una eliminacién
adicional de al menos un gen endégeno (por ejemplo, microglobuina beta 2 (B2M) y/o gen de punto de control
inmunolégico tal como PD1 y/o CTLA4) o combinaciones de los mismos. El transgén exégeno puede integrarse en un gen
TCR (por ejemplo, cuando el gen TCR se desactiva) y/o puede integrarse en un gen que no es TCR tal como un gen de
puerto seguro. En algunos casos, el transgén exdgeno codifica un ACTR y/o un CAR. La construccién transgénica puede
insertarse mediante procesos impulsados por HDR o NHEJ. En algunos aspectos, las células con expresién de TCR
modulada comprenden al menos un ACTR exdgeno y un CAR exégeno. Algunas células que comprenden un modulador
de TCR comprenden ademés una desactivacion de uno o mas genes inhibidores de puntos de control. En algunas formas
de realizacién, el inhibidor del punto de control es PD1. En otras formas de realizacién, el inhibidor del punto de control
es CTLA4. En aspectos adicionales, la célula modulada por TCR comprende una desactivacién de PD1 y una
desactivacion de CTLA4. En algunas formas de realizacion, el gen de TCR modulado es un gen que codifica TCR B
(TCRB). En algunas formas de realizacion, esto se logra mediante la escisién dirigida de la regién constante de este gen
(region constante de TCR B o TRBC). En determinadas formas de realizacién, el gen de TCR modulado es un gen que
codifica TCR a (TCRA). En formas de realizacién adicionales, la insercién se logra mediante la escisién dirigida de la
regién constante de un gen TCR, incluida la escisién dirigida de la regién constante de un gen TCR a (denominada en el
presente documento secuencias "TRAC"). En algunas formas de realizacién, las células modificadas con el gen TCR se
modifican adicionalmente en el gen B2M, los genes HLA-A, -B, -C o el gen TAP, o cualquier combinacién de los mismos.
En otras formas de realizacién, también se modifica el regulador para HLA clase I, CTLA.

[0022] Las células descritas en el presente documento comprenden una modificacién (delecién y/o inserciéon) de un gen
TCRA mediante modificacién del exén ¢2. Las células comprenden una modificaciéon (unién, escision, inserciones y/o
eliminaciones) dentro de TTGAAA dentro de un gen TCRA (exén c2, véase la Figura 1B). La modificacién de un gen
TCRA esta dentro de la secuencia TTGAAA de un gen TCR (exdn c2 y/o ¢3), por ejemplo, una modificacién de 1 0 més
pares de bases a dicha secuencia. La modificacién genética mediada por nucleasa se produce entre sitios diana
emparejados (es decir, cuando se usa un dimero para escindir la diana). Las modificaciones genéticas mediadas por
nucleasas pueden incluir inserciones y/o eliminaciones de cualquier nUmero de pares de bases, incluidas inserciones de
secuencias no codificantes de cualquier longitud y/o transgenes de cualquier longitud y/o eliminaciones de 1 par de bases
hasta mas de 1000 kb (o cualquier valor entre ellos, incluyendo, entre otros, 1-100 pares de bases, 1-50 pares de bases,
1-30 pares de bases, 1-20 pares de bases, 1-10 pares de bases o0 1-5 pares de bases).

[0023] Las células modificadas de la invencion pueden ser una célula eucariota, incluyendo un mamifero no humano y
una célula humana tal como una célula linfoide (por ejemplo, una célula T), una célula madre/progenitora (por ejemplo,
una célula madre pluripotente inducida). célula (iPSC), una célula madre mesenquimal (MSC), o una célula madre
hematopoyética (HSC). Las células madre pueden ser pluripotentes (por ejemplo, parcialmente diferenciadas tales como
una HSC que es una célula madre mieloide o linfoide pluripotente en otras). En algunas formas de realizacion, se
proporcionan métodos para producir células que tienen un genotipo nulo para la expresiéon de TCR. Cualquiera de las
células madre modificadas descritas en el presente documento (modificadas en el locus TCRA) puede luego diferenciarse
para generar una célula diferenciada (in vivo o in vitro) descendiente de una célula madre como se describe en el presente
documento con expresién del gen TCRA modificado.
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[0024] En otro aspecto, las composiciones (células modificadas) descritas en el presente documento se pueden usar,
por ejemplo, en el tratamiento o prevencién o mejora de un trastorno. Normalmente, tal uso comprende (a) escindir o
regular negativamente un gen TCR end6geno en una célula aislada (por ejemplo, células T o linfocitos) usando una
nucleasa (es decir, ZFN) o usando un factor de transcripcion disefiado (es decir, ZFN-TF) de manera que el gen TCR esta
inactivado o modulado negativamente; y (b) introducir la célula en el sujeto, tratando o previniendo asi el trastorno. En
formas de realizacion preferidas, el gen que codifica TCR a (TCRA) esté inactivado o modulado negativamente. En formas
de realizacién preferidas adicionales, el trastorno es un céncer o una enfermedad infecciosa. En otras formas de
realizacion preferidas, la inactivacién se logra mediante la escisién dirigida de la regién constante de este gen (TCR, una
regién constante, o abreviada como TRAC). En algunas formas de realizacién, los genes adicionales estan modulados
(eliminados), por ejemplo, B2M, PD1 y/o CTLA4 y/o uno o mas transgenes terapéuticos estan presentes en la célula
(episomal, integrada aleatoriamente o integrada mediante integracién dirigida tal como integracién mediada por
nucleasas).

[0025] Los factores de transcripcion y/o las nucleasas se pueden introducir en una célula o en los medios de cultivo
circundantes como ARNm, en forma de proteina y/o como una secuencia de ADN que codifica la(s) nucleasa(s). En ciertas
formas de realizacién, la célula aislada introducida en el sujeto comprende, ademas modificacién gendmica adicional, por
ejemplo, una secuencia exdgena integrada (en el gen TCR escindido o un gen diferente, por ejemplo, un gen o locus de
puerto seguro) y/o inactivacién (ej., mediada por nucleasa) de genes adicionales, por ejemplo, uno o mas genes HLA. La
secuencia o proteina exégena se puede introducir mediante un vector (por ejemplo, Ad, VAA, VL) o utilizando una técnica
como la electroporacién. En algunas formas de realizacién, las proteinas se introducen en la célula mediante compresion
celular (véase Kollmannsperger et al. (2016) Nat Comm 7, 10372 doi:10.1038/ncommsl0372). En algunos aspectos, la
composicién puede comprender fragmentos celulares aislados y/o células diferenciadas (parcial o totalmente).

[0026] En algunos aspectos, las células maduras se pueden usar para terapia celular, por ejemplo, para transferencia
de células adoptivas. En otras formas de realizacién, las células para uso en trasplante de células T contienen otra
modificacién genética de interés. En un aspecto, las células T contienen un receptor de antigeno quimérico (CAR)
insertado especifico para un marcador de cancer. En un aspecto adicional, el CAR insertado es especifico para el
marcador CD19 caracteristico de las células B, incluidas las neoplasias malignas de células B. Dichas células serian utiles
en una composicion terapéutica para tratar pacientes sin tener que coincidir con HLA y, por lo tanto, podrian usarse como
un producto terapéutico "disponible en el mercado" para cualquier paciente que lo necesite.

[0027] En otro aspecto, las células T moduladas (modificadas) por TCR contienen una secuencia donante del receptor
de células T acoplado a anticuerpo (ACTR) insertada. En algunas formas de realizacién, la secuencia donante de ACTR
se inserta en un gen de TCR para alterar la expresién de ese gen de TCR después de la escisiéon inducida por nucleasa.
En otras formas de realizacién, la secuencia donante se inserta en un locus de "puerto seguro"”, tal como los genes VAAS1,
HPRT, albumina y CCRS5. En algunas formas de realizacién, la secuencia ACTR se inserta mediante integracién dirigida
donde la secuencia donante de ACTR comprende brazos de homologia flanqueantes que tienen homologia con la
secuencia que flanquea el sitio de escisién de la nucleasa disefiada. En algunas formas de realizacién, la secuencia
donante de ACTR comprende, ademas un promotor y/u otras secuencias reguladoras de la transcripcion. En otras formas
de realizacién, la secuencia donante de ACTR carece de un promotor. En algunas formas de realizacién, el donante de
ACTR se inserta en un gen codificante de TCR (TCRB). En algunas formas de realizacién, la insercién se logra mediante
la escisién dirigida de la regién constante de este gen (regién constante de TCR o TRBC). En formas de realizacién
preferidas, el donante de ACTR se inserta en un gen codificante de TCR (TCRA). En otras formas de realizacién
preferidas, la insercién se logra mediante la escisién dirigida de la regién constante de este gen (TCR, una regién
constante, abreviada TRAC). En algunas formas de realizacién, el donante se inserta en una secuencia de exdn en TCRA,
mientras que, en otras, el donante se inserta en una secuencia intrénica en TCRA. En algunas formas de realizacién, las
células moduladas por TCR comprenden ademas un CAR. En aln otras formas de realizacién, las células moduladas por
TCR se modulan adicionalmente en un gen HLA o un gen inhibidor de punto de control.

[0028] También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden las células modificadas como se
describen en el presente documento (por ejemplo, células T o células madre con gen TCR inactivado), o composiciones
farmacéuticas que comprenden una o mas de las moléculas de unién al gen TCR (por ejemplo, factores de transcripcion
disefiados y/o o nucleasas) como se describe en el presente documento. En determinadas formas de realizacién, las
composiciones farmacéuticas comprenden ademés uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. Las células
modificadas, las moléculas de unién al gen TCR (o los polinucledtidos que codifican estas moléculas) y/o las
composiciones farmacéuticas que comprenden estas células o moléculas se introducen en el sujeto mediante métodos
conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante infusién intravenosa, infusién en un recipiente especifico tal como el arteria
hepatica, o0 mediante inyeccién directa en tejido (por ejemplo, musculo). En algunas formas de realizacién, el sujeto es un
ser humano adulto con una enfermedad o afecciéon que puede tratarse o mejorarse con la composicién. En otras formas
de realizacién, el sujeto es un sujeto pediatrico en el que la composicién se administra para prevenir, tratar o mejorar la
enfermedad o afeccion (por ejemplo, cancer, enfermedad de injerto contra huésped, etc).

[0029] En algunos aspectos, la composicién (células moduladas por TCR que comprenden un ACTR) comprende,
ademas un anticuerpo exégeno. Véase también la solicitud de EE. UU. n® 15/357.772. En algunos aspectos, el anticuerpo
es Util para armar una célula T que comprende ACTR para prevenir o tratar una afeccién. En algunas formas de realizacién,
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el anticuerpo reconoce un antigeno asociado con una célula tumoral o con procesos asociados al cancer tales como
EpCAM, CEA, gpA33, mucinas, TAG-72, CAIX, PSMA, anticuerpos de unién a folato, CD19, EGFR, ERBB2, ERBB3.
MET, IGFIR, EPHA3, TRAILR1, TRAILR2, RANKL, FAP, VEGF, VEGFR, integrinas aVp3 y a581, CD20, CD30, CD33,
CD52, CTLA4 y enascina (Scott et al. (2012) Nat Rev Cancer 12:278). En otras formas de realizacién, el anticuerpo
reconoce un antigeno asociado con una enfermedad infecciosa tal como VIH, VHC y similares.

[0030] En otro aspecto, en el presente documento se describen dominios de unién al ADN del gen TCR (ZFP) que se
unen a un sitio diana en un gen TCR. El dominio de unién al ADN comprende una ZFP con las regiones de hélice de
reconocimiento en el orden que se muestra en una sola fila de la Tabla 1. Estas proteinas de unién al ADN pueden
asociarse con dominios reguladores de la transcripcién para formar factores de transcripcién disefiados que modulen la
expresion de TCR. Alternativamente, estas proteinas de unién al ADN se pueden asociar con uno o mas dominios de
nucleasa para formar nucleasas con dedos de zinc (ZFN) disefiadas que se unen y escinden un gen TCR. Las ZFN
pueden unirse a sitios diana en un gen TCR humano. El dominio de unién al ADN del factor de transcripcién o nucleasa
(ZFP) puede unirse a un sitio diana en un gen TCRA que comprende 9, 10, 11, 12 o més (p. ej., 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19)., 20 o mas) nucledtidos de cualquiera de las SEQ ID NO:8-21 y/o 92-103. Las proteinas de dedos de zinc pueden
incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas dedos de zinc, teniendo cada dedo de zinc una hélice de reconocimiento que contacta
especificamente con un subsitio diana en el gen diana. Las proteinas con dedos de zinc comprenden 5 o 6 dedos
(designados F1, F2, F3, F4, F5 y F6 y ordenados F1 a F5 o F6 desde el extremo N al extremo C), como se muestra en la
Tabla |. Las nucleasas descritas en el presente documento (que comprenden un dominio de unién a ZFPDNA) son
capaces de realizar modificaciones genéticas dentro de un gen TCRA que comprende cualquiera de las SEQ ID NO:8-21
y/o 92-103, incluidas modificaciones (inserciones y/o eliminaciones) dentro de cualquiera de estas secuencias (SEQ ID
NO:8-21 y/o 92-103) y/o modificaciones a las secuencias del gen TCRA que flanquean las secuencias del sitio diana
mostradas en SEQ ID NO:8-21 y/o 92-103, por ejemplo, modificaciones dentro del exdn c1, ¢2 y/o ¢3 de un gen TCR
dentro de una o mas de las siguientes secuencias: AACAGT, AGTGCT, CTCCT, TTGAAA, TGGACTT y AATCCTC.

[0031] Cualquiera de las proteinas descritas en el presente documento puede comprender ademas un dominio de
escisién y/o un medio dominio de escisién (por ejemplo, un medio dominio de escisién Fokl de tipo salvaje o modificado
genéticamente). Por tanto, en cualquiera de las nucleasas (ZFN) descritas en el presente documento, el dominio de
nucleasa puede comprender un dominio de nucleasa de tipo salvaje o un medio dominio de nucleasa (por ejemplo, un
medio dominio de escisiéon de Fokl). En otras formas de realizacién, las nucleasas (ZFN) comprenden dominios o
semidominios de nucleasa disefiados, por ejemplo, semidominios de escisién Fokl disefiados que forman heterodimeros
obligados. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n® 7.914.796 y 8.034.598.

[0032] En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polinucleétido que codifica cualquiera de las moléculas de fusién
descritas en el presente documento. El polinucleétido puede ser parte de un vector viral, un vector no viral (por ejemplo,
plasmido) o estar en forma de ARNm. Cualquiera de los polinucleétidos descritos en el presente documento también
puede comprender secuencias (donante, brazos de homologia o secuencias de parche) para la insercién dirigida en el
gen TCR a y/o el TCR B. Un vector de administraciéon de genes puede comprender cualquiera de los polinucleétidos
descritos en el presente documento. En determinadas formas de realizacién, el vector es un vector adenoviral (p. ej., un
vector Ad5/F35) o un vector lentiviral (VL) que incluye vectores lentivirales competentes en integracién o de integracién
defectuosa o un vector adenoasociado (VAA). Por lo tanto, también se proporcionan en el presente documento vectores
virales que comprenden una secuencia que codifica una nucleasa (ZFN) y/o una secuencia donante para la integracién
dirigida en un gen diana. En algunas formas de realizacién, la secuencia donadora y las secuencias que codifican la
nucleasa estan en vectores diferentes. En otras formas de realizacién, las nucleasas se suministran como polipéptidos.
En formas de realizacién preferidas, los polinucleétidos son ARNm. En algunos aspectos, el ARNm puede modificarse
quimicamente (véase, por ejemplo, Kormann et al, (2011) Nature Biotechnology 29(2):154-157). En otros aspectos, el
ARNmM puede comprender una tapa ARCA (véanse las patentes estadounidenses 7.074.596 y 8.153.773). En algunos
aspectos, el ARNm puede comprender una cubierta introducida mediante modificacién enzimatica. La tapa introducida
enzimaticamente puede comprender Cap0, Cap1 o Cap2 (véase, por ejemplo, Smietanski et al, (2014) Nature
Communications 5:3004). En aspectos adicionales, el ARNm puede estar protegido mediante modificacién quimica. En
formas de realizacién adicionales, el ARNm puede comprender una mezcla de nucleétidos modificados y no modificados
(consulte la publicaciéon de patente de EE. UU. 2012-0195936). En auln otras formas de realizacién, el ARNm puede
comprender un elemento WPRE (ver la solicitud de patente de EE. UU. 15/141.333). En algunas formas de realizacion,
el ARNm es bicatenario (véase, por ejemplo, Kariko et al. (2011) Nucl Acid Res 39:e142).

[0033] Una célula aislada puede comprender cualquiera de las proteinas, polinucleétidos y/o vectores descritos en el
presente documento. En determinadas formas de realizacién, la célula se selecciona del grupo que consiste en una célula
madre/progenitora o una célula T (por ejemplo, célula T CD4*). Se divulga una célula o linea celular que desciende de
una célula o linea que comprende cualquiera de las proteinas, polinucleétidos y/o vectores descritos en el presente
documento, concretamente una célula o linea celular que desciende (por ejemplo, en cultivo) de una célula en la que se
ha cultivado TCR. inactivado por uno o més ZFN y/o en el que un polinucleétido donante (por ejemplo, ACTR y/o CAR)
se ha integrado de forma estable en el genoma de la célula. Por lo tanto, los descendientes de células como se describen
en el presente documento pueden no comprender en si mismos las proteinas, polinucleétidos y/o vectores descritos en
el presente documento, pero, en estas células, un gen TCR esta inactivado y/o un polinucleétido donante se integra en el
genoma y/o se expresa.
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[0034] En el presente documento se describen métodos para inactivar un gen TCR en una célula mediante la
introduccién de una o mas proteinas, polinucleétidos y/o vectores en la célula como se describe en el presente documento.
En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, las nucleasas pueden inducir mutagénesis dirigida,
eliminaciones de secuencias de ADN celular y/o facilitar la recombinacién dirigida en un locus cromosémico
predeterminado. Por tanto, las nucleasas pueden eliminar y/o insertar uno o mas nucleétidos desde o dentro del gen
diana. El gen TCR puede inactivarse mediante escisién con nucleasa seguida de unién de extremos no homélogos. Se
puede reemplazar una secuencia genémica en el gen diana, por ejemplo, usando una nucleasa (o vector que codifica
dicha nucleasa) como se describe en el presente documento y una secuencia "donante" que se inserta en el gen después
de la escisidn dirigida con la nucleasa. La secuencia donante puede estar presente en el vector de nucleasa, presente en
un vector separado (por ejemplo, vector de VAA, Ad o VL) o, alternativamente, puede introducirse en la célula usando un
mecanismo de administracién de acido nucleico diferente.

[0035] Ademés, cualquiera de los métodos descritos en el presente documento se puede practicar in vitro, in vivo y/o
ex vivo. Los métodos se pueden practicar ex vivo, por ejemplo, para modificar células T, para hacerlas Utiles como
terapéutica en un entorno alogénico para tratara un sujeto (por ejemplo, un sujeto con céncer). Los ejemplos no limitantes
de canceres que pueden tratarse y/o prevenirse incluyen carcinomas de pulmén, canceres de pancreas, cénceres de
higado, canceres de huesos, canceres de mama, canceres colorrectales, leucemias, canceres de ovario, linfomas,
canceres de cerebro y similares.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0036]
Las Figuras 1A y 1B son una representacion del gen TCRA que muestra las ubicaciones de los sitios objetivo de
las nucleasas. La Figura 1A es una ilustracién del procesamiento del gen TCRA desde la forma de la linea germinal
hasta la de una célula T madura e indica el objetivo general de las nucleasas. La Figura 1B (SEQ ID NO:116 (exdn
c1), 117 (exdn c2) y 118 (exbdn c3)) muestra las regiones entre los sitios diana en la secuencia de la regidén
constante. La secuencia que se muestra en letras negras mayulsculas es la secuencia de la secuencia de exones
indicada, mientras que la secuencia en letras grises minUsculas es la secuencia de intrones contigua.

Las Figuras 2A y 2B son graficos que representan el porcentaje de cada sitio modificado en células T tratadas
con ZFN especificas para los sitios A, By D de TCRA (Figura 2A) y los sitios E, F y G (Figura 2B). Muchos de los
pares dieron tasas de modificacion del 80% o més.

La Figura 3 representa el porcentaje de células T CD3 negativas después del tratamiento con los pares de ZFN
especificos de TCRA analizados mediante analisis FACS.

La Figura 4 es un grafico que muestra el alto grado de correlacién en células T entre los niveles de modificacién
de la secuencia de TCRA medidos mediante secuenciacién de alto rendimiento y la pérdida de expresién de CD3
medida mediante clasificaciéon de células activadas por fluorescencia.

Las Figuras 5A a 5D son gréficos que representan el crecimiento de células T después del tratamiento con ZFN
especifica de TCRA agrupadas segun el sitio diana en el gen TCRA.

La Figura 6 muestra los resultados de la doble eliminacién de TRAC (TCRA)y B2M y la integracién dirigida de un
donante en el locus TRAC (TCRA) o B2M.

DESCRIPCION DETALLADA

[0037] En el presente documento se describen composiciones y métodos para generar células en las que la expresién
de un gen de TCR se modula de manera que las células ya no comprenden un TCR en sus superficies celulares. Las
células modificadas de esta manera pueden usarse como terapéutica, por ejemplo, en trasplantes, ya que la falta de un
complejo TCR previene o reduce una respuesta inmune basada en HLA. Ademés, se pueden insertar otros genes de
interés en células en las que se ha manipulado el gen TCR y/o se pueden eliminar otros genes de interés.

General

[0038] La préactica general de los métodos, asi como la preparacion y el uso de las composiciones descritas en el
presente documento emplean, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales en biologia molecular,
bioquimica, estructura y anélisis de la cromatina, quimica computacional, cultivo celular, ADN recombinante y campos
relacionados como estan dentro de la habilidad de la técnica. Estas técnicas se explican completamente en la literatura.
Véase, por ejemplo, Sambrook et al. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Segunda edicién, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989 y Tercera edicién, 2001; Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY, John Wiley & Sons, Nueva York, 1987 y actualizaciones periédicas; la serie METHODS IN ENZYMOLOGY,
Academic Press, San Diego; Wolffe, CHROMATIN STRUCTURE AND FUNCTION, Tercera edicién, Academic Press,
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San Diego, 1998, METHODS IN ENZYMOLOGY, vol. 304, "Chromatin" (P.M. Wassarman y A.P. Wolffe, eds.), Academic
Press, San Diego, 1999; y METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, vol. 119, "Chromatin Protocols" (P.B. Becker, ed.)
Humana Press, Totowa, 1999.

Definiciones

[0039] Los términos "4cido nucleico", "polinucleétido” y "oligonucleétido" se usan indistintamente y se refieren a un
polimero de desoxirribonucleétido o ribonucleétido, en conformacién lineal o circular, y en forma monocatenaria o
bicatenaria. Para los fines de la presente divulgacion, estos términos no deben interpretarse como limitantes con respecto
a la longitud de un polimero. Los términos pueden abarcar analogos conocidos de nucledtidos naturales, asi como
nucleétidos que estdn modificados en los restos de base, azlcar y/o fosfato (por ejemplo, cadenas principales de
fosforotioato). En general, un analogo de un nucleétido particular tiene la misma especificidad de emparejamiento de
bases; es decir, un anélogo de A formara un par de bases con T.

[0040] Lostérminos "polipéptido", "péptido" y "proteina” se usan indistintamente para referirse a un polimero de residuos
de aminoacidos. El término también se aplica a polimeros de aminoacidos en los que uno 0 méas aminoacidos son
analogos quimicos o derivados modificados de los correspondientes aminoécidos naturales.

[0041] "Unién" se refiere a una interacciéon no covalente, especifica de secuencia, entre macromoléculas (por ejemplo,
entre una proteina y un acido nucleico). No todos los componentes de una interacciéon de unién necesitan ser especificos
de una secuencia (p. ej., contactos con residuos de fosfato en el esqueleto del ADN), siempre y cuando la interaccién en
su conjunto sea especifica de una secuencia. Tales interacciones se caracterizan generalmente por una constante de
disociacion (Kq) de 10° M-" o inferior. "Afinidad" se refiere a la fuerza de unién: una mayor afinidad de union se correlaciona
con una Ky méas baja. "Unidn no especifica" se refiere a interacciones no covalentes que se producen entre cualquier
molécula de interés (por ejemplo, una nucleasa disefiada) y una macromolécula (por ejemplo, ADN) que no dependen de
la secuencia diana.

[0042] Una "molécula de unién a ADN" es una molécula que puede unirse al ADN. Dicha molécula de unién a ADN
puede ser un polipéptido, un dominio de una proteina, un dominio dentro de una proteina mas grande o un polinucledtido.
En algunas formas de realizacion, el polinucleétido es ADN, mientras que, en otras formas de realizacién, el polinucleétido
es ARN. En algunas formas de realizacion, la molécula de unién a ADN es un dominio proteico de una nucleasa (por
ejemplo, el dominio Fokl), mientras que, en otras formas de realizacién, la molécula de unién a ADN es un componente
de ARN guia de una nucleasa guiada por ARN (por ejemplo, Cas9 o Cfp1).

[0043] Una "proteina de unién" es una proteina que es capaz de unirse de forma no covalente a otra molécula. Una
proteina de unién puede unirse, por ejemplo, a una molécula de ADN (una proteina de unién a ADN), una molécula de
ARN (una proteina de unién a ARN) y/o una molécula de proteina (una proteina de unién a proteinas). En el caso de una
proteina de unién a proteinas, puede unirse a si misma (para formar homodimeros, homotrimeros, etc.) y/o puede unirse
a una o mas moléculas de una proteina o proteinas diferentes. Una proteina de unién puede tener mas de un tipo de
actividad de unién. Por ejemplo, las proteinas con dedos de zinc tienen actividad de unién al ADN, unién al ARN y unién
a proteinas.

[0044] Una "proteina de unién a ADN con dedos de zinc" (o dominio de unién) es una proteina, o un dominio dentro de
una proteina mas grande, que se une al ADN de una manera especifica de secuencia a través de uno o méas dedos de
zinc, que son regiones de secuencia de aminoécidos dentro del dominio de unidén cuya estructura se estabiliza mediante
la coordinacién de un ion zinc. El término proteina de unién al ADN con dedos de zinc a menudo se abrevia como proteina
con dedos de zinc o ZFP.

[0045] Un "dominio de unién a ADN de TALE" o "TALE" es un polipéptido que comprende uno o mas dominios/unidades
de repeticion de TALE. Los dominios repetidos, cada uno de los cuales comprende un residuo variable repetido (RVR),
participan en la unién de TALE a su secuencia de ADN diana afin. Una Unica "unidad de repeticién" (también denominada
"repeticién") tiene normalmente una longitud de 33 a 35 aminoécidos y muestra al menos cierta homologia de secuencia
con otras secuencias repetidas de TALE dentro de una proteina TALE de origen natural. Las proteinas TALE pueden
disefiarse para unirse a un sitio objetivo utilizando RVR candnicos o no canénicos dentro de las unidades repetidas.
Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n° 8.586.526 y 9.458.205. Los dominios de unién a ADN de dedos de zinc
y TALE pueden "disefiarse" para unirse a una secuencia de nucleétidos predeterminada, por ejemplo, mediante ingenieria
(alterando uno o mas aminoécidos) de la regién de hélice de reconocimiento de una proteina de dedos de zinc de origen
natural o mediante ingenieria de la aminoacidos implicados en la unién del ADN (el residuo variable repetido o regién
RVR). Por lo tanto, las proteinas con dedos de zinc modificadas genéticamente o proteinas TALE son proteinas que no
se producen de forma natural. Ejemplos no limitantes de métodos para disefiar proteinas con dedos de zinc y TALE son
el disefio y la seleccion. Una proteina disefiada es una proteina que no se encuentra en la naturaleza y cuyo
disefio/composicién resulta principalmente de criterios racionales. Los criterios racionales para el disefio incluyen la
aplicacion de reglas de sustitucién y algoritmos computarizados para procesar informacién en una base de datos que
almacena informacién de disefios ZFP o TALE existentes (RVR canénicos y no candnicos) y datos vinculantes. Véanse,
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por ejemplo, las patentes estadounidenses nimeros 9.458.205; 8.586.526; 6.140.081; 6.453.242; y 6.534.261; véase
también WO 98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060; WO 02/016536 y WO 03/016496.

[0046] Una proteina de dedos de zinc "seleccionada", proteina TALE o sistema CRISPR/Cas no se encuentra en la
naturaleza y cuya produccién resulta principalmente de un proceso empirico tal como presentacidén en fagos, trampa de
interaccién o seleccién de hibridos. Véanse, por ejemplo, los documentos EE. UU. 5.789.538; EE. UU. 5.925.523; EE. UU.
6.007.988; EE. UU. 6.013.453; EE. UU. 6.200.759;, WO 95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO
00/27878; WO 01/60970; WO 01/88197 y WO 02/099084.

[0047] "TtAgo" es una proteina Argonauta procariética que se cree que esta implicada en el silenciamiento de genes.
TtAgo se deriva de la bacteria Thermus thermophilus. Véase, por ejemplo, Swarts et al, ibid, G. Sheng et al., (2013) Proc.
Natl. Acad. Sci. EE. UU. 111, 652). Un "sistema TtAgo" son todos los componentes necesarios, incluidos, por ejemplo,
ADN guia para la escision mediante una enzima TtAgo.

[0048] "Recombinacion" se refiere a un proceso de intercambio de informacidn genética entre dos polinucledtidos. Para
los fines de esta divulgacién, "recombinacién homéloga (RH)" se refiere a la forma especializada de dicho intercambio
que tiene lugar, por ejemplo, durante la reparacién de roturas de doble hebra en células mediante mecanismos de
reparacién dirigidos por homologia. Este proceso requiere homologia de secuencia de nucleétidos, utiliza una molécula
"donante" para reparar una molécula "objetivo" (es decir, la que experimenté la rotura de la doble cadena) y se conoce
como "conversidn genética sin cruce" o "conversibn de genes del tracto gastrointestinal', porque conduce a la
transferencia de informacién genética del donante al objetivo. Sin desear quedar vinculado a ninguna teoria particular,
dicha transferencia puede implicar la correccién de errores de coincidencia del ADN heterodlplex que se forma entre la
diana rota y el donante, y/o el "recocido de hebras dependiente de la sintesis”, en el que el donante se utiliza para
resintetizar informacién genética que pasaran a formar parte del objetivo y/o procesos relacionados. Dicha RH
especializada a menudo da como resultado una alteracién de la secuencia de la molécula diana de modo que parte o toda
la secuencia del polinucleétido donante se incorpora al polinucleétido diana.

[0049] En los métodos de la divulgacién, una o mas nucleasas objetivo como se describe en el presente documento
crean una rotura bicatenaria (RBC) en la secuencia objetivo (por ejemplo, cromatina celular) en un sitio predeterminado
(por ejemplo, un gen o locus de interés), y se puede introducir en la célula un polinucleétido "donante", que tenga
homologia con la secuencia de nucleétidos en la regién de la rotura. Se ha demostrado que la presencia del RBC facilita
la integraciéon de la secuencia del donante. Opcionalmente, la construccién tiene homologia con la secuencia de
nucleétidos en la regién de la ruptura. La secuencia donante puede integrarse fisicamente o, alternativamente, el
polinucleétido donante se usa como plantilla para reparar la rotura mediante recombinacién homéloga, lo que da como
resultado la introduccién de toda o parte de la secuencia de nucleétidos como en el donante en la cromatina celular. Por
tanto, se puede alterar una primera secuencia en la cromatina celular y, en determinadas formas de realizacién, se puede
convertir en una secuencia presente en un polinucleétido donante. Por tanto, puede entenderse que el uso de los términos
"reemplazar” o "reemplazo” representa la sustitucién de una secuencia de nucleétidos por otra (es decir, sustitucién de
una secuencia en el sentido informativo), y no requiere necesariamente la sustitucién fisica o quimica de un polinucleétido
por otro.

[0050] En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, se pueden usar pares adicionales de proteinas
con dedos de zinc para una escisidén bicatenaria adicional de sitios diana adicionales dentro de la célula.

[0051] En ciertas formas de realizacién de métodos para la recombinacién dirigida y/o el reemplazo y/o la alteracion de
una secuencia en una regién de interés en la cromatina celular, una secuencia cromosdémica se altera mediante
recombinacién homdloga con una secuencia de nucledtidos "donante" exégena. Esta recombinacién homoéloga es
estimulada por la presencia de una rotura bicatenaria en la cromatina celular, si estan presentes secuencias homélogas
a la regién de la rotura.

[0052] En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la primera secuencia de nucleétidos (la
"secuencia donante") puede contener secuencias que son homdlogas, pero no idénticas, a secuencias genémicas en la
regién de interés, estimulando asi la recombinacién homéloga para insertar una secuencia no idéntica en la regién de
interés. Por lo tanto, en ciertas formas de realizacién, porciones de la secuencia donante que son homdlogas a secuencias
en la regidn de interés exhiben entre aproximadamente 80 a 99 % (o cualquier nimero entero entre ellas) de identidad de
secuencia con la secuencia genémica que se reemplaza. En otras formas de realizacién, la homologia entre el donante y
la secuencia gendmica es superior al 99%, por ejemplo, si solo 1 nucleétido difiere entre las secuencias donante y
genémica de mas de 100 pares de bases contiguas. En ciertos casos, una porcién no homdéloga de la secuencia donante
puede contener secuencias no presentes en la regiéon de interés, de modo que se introducen nuevas secuencias en la
regiéon de interés. En estos casos, la secuencia no homdéloga generalmente esté flanqueada por secuencias de 50 a 1000
pares de bases (o0 cualquier valor integral entre ellas) o cualquier nimero de pares de bases mayor que 1000, que son
homélogas o idénticas a secuencias en la regién de interés. En otras formas de realizacion, la secuencia donante no es
homdéloga a la primera secuencia y se inserta en el genoma mediante mecanismos de recombinaciéon no homélogos.
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[0053] Cualquiera de los métodos descritos en el presente documento se puede utilizar para la inactivacién parcial o
completa de una o mas secuencias diana en una célula mediante la integracién dirigida de la secuencia donante que
altera la expresién del gen o genes de interés. También se proporcionan lineas celulares con genes parcial o
completamente inactivados.

[0054] Ademés, los métodos de integracién dirigida como se describen en el presente documento también se pueden
usar para integrar una o mas secuencias exdgenas. La secuencia de acido nucleico exbégena puede comprender, por
ejemplo, uno o més genes o moléculas de ADNc, o cualquier tipo de secuencia codificante o no codificante, asi como uno
0 més elementos de control (por ejemplo, promotores). Ademés, la secuencia de acido nucleico exégena puede producir
una o mas moléculas de ARN (por ejemplo, ARN en horquilla pequefia (ARNhp), ARN inhibidores (ARNi), microARN
(mIARN), etc).

[0055] "Escision" se refiere a la rotura del esqueleto covalente de una molécula de ADN. La escisiéon puede iniciarse
mediante una variedad de métodos que incluyen, entre otros, hidrélisis enzimética o quimica de un enlace fosfodiéster.
Son posibles tanto la escisién 1 monocatenaria como la escisién bicatenaria, y la escisién bicatenaria puede ocurrir como
resultado de dos eventos distintos de escision monocatenaria. La escision del ADN puede dar lugar a la produccién de
extremos romos o escalonados. En determinadas formas de realizacién, los polipéptidos de fusién se utilizan para la
escisién dirigida del ADN bicatenario.

[0056] Un "semidominio de escisién" es una secuencia polipeptidica que, junto con un segundo polipéptido (ya sea
idéntico o diferente) forma un complejo que tiene actividad de escisién (preferiblemente actividad de escisién de doble
hebra). Los términos "primer y segundo semidominio de escision"; "Los semidominios de escisién + y -" y los
"semidominios de escisién derecho e izquierdo" se usan indistintamente para referirse a pares de semidominios de
escisién que se dimerizan.

[0057] Un "medio dominio de escisién disefiado”" es un medio dominio de escisién que se ha modificado para formar
heterodimeros obligados con otro medio dominio de escisién (por ejemplo, otro medio dominio de escisién disefiado).
Véanse también las patentes estadounidenses nimeros 7.888.121; 7.914.796; 8.034.598; 8.623.618 y publicaciéon de
patente estadounidense n.° 2011/0201055.

[0058] EI término "secuencia" se refiere a una secuencia de nucleétidos de cualquier longitud, que puede ser ADN o
ARN; puede ser lineal, circular o ramificado y puede ser monocatenario o bicatenario. El término "secuencia donante" se
refiere a una secuencia de nuclebtidos que se inserta en un genoma. Una secuencia donante puede tener cualquier
longitud, por ejemplo, entre 2 y 10.000 nucleétidos de longitud (o cualquier valor entero entre ellos o superior),
preferiblemente entre aproximadamente 100 y 1.000 nucledtidos de longitud (o cualquier valor entero entre ellos), mas
preferiblemente entre aproximadamente 200 y 500 nucleétidos de longitud.

[0059] "Cromatina" es la estructura de nucleoproteina que comprende el genoma celular. La cromatina celular
comprende acido nucleico, principalmente ADN, y proteinas, incluidas histonas y proteinas cromosémicas no histonas. La
mayor parte de la cromatina celular eucariota existe en forma de nucleosomas, en los que un nucleo de nucleosoma
comprende aproximadamente 150 pares de bases de ADN asociados con un octdmero que comprende dos de cada una
de las histonas H2A, H2B, H3 y H4; y el ADN conector (de longitud variable seguin el organismo) se extiende entre los
ndcleos de los nucleosomas. Una molécula de histona H1 estd generalmente asociada con el ADN conector. Para los
fines de la presente divulgacién, el término "cromatina" pretende abarcar todos los tipos de nucleoproteina celular, tanto
procariéticas como eucariotas. La cromatina celular incluye tanto la cromatina cromosémica como la episomal.

[0060] Un "cromosoma" es un complejo de cromatina que comprende todo o una parte del genoma de una célula. El
genoma de una célula suele caracterizarse por su cariotipo, que es el conjunto de todos los cromosomas que componen
el genoma de la célula. EI genoma de una célula puede comprender uno 0 mas cromosomas.

[0061] Un "episoma" es un acido nucleico replicante, complejo de nucleoproteina u otra estructura que comprende un
acido nucleico que no forma parte del cariotipo cromosémico de una célula. Ejemplos de episomas incluyen plasmidos y
ciertos genomas virales.

[0062] Un "sitio objetivo" o "secuencia objetivo" es una secuencia de acido nucleico que define una porcién de un acido
nucleico a la que se unird una molécula de unién, siempre que existan condiciones suficientes para la unién. Por ejemplo,
la secuencia 5' GAATTC 3' es un sitio diana para la endonucleasa de restriccién Eco RI.

[0063] Una molécula "exdgena" es una molécula que normalmente no estd presente en una célula, pero que puede
introducirse en una célula mediante uno o0 mas métodos genéticos, bioquimicos u otros. La "presencia normal en la célula”
se determina con respecto a la etapa de desarrollo particular y las condiciones ambientales de la célula. Asi, por ejemplo,
una molécula que esta presente sélo durante el desarrollo embrionario del masculo es una molécula exbégena con respecto
a una célula muscular adulta. De manera similar, una molécula inducida por un choque térmico es una molécula exégena
con respecto a una célula que no sufre un choque térmico. Una molécula exégena puede comprender, por ejemplo, una
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versién funcional de una molécula endégena que funciona mal o una versién que funciona mal de una molécula endégena
que funciona normalmente.

[0064] Una molécula exégena puede ser, entre otras cosas, una molécula pequefia, tal como se genera mediante un
proceso de quimica combinatoria, 0 una macromolécula tal como una proteina, &cido nucleico, carbohidrato, lipido,
glicoproteina, lipoproteina, polisacarido, cualquier modificado derivado de las moléculas anteriores, o cualquier complejo
que comprenda una o mas de las moléculas anteriores. Los acidos nucleicos incluyen ADN y ARN, pueden ser
monocatenarios o bicatenarios; puede ser lineal, ramificado o circular; y puede tener cualquier longitud. Véanse, por
ejemplo, las patentes estadounidenses nimeros 8.703.489 y 9.255.259. Los acidos nucleicos incluyen aquellos capaces
de formar daplex, asi como acidos nucleicos que forman triplex. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses
ndmeros 5.176.996 y 5.422.251. Las proteinas incluyen, entre otras, proteinas de unién a ADN, factores de transcripcién,
factores de remodelacién de la cromatina, proteinas de unién a ADN metiladas, polimerasas, metilasas, desmetilasas,
acetilasas, desacetilasas, quinasas, fosfatasas, integrasas, recombinasas, ligasas, topoisomerasas, girasas y helicasas.

[0065] Una molécula exdgena puede ser el mismo tipo de molécula que una molécula endégena, por ejemplo, una
proteina o acido nucleico exégeno. Por ejemplo, un acido nucleico exdgeno puede comprender un genoma viral infectante,
un plasmido o episoma introducido en una célula, o un cromosoma que normalmente no esta presente en la célula. Los
expertos en la técnica conocen métodos para la introduccién de moléculas exégenas en células e incluyen, entre otros,
transferencia mediada por lipidos (es decir, liposomas, incluidos lipidos neutros y catiénicos), electroporacién, inyeccién
directa, fusion celular, bombardeo de particulas, coprecipitacién de fosfato calcico, transferencia mediada por DEAE-
dextrano y transferencia mediada por vectores virales. Una molécula exégena también puede ser el mismo tipo de
molécula que una molécula end6gena pero derivada de una especie diferente a la de la célula. Por ejemplo, se puede
introducir una secuencia de acido nucleico humano en una linea celular derivada originalmente de un ratén o hamster.

[0066] Por el contrario, una molécula "end6gena” es aquella que normalmente esta presente en una célula particular en
una etapa de desarrollo particular bajo condiciones ambientales particulares. Por ejemplo, un acido nucleico endégeno
puede comprender un cromosoma, el genoma de una mitocondria, cloroplasto u otro organulo, o un &cido nucleico
episomal de origen natural. Las moléculas enddgenas adicionales pueden incluir proteinas, por ejemplo, factores de
transcripcién y enzimas.

[0067] Una molécula de "fusién" es una molécula en la que dos o mas moléculas de subunidad estan unidas,
preferiblemente de forma covalente. Las moléculas de la subunidad pueden ser del mismo tipo quimico de molécula o
pueden ser de diferentes tipos quimicos de molécula. Los ejemplos del primer tipo de molécula de fusién incluyen, entre
otros, proteinas de fusién (por ejemplo, una fusién entre un dominio de unién a ADN ZFP o TALE y uno o mas dominios
de activaciéon) y é&cidos nucleicos de fusién (por ejemplo, un acido que codifica la proteina de fusién descrita
anteriormente). Los ejemplos del segundo tipo de molécula de fusién incluyen, entre otros, una fusién entre un éacido
nucleico formador de triplex y un polipéptido, y una fusién entre un aglutinante de surco menor y un acido nucleico. El
término también incluye sistemas en los que un componente polinucleotidico se asocia con un componente polipeptidico
para formar una molécula funcional (por ejemplo, un sistema CRISPR/Cas en el que un tnico ARN guia se asocia con un
dominio funcional para modular la expresién génica).

[0068] La expresidén de una proteina de fusién en una célula puede resultar del suministro de la proteina de fusién a la
célula o mediante el suministro de un polinucleétido que codifica la proteina de fusién a una célula, en donde el
polinucleétido se transcribe y el transcrito se traduce, para generar la proteina de fusidn. El trans-empalme, la escisién de
polipéptidos y la ligacién de polipéptidos también pueden participar en la expresiéon de una proteina en una célula. Los
métodos para la administracién de polinucleétidos y polipéptidos a las células se presentan en otra parte de esta
divulgacion.

[0069] Un "gen", para los fines de la presente divulgacion, incluye una regién de ADN que codifica un producto génico
(ver méas adelante), asi como todas las regiones de ADN que regulan la produccién del producto génico, ya sean o no
tales secuencias reguladoras son adyacentes a secuencias codificantes y/o transcritas. Por consiguiente, un gen incluye,
entre otros, secuencias promotoras, terminadores, secuencias reguladoras de la traduccién tales como sitios de unién a
ribosomas y sitios de entrada internos a ribosomas, potenciadores, silenciadores, aislantes, elementos limite, origenes de
replicacion, sitios de unién a matrices y regiones de locus de control.

[0070] Un locus de "puerto seguro” es un locus dentro del genoma en el que se puede insertar un gen sin ninglin efecto
perjudicial sobre la célula huésped. Lo més beneficioso es un locus de puerto seguro en el que la expresién de la secuencia
del gen insertado no se ve perturbada por ninguna expresién de lectura directa de los genes vecinos. Los ejemplos no
limitantes de loci de puerto seguro a los que se dirigen las nucleasas incluyen CCR5, CCR5, HPRT, VAAS1, Rosa y
albumina. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses nimeros 8.771.985; 8.110.379; 7.951.925; Publicaciones
de EE. UU. N° 20100218264, 20110265198; 20130137104, 20130122591; 20130177983; 20130177960; 20150056705
y 20150159172).

[0071] "Expresion génica" se refiere a la conversion de la informacién contenida en un gen, en un producto génico. Un
producto génico puede ser el producto transcripcional directo de un gen (por ejemplo, ARNm, ARNt, ARNr, ARN

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983043 T3

antisentido, ribozima, ARN estructural o cualquier otro tipo de ARN) o una proteina producida mediante traduccién de un
ARNm. Los productos genéticos también incluyen ARN que se modifican mediante procesos tales como proteccién,
poliadenilacién, metilacién y edicién, y proteinas modificadas mediante, por ejemplo, metilacién, acetilacién, fosforilacién,
ubiquitinacién, ribosilacién de ADP, miristilacién y glicosilacién. "Modulacién" o "modificaciéon" de la expresién genética se
refiere a un cambio en la actividad de un gen. La modulacién de la expresién puede incluir, entre otras, activacion y
represién genética, incluida la modificacién del gen mediante la unién de una molécula exégena (por ejemplo, factor de
transcripcién disefiado). La modulacién también se puede lograr mediante la modificacién de la secuencia genética
mediante edicién del genoma (por ejemplo, escisidn, alteracién, inactivacién, mutacién aleatoria). La inactivacién genética
se refiere a cualquier reduccién en la expresién genética en comparacién con una célula que no ha sido modificada como
se describe en el presente documento. Por tanto, la inactivacién genética puede ser parcial o completa.

[0072] Una "regién de interés" es cualquier regién de cromatina celular, tal como, por ejemplo, un gen o una secuencia
no codificante dentro o adyacente a un gen, en la que es deseable unirse a una molécula exégena. La unidén puede tener
como objetivo la escisién dirigida del ADN y/o la recombinacién dirigida. Una regidn de interés puede estar presente en
un cromosoma, un episoma, un genoma organelar (por ejemplo, mitocondrial, cloroplasto) o un genoma viral infectante,
por ejemplo. Una regién de interés puede estar dentro de la regiéon codificante de un gen, dentro de regiones no
codificantes transcritas tales como, por ejemplo, secuencias lider, secuencias finales o intrans, o dentro de regiones no
transcritas, ya sea cadena arriba o cadena abajo de la regién codificante. Una regién de interés puede ser tan pequefia
como un Unico par de nucleétidos o hasta 2000 pares de nucleétidos de longitud, o cualquier valor integral de pares de
nucleétidos.

[0073] Las células "eucariotas" incluyen, entre otras, células flngicas (tales como levaduras), células vegetales, células
animales, células de mamiferos y células humanas (por ejemplo, células T).

[0074] Los términos "enlace operativo" y "enlazado operativamente" (o "enlazado operativamente") se usan
indistintamente con referencia a una yuxtaposiciéon de dos 0 méas componentes (tales como elementos de secuencia), en
la que los componentes estan dispuestos de manera que ambos Los componentes funcionan normalmente y permiten la
posibilidad de que al menos uno de los componentes pueda mediar una funcién que se ejerce sobre al menos uno de los
otros componentes. A modo de ilustracién, una secuencia reguladora transcripcional, tal como un promotor, esté unida
operativamente a una secuencia codificante si la secuencia reguladora transcripcional controla el nivel de transcripcion
de la secuencia codificante en respuesta a la presencia o ausencia de uno o més factores reguladores transcripcionales.
Una secuencia reguladora transcripcional generalmente esta unida operativamente en cis con una secuencia codificante,
pero no es necesario que esté directamente adyacente a ella. Por ejemplo, un potenciador es una secuencia reguladora
transcripcional que esta operativamente unida a una secuencia codificante, aunque no sean contiguas.

[0075] Con respecto a los polipéptidos de fusién, el término "unido operativamente" puede referirse al hecho de que
cada uno de los componentes realiza la misma funcién en enlace con el otro componente que lo haria si no estuviera asi
unido. Por ejemplo, con respecto a un polipéptido de fusién en el que un dominio de unién al ADN (por ejemplo, ZFP,
TALE) esté4 fusionado con un dominio de activacién, el dominio de unién al ADN y el dominio de activacién estan en enlace
operativo si, en el polipéptido de fusién, la porciéon del dominio de unién al ADN es capaz de unirse a su sitio diana y/o su
sitio de unién, mientras que el dominio de activacién es capaz de regular positivamente la expresién génica. Cuando un
polipéptido de fusién en el que un dominio de unién al ADN estéd fusionado con un dominio de escisién, el dominio de
unién al ADN y el dominio de escisidn estén en enlace operativo si, en el polipéptido de fusion, la porcién del dominio de
unién al ADN es capaz de unirse a su sitio objetivo y/o su sitio de unidén, mientras que el dominio de escisién es capaz de
escindir el ADN en las proximidades del sitio objetivo. De manera similar, con respecto a un polipéptido de fusién en el
que un dominio de unién a ADN esta fusionado con un dominio de activacién o represién, el dominio de unién a ADN y el
dominio de activacién o represién estan en enlace operativo si, en el polipéptido de fusion, el dominio de unién a ADN
esta fusionado con un dominio de unién a ADN. La porcién del dominio es capaz de unirse a su sitio objetivo y/o su sitio
de unién, mientras que el dominio de activacién es capaz de regular positivamente la expresién génica o el dominio de
represion es capaz de regular negativamente la expresién génica.

[0076] Un "fragmento funcional' de una proteina, polipéptido o acido nucleico es una proteina, polipéptido o acido
nucleico cuya secuencia no es idéntica a la proteina, polipéptido o 4cido nucleico de longitud completa, pero conserva la
misma funcién que la proteina, polipéptido o acido nucleico completo, longitud de proteina, polipéptido o acido nucleico.
Un fragmento funcional puede poseer mas, menos o el mismo nimero de residuos que la molécula nativa correspondiente
y/o puede contener una 0 mas sustituciones de aminoacidos o nucleétidos. Los métodos para determinar la funcién de un
acido nucleico (por ejemplo, funcién codificante, capacidad de hibridarse con otro &cido nucleico) son bien conocidos en
la técnica. De manera similar, son bien conocidos métodos para determinar la funcién de las proteinas. Por ejemplo, la
funcién de unién al ADN de un polipéptido se puede determinar, por ejemplo, mediante ensayos de unién a filtro, de
cambio de movilidad electroforética o de inmunoprecipitacion. La escisidn del ADN se puede analizar mediante
electroforesis en gel. Véase Ausubel et al., supra. La capacidad de una proteina para interactuar con otra proteina se
puede determinar, por ejemplo, mediante coinmunoprecipitacién, ensayos de dos hibridos o complementacién, tanto
genética como bioquimica. Véase, por ejemplo, Fields et al. (1989) Naturaleza 340:245-246; Patente de EE. UU. n°
5.585.245 y PCT WO 98/44350.
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[0077] Un "vector' es capaz de transferir secuencias genéticas a células diana. Normalmente, "construccién de vector,
"vector de expresion"y "vector de transferencia génica" significan cualquier construccién de 4cido nucleico capaz de dirigir
la expresion de un gen de interés y que puede transferir secuencias genéticas a células diana. Por tanto, eltérmino incluye
vehiculos de clonacién y expresién, asi como vectores de integracién.

[0078] Un "gen informador" o "secuencia informadora" se refiere a cualquier secuencia que produzca un producto
proteico que se pueda medir facilmente, preferiblemente, aunque no necesariamente en un ensayo de rutina. Los genes
indicadores adecuados incluyen, entre otros, secuencias que codifican proteinas que median la resistencia a los
antibiéticos (por ejemplo, resistencia a la ampicilina, resistencia a la neomicina, resistencia a G418, resistencia a la
puromicina), secuencias que codifican proteinas coloreadas o fluorescentes o luminiscentes (por ejemplo, proteina verde
fluorescente, proteina fluorescente verde mejorada, proteina fluorescente roja, luciferasa) y proteinas que median el
crecimiento celular mejorado y/o la amplificacién genética (por ejemplo, dihidrofolato reductasa). Las etiquetas de epitopos
incluyen, por ejemplo, una o mas copias de FLAG, His, myc, Tap, HA o cualquier secuencia de aminoacidos detectable.
Las "etiquetas de expresién" incluyen secuencias que codifican indicadores que pueden unirse operativamente a una
secuencia genética deseada para controlar la expresion del gen de interés.

[0079] Los términos "sujeto” y "paciente" se usan indistintamente y se refieren a mamiferos tales como pacientes
humanos y primates no humanos, asi como a animales de experimentacién tales como conejos, perros, gatos, ratas,
ratones y otros animales. Por consiguiente, eltérmino "sujeto” o "paciente” como se usa en el presente documento significa
cualquier paciente o sujeto mamifero al que se le pueden administrar los casetes de expresién de la invencion. Los sujetos
de la presente invencién incluyen aquellos con un trastorno o aquellos en riesgo de desarrollar un trastorno.

[0080] Los términos "tratar" y "tratamiento” como se usan en el presente documento se refieren a la reduccién de la
gravedad y/o la frecuencia de los sintomas, la eliminacidén de los sintomas y/o la causa subyacente, la prevencién de la
aparicién de los sintomas y/o su causa subyacente, y mejora o reparacién del dafio. El cancery la enfermedad de injerto
contra huésped son ejemplos no limitantes de afecciones que pueden tratarse usando las composiciones y métodos
descritos en el presente documento. Por tanto, "tratar" y "tratamiento" incluyen:

(i) prevenir que la enfermedad o afecciéon se produzca en un mamifero, en particular, cuando dicho mamifero esta
predispuesto a la afeccidn, pero alin no se le ha diagnosticado que la padece;

(ii) inhibir la enfermedad o afeccién, es decir, detener su desarrollo;

(iii) aliviar la enfermedad o afeccién, es decir, provocar la regresién de la enfermedad o afeccién o

(iv) aliviar los sintomas resultantes de la enfermedad o afeccidn, es decir, aliviar el dolor sin abordar el problema;
enfermedad o condicién subyacente.

[0081] Como se usan en el presente documento, los términos "enfermedad" y "afeccién" pueden usarse indistintamente
o pueden ser diferentes en el sentido de que la enfermedad o afeccién particular puede no tener un agente causante
conocido (de modo que la etiologia aln no se ha determinado) y, por lo tanto, todavia no se reconoce como una
enfermedad, sino sélo como una condicién o sindrome indeseable, en el que los médicos han identificado un conjunto
méas o menos especifico de sintomas.

[0082] Una "composicion farmacéutica" se refiere a una formulacién de un compuesto de la invencién y un medio
generalmente aceptado en la técnica para la administracién del compuesto biolégicamente activo a mamiferos, por
ejemplo, seres humanos. Dicho medio incluye todos los vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables
para el mismo.

[0083] "Cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de un compuesto de la invencién
que, cuando se administra a un mamifero, preferentemente un ser humano, es suficiente para efectuar el tratamiento en
el mamifero, preferentemente un ser humano. La cantidad de una composicién de la invencién que constituye una
"cantidad terapéuticamente eficaz" variar4d dependiendo del compuesto, la afeccidon y su gravedad, la forma de
administracién y la edad del mamifero a tratar, pero puede determinarse de forma rutinaria mediante un experto en la
técnica teniendo en cuenta su propio conocimiento y esta divulgacién.

Dominios de unién al ADN

[0084] En el presente documento se describen composiciones que comprenden un dominio de unién a ADN que se une
especificamente a un sitio diana en cualquier gen que comprenda un gen HLA o un regulador de HLA. Se puede usar
cualquier dominio de unién a ADN en las composiciones y métodos descritos en el presente documento, incluidos, entre
otros, un dominio de unién a ADN con dedos de zinc, un dominio de unién a ADN TALE, la porcién de unién a ADN
(ARNgu) de una nucleasa CRISPR/Cas, o un dominio de unién al ADN de una meganucleasa. El dominio de unién al ADN
puede unirse a cualquier secuencia diana dentro del gen, incluida, entre otras, una secuencia diana de 12 o mas
nucleétidos como se muestra en cualquiera de los sitios diana descritos en el presente documento (SEQ ID NO:8-21 y/o
92-103).
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[0085] En determinadas formas de realizacién, el dominio de unién al ADN comprende una proteina con dedos de zinc.
Preferiblemente, la proteina con dedos de zinc no se produce de forma natural porque esta disefiada para unirse a un
sitio diana de eleccién. Véase, por ejemplo, Beerli et al. (2002) Nature Biotechnol. 20:135-141; Pabo et al. (2001) Ann.
Rev. Biochem. 70:313-340; Isalan et al. (2001) Nature Biotechnol. 19:656-660; Segal et al. (2001) Curr. Opin. Biotechnol.
12:632-637; Choo et al. (2000) Curr. Opin. Struct. Biol. 10:411-416; Patentes de EE. UU. N° 6.453.242; 6.534.261,
6.599.692; 6.503.717; 6.689.558; 7.030.215; 6.794.136; 7.067.317; 7.262.054; 7.070.934; 7.361.635, 7.253.273; y
Publicaciones de Patentes de EE. UU. N°s 2005/0064474; 2007/0218528; 2005/0267061. En determinadas formas de
realizacion, el dominio de unién al ADN comprende una proteina con dedos de zinc descrita en la publicaciéon de patente
estadounidense n.° 2012/0060230 (p. ej., Tabla 1).

[0086] Un dominio de unién con dedos de zinc disefiado puede tener una especificidad de unién novedosa, en
comparacién con una proteina con dedos de zinc natural. Los métodos de ingenieria incluyen, entre otros, disefio racional
y varios tipos de seleccidn. El disefio racional incluye, por ejemplo, el uso de bases de datos que comprenden secuencias
de nucleétidos tripletes (o cuadruples) y secuencias de aminoacidos de dedos de zinc individuales, en las que cada
secuencia de nucleétidos triplete o cuadruple esta asociada con una 0 mas secuencias de aminoacidos de dedos de zinc
que se unen al triplete particular o secuencia cuadruple. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses 6.453.242 y
6.534.261.

[0087] Se describen métodos de seleccién ejemplares, que incluyen presentacion en fagos y sistemas de dos hibridos,
en las patentes de EE. UU. 5.789.538; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.410.248; 6.140.466; 6.200.759; y 6.242.568;
asi como el documento WO 98/37186; WO 98/53057;, WO 00/27878; WO 01/88197 y GB 2.338.237. Ademés, se ha
descrito una mejora de la especificidad de unién para los dominios de unidén con dedos de zinc, por ejemplo, en la patente
de EE. UU. n°6.794.136.

[0088] Ademés, como se describe en estas y otras referencias, los dominios de dedos de zinc y/o las proteinas de dedos
de zinc mdlltiples pueden unirse entre si usando cualquier secuencia conectora adecuada, incluyendo, por ejemplo,
conectores de 5 o més aminoéacidos de longitud. Véanse también las patentes estadounidenses nimeros 6.479.626;
6.903.185; y 7.153.949 para secuencias enlazadoras ejemplares de 6 0 mas aminoacidos de longitud. Las proteinas
descritas en el presente documento pueden incluir cualquier combinacién de conectores adecuados entre los dedos de
zinc individuales de la proteina. Ademas, se ha descrito una mejora de la especificidad de unién para los dominios de
unidén con dedos de zinc, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n® 6.794.136.

[0089] Seleccidn de sitios objetivo; los expertos en la técnica conocen las ZFP y los métodos para el disefio y
construccién de proteinas de fusidén (y los polinucleétidos que las codifican) y se describen en detalle en las patentes
estadounidenses nimeros 6.140.081; 5.789.538; 6.453.242; 6.534.261; 5.925.523; 6.007.988; 6.013.453; 6.200.759; WO
95/19431; WO 96/06166; WO 98/53057; WO 98/54311; WO 00/27878;, WO 01/60970 WO 01/88197; WO 02/099084; WO
98/53058; WO 98/53059; WO 98/53060; WO 02/016536 y WO 03/016496.

[0090] Ademéas, como se describe en estas y otras referencias, los dominios de dedos de zinc y/o las proteinas de dedos
de zinc mdlltiples pueden unirse entre si usando cualquier secuencia conectora adecuada, incluyendo, por ejemplo,
conectores de 5 o més aminoéacidos de longitud. Véanse también las patentes estadounidenses nimeros 6.479.626;
6.903.185; y 7.153.949 para secuencias enlazadoras ejemplares de 6 0 mas aminoacidos de longitud. Las proteinas
descritas en el presente documento pueden incluir cualquier combinacién de conectores adecuados entre los dedos de
zinc individuales de la proteina.

[0091] En determinadas formas de realizacion, el dominio de unién al ADN es una proteina con dedos de zinc disefiada
que se une (de una manera especifica de secuencia) a un sitio diana en un gen TCR o gen regulador de TCR y modula
la expresién de un gen TCR. En algunas formas de realizacién, la proteina con dedos de zinc se une a un sitio objetivo
en TCRA, mientras que, en otras formas de realizacion, el dedo de zinc se une a un sitio objetivo en TRBC.

[0092] Normalmente, las ZFP incluyen al menos tres dedos. Algunas de las ZFP incluyen cuatro, cinco o seis dedos.
Las ZFP que incluyen tres dedos normalmente reconocen un sitio objetivo que incluye 9 o 10 nucleétidos; las ZFP que
incluyen cuatro dedos normalmente reconocen un sitio objetivo que incluye de 12 a 14 nucleétidos; mientras que las ZFP
que tienen seis dedos pueden reconocer sitios objetivo que incluyen de 18 a 21 nucleétidos. Las ZFP también pueden ser
proteinas de fusion que incluyen uno o mas dominios reguladores, cuyos dominios pueden ser dominios de activacién o
represion transcripcional.

[0093] En algunas formas de realizacién, el dominio de unién al ADN puede derivarse de una nucleasa. Por ejemplo,
las secuencias de reconocimiento de endonucleasas y meganucleasas homing tales como [-Scel, 1-Ceul, PI-Pspl, PI-Sce,
1-ScelV, 1-Csml, 1-Panl, 1-Scell, 1-Ppol, I-Scelll, 1-Crel, 1-Tevl, 1-Tevll y 1-Tevlll se conocen. Véanse también la patente
de EE. UU. n°® 5.420.032; Patente de EE. UU. n°® 6.833.252; Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388; Dujon
etal. (1989) Gene 82:115-118; Perler et al. (1994) Nucleic Acids Res. 22, 1125-1127; Jasin (1996) Trends Genet. 12:224-
228; Gimble et al. (1996) J Mol. Biol. 263:163-180; Argast et al. (1998) J Mol. Biol. 280:345-353 y el catalogo de New
England Biolabs. Ademas, la especificidad de unién al ADN de las endonucleasas y meganucleasas dirigidas se puede
disefiar para unirse a sitios objetivo no naturales. Véase, por ejemplo, Chevalier et al. (2002) Molec. Cell 10:895-905;
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Epinat et al. (2003) Nucleic Acids Res. 31:2952-2962; Ashworth et al. (2006) Nature 441:656-659; Paques et al. (2007)
Current Gene Therapy 7:49-66; Publicacién de patente estadounidense n°® 20070117128.

[0094] En otras formas de realizacion, el dominio de unién al ADN comprende un dominio disefiado a partir de un efector
TAL similar a los derivados de los patégenos vegetales Xanthomonas (véase Boch et al, (2009) Science 326: 1509-1512
y Moscou y Bogdanove, (2009) Science 326: 1501) y Ralstonia (véase Heuer et al. (2007) Applied and Environmental
Microbiology 73(13): 4379-4384); Solicitudes de patente de EE. UU. N°¢ 20110301073 y 20110145940. Se sabe que las
bacterias fitopatégenas del género Xanthomonas causan muchas enfermedades en importantes plantas de cultivo. La
patogenicidad de Xanthomonas depende de un sistema de secrecién conservado de tipo Il (T3S) que inyecta mas de 25
proteinas efectoras diferentes en la célula vegetal. Entre estas proteinas inyectadas se encuentran efectores similares a
activadores de la transcripcion (TALE) que imitan los activadores transcripcionales de las plantas y manipulan el
transcriptoma de las plantas (véase Kay et al. (2007) Science318:648-651). Estas proteinas contienen un dominio de
unién al ADN y un dominio de activacién transcripcional. Uno de los TALE mejor caracterizados es AvrBs3 de
Xanthomonas campestgris pv. Vesicatoria (ver Bonas et al. (1989) Mol Gen Genet 218: 127-136 y W0O2010079430). Los
TALE contienen un dominio centralizado de repeticiones en tdndem, cada repeticién contiene aproximadamente 34
aminoécidos, que son clave para la especificidad de unién al ADN de estas proteinas. Ademas, contienen una secuencia
de localizacién nuclear y un dominio de activacién transcripcional acido (para una revisién, véase Schornack S, et al.
(2006) J Plant Physiol 163(3): 256-272). Ademas, en la bacteria fitopatégena Ralstonia solanacearum se han encontrado
dos genes, denominados brgl 1y hpxl 7, que son homdélogos a la familia AvrBs3 de Xanthomonas en la cepa GMI1000
de biovar 1 de R. solanacearum y en la cepa RS1000 de biovar 4 (véase Heuer et al. al (2007) Appl y Envir Micro 73(13):
4379-4384). Estos genes son 98,9% idénticos en la secuencia de nuclebtidos entre si, pero se diferencian por una
eliminacién de 1.575 pb en el dominio repetido de hpxl 7. Sin embargo, ambos productos genéticos tienen menos del 40%
de identidad de secuencia con las proteinas de la familia AvrBs3 de Xanthomonas.

[0095] La especificidad de estos efectores TAL depende de las secuencias encontradas en las repeticiones en tandem.
La secuencia repetida comprende aproximadamente 102 pares de bases y las repeticiones son tipicamente homélogas
entre si en un 91-100% (Bonas et al, ibid). El polimorfismo de las repeticiones generalmente se ubica en las posiciones
12 y 13 y parece haber una correspondencia uno a uno entre la identidad de los diresiduos hipervariables (el diresiduo
variable repetido o regién RVR) en las posiciones 12 y 13 con la identidad de los nucledtidos contiguos en la secuencia
diana del efector TAL (véase Moscou y Bogdanove, (2009) Science 326:1501 y Boch et al. (2009) Science 326:1509-
1512). Experimentalmente, se ha determinado el c6digo natural para el reconocimiento del ADN de estos efectores TAL
de modo que una secuencia HD en las posiciones 12 y 13 (residuo variable repetido o RVR) conduce a una unién a la
citosina (C), NGseuneaT,NlaA C,GoT, NNseuneaAoG,yINGseuneaT. Estas repeticiones de unién al ADN
se han ensamblado en proteinas con nuevas combinaciones y nUimeros de repeticiones, para crear factores de
transcripcién artificiales que puedan interactuar con nuevas secuencias y activan la expresién de un gen informador no
endbgeno en células vegetales (Boch et al, ibid). Las proteinas TAL disefiadas se han vinculado a un medio dominio de
escisién de Fokl para producir una fusién de nucleasa del dominio efector TAL (TALEN), incluidas las TALEN con RVR
atipicos. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n° 8.586.526.

[0096] En algunas formas de realizacién, TALEN comprende un dominio de escisién o medio dominio de escisién de
endonucleasa (p. ej., Fokl). En otras formas de realizacién, la nucleasa TALE es una mega TAL. Estas nucleasas mega
TAL son proteinas de fusién que comprenden un dominio de unién al ADN TALE y un dominio de escisién de
meganucleasa. El dominio de escision de la meganucleasa es activo como monémero y no requiere dimerizacién para su
actividad. (Ver Boissel et al., (2013) Nucl Acid Res: 1-13, doi: 10.1093/nar/gkt1224).

[0097] En aln otras formas de realizacién, la nucleasa comprende una TALEN compacta. Se trata de proteinas de
fusién de cadena sencilla que unen un dominio de unién al ADN de TALE a un dominio de nucleasa Tevl. La proteina de
fusién puede actuar como una nickasa localizada por la regibn TALE o puede crear una rotura de doble hebra,
dependiendo de ddnde se encuentre el dominio de unién al ADN de TALE con respecto al dominio de nucleasa Tevl (ver
Beurdeley et al. (2013) Nat Comm: 1-8 DOI: 10.1038/ncomms2782). Ademas, el dominio de nucleasa también puede
exhibir funcionalidad de unién al ADN. Cualquier TALEN se puede utilizar en combinacién con TALEN adicionales (por
ejemplo, uno o més TALEN (cTALEN o Fokl-TALEN) con uno o mas mega-TALE.

[0098] Ademas, como se describe en estas y otras referencias, los dominios de dedos de zinc y/o proteinas de dedos
de zinc con multiples dedos o TALE se pueden unir entre si usando cualquier secuencia conectora adecuada, incluyendo,
por ejemplo, conectores de 5 0 mas aminoacidos en longitud. Véanse también las patentes estadounidenses numeros
6.479.626; 6.903.185; y 7.153.949 para secuencias enlazadoras ejemplares de 6 o mas aminoéacidos de longitud. Las
proteinas descritas en el presente documento pueden incluir cualquier combinacién de conectores adecuados entre los
dedos de zinc individuales de la proteina. Ademas, se ha descrito una mejora de la especificidad de unién para los
dominios de unién con dedos de zinc, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n®6.794.136.

[0099] En ciertas formas de realizacion, el dominio de unién al ADN es parte de un sistema de nucleasa CRISPR/Cas,
que incluye un ARN guia tnico (ARNsg) que se une al ADN. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.® 8.697.359 y
las publicaciones de patente de EE. UU. n.° 20150056705 y 20150159172. El locus CRISPR (repeticiones palindrémicas
cortas agrupadas y regularmente espaciadas), que codifica los componentes de ARN del sistema, y el locus cas (asociado
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a CRISPR), que codifica proteinas (Jansen et al.,, 2002. Mol. Microbiol. 43: 1565-1575; Makarova et al., 2002. Nucleic
Acids Res. 30: 482-496;) forman las secuencias genéticas del sistema de nucleasa CRISPR/Cas. Los loci CRISPR en
huéspedes microbianos contienen una combinacién de genes asociados a CRISPR (Cas), asi como elementos de ARN
no codificantes capaces de programar la especificidad de la escisiéon de acidos nucleicos mediada por CRISPR.

[0100] EI CRISPR de tipo Il es uno de los sistemas mejor caracterizados y lleva a cabo la rotura dirigida de la doble
hebra del ADN en cuatro pasos secuenciales. Primero, se transcriben dos ARN no codificantes, la matriz de pre-ARNcr y
el ARNtracr, del locus CRISPR. En segundo lugar, el ARNtracr se hibrida con las regiones repetidas del pre-ARNcr y
media el procesamiento del pre-ARNcr en ARNcrmaduros que contienen secuencias espaciadoras individuales. En tercer
lugar, el complejo ARNcr:ARNtracr maduro dirige el dominio funcional (p. ej., nucleasa como Cas) al ADN objetivo
mediante el emparejamiento de bases Watson-Crick entre el espaciador del ARNcr y el protoespaciador del ADN objetivo
junto al motivo adyacente al protoespaciador (PAM), un requisito adicional para el reconocimiento de objetivos.
Finalmente, Cas9 media la escision del ADN objetivo para crear una rotura bicatenaria dentro del protoespaciador. La
actividad del sistema CRISPR/Cas consta de tres pasos: (i) insercién de secuencias de ADN extrafias en la matriz CRISPR
para evitar futuros ataques, en un proceso llamado "adaptacién”, (ii) expresién de las proteinas relevantes, asi como
expresién y procesamiento de la matriz, seguido de (iii) interferencia mediada por ARN con el 4cido nucleico extrafio. Por
lo tanto, en la célula bacteriana, varias de las llamadas proteinas 'Cas' estan involucradas en la funcién natural del sistema
CRISPR/Cas y desempefian funciones como la insercién del ADN extrafio, etc.

[0101] En determinadas formas de realizacién, la proteina Cas puede ser un "derivado funcional" de una proteina Cas
de origen natural. Un "derivado funcional" de un polipéptido de secuencia nativa es un compuesto que tiene una propiedad
biolégica cualitativa en comun con un polipéptido de secuencia nativa. Los "derivados funcionales" incluyen, entre otros,
fragmentos de una secuencia nativa y derivados de un polipéptido de secuencia nativa y sus fragmentos, siempre que
tengan una actividad biolégica en comun con un polipéptido de secuencia nativa correspondiente. Una actividad biolégica
contemplada en el presente documento es la capacidad del derivado funcional de hidrolizar un sustrato de ADN en
fragmentos. El término "derivado" abarca variantes de secuencia de aminoacidos del polipéptido, modificaciones
covalentes y fusiones de los mismos, tales como proteinas Cas derivadas. Los derivados adecuados de un polipéptido
Cas o un fragmento del mismo incluyen, entre otros, mutantes, fusiones, modificaciones covalentes de la proteina Cas o
un fragmento de la misma. La proteina Cas, que incluye la proteina Cas o un fragmento de la misma, asi como derivados
de la proteina Cas o un fragmento de la misma, puede obtenerse a partir de una célula o sintetizarse quimicamente o
mediante una combinacién de estos dos procedimientos. La célula puede ser una célula que produce de forma natural
proteina Cas, o una célula que produce de forma natural proteina Cas y esta disefiada genéticamente para producir la
proteina Cas endégena a un nivel de expresion més alto o para producir una proteina Cas a partir de un acido nucleico
introducido exégenamente, cuyo acido nucleico El acido codifica un Cas que es igual o diferente al Cas end6geno. En
algunos casos, la célula no produce proteina Cas de forma natural y estad disefiada genéticamente para producir una
proteina Cas. En algunas formas de realizacién, la proteina Cas es un pequefio ortélogo de Cas9 para la administracién
a través de un vector VAA (Ran et al. (2015) Nature 510, p. 186).

[0102] En algunas formas de realizacién, el dominio de unién al ADN es parte de un sistema TtAgo (ver Swarts et al,
ibid; Sheng et al, ibid). En eucariotas, el silenciamiento de genes estd mediado por la familia de proteinas Argonautas
(Ago). En este paradigma, Ago estd unido a ARN pequefios (19-31 nt). Este complejo silenciador de proteina-ARN
reconoce los ARN objetivo mediante el emparejamiento de bases de Watson-Crick entre el ARN pequefio y el objetivo y
escinde endonucleoliticamente el ARN objetivo (Vogel (2014) Science 344:972-973). Por el contrario, las proteinas Ago
procariéticas se unen a pequefios fragmentos de ADN monocatenario y probablemente funcionan para detectar y eliminar
ADN extrafio (a menudo viral) (Yuan et al., (2005) Mol. Cell 19,405; Olovnikov, et al. (2013) Mol. Cell 51, 594, las proteinas
Ago procariéticas ejemplares incluyen aquellas de Aquifex aeolicus, Rhodobacter sphaeroides y Thermus thermophilus.

[0103] Una de las proteinas Ago procariotas mejor caracterizadas es la de T. thermophilus (TtAgo; Swarts et al. ibid).
TtAgo se asocia con fragmentos de ADN monocatenario de 15 nt o de 13-25 nt con grupos fosfato 5'. Este "ADN guia”
unido por TtAgo sirve para dirigir el complejo proteina-ADN para que se una a una secuencia de ADN complementaria de
Watson Crick en una molécula de ADN de terceros. Una vez que la informacion de secuencia en estos ADN guia ha
permitido la identificacion del ADN objetivo, el complejo de ADN guia TtAgo escinde el ADN objetivo. Este mecanismo
también esta respaldado por la estructura del complejo de ADN guia TtAgo mientras esta unido a su ADN objetivo (G.
Sheng et al,, ibid). Ago de Rhodobacter sphaeroides (RsAgo) tiene propiedades similares (Olivnikov et al. ibid).

[0104] Se pueden cargar ADN guia exdégenos de secuencia de ADN arbitraria en la proteina TtAgo (Swarts et al. ibid).
Dado que la especificidad de la escisién de TtAgo esta dirigida por el ADN guia, un complejo TtAgo-ADN formado con un
ADN guia exbégeno especificado por el investigador dirigira la escisién del ADN objetivo de TtAgo a un ADN objetivo
complementario especificado por el investigador. De esta manera, se puede crear una rotura de doble cadena dirigida en
el ADN. El uso del sistema de ADN guia TtAgo (o sistemas de ADN guia Ago ortdlogos de otros organismos) permite la
escisién dirigida del ADN gendmico dentro de las células. Dicha escisiéon puede ser monocatenaria o bicatenaria. Para la
escisién del ADN genémico de mamiferos, seria preferible utilizar una versién del codén TtAgo optimizada para la
expresion en células de mamiferos. Ademas, podria ser preferible tratar las células con un complejo TtAgo-ADN formado
in vitro donde la proteina TtAgo se fusiona con un péptido que penetra en las células. Ademés, podria ser preferible utilizar
una versién de la proteina TtAgo que haya sido alterada mediante mutagénesis para tener una actividad mejorada a 37°C.
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La escision de ADN mediada por ago-ARN podria usarse para afectar una variedad de resultados que incluyen eliminacién
de genes, adicién de genes dirigida, correccion de genes, eliminacidén de genes dirigida utilizando técnicas estandar en la
técnica para la explotacion de roturas de ADN.

[0105] Por tanto, se puede utilizar cualquier dominio de unién a ADN.
Moléculas de fusién

[0106] También se proporcionan moléculas de fusién que comprenden dominios de unién a ADN (por ejemplo, ZFP o
TALE, componentes CRISPR/Cas tales como ARN guia Unicos) como se describe en el presente documento asociados
con un dominio regulador (funcional) heterélogo (o fragmento funcional del mismo). Los dominios comunes incluyen, por
ejemplo, dominios de factores de transcripcién (activadores, represores, coactivadores, correpresores), silenciadores,
oncogenes (por ejemplo, miembros de la familia myc, jun, fos, myb, max, mad, rel, ets, bcl, myb, mos, etc.); enzimas
reparadoras del ADN y sus factores y modificadores asociados; enzimas de reordenamiento del ADN y sus factores y
modificadores asociados; proteinas asociadas a la cromatina y sus modificadores (por ejemplo, quinasas, acetilasas y
desacetilasas); y enzimas modificadoras del ADN (por ejemplo, metiltransferasas, topoisomerasas, helicasas, ligasas,
quinasas, fosfatasas, polimerasas, endonucleasas) y sus factores y modificadores asociados. Dichas moléculas de fusién
incluyen factores de transcripciéon que comprenden los dominios de unién al ADN descritos en el presente documento y
un dominio regulador transcripcional, asi como nucleasas que comprenden los dominios de unién al ADN y uno o mas
dominios de nucleasa.

[0107] Los dominios adecuados para lograr la activacion (dominios de activacién transcripcional) incluyen el dominio de
activacion de HSV VP16 (ver, por ejemplo, Hagmann et al., J. Virol. 71, 5952-5962 (1997)) receptores de hormonas
nucleares (ver, por ejemplo, Torchia et al., Curr. Opin. Cell. Biol. 10:373-383 (1998)); la subunidad p65 del factor nuclear
kappa B (Bitko & Barik, J Virol. 72:5610-5618 (1998) y Doyle & Hunt, Neuroreport 8:2937-2942 (1997)); Liu et al., Cancer
Gene Ther. 5:3-28 (1998)), o dominios funcionales quiméricos artificiales tales como VP64 (Beerli et al., (1998) Proc. Natl.
Acad Sci. EE. UU. 95:14623-33), y degron (Molinari et al., (1999) EMBO J. 18, 6439-6447). Dominios de activacién
ejemplares adicionales incluyen Oct 1, Oct-2A, Sp1, AP-2 y CTF1 (Seipel et al., EMBO J. 11, 4961-4968 (1992) asi como
p300, CBP, PCAF, SRCI PvALF, AtHD2A y ERF-2 Véase, por ejemplo, Robyr et al. (2000) Mol. 14:329-347; Leo et al.
(2000) Gene 245:1-11; Manteuffel-Cymborowska (1999) Acta Biochim. Pol. 46:77-89; (2000) Trends Biochem. 25:277-
283; y Lemon et al. (1999) Curr. Opin. Genet. Dev 9.499-504. Los dominios de activacién ejemplares adicionales incluyen,
pero no se limitan a OsGAI, HALF-1, C1, AP1, ARF-5,-6,-7 y -8, CPRF1, CPRF4, MYC-RP/GP y TRAB1. Véase, por
ejemplo, Ogawa et al. (2000) Gene 245.:21-29; Okanami et al. (1996) Genes Cells 1:87-99; 429; Ulmason et al. (1999)
Proc. Natl. Acad Sci. EE. UU. 96:5844-5849; Gong et al. (1999) Plant Mol. Biol. 41:33-44; y Hobo et al. (1999) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE. UU. 96:15,348-15,353.

[0108] Seré claro para los expertos en la técnica que, en la formacién de una proteina de fusién (o un &cido nucleico
que codifica la misma) entre un dominio de unién al ADN y un dominio funcional, ya sea un dominio de activacién o una
molécula que interactia con un dominio de activaciéon y es adecuado como dominio funcional. Basicamente, cualquier
molécula capaz de reclutar un complejo activador y/o una actividad activadora (tal como, por ejemplo, acetilacién de
histonas) en el gen diana es util como dominio activador de una proteina de fusién. Los dominios aislantes, los dominios
de localizacién y las proteinas remodeladoras de la cromatina tales como los dominios que contienen ISWI y/o las
proteinas del dominio de unién a metilo adecuadas para su uso como dominios funcionales en moléculas de fusidén se
describen, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n°® 7.053.264.

[0109] Los dominios de represion ejemplares incluyen, entre otros, KRAB A/B, KOX, gen temprano inducible por TGF-
beta (TIEG), v-erbA, SID, MBD2, MBD3, miembros de la familia DNMT (p. ej., DNMT1, DNMT3A, DNMT3B), Rb y MeCP2.
Véase, por ejemplo, Bird et al. (1999) Cell 99:451-454; Tyler et al. (1999) Cell 99:443-446; Knoepfler et al. (1999) Cell
99:447-450; y Robertson et al. (2000) Naturaleza Genet. 25:338-342. Los dominios de represién ejemplares adicionales
incluyen, entre otros, ROM2 y AtHD2A. Véase, por ejemplo, Chem et al. (1996) Plant Cell 8:305-321; y Wu et al. (2000)
Planta J. 22:19-27.

[0110] Las moléculas de fusidén se construyen mediante métodos de clonacién y conjugacién bioquimica que son bien
conocidos por los expertos en la técnica. Las moléculas de fusién comprenden un dominio de unién al ADN (p. ej., ZFP,
TALE, ARNgu) asociado con un dominio funcional (p. ej., un dominio de activacién o represién transcripcional). Las
moléculas de fusién también comprenden opcionalmente sefiales de localizacién nuclear (tales como, por ejemplo, las del
antigeno T medio SV40)y etiquetas de epitopos (tales como, por ejemplo, FLAG y hemaglutinina). Las proteinas de fusién
(y los acidos nucleicos que las codifican) estan disefiadas de manera que el marco de lectura traduccional se conserve
entre los componentes de la fusién.

[0111] Fusiones entre un componente polipeptidico de un dominio funcional (o un fragmento funcional del mismo) por
un lado, y un dominio de unién al ADN no proteico (por ejemplo, antibiético, intercalador, aglutinante de surcos menores,
acido nucleico) por el otro, se construyen mediante métodos de conjugacién bioquimica conocidos por los expertos en la
técnica. Véase, por ejemplo, el catédlogo de Pierce Chemical Company (Rockford, IL). Se han descrito métodos y
composiciones para realizar fusiones entre un aglutinante de surcos menores y un polipéptido. Mapp et al. (2000) Proc.
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Natl. Acad. Sci. EE. UU. 97:3930-3935. Ademés, los ARN guia Unicos del sistema CRISPR/Cas se asocian con dominios
funcionales para formar reguladores transcripcionales activos y nucleasas.

[0112] En determinadas formas de realizacién, el sitio diana esta presente en una regién accesible de la cromatina
celular. Las regiones accesibles se pueden determinar como se describe, por ejemplo, en las patentes estadounidenses
nameros 7.217.509 y 7.923.542. Si el sitio objetivo no esta presente en una regidén accesible de la cromatina celular, se
pueden generar una o mas regiones accesibles como se describe en las patentes estadounidenses nimeros 7.785.792 y
8.071.370. En formas de realizacién adicionales, el dominio de unién al ADN de una molécula de fusién es capaz de
unirse a la cromatina celular independientemente de si su sitio objetivo estd en una regién accesible o no. Por ejemplo,
dichos dominios de unién al ADN son capaces de unirse al ADN conector y/o al ADN nucleosomal. Ejemplos de este tipo
de dominio de unién al ADN "pionero" se encuentran en ciertos receptores de esteroides y en el factor nuclear 3 de los
hepatocitos (HNF3) (Cordingley et al. (1987) Cell 48:261-270; Pina et al. (1990) Cell 60:719-731; y Cirillo et al. (1998)
EMBO J. 17:244-254).

[0113] La molécula de fusién se puede formular con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, como saben los expertos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., 1985; y las patentes estadounidenses
nameros 6.453.242 y 6.534.261.

[0114] EI componente/dominio funcional de una molécula de fusién se puede seleccionar entre cualquiera de una
variedad de componentes diferentes capaces de influir en la transcripciéon de un gen una vez que la molécula de fusién
se une a una secuencia diana a través de su dominio de unién al ADN. Por tanto, el componente funcional puede incluir,
entre otros, diversos dominios de factores de ftranscripcién, tales como activadores, represores, coactivadores,
correpresores y silenciadores.

[0115] Se describen dominios funcionales ejemplares adicionales, por ejemplo, en las patentes estadounidenses
nameros 6.534.261 y 6.933.113.

[0116] También se pueden seleccionar dominios funcionales que estan regulados por pequefias moléculas o ligandos
exégenos. Por ejemplo, se puede emplear la tecnologia RheoSwitch® en la que un dominio funcional solo asume su
conformacién activa en presencia del ligando externo RheoChem™ (véase, por ejemplo, el documento US 20090136465).
Por tanto, la ZFP puede estar operativamente unida al dominio funcional regulable en el que la actividad resultante de la
ZFP-TF estéa controlada por el ligando externo.

Nucleasas

[0117] En determinadas formas de realizacién, la molécula de fusién comprende un dominio de unién de unién a ADN
asociado con un dominio de escisién (nucleasa). Como tal, la modificacién genética se puede lograr usando una nucleasa,
por ejemplo, una nucleasa modificada genéticamente. La tecnologia de nucleasas disefiadas se basa en la ingenieria de
proteinas de unién al ADN naturales. Por ejemplo, se ha descrito la ingenieria de endonucleasas dirigidas con
especificidades de unidén al ADN adaptadas. Chames et al. (2005) Nucleic Acids Res 33(20):e178; Arnould et al. (2006) J
Mol. Biol. 355:443-458. Ademas, también se ha descrito la ingenieria de ZFP. Véanse, por ejemplo, las patentes
estadounidenses nimeros 6.534.261; 6.607.882; 6.824.978; 6.979.539; 6.933.113; 7.163.824; y 7.013.219.

[0118] Ademaés, las ZFP y/o TALE se pueden fusionar con dominios de nucleasa para crear ZFN y TALEN - una entidad
funcional que es capaz de reconocer su objetivo de acido nucleico previsto a través de su dominio de unién al ADN
disefiado (ZFP o TALE)y provocar el ADN se cortara cerca del sitio de unién del ADN mediante la actividad de la nucleasa.

[0119] Por tanto, los métodos y composiciones descritos en el presente documento son ampliamente aplicables y
pueden implicar cualquier nucleasa de interés. Ejemplos no limitantes de nucleasas incluyen meganucleasas, TALEN y
nucleasas con dedos de zinc. La nucleasa puede comprender dominios de unidn y escisién de ADN heterdlogos (por
ejemplo, nucleasas con dedos de zinc; dominios de unién a ADN de meganucleasa con dominios de escisién heterélogos)
o, alternativamente, el dominio de unién a ADN de una nucleasa natural puede alterarse para unirse a un sitio diana
seleccionado (por ejemplo, una meganucleasa que ha sido disefiada para unirse a un sitio diferente al sitio de unién afin).

[0120] En cualquiera de las nucleasas descritas en el presente documento, la nucleasa puede comprender un dominio
de unién a ADN TALE disefiado y un dominio de nucleasa (por ejemplo, dominio de endonucleasa y/o meganucleasa),
también denominados TALEN. Se han publicado métodos y composiciones para disefiar estas proteinas TALEN para una
interaccidn robusta y especifica del sitio con la secuencia objetivo elegida por el usuario (consulte la patente de EE. UU.
N° 8.586.526). En algunas formas de realizacién, TALEN comprende un dominio de escisién o medio dominio de escisién
de endonucleasa (p. ej., Fokl). En otras formas de realizacién, la nucleasa TALE es una mega TAL. Estas meganucleasas
TAL son proteinas de fusién que comprenden un dominio de unién al ADN TALE y un dominio de escisién de
meganucleasa. El dominio de escision de la meganucleasa es activo como monémero y no requiere dimerizacién para su
actividad. (Ver Boissel et al., (2013) Nucl Acid Res: 1-13, doi: 10.1093/nar/gktl224). Ademas, el dominio de nucleasa
también puede exhibir funcionalidad de unién al ADN.
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[0121] En aun otras formas de realizacién, la nucleasa comprende una TALEN compacta (cTALEN). Se trata de
proteinas de fusién de cadena sencilla que unen un dominio de unién al ADN de TALE a un dominio de nucleasa Tevl. La
proteina de fusién puede actuar como una nickasa localizada por la regién TALE o puede crear una rotura de doble hebra,
dependiendo de ddnde se encuentre el dominio de unién al ADN de TALE con respecto al dominio de nucleasa Tevl (ver
Beurdeley et al. (2013) Nat Comm: 1-8 DOI: 10.1038/ncomms2782). Se puede usar cualquier TALEN en combinacién con
TALEN adicionales (por ejemplo, uno o mas TALEN (cTALEN o FokIl-TALEN) con uno o mas mega-TAL) u otras enzimas
de escisién de ADN.

[0122] En ciertas formas de realizacion, la nucleasa comprende una meganucleasa (endonucleasa localizada) o una
porcidén de la misma que exhibe actividad de escisién. Las meganucleasas naturales reconocen sitios de escisién de 15
a 40 pares de bases y comlUnmente se agrupan en cuatro familias: la familia LAGLIDADG, la familia GIY-YIG, la familia
His-Cyst box y la familia HNH. Las endonucleasas de localizacién ejemplares incluyen I-Scel, |-Ceul, PI-Pspl, PI-Sce, I-
ScelV, |-Csml, I|-Panl, |-Scell, |-Ppol, |-Scelll, |-Crel, I-Tevl, |-Tevll y I|-Tevlll. Se conocen sus secuencias de
reconocimiento. Véanse también la patente de EE. UU. n°® 5.420.032; Patente de EE. UU. n°® 6.833.252; Belfort et al.
(1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3388; Dujon et al. (1989) Gene 82:115-118; Perler et al. (1994) Nucleic Acids Res. 22,
1125-1127; Jasin (1996) Trends Genet. 12:224-228; Gimble et al. (1996) J Mol. Biol. 263:163-180; Argast et al. (1998) J
Mol. Biol. 280:345-353 y el catélogo de New England Biolabs.

[0123] Se han utilizado dominios de unién a ADN de meganucleasas naturales, principalmente de la familia
LAGLIDADG, para promover la modificacién genémica especifica de sitio en plantas, levaduras, Drosophila, células de
mamiferos y ratones, pero este enfoque se ha limitado a la modificacién de genes homélogos que conservan la secuencia
de reconocimiento de meganucleasa (Monet etal. (1999), Biochem. Biophysics. Res. Common. 255: 88-93) o de genomas
predisefiados en los que se ha introducido una secuencia de reconocimiento (Route et (1994), Mol Cell. 14: 8096-1086,
Proc Natl. EE. UU. 93: 5055-60; Rong et al. (2002), Genes Dev. 16: 1568-81; En consecuencia, se han realizado intentos
de disefiar meganucleasas para que exhiban una nueva especificidad de unién en sitios médica o biotecnolégicamente
relevantes (Porteus et al. (2005), Nat. Biotechnol. 23: 967-73; Sussman et al. (2004), J Mol. Biol. 342: 31-41; Epinat et al.
(2003), Nucleic Acids Res. 31: 2952-62; Nucleic Acids Res. 31:2952-2962; Ashworth et al. (2006) Nature 441:656-659;
Paques et al. (2007) Current Gene Therapy 7:49-66; Publicacién de patente de EE. UU. N°¢20070117128; 20060206949;
20060153826, 20060078552; y 20040002092). Ademas, los dominios de unién a ADN de meganucleasas naturales o
disefiados pueden unirse operativamente con un dominio de escisién de una nucleasa heteréloga (por ejemplo, Fokl) y/o
los dominios de escisién de meganucleasas pueden unirse operativamente con un dominio de unién a ADN heterélogo
(ej., ZFP o TALE).

[0124] En otras formas de realizacién, la nucleasa es una nucleasa con dedos de zinc (ZFN) o una fusién de nucleasa
y dominio de unién a ADN TALE (TALEN). Los ZFN y TALEN comprenden un dominio de unién al ADN (proteina con
dedos de zinc o dominio de unién al ADN TALE) que ha sido disefiado para unirse a un sitio objetivo en un gen de eleccién
y un dominio de escisién 0 un semidominio de escisién (p. ej., de una restriccién y/o 0 meganucleasa como se describe
en el presente documento).

[0125] Como se describié en detalle anteriormente, los dominios de unién a dedos de zinc y los dominios de unién a
ADN TALE pueden disefiarse para unirse a una secuencia de eleccion. Véase, por ejemplo, Beerli et al. (2002) Nature
Biotechnol. 20:135-141; Pabo et al. (2001) Ann. Rev. Biochem. 70:313-340; Isalan et al. (2001) Nature Biotechnol. 19:656-
660; Segal et al. (2001) Curr. Opin. Biotechnol. 12:632-637; Choo et al. (2000) Curr. Opin. Struct. Biol. 10:411-416. Un
dominio de unién con dedos de zinc disefiado o proteina TALE puede tener una especificidad de unién novedosa, en
comparacién con una proteina natural. Los métodos de ingenieria incluyen, entre otros, disefio racional y varios tipos de
seleccion. El disefio racional incluye, por ejemplo, el uso de bases de datos que comprenden secuencias de nucleétidos
tripletes (o cuadruples) y secuencias de aminoacidos de dedos de zinc o TALE individuales, en las que cada secuencia
de nucleétidos triplete o cuadruple esta asociada con una o més secuencias de aminoacidos de dedos de zinc o unidades
de repeticiones TALE que se unen a la secuencia particular triplete o cuadruple. Véanse, por ejemplo, las patentes
estadounidenses 6.453.242 y 6.534.261.

[0126] Seleccion de sitios diana; y los expertos en la técnica conocen métodos para el disefio y construcciéon de
proteinas de fusion (y polinucleétidos que las codifican) y se describen en detalle en las patentes estadounidenses
nameros 7.888.121 y 8.409.861.

[0127] Ademas, como se describe en estas y otras referencias, los dominios de dedos de zinc, TALE y/o proteinas de
dedos de zinc multiples pueden unirse entre si usando cualquier secuencia conectora adecuada, incluyendo, por ejemplo,
conectores de 5 0 mas aminoacidos en longitud. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses nimeros 6.479.626;
6.903.185; y 7.153.949 para secuencias enlazadoras ejemplares de 6 0 mas aminoacidos de longitud. Las proteinas
descritas en el presente documento pueden incluir cualquier combinacién de conectores adecuados entre los dedos de
zinc individuales de la proteina. Véase también la patente de EE. UU. n°® 8.772.453.

[0128] Por tanto, las nucleasas tales como ZFN, TALEN y/o meganucleasas pueden comprender cualquier dominio de
unién a ADN y cualquier dominio (de escisién) de nucleasa (dominio de escisién, semidominio de escisién). Como se
sefialé anteriormente, el dominio de escisién puede ser heterélogo al dominio de unién a ADN, por ejemplo, un dominio
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de unién a ADN con dedos de zinc o efector TAL y un dominio de escisién de una nucleasa o un dominio de unién a ADN
de meganucleasa y un dominio de escisién de un dominio de una nucleasa diferente. Los dominios de escisién heterélogos
pueden obtenerse a partir de cualquier endonucleasa o exonucleasa. Las endonucleasas ejemplares de las que se puede
derivar un dominio de escision incluyen, entre otras, endonucleasas de restriccién y endonucleasas homing. Véase, por
ejemplo, Catalogue 2002-2003, New England Biolabs, Beverly, MA; y Belfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-
3388. Se conocen enzimas adicionales que escinden el ADN (p. e€j., nucleasa S1; nucleasa de frijol mungo; ADNasa |
pancreatica; nucleasa microcécica; endonucleasa HO de levadura; véase también Linn et al. (eds.) Nucleases, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1993). Una o0 més de estas enzimas (o fragmentos funcionales de las mismas) pueden usarse
como fuente de dominios de escisién y semidominios de escision.

[0129] De manera similar, un semidominio de escisién puede derivarse de cualquier nucleasa o porcién de la misma,
como se establece anteriormente, que requiere dimerizacidn para la actividad de escisiéon. En general, se requieren dos
proteinas de fusién para la escisién si las proteinas de fusién comprenden semidominios de escisién. Alternativamente,
se puede utilizar una Unica proteina que comprende dos semidominios de escisién. Los dos semidominios de escisién
pueden derivarse de la misma endonucleasa (o fragmentos funcionales de la misma), o cada semidominio de escisién
puede derivarse de una endonucleasa diferente (o fragmentos funcionales de la misma). Ademés, los sitios diana para
las dos proteinas de fusién estan dispuestos preferentemente, uno con respecto al otro, de manera que la unién de las
dos proteinas de fusién a sus respectivos sitios diana coloca los semidominios de escisién en una orientacidén espacial
entre si que permite la semidominios de escisién para formar un dominio de escisién funcional, por ejemplo, mediante
dimerizacién. Por tanto, en determinadas formas de realizacién, los bordes cercanos de los sitios diana estan separados
por 5-8 nucleétidos o por 15-18 nucleétidos. Sin embargo, cualquier nimero integral de nucleétidos o pares de nucleétidos
puede intervenir entre dos sitios diana (por ejemplo, de 2 a 50 pares de nucleétidos o mas). En general, el sitio de escisién
se encuentra entre los sitios objetivo, pero puede estar a 1 o mas kilobases de distancia del sitio de escisién, incluyendo
entre 1 y 50 pares de bases (o cualquier valor entre ellos, incluyendo 1-5, 1-10 y 1- 20 pares de bases), 1-100 pares de
bases (o cualquier valor intermedio), 100-500 pares de bases (o cualquier valor intermedio), 500 a 1000 pares de bases
(o cualquier valor intermedio) o incluso més de 1 kb del sitio de escision.

[0130] Las endonucleasas de restriccion (enzimas de restriccién) estan presentes en muchas especies y son capaces
de unirse de forma especifica a una secuencia al ADN (en un sitio de reconocimiento) y escindir el ADN en o cerca del
sitio de unién. Ciertas enzimas de restriccion (p. ej., tipo 1IS) escinden el ADN en sitios eliminados del sitio de
reconocimiento y tienen dominios de unién y escision separables. Por ejemplo, la enzima Fok | de tipo IIS cataliza la
escisién bicatenaria del ADN, a 9 nucledtidos de su sitio de reconocimiento en una cadena y a 13 nucleétidos de su sitio
de reconocimiento en la otra. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses 5.356.802; 5.436.150 y 5.487.994; asi
como Li et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 89:4275-4279; Li et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 90:2764-
2768; Kim et al. (1994a) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 91:883-887; Kim et al. (1994b) J Biol. Chem. 269:31,978-31,982.
Por tanto, en una forma de realizacion, las proteinas de fusién comprenden el dominio de escisién (0 medio dominio de
escisién) de al menos una enzima de restriccién de tipo IIS y uno 0 més dominios de unién a dedos de zinc, que pueden
disefiarse o no.

[0131] Una enzima de restriccion de tipo |IS ejemplar, cuyo dominio de escisién es separable del dominio de unién, es
Fok I. Esta enzima particular es activa como un dimero. Bitinaite et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 95: 10.570-
10.575. Por consiguiente, para los fines de la presente divulgacion, la porcidén de la enzima Fok | utilizada en las proteinas
de fusién divulgadas se considera un semidominio de escisiéon. Por lo tanto, para la escisién bicatenaria dirigida y/o el
reemplazo dirigido de secuencias celulares usando fusiones de dedos de zinc-Fok |, se pueden usar dos proteinas de
fusidén, cada una de las cuales comprende un medio dominio de escisién Fokl, para reconstituir un dominio de escisién
cataliticamente activo. Alternativamente, también se puede usar una Unica molécula polipeptidica que contiene un dominio
de unién con dedos de zinc y dos semidominios de escision de Fok |. Los parametros para la escisién dirigida y la
alteracién de la secuencia dirigida usando fusiones de dedos de zinc-Fok | se proporcionan en otra parte de esta
divulgacion.

[0132] Un dominio de escisibn o semidominio de escisién puede ser cualquier porcién de una proteina que conserve la
actividad de escision, o que conserve la capacidad de multimerizarse (por ejemplo, dimerizar) para formar un dominio de
escision funcional.

[0133] En la publicacién internacional WO 07/014275 se describen enzimas de restriccién de tipo IS ejemplares. Las
enzimas de restriccién adicionales también contienen dominios de unién y escisidn separables, y estos estan
contemplados en la presente divulgacion. Véase, por ejemplo, Roberts et al. (2003) Nucleic Acids Res. 31:418-420.

[0134] En ciertas formas de realizacién, el dominio de escisién comprende uno o méas semidominios de escisidn
disefiados (también denominados mutantes del dominio de dimerizacién) que minimizan o previenen la homodimerizacion,
como se describe, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. N°¢7.914.796; 8.034.598 y 8.623.618; y publicacién de patente
estadounidense n.° 20110201055. Residuos de aminoacidos en las posiciones 446, 447, 479, 483, 484, 486, 487, 490,
491, 496, 498, 499, 500, 531, 534, 537 y 538 de Fok | son todos objetivos para influir en la dimerizacién de los
semidominios de escision de Fok |.
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[0135] Los semidominios de escisiéon disefiados a modo de ejemplo de Fok | que forman heterodimeros obligados
incluyen un par en el que un primer semidominio de escisién incluye mutaciones en residuos de aminoécidos en las
posiciones 490 y 538 de Fok | y un segundo semidominio de escisién incluye mutaciones en los residuos de aminoacidos
486 y 499.

[0136] Asi, en una forma de realizacién, una mutacién en 490 reemplaza Glu (E) con Lys (K); la mutacién en 538
reemplaza Iso (l) con Lys (K), la mutacién en 486 reemplazé Gin (Q) con Glu (E); y la mutacidén en la posicién 499
reemplaza Iso (1) con Lys (K). Especificamente, los semidominios de escisién disefiados descritos en este documento se
prepararon mutando las posiciones 490 (E>K) y 538 (1->K) en un semidominio de escisién para producir un medio
dominio de escision disefiado designado " E490K:1538K" y mutando las posiciones 486 (Q>E) y 499 (1->L) en otro medio
dominio de escisidén para producir un medio dominio de escisién disefiado designado "Q486E:1499L". Los semidominios
de escision disefiados descritos en este documento son mutantes heterodimeros obligados en los que se minimiza o
elimina la escisién aberrante. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n® 7.914.796 y 8.034.598. En determinadas
formas de realizacion, el medio dominio de escisién disefiado comprende mutaciones en las posiciones 486, 499 y 496
(numeradas en relacién con Fokl de tipo salvaje), por ejemplo, mutaciones que reemplazan el residuo Gln (Q) de tipo
salvaje en la posicién 486 con un Glu (E). residuo, el residuo Iso (I) de tipo salvaje en la posicién 499 con un residuo Leu
(L) y el residuo Asn (N) de tipo salvaje en la posicién 496 con un residuo Asp (D) o Glu (E) (también denominado dominios
"ELD" y "ELE", respectivamente). En otras formas de realizacidén, el semidominio de escision disefiado comprende
mutaciones en las posiciones 490, 538 y 537 (numeradas en relacién con Fokl de tipo salvaje), por ejemplo, mutaciones
que reemplazan el residuo Glu (E) de tipo salvaje en la posicién 490 con un Lys (K), el residuo Iso () de tipo salvaje en la
posicién 538 con un residuo Lys (K) y el residuo His (H) de tipo salvaje en la posicién 537 con un residuo Lys (K) o un
residuo Arg (R) (también conocidos como dominios "KKK" y "KKR", respectivamente). En otras formas de realizacién, el
semidominio de escisidén disefiado comprende mutaciones en las posiciones 490 y 537 (numeradas en relacién con Fokl
de tipo salvaje), por ejemplo, mutaciones que reemplazan el residuo Glu (E) de tipo salvaje en la posicién 490 con un
residuo Lys (K) y el residuo His (H) de tipo salvaje en la posicién 537 con un residuo Lys (K) o un residuo Arg (R) (también
denominados dominios "KIK" y "KIR", respectivamente). Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses nimeros
7.914.796; 8.034.598 y 8.623.618. En otras formas de realizacién, el medio dominio de escisién 2 disefiado comprende
las mutaciones "Sharkey" y/o "Sharkey" (véase Guo et al, (2010) J Mol. Biol. 400(1):96-107).

[0137] Alternativamente, las nucleasas pueden ensamblarse in vivo en el sitio diana del acido nucleico utilizando la
denominada tecnologia de "enzima dividida" (ver, por ejemplo, la publicacién de patente de EE. UU. n® 20090068164).
Los componentes de tales enzimas divididas pueden expresarse en construcciones de expresién separadas o pueden
unirse en un marco de lectura abierto donde los componentes individuales estdn separados, por ejemplo, mediante un
péptido 2A de autoescisién o una secuencia IRES. Los componentes pueden ser dominios de unién a dedos de zinc
individuales o dominios de un dominio de unién a &cido nucleico de meganucleasa.

[0138] Las nucleasas (por ejemplo, ZFN y/o TALEN) se pueden seleccionar para determinar su actividad antes de su
uso, por ejemplo, en un sistema cromosémico basado en levadura como se describe en la patente de EE. UU. n°
8.563.314.

[0139] En ciertas formas de realizacién, la nucleasa comprende un sistema CRISPR/Cas. El locus CRISPR (repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas), que codifica los componentes de ARN del sistema, y el
locus Cas (asociado a CRISPR), que codifica proteinas (Jansen et al., 2002. Mol. Microbiol. 43: 1565-1575 Makarova et
al., 2002. Nucleic Acids Res. 30: 482-496; Makarova et al., 20086. Biol Direct 1: 7; Haft et al., 2005. PLoS Comput. Biol. 1:
e60) forman las secuencias genéticas del sistema de nucleasa CRISPR/Cas. Los loci CRISPR en huéspedes microbianos
contienen una combinacién de genes asociados a CRISPR (Cas), asi como elementos de ARN no codificantes capaces
de programar la especificidad de la escisiéon de acidos nucleicos mediada por CRISPR.

[0140] EI CRISPR de tipo Il es uno de los sistemas mejor caracterizados y lleva a cabo la rotura dirigida de la doble
cadena del ADN en cuatro pasos secuenciales. Primero, se transcriben dos ARN no codificantes, la matriz de pre-ARNcr
y el ARNtracr, del locus CRISPR. En segundo lugar, el ARNtracr se hibrida con las regiones repetidas del pre-ARNcry
media el procesamiento del pre-ARNcr en ARNcr maduros que contienen secuencias espaciadoras individuales. En tercer
lugar, el complejo ARNcr:ARNtracr maduro dirige Cas9 al ADN objetivo mediante el emparejamiento de bases Watson-
Crick entre el espaciador del ARNcr y el protoespaciador en el ADN objetivo junto al motivo adyacente al protoespaciador
(PAM), un requisito adicional para el reconocimiento del objetivo. Finalmente, Cas9 media la escisiéon del ADN objetivo
para crear una rotura bicatenaria dentro del protoespaciador. La actividad del sistema CRISPR/Cas consta de tres pasos:
(i) insercién de secuencias de ADN extrafias en la matriz CRISPR para evitar futuros ataques, en un proceso llamado
"adaptacion”, (ii) expresién de las proteinas relevantes, asi como la expresion y procesamiento de la matriz, seguido de
(iii) interferencia mediada por ARN con el 4cido nucleico extrafio. Asi, en la célula bacteriana, varias de las llamadas
proteinas 'Cas' estan implicadas en la funcién natural del sistema CRISPR/Cas y desempefian funciones como la insercidn
del ADN extrafio, etc.

[0141] En determinadas formas de realizacién, la proteina Cas puede ser un "derivado funcional" de una proteina Cas
de origen natural. Un "derivado funcional" de un polipéptido de secuencia nativa es un compuesto que tiene una propiedad
biolégica cualitativa en comin con un polipéptido de secuencia nativa. Los "derivados funcionales" incluyen, entre otros,
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fragmentos de una secuencia nativa y derivados de un polipéptido de secuencia nativa y sus fragmentos, siempre que
tengan una actividad biolégica en comun con un polipéptido de secuencia nativa correspondiente. Una actividad biolégica
contemplada en el presente documento es la capacidad del derivado funcional de hidrolizar un sustrato de ADN en
fragmentos. El término "derivado" abarca tanto variantes de secuencia de aminoacidos del polipéptido, como
modificaciones covalentes y fusiones de los mismos. Los derivados adecuados de un polipéptido Cas o un fragmento del
mismo incluyen, entre otros, mutantes, fusiones, modificaciones covalentes de la proteina Cas o un fragmento de la
misma. La proteina Cas, que incluye la proteina Cas o un fragmento de la misma, asi como derivados de la proteina Cas
o un fragmento de la misma, puede obtenerse a partir de una célula o sintetizarse quimicamente o mediante una
combinacién de estos dos procedimientos. La célula puede ser una célula que produce de forma natural proteina Cas, o
una célula que produce de forma natural proteina Cas y esta disefiada genéticamente para producir la proteina Cas
endbgena a un nivel de expresién més alto o para producir una proteina Cas a partir de un acido nucleico introducido
exdégenamente, cuyo acido nucleico codifica un Cas que es igual o diferente al Cas endégeno. En algunos casos, la célula
no produce proteina Cas de forma natural y esta disefiada genéticamente para producir una proteina Cas.

[0142] Sistemas de nucleasa CRISPR/Cas ejemplares dirigidos a genes TCR y otros genes se describen, por ejemplo,
en la publicacién de EE. UU. n.° 20150056705. La(s) nucleasa(s) pueden realizar uno o mas cortes bicatenarios y/o
monocatenarios en el sitio de destino. En determinadas formas de realizacién, la nucleasa comprende un dominio de
escisién cataliticamente inactivo (por ejemplo, proteina Fokl y/o Cas). Véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n°
9.200.266; 8.703.489 y Guillinger et al. (2014) Nature Biotechnol. 32(6):577-582. El dominio de escisién cataliticamente
inactivo puede, en combinacién con un dominio cataliticamente activo, actuar como una nickasa para realizar un corte
monocatenario. Por lo tanto, se pueden usar dos nickasas en combinacién para realizar un corte bicatenario en una regién
especifica. También se conocen en la técnica nickasas adicionales, por ejemplo, McCaffery et al. (2016) Nucleic Acids
Res. 44(2):e11. doi: 10.1093/nar/gkv878. Publicacion electrénica del 19 de octubre de 2015.

Entrega

[0143] Las proteinas (por ejemplo, factores de transcripcién, nucleasas, moléculas TCR y CAR), polinucleétidos y/o
composiciones que comprenden las proteinas y/o polinucleétidos descritos en el presente documento pueden
administrarse a una célula diana mediante cualquier medio adecuado, incluyendo, por ejemplo, mediante inyeccién de la
proteina y/o componentes de ARNm. En algunas formas de realizacién, las proteinas se introducen en la célula mediante
compresién celular (véase Kollmannsperger et al. (2016) Nat Comm 7, 10372 doi:10.1038/ncomms10372).

[0144] Las células adecuadas incluyen, entre otras, células y/o lineas celulares eucariéticas y procaridticas. Los
ejemplos no limitantes de dichas células o lineas celulares generadas a partir de dichas células incluyen células T, COS,
CHO (p. ej., CHO-S, CHO-K1, CHO-DG44, CHO-DUXB11, CHO-DUKX, CHOK18V), VERO, MDCK, WI38, V79,
B14AF28-G3, BHK, HaK, NSO, SP2/0-Ag14, Hela, HEK293 (p. ej., HEK293-F, HEK293-H, HEK293-T) y células perC8,
asi como células de insecto como Spodopterafugiperda (Sf), o células fungicas como Saccharomyces, Pichia y
Schizosaccharomyces. En determinadas formas de realizacién, la linea celular es una linea celular CHO-K1, MDCK o
HEK293. Las células adecuadas también incluyen células madre tales como, a modo de ejemplo, células madre
pluripotentes inducidas (células iPS), células madre hematopoyéticas, células madre neuronales y células madre
mesenquimales.

[0145] Los métodos para administrar proteinas que comprenden dominios de unién al ADN como se describen en el
presente documento se describen, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. N° 6.453.242; 6.503.717; 6.534.261;
6.599.692; 6.607.882; 6.689.558; 6.824.978; 6.933.113; 6.979.539; 7.013.219; y 7.163.824.

[0146] Los dominios de unién a ADN y las proteinas de fusién que comprenden estos dominios de unién a ADN como
se describe en el presente documento también pueden administrarse usando vectores que contienen secuencias que
codifican una o mas de las proteinas de unién a ADN. Ademas, también se pueden administrar acidos nucleicos
adicionales (por ejemplo, donantes) a través de estos vectores. Puede usarse cualquier sistema de vectores, incluidos,
entre otros, vectores plasmidos, vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores de adenovirus, vectores de poxvirus;
vectores de herpesvirus y vectores de virus adenoasociados, etc. Véanse también las patentes de EE. UU. nimeros
6.534.261; 26.607.882; 6.824.978; 6.933.113; 6.979.539; 7.013.219; y 7.163.824. Ademas, seré evidente que cualquiera
de estos vectores puede comprender una o més secuencias codificantes de proteinas de unién al ADN y/o acidos
nucleicos adicionales, segln corresponda. Por lo tanto, cuando se introducen en la célula una o mas proteinas de unién
a ADN como se describen en el presente documento, y ADN adicionales segln corresponda, pueden transportarse en el
mismo vector o en vectores diferentes. Cuando se usan multiples vectores, cada vector puede comprender una secuencia
que codifica una o multiples proteinas de unién a ADN y 4cidos nucleicos adicionales segln se desee.

[0147] Se pueden usar métodos convencionales de transferencia de genes basados en virus y no virus para introducir
acidos nucleicos que codifican proteinas de unién a ADN disefiadas en células (por ejemplo, células de mamifero) y tejidos
diana y para co-introducir secuencias de nucleétidos adicionales segin se desee. Dichos métodos también se pueden
usar para administrar acidos nucleicos (por ejemplo, proteinas que codifican proteinas de unién a ADN y/o donantes) a
células in vitro. En determinadas formas de realizacién, los acidos nucleicos se administran para usos de terapia génica
in vivo 0 ex vivo. Los sistemas de administracién de vectores no virales incluyen plasmidos de ADN, acido nucleico
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desnudo y acido nucleico complejado con un vehiculo de administracién tal como un liposoma, una nanoparticula lipidica
0 un poloxamero. Los sistemas de administracién de vectores virales incluyen virus de ADN y ARN, que tienen genomas
episomales o integrados después de su administraciéon a la célula. Para una revisién de los procedimientos de terapia
génica, véase Anderson, Science 256:808-813 (1992), Nabel y Felgner, TIBTECH 11:211-217 (1993); Mitani y Caskey,
TIBTECH 11:162-166 (1993); Dillon, TIBTECH 11:167-175 (1993); Miller, Nature 357:455-460 (1992); Van Brunt,
Biotechnology 6(10):1149-1154 (1988); Vigne, Restorative Neurology and Neuroscience 8:35-36 (1995); Kremer y
Perricaudet, British Medical Bulletin 51(1):31-44 (1995); Haddada et al., en Current Topics in Microbiology and Immunology
Doerfler y Bohm (eds.) (1995); y Yu et al., Gene Therapy 1:13-26 (1994).

[0148] Los métodos de administracién no viral de acidos nucleicos incluyen electroporacion, lipofeccién, microinyeccion,
biolistica, virosomas, liposomas, nanoparticulas de lipidos, inmunoliposomas, policatién o conjugados de lipido:acido
nucleico, ADN desnudo, ARNm, viriones artificiales y absorcién mejorada por agentes de ADN. La sonoporacién utilizando,
por ejemplo, el sistema Sonitron 2000 (Rich-Mar) también puede usarse para la administracién de acidos nucleicos. En
una forma de realizacién preferida, uno o mas acidos nucleicos se administran como ARNm. También se prefiere el uso
de ARNm protegidos para aumentar la eficiencia traduccional y/o la estabilidad del ARNm. Se prefieren especialmente las
tapas ARCA (analogo de tapa anti-inversiéon) o dos variantes de las mismas. Véanse las patentes estadounidenses
nameros 7.074.596 y 8.153.773.

[0149] Los sistemas de administracion de 4cido nucleico ejemplares adicionales incluyen los proporcionados por Amaxa
Biosystems (Colonia, Alemania), Maxcyte, Inc. (Rockville, Maryland), BTX Molecular Delivery Systems (Holliston, MA) y
Copernicus Therapeutics Inc, (ver, por ejemplo, el documento US6008336). La lipofeccién se describe, por ejemplo, en
los documentos US 5.049.386, US 4.946.787; y US 4.897.355) y los reactivos de lipofeccién se venden comercialmente
(por ejemplo, Transfectam™, Lipofectin™ y Lipofectamine™ RNAIMAX). Los lipidos catiénicos y neutros que son
adecuados para una lipofeccién eficaz de polinucleétidos con reconocimiento de receptores incluyen los de Felgner, WO
91/17424, WO 91/16024. La administracién puede ser a células (administracion ex vivo) o tejidos diana (administracion in
Vivo).

[0150] La preparacién de complejos de lipido:acido nucleico, incluidos liposomas dirigidos tales como complejos de
inmunolipidos, es bien conocida por un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Crystal, Science 270:404-410 (1995);
Blaese et al., Cancer Gene Ther. 2:291-297 (1995); Bioconjugate Chem. 5:382-389 (1994); et al., Gene Therapy 2:710-
722 (1995); Ahmad et al., Cancer Res 52:4817-4820 (1992, 4.485.054, 4.501,728, 4.774.085, 4.837.028 y 4.946.787).

[0151] Los métodos de administracién adicionales incluyen el uso de empaquetar los acidos nucleicos que se
administraran en vehiculos de administracién (EDV) EnGenelC. Estos EDV se administran especificamente a los tejidos
diana utilizando anticuerpos biespecificos en los que un brazo del anticuerpo tiene especificidad por el tejido diana y el
otro tiene especificidad por el EDV. El anticuerpo lleva los EDV a la superficie de la célula diana y luego el EDV ingresa a
la célula mediante endocitosis. Una vez en la célula, el contenido se libera (ver, MacDiarmid et al. (2009) Nature
Biotechnology 27(7) p. 643).

[0152] EIl uso de sistemas basados en ARN o ADN viral para la administracion de &cidos nucleicos que codifican
proteinas de unién a ADN disefiadas y/o donantes (por ejemplo, CAR o ACTR), segln se desee, aprovecha procesos
altamente evolucionados para dirigir un virus a células especificas en el cuerpo y transportando la carga viral al nucleo.
Los vectores virales se pueden administrar directamente a los pacientes (in vivo) o se pueden usar para tratar células in
vitro y las células modificadas se administran a los pacientes (ex vivo). Los sistemas basados en virus convencionales
para la administraciéon de acidos nucleicos incluyen, entre otros, vectores de virus retrovirales, lentivirus, adenovirales,
adenoasociados, vaccinia y herpes simple para transferencia de genes. La integracién en el genoma del huésped es
posible con los métodos de transferencia de genes de retrovirus, lentivirus y virus adenoasociados, lo que a menudo da
como resultado una expresidén a largo plazo del transgén insertado. Ademas, se han observado altas eficiencias de
transduccién en muchos tipos de células y tejidos diana diferentes.

[0153] EI tropismo de un retrovirus se puede alterar incorporando proteinas de envoltura extrafias, ampliando la
poblacién diana potencial de células diana. Los vectores lentivirales son vectores retrovirales que pueden transducir o
infectar células que no se dividen y normalmente producen titulos virales elevados. La seleccién de un sistema de
transferencia de genes retrovirales depende del tejido diana. Los vectores retrovirales se componen de repeticiones
terminales largas que actlan en cis y tienen capacidad de empaquetamiento para hasta 6-10 kb de secuencia extrafia.
Las LTR minimas que actlan en cis son suficientes para la replicaciéon y empaquetamiento de los vectores, que luego se
usan para integrar el gen terapéutico en la célula diana para proporcionar una expresién transgénica permanente. Los
vectores retrovirales ampliamente utilizados incluyen aquellos basados en el virus de la leucemia murina (MuLV), el virus
de la leucemia del simio gibon (GalLV), el virus de la inmunodeficiencia simia (S1V), el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y combinaciones de los mismos (véase, por ejemplo, Buchscher et al., J Virol 66:2731-2739 (1992); Johann et al., J
Virol 66:1635-1640 (1992); J Virol 63:2374-2378 (1989); Miller et al., J Virol 65:2220-2224 (1991);

[0154] En aplicaciones en las que se prefiere la expresién transitoria, se pueden usar sistemas basados en adenovirus.
Los vectores basados en adenovirus son capaces de lograr una eficiencia de transduccién muy alta en muchos tipos de
células y no requieren divisién celular. Con dichos vectores se han obtenido titulos elevados y niveles elevados de
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expresion. Este vector se puede producir en grandes cantidades en un sistema relativamente simple. Los vectores del
virus asociado a Adena ("VAA") también se usan para transducir células con acidos nucleicos diana, por ejemplo, en la
produccién in vitro de &cidos nucleicos y péptidos, y para procedimientos de terapia génica /in vivo y ex vivo (véase, por
ejemplo, West et al., Virology 160:38-47 (1987); Patente de EE. UU. n°® 4.797.368; Kotin, Human Gene Therapy 5:793-
801 (1994); Muzyczka, J. Clin. Invest. 94:1351 (1994). La construccién de vectores VAA recombinantes se describe en
varias publicaciones, incluyendo la patente de EE. UU. n°® 5.173.414; Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 (1985);
Tratschin, et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081 (1984); Hermonat & Muzyczka, PNAS USA 81:6466-6470 (1984); y Samulski
etal., J. Virol. 63.03822-3828 (1989).

[0155] Actualmente estan disponibles al menos seis enfoques de vectores virales para la transferencia de genes en
ensayos clinicos, que utilizan enfoques que implican la complementacion de vectores defectuosos mediante genes
insertados en lineas celulares auxiliares para generar el agente transductor.

[0156] pLASN y MFG-S son ejemplos de vectores retrovirales que se han utilizado en ensayos clinicos (Dunbar et al.,
Blood 85:3048-305 (1995); Kohn et al., Nat. Med I: 1017-102 (1995), Malech et al., PNAS USA 94:22 12133-12138 (1997)).
PA317/pLASN fue el primer vector terapéutico utilizado en un ensayo de terapia génica. (Blaese et al., Science 270:475-
480 (1995)). Se han observado eficiencias de transduccién del 50 % o mas para los vectores empaquetados MFG-S.
(Ellem et al., Immunol Immunother. 44(1):10-20 (1997); Dranoff et al., Hum. Gene Ther. 1:111-2 (1997).

[0157] Los vectores de virus adenoasociados recombinantes (VAAr) son sistemas de administracién de genes
alternativos prometedores basados en el virus adenoasociado de tipo 2 parvovirus defectuoso y no patégeno. Todos los
vectores derivan de un pldsmido que retiene sélo las repeticiones terminales invertidas de 145 pb de VAA que flanquean
el casete de expresién transgénica. La transferencia eficiente de genes y la entrega estable de transgenes debido a la
integracién en los genomas de la célula transducida son caracteristicas clave de este sistema de vector. (Wagner et al,,
Lancet 351:9117 1702-3 (1998), Kearns et al., Gene Ther. 9:748-55 (1996)). También se pueden usar otros serotipos de
VAA, incluidos VAA1, VAA3, VAA4, VAAS, VAAB, VAAS, VAASB.2, VAA9 y VAArh10 y VAA pseudotipificados tales como
VAA2/8, VAA2/5 y VAA2/6 de acuerdo con la presente invencion.

[0158] Los vectores adenovirales recombinantes (Ad) con replicacién deficiente pueden producirse con titulos elevados
e infectar facilmente varios tipos de células diferentes. La mayoria de los vectores de adenovirus estan disefiados de
manera que un transgén reemplace los genes Ad E1a, E1b y/o E3; posteriormente, el vector de replicacion defectuosa se
propaga en células 293 humanas que suministran la funcién del gen eliminado en trans. Los vectores publicitarios pueden
transducir multiples tipos de tejidos in vivo, incluidas células diferenciadas que no se dividen, como las que se encuentran
en el higado, los rifiones y los musculos. Los vectores publicitarios convencionales tienen una gran capacidad de carga.
Un ejemplo del uso de un vector Ad en un ensayo clinico implicé la terapia con polinucleétidos para la inmunizacién
antitumoral con inyeccidn intramuscular (Sterman et al., Hum. Gene Ther. 7:1083-9 (1998)). Ejemplos adicionales del uso
de vectores de adenovirus para la transferencia de genes en ensayos clinicos incluyen Rosenecker et al., Infection 24:1
5-10 (1996); Sterman et al., Hum. Gene Ther. 9:7 1083-1089 (1998); Welsh et al., Hum. Gene Ther. 2:205-18 (1995);
Alvarez et al., Hum. Gene Ther. 5:597-613 (1997); Topf et al., Gene Ther. 5:507-513 (1998); Sterman et al., Hum. Gene
Ther. 7:1083-1089 (1998).

[0159] Las células empaquetadoras se usan para formar particulas de virus que son capaces de infectar una célula
huésped. Dichas células incluyen 293 células, que empaquetan adenovirus, y células w2 o células PA317, que
empagquetan retrovirus. Los vectores virales utilizados en terapia génica generalmente son generados por una linea celular
productora que empaqueta un vector de acido nucleico en una particula viral. Los vectores normalmente contienen las
secuencias virales minimas requeridas para el empaquetamiento y la posterior integracién en un huésped (si
corresponde), siendo reemplazadas otras secuencias virales por un casete de expresion que codifica la proteina que se
va a expresar. Las funciones virales que faltan son aportadas en trans por la linea celular empaquetadora. Por ejemplo,
los vectores de VAA utilizados en terapia génica normalmente solo poseen secuencias de repeticién terminal invertida
(ITR) del genoma de VAA que son necesarias para el empaquetado y la integraciéon en el genoma del huésped. El ADN
viral estd empaquetado en una linea celular que contiene un plasmido auxiliar que codifica los otros genes de VAA, a
saber, rep y cap, pero que carece de secuencias ITR. La linea celular también esta infectada con adenovirus como
ayudante. El virus auxiliar promueve la replicacién del vector VAA y la expresion de genes VAA a partir del pladsmido
auxiliar. El plasmido auxiliar no estd empaquetado en cantidades significativas debido a la falta de secuencias ITR. La
contaminacién con adenovirus se puede reducir, por ejemplo, mediante un tratamiento térmico al que el adenovirus es
mas sensible que el VAA. Ademaés, el VAA se puede fabricar utilizando un sistema de baculovirus (véanse, por ejemplo,
las patentes estadounidenses 6.723.551 y 7.271.002).

[0160] La purificacion de particulas de VAA de un sistema 293 o baculovirus normalmente implica el crecimiento de las
células que producen el virus, seguido de la recoleccién de las particulas virales del sobrenadante celular o la lisis de las
células y la recoleccién del virus del lisado crudo. A continuacién, el VAA se purifica mediante métodos conocidos en la
técnica que incluyen cromatografia de intercambio idnico (p. ej., véanse las patentes de EE. UU. 7.419.817 y 6.989.264),
cromatografia de intercambio i6nico y centrifugacion de densidad en CsClI (p. ej., publicacion PCT W0O2011094198A10),
cromatografia de inmunoafinidad (p. ej.,, WO2016128408) o purificacién usando AVB Sepharose (por ejemplo, GE
Healthcare Life Sciences).

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983043 T3

[0161] En muchas aplicaciones de terapia génica, es deseable que el vector de terapia génica se suministre con un alto
grado de especificidad a un tipo de tejido particular. En consecuencia, se puede modificar un vector viral para que tenga
especificidad por un tipo de célula determinado expresando un ligando como una proteina de fusién con una proteina de
cubierta viral en la superficie exterior del virus. El ligando se elige para que tenga afinidad por un receptor que se sabe
que esta presente en el tipo de célula de interés. Por ejemplo, Han et al., (Proc. Natl. Acad Sci. EE. UU. 92:9747-9751
(1995)), informaron que el virus de la leucemia murina de Moloney puede modificarse para expresar heregulina humana
fusionada a gp70, y el virus recombinante infecta ciertas células de cédncer de mama humano que expresan el receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano. Este principio se puede extender a otros pares de células diana-virus, en
los que la célula diana expresa un receptor y el virus expresa una proteina de fusién que comprende un ligando para el
receptor de la superficie celular. Por ejemplo, se pueden disefiar fagos filamentosos para que presenten fragmentos de
anticuerpos (por ejemplo, FAB o Fv) que tengan afinidad de unién especifica por practicamente cualquier receptor celular
elegido. Aunque la descripcidn anterior se aplica principalmente a vectores virales, se pueden aplicar los mismos principios
a vectores no virales. Dichos vectores pueden disefiarse para que contengan secuencias de captacién especificas que
favorezcan la captacion por células diana especificas.

[0162] Los vectores de terapia génica pueden administrarse /n vivo mediante administraciéon a un paciente individual,
tipicamente mediante administracién sistémica (por ejemplo, infusién intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
subdérmica o intracraneal) o aplicacién tépica, como se describe a continuacién. Alternativamente, los vectores pueden
administrarse a células ex vivo, tales como células explantadas de un paciente individual (por ejemplo, linfocitos, aspirados
de médula ésea, biopsia de tejido) o células madre hematopoyéticas de donante universal, seguido de la reimplantacion
de las células en un paciente normalmente después de la seleccién de células que han incorporado el vector.

[0163] La transfeccién de células ex vivo para diagnéstico, investigacién, trasplante o terapia génica (por ejemplo,
mediante reinfusion de las células transfectadas en el organismo huésped) es bien conocida por los expertos en la técnica.
En una forma de realizacion preferida, las células se aislan del organismo en cuestién, se transfectan con un é&cido
nucleico de proteinas de unién a ADN (gen o ADNc) y se vuelven a infundir en el organismo en cuestién (por ejemplo,
paciente). Los expertos en la técnica conocen bien diversos tipos de células adecuados para la transfeccién ex vivo
(véase, por ejemplo, Freshney et al., Culture of Animal Cells, A Manual of Basic Technique (32 ed. 1994)) y las referencias
citadas en el mismo para una discusién sobre cdmo aislar y cultivar células de pacientes).

[0164] En una forma de realizacidn, las células madre se usan en procedimientos ex vivo para transfeccién celular y
terapia génica. La ventaja de utilizar células madre es que pueden diferenciarse en otros tipos de células /n vitro o pueden
introducirse en un mamifero (como el donante de las células) donde se injertaran en la médula ésea. Se conocen métodos
para diferenciar células CD34+ in vitro en tipos de células inmunitarias clinicamente importantes utilizando citocinas tales
como GM-CSF, IFN-y y TNF-a (véase Inaba et al., J. Exp. Med 176:1693-1702 (1992)).

[0165] Se aislan células madre para transduccion y diferenciacién usando métodos conocidos. Por ejemplo, las células
madre se aislan de células de la médula ésea analizando las células de la médula 6sea con anticuerpos que se unen a
células no deseadas, como CD4+ y CD8+ (células T), CD45+ (células panB), GR-1 (granulocitos) y lad (células
presentadoras de antigeno diferenciadas) (véase Inaba et al., J. Exp. Med. 176:1693-1702 (1992)).

[0166] Las células madre que han sido modificadas también se pueden usar en algunas formas de realizacién. Por
ejemplo, las células madre neuronales que se han hecho resistentes a la apoptosis pueden usarse como composiciones
terapéuticas donde las células madre también contienen los TF ZFP de la invencion. La resistencia a la apoptosis puede
producirse, por ejemplo, eliminando BAX y/o BAK utilizando ZFN especificas de BAX o BAK (véase la solicitud de patente
estadounidense n°® 12/456.043) en las células madre, o aquellas que se alteran en un caspasa, huevamente usando ZFN
especificas de caspasa-6, por ejemplo. Estas células pueden transfectarse con los TF ZFP que se sabe que regulan el
TCR.

[0167] Los vectores (por ejemplo, retrovirus, adenovirus, liposomas, etc.) que contienen proteinas terapéuticas de unién
a ADN (o acidos nucleicos que codifican estas proteinas) también se pueden administrar directamente a un organismo
para la transduccién de células in vivo. Alternativamente, se puede administrar ADN desnudo. La administracién se realiza
mediante cualquiera de las vias normalmente utilizadas para introducir una molécula en contacto final con células
sanguineas o tisulares, incluidas, entre otras, inyeccién, infusién, aplicacion tdpica y electroporacién. Los métodos
adecuados para administrar tales &cidos nucleicos estén disponibles y son bien conocidos por los expertos en la técnica
y, aungue se puede usar mas de una ruta para administrar una composicidén particular, una ruta particular a menudo puede
proporcionar una reaccién mas inmediata y mas efectiva que otra ruta.

[0168] Los métodos para la introduccién de ADN en células madre hematopoyéticas se describen, por ejemplo, en la
patente de EE. UU. n® 5928638. Los vectores dUtiles para la introduccién de transgenes en células madre
hematopoyéticas, por ejemplo, células CD34+, incluyen adenovirus tipo 35.

[0169] Los vectores adecuados para la introduccién de transgenes en células inmunitarias (por ejemplo, células T)
incluyen vectores de lentivirus no integrantes. Véase, por ejemplo, Ory et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU.
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93:11382-11388; Dull et al. (1998) J. Virol. 72:8463-8471; Zuffery et al. (1998) J Virol. 72:9873-9880; Follenzi et al. (2000)
Nature Genetics 25:217-222.

[0170] Los vehiculos farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por la composicién particular que se
administra, asi como por el método particular usado para administrar la composicién. Por consiguiente, existe una amplia
variedad de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas disponibles, como se describe a continuacién
(véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., 1989).

[0171] Como se sefialé anteriormente, los métodos y composiciones divulgados se pueden usar en cualquier tipo de
célula, incluidas, entre otras, células procariéticas, células flngicas, células de arqueas, células vegetales, células de
insectos, células animales, células de vertebrados, células de mamiferos y células humanas, incluidas células T y células
madre de cualquier tipo. Los expertos en la técnica conocen lineas celulares adecuadas para la expresion de proteinas e
incluyen, entre otras, COS, CHO (por ejemplo, CHO-S, CHO-K1, CHO-DG44, CHO-DUXB11), VERO, MDCK, WI38, V79,
BI4AF28-G3, BHK, HaK, NSO, SP2/0-Agl4, HeLa, HEK293 (p. ej., HEK293-F, HEK293-H, HEK293-T), perCsg, células de
insectos como Spodoptera fugiperda (Sf), y células de hongos como Saccharomyces, Pichia y Schizosaccharomyces.
También se pueden utilizar progenie, variantes y derivados de estas lineas celulares.

Aplicaciones

[0172] Las composiciones y métodos divulgados se pueden usar para cualquier aplicacién en la que se desee modular
la expresion y/o funcionalidad de TCR, incluidas, entre otras, aplicaciones terapéuticas y de investigacién en las que es
deseable la modulacién de TCR. Por ejemplo, las composiciones divulgadas se pueden usar in vivo y/o ex vivo (terapias
celulares) para alterar la expresion de TCR endégenos en células T modificadas para terapia celular adoptiva para
expresar uno o mas CAR exdgenos, TCR exdgenos u otras moléculas receptoras especificas a céncer, tratando y/o
previniendo asi el cancer. Ademés, en tales entornos, la anulacién de la expresién de TCR dentro de una célula puede
eliminar o reducir sustancialmente el riesgo de una reaccién cruzada no deseada con tejido sano no objetivo (es decir,
una respuesta de injerto contra huésped).

[0173] Los métodos y composiciones también incluyen composiciones de células madre en las que los genes TCRA y/o
TCRB dentro de las células madre han sido modulados (modificados) y las células comprenden ademas un ACTR y/o un
CAR y/o un TCR aislado o disefiado. Por ejemplo, se pueden introducir células madre hematopoyéticas alogénicas
moduladas con desactivacién o desactivacién de TCR en un paciente compatible con HLA después de la ablacién de la
médula 6sea. Estas HSC alteradas permitirian la recolonizacidén del paciente, pero no causarian una posible GvHD. Las
células introducidas también pueden tener otras alteraciones para ayudar durante la terapia posterior (por ejemplo,
resistencia a la quimioterapia) para tratar la enfermedad subyacente. Las células nulas de TCR también se utilizan como
terapia "lista para usar" en situaciones de sala de emergencias con pacientes traumatizados.

[0174] Los métodos y composiciones de la invencién también son Utiles para el disefio e implementacion de modelos in
vitro e in vivo, por ejemplo, modelos animales de TCR o trastornos asociados, lo que permite el estudio de estos trastornos.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Disefio de nucleasas especificas de TCR

[0175] Se construyeron ZFN especificas de TCR para permitir la introduccién especifica de sitio de roturas de doble
hebra en el gen TCRa (TCRA). Las ZFN se disefiaron esencialmente como se describe en Urnov et al. (2005) Nature
435(7042):646-65|, Lombardo et al. (2007) Nat Biotechnol. Nov;25(11): 1298-3086, y publicaciones de patentes de EE. UU.
2008-0131962, 2015-016495, 2014-0120622, 2014-0301990 y patente de EE. UU. 8.956.828. Los pares de ZFN se
dirigieron a diferentes sitios en la regién constante del gen TCRA (ver Figura 1). Las hélices de reconocimiento para pares
de ZFN ejemplares, asi como la secuencia objetivo, se muestran a continuacién en la Tabla 1. Los sitios objetivo de los
disefios de dedos de zinc TCRA se muestran en la primera columna. Los nucledtidos en el sitio objetivo a los que se
dirigen las hélices de reconocimiento de ZFP se indican en letras mayuUsculas; nuclebtidos no dirigidos indicados en
minusculas. También se muestran los conectores utilizados para unir el dominio de nucleasa Fokl y el dominio de unién
al ADN de ZFP (consulte la publicacion de patente de EE. UU. 20150132269). Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos
del conector de dominio LO es dominio de unién a ADN-dominio de nucleasa QLVKS-Fokl (SEQ ID NO:5). De manera
similar, las secuencias de aminoécidos para el conector de dominio N7a es el dominio de unién a ADN SGTPHEVGVYTL
del dominio de nucleasa Fokl (SEQ ID NO:6), y N7¢ es el dominio de unién a ADN SGAIRCHDEFWF-dominio de nucleasa
Fokl (SEQ ID NO:7).
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[0176] Se ensayaron todas las ZFN y se encontrd que se unian a sus sitios diana y que eran activas como nucleasas.

[0177] También se construyeron ARN guia para el sistema CRISPR/Cas9 de S. pyogenes para dirigirse al gen TCRA.
Véase también la publicaciéon de EE. UU. n.° 201500566705 para obtener ARN guia dirigidos alfa de TCR adicionales.
Las secuencias diana en el gen TCRA se indican, asi como las secuencias de ARN guia en la Tabla 2 a continuacién.
Todos los ARN guia se prueban en el sistema CRISPR/Cas9 y se encuentran activos.

Tabla 2: ARN guia para la regién constante de TCRA humano (TRAC)
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[0178] Por tanto, las nucleasas descritas en el presente documento (por ejemplo, nucleasas que comprenden una ZFP
o un dominio de unién a ADN de ARNg) se unen a sus sitios diana y escinden el gen TCRA, realizando de este modo
modificaciones genéticas dentro de un gen TCRA que comprende cualquiera de las SEQ ID NO:6-48 o 137-205,
incluyendo modificaciones (inserciones y/o eliminaciones) dentro de cualquiera de estas secuencias (SEQ ID NO:8-21 y/o
92-103) y/o modificaciones dentro de las siguientes secuencias: AACAGT, AGTGCT, CTCCT, TTGAAA, TGGACTT y/o
AATCCTC (ver Figura 1B). Las nucleasas TALE dirigidas a estos sitios objetivo también estan disefiadas y resultan
funcionales en términos de unién y actividad.

[0179] Ademas, todos los dominios de unién a ADN (ZFP y ARNgu) se unen a sus sitios objetivo y los dominios de unidn
a ADN ZFP, TALE y ARNs que reconocen estos sitios objetivo también se formulan en factores de transcripcién activos
disefiados cuando se asocian con uno o mas dominios reguladores transcripcionales.

Ejemplo 2: Actividad nucleasa in vitro

[0180] Las ZFN descritas en la Tabla 1 se usaron para probar la actividad nucleasa en células K562. Para ensayar la
actividad de escisién, los plasmidos que codifican los pares de ZFN especificos de TCRA humano descritos anteriormente
se transfectaron en células K562 con plasmido o ARNm. Las células K562 se obtuvieron de la American Type Culture
Collection y se cultivaron segun lo recomendado en medio RPMI (Invitrogen) suplementado con suero bovino fetal
calificado al 10% (FBS, Cyclone). Para la transfeccién, se clonaron ORF para las nucleasas activas enumeradas en la
Tabla 1 en un vector de expresién optimizado para la produccion de ARNm que porta UTR 5'y 3' y una sefial poliA
sintética. Los ARNm se generaron utilizando el kit mMessage mMachine T7 Ultra (Ambion) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La sintesis in vitro de ARNm de nucleasa utilizé un vector basado en pVAX que contiene un promotor T7,
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la nucleasa propiamente dicha y un motivo poliA para la adicién enzimatica de una cola poliA después de la reaccidén de
transcripcién in vitro, o un vector basado en pGEM que contiene un promotor T7, un 5'UTR, la nucleasa propiamente
dicha, una 3'UTR y una extensidén poliA de 64 pb, o un amplicon de PCR que contiene un promotor T7, una 5'UTR, la
nucleasa propiamente dicha, una 3'UTR y una extensién poliA de 60 pb. Se mezclaron un millén de células K562 con 250
ng o 500 ng del ARNm que codifica ZFN. Las células se transfectaron en un Amaxa Nucleofector IITM usando el programa
T-16 y se recuperaron en 1,4 mL de medio RPMI tibio + FBS al 10 %. La actividad nucleasa se evalu6 mediante
secuenciacién profunda (MiSeq, Illumina) segun los protocolos estandar tres dias después de la transfeccidén. Los
resultados se presentan a continuacién en la Tabla 3.

Tabla 3: Actividad de la nucleasa de dedos de zinc
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[0181] También se han descrito previamente TALEN especificos de TCRA altamente activos (ver documento
W02014153470).

[0182] También se ensayaron los sistemas CRISPR/Cas9 especificos de TCRA humano. La actividad de los sistemas
CRISPR/Cas9 en células K562 humanas se midié mediante analisis MiSeq. La escisién de la secuencia de ADN de TCRA
endbgena por Cas9 se analiza mediante secuenciacién de alto rendimiento (Miseq, lllumina).

[0183] En estos experimentos, Cas9 se suministré en un plasmido pVAX, y el ARNgu se suministra en un plasmido bajo
el control de un promotor (por ejemplo, el promotor U6 o un promotor CMV). Los plasmidos se mezclaron a 100 ng de
cada uno o0 400 ng de cada uno y se mezclaron con 2e5 células por ejecucion. Las células se transfectaron utilizando el
sistema Amaxa. Brevemente, se utiliza un kit de transfeccién Amaxa y los acidos nucleicos se transfectan utilizando un
protocolo lanzadera Amaxa estandar. Después de la primera transfeccién, las células se dejan reposar durante 10 minutos
a temperatura ambiente y luego se resuspenden en RPMI precalentado. A continuacién, las células se cultivan en
condiciones estédndar a 37 °C. El ADN gendmico se aislé 7 dias después de la transfeccidén y se sometié a anélisis MiSeq.

[0184] Brevemente, se analiz6 la actividad de los ARN guia enumerados en la Tabla 2. Los ARN guia se probaron en
tres configuraciones diferentes: GO es la configuracién descrita anteriormente. G1 usé un vector pVAX que comprende un
promotor CMV que impulsa la expresién del gen Cas9 y un casete de expresion de trazador de ARN guia U6 donde la
transcripciéon de ambos marcos de lectura est4 en la misma orientacién. G2 es similar a G1 excepto que los casetes de
expresion Cas9 y U6-Guide estan en orientaciones opuestas. Estas tres configuraciones se probaron utilizando 100 ng o
400 ng de ADN transfectado, y los resultados se presentan a continuacién en la Tabla 4. Los resultados se expresan como
'porcentaje de indeles' 0 "NHEJ%", donde 'indeles' significa pequefias inserciones y/o o eliminaciones encontradas como
resultado del proceso de reparacién de NHEJ propenso a errores en el sitio de una escisién de doble cadena inducida por
nucleasa.
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Tabla 4: Actividad CRISPR/Cas
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[0185] Como se muestra, las nucleasas descritas en el presente documento inducen escisién y modificaciones
gendmicas en el sitio objetivo.

[0186] Por tanto, las nucleasas descritas en el presente documento (por ejemplo, nucleasas que comprenden una ZFP,
un TALE o un dominio de unién a ADN de ARNg) se unen a sus sitios diana y escinden el gen TCRA, realizando de este
modo modificaciones genéticas dentro de un gen TCRA que comprende cualquiera de las SEQ ID NO:8-21 o0 92-103,
incluidas modificaciones (inserciones y/o eliminaciones) dentro de cualquiera de estas secuencias (SEQ ID NO:8-21, 92-
103); modificaciones dentro de 1-50 (p. €j., 1 a 10) pares de bases de estas secuencias de genes; modificaciones entre
sitios objetivo de sitios objetivo emparejados (para dimeros); y/o modificaciones dentro de una o més de las siguientes
secuencias: AACAGT, AGTGCT, CTCCT, TTGAAA, TGGACTT y/o AATCCTC (ver Figura 1B).

[0187] Ademas, todos los dominios de unién al ADN (ZFP, TALE y ARNgu) se unen a sus sitios diana y también se
formulan en factores de transcripcion disefiados activos cuando se asocian con uno 0 mas dominios reguladores de la
transcripcién.

Ejemplo 3: Actividad ZFN especifica de TCRA en células T

[0188] Los pares de ZFN especificos de TCRA también se probaron en células T humanas para determinar la actividad
nucleasa. Los ARNm que codifican las ZFN se transfectaron en células T purificadas. Brevemente, las células T se
obtuvieron a partir del producto de leucoféresis y se purificaron utilizando el sistema Miltenyi CliniMACS (seleccién dual
CD4 y CD8). A continuacidn, estas células se activaron utilizando Dynabeads (ThermoFisher) segun el protocolo del
fabricante. 3 dias después de la activacion, las células se transfectaron con tres dosis de ARNm (60, 120 y 250 pg/mL)
usando un electroporador Maxcyte (Maxcyte), OC-100, 30e6 células/mL, volumen de 0,1 mL. Las células se analizaron
para determinar la modificacién de TCRA objetivo mediante secuenciacion profunda (Miseq, lllumina) 10 dias después de
la transfeccién. La viabilidad celular y el crecimiento celular (duplicaciones celulares totales) se midieron durante los 13-
14 dias de cultivo. Ademas, se midié el TCR en la superficie celular de las células tratadas mediante analisis FACS
estandar el dia 10 de la tincién del cultivo para CD3.
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[0189] Los pares de ZFN especificos de TCRA estaban todos activos en células T y algunos eran capaces de causar
més del 80 % de modificacién del alelo de TCRA en estas condiciones (véanse

[0190] las Figuras 2A y 2B). De manera similar, las células T tratadas con ZFN perdieron la expresion de CD3, donde
el anélisis FACS mostré que en algunos casos entre el 80 y el 90 % de las células T eran CD3 negativas (Figura 3). Una
comparacién entre el porcentaje de TCRA modificado por 2ZFN y la pérdida de CD3 en estas células demostré un alto
grado de correlacién (Figura 4). La viabilidad celular fue comparable a los controles de tratamiento simulados, y el
crecimiento de células knockout para TCRA también fue comparable a los controles (ver Figura 5A-5D).

Ejemplo 4: Doble eliminaciéon de B2M y TCRA con integracion dirigida

[0191] Se usaron nucleasas como se describié anteriormente y la nucleasa dirigida B2M descrita en la Tabla 5 (ver
también las solicitudes provisionales de EE. UU. N° 62/269,410, presentada el 18 de diciembre de 2015; 62/305,097; y
el numero provisional de EE. UU. 62/329,439) para inactivar B2M y TCRA e introducir, mediante integracién dirigida, un
donante (transgén) en el locus TCRA o B2M. Las ZFN especificas de B2M se muestran a continuacién en la Tabla 5:

Tabla 5: Disefios de ZFN especificos de B2M
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[0192] En este experimento, el par ZFN especifico de TCRA fue SBS#55266/SBS#53853, que comprende la secuencia
TTGAAA entre los sitios objetivo de ZFN especificos de TCRA (Tabla 1), y el par B2M fue SBS#57332/SBS#57327. (Tabla
5), que comprende la secuencia TCAAAT entre los sitios diana de ZFN especificos de B2M.

[0193] Brevemente, las células T (AC-TC-006) se descongelaron y activaron con dinabeads CD3/28 (proporcién de
células:perlas 1:3) en medio de cultivo de células T X-vivol5 (dia 0). Después de dos dias en cultivo (dia 2), se afiadi6 al
cultivo celular un donante de VAA (que comprende un transgén GFP y brazos de homologia con el gen TCRA o B2M),
excepto que también se mantuvieron los grupos de control sin donante. Al dia siguiente (dia 3), se agregaron TCRA y
B2M ZFN mediante administracién de ARNm en los siguientes 5 grupos:
(a) Grupo 1 (solo TCRAy B2M ZFN, sin donante): TCRA 120 ug/mL: B2M solo 60 ug/mL;
(b) Grupo 2 (TCRA y B2M ZFN y donante con brazos de homologia de TCRA): TCRA 120 ug/mL; B2M 60 ug/mL y
VAA (TCRA-Site E-hPGK-eGFP-Clone E2) 1E5vg/célula;
(c¢) Grupo 3 (TCRA Yy B2M ZFN y donante con brazos de homologia de TCRA): TCRA 120 ug/mL; B2M 60 ug/mL; y
VAA (TCRA-Sitio E-hPGK-eGFP-Clon E2) 3E4vg/célula;
(d) Grupo 4 (TCRA y B2M ZFN y donante con brazos de homologia B2M): TCRA 120 ug/mL; B2M 60ug/mL y VAA
(pVAA B2M-hPGK GFP) 1E5vg/célula;
(e) Grupo 5 (TCRA Y B2M ZFN y donante con brazos de homologia B2M): TCRA 120ug/mL; B2M 60ug/mL y VAA
(pVAA B2M - hPGK GFP) 3E4vg/célula.

Todos los experimentos se realizaron a una densidad celular de 3,7 células/ml utilizando el protocolo descrito en la

solicitud de EE. UU. n°® 15/347.182 (choque por frio extremo) y se cultivaron hasta choque por frio a 30°C durante la noche
después de la electroporacion.
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[0194] Al dia siguiente (dia 4), las células se diluyeron a 0,5-6 células/ml y se transfirieron a cultivos a 37°C. Tres dias
después (dia 7), las células se diluyeron nuevamente a 0,5-6 células/ml. Después de tres y siete dias mas en cultivo (dias
10 y 14, respectivamente), se recogieron las células para anélisis FACS y MiSeq (diluidas a 0,5-6 células/ml).

[0195] Como se muestra en la Figura 6, la expresién de GFP indicd que la integracién objetivo fue exitosa y que las
células modificadas genéticamente que comprenden modificaciones B2M y TCRA (inserciones y/o eliminaciones) dentro
de los sitios objetivo de nucleasa (o dentro de 1 a 50, 1-20, Se obtuvieron 1-10 o 1-5 pares de bases de los sitios objetivo
de nucleasa), incluidos dentro de TTGAAA y TCAAAT (entre los sitios objetivo emparejados) como se describe en el
presente documento.

[0196] También se realizan experimentos en los que se integra un transgén CAR en el locus B2M y/o TCRA para crear
inactivaciones dobles de B2M/TCRA que expresan un CAR.

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2983043 T3

REIVINDICACIONES

1. Una célula aislada en la que la expresidén de un gen del receptor de células T (TCR) se modula mediante modificacién
dentro del exdn c2 del gen del receptor de células T alfa (TCRA), en la que la modificacion es una insercién y/o eliminacion
dentro de TTGAAA del exén ¢2 del gen TCRA, y en donde la célula aislada comprende un par de nucleasas con dedos
de zinc (ZFN) que escinden el gen TCRA, comprendiendo el par de ZFN una primera y segunda ZFN, en donde

la ZFN primera comprende un primer dominio de escisiéon o medio dominio de escisién, y una proteina de dedos de zinc
(ZFP) que comprende seis dedos de zinc designados y ordenados de Fl a F6, comprendiendo cada dedo de zinc una
regién de hélice de reconocimiento como sigue:

F1: QSSDLSR (SEQ ID NO:57);
F2: QSGNRTT (SEQ ID NO:58)
F3: RSANLAR (SEQ ID NO:59),

( )
F4: DRSALAR (SEQ ID NO:33);
( )

F5: RSDVLSE (SEQ ID NO:60); y

F6: KHSTRRYV (SEQ ID NO:61); y

la segunda ZFN comprende un segundo dominio de escisibn o semidominio de escisién, y una ZFP que
comprende seis dedos de zinc designados y ordenados de F1 a F6, comprendiendo cada dedo de zinc una regidn
de hélice de reconocimiento como sigue:

F1: TMHQRVE (SEQ ID NO:62),
F2: TSGHLSR (SEQ ID NO:63),
F3: RSDHLTQ (SEQ ID NO:64);
F4: DSANLSR (SEQ ID NO:65),
( )

F5: QSGSLTR (SEQ ID NO:66); y
F6: AKWNLDA (SEQ ID NO:67)

y ademés en donde la insercién y/o eliminacién en el gen TRAC se realiza mediante el par de ZFN y la expresidén del gen
TRAC se modula mediante la insercién y/o eliminacién.

2. La célula de la reivindicacién 1, en la que el semidominio de escisién es un dominio de escisién de célula Fok/ de tipo
salvaje o modificada genéticamente.

3. La célula de la reivindicacidén 1 o la reivindicacién 2, en la que la célula comprende una insercidén y/o una eliminacién
dentro de una o0 mas de SEQ ID NO:8-21, 92-103, AACAGT, AGTGCT, CTCCT, TGGACTT y/o AATCCTC.

4. La célula de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende, ademas un gen inactivado de beta 2
microglobulina (B2M), PD1 y/o CTLAA4.

5. La célula de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende, ademas un transgén que codifica un receptor de
antigeno quimérico (CAR), un transgén que codifica un receptor de células T acoplado a anticuerpo (ACTR) y/o un
transgén que codifica un TCR disefiado.

6. La célula de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la célula es una célula linfoide, una célula madre o una
célula progenitora.

7. La célula de la reivindicacién 5, en la que la célula es una célula T, una célula madre pluripotente inducida (iPSC), una
célula madre mesenquimal (MSC) o una célula madre hematopoyética (HSC).

8. Una composicién farmacéutica que comprende una célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Un método de diferenciaciéon in vitro, comprendiendo el método: tomar una célula segln cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, en el que la célula es una célula madre; y diferenciar la célula para generar una célula diferenciada
que desciende de dicha célula madre.

10. Una molécula de fusién que comprende un dominio de unién al ADN que se une al exén ¢1, c2oc3deungen TCRy
un dominio regulador transcripcional o un dominio de nucleasa, en donde el dominio de unién al ADN comprende una
proteina con dedos de zinc (ZFP) que tiene cinco o seis dedos de zinc designados y ordenados F1 a F5 o F1 a F6,
comprendiendo cada dedo de zinc una regién de hélice de reconocimiento como se muestra en una sola fila de la siguiente
tabla:
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11. Un polinucleétido que codifica la molécula de fusién de la reivindicacién 10.

65
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12. El polinucleétido de la reivindicacién 11, en el que el polinucledtido es un vector viral, un plasmido o ARNm.

13. La célula segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o la composicién farmacéutica segln la reivindicacioén 8 para
su uso en un método para tratar o prevenir un cancer, comprendiendo el método introducir la célula o la composicidén
farmacéutica a un sujeto con céncer.

14. La célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, la composicion farmacéutica segln la reivindicacion 8, la

molécula de fusién segun la reivindicacién 10 o el polinucleétido segun la reivindicacidén 11, para uso en el tratamiento de
un sujeto con céancer.
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