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DESCRIPCIÓN

Endonucleasa de asentamiento LAGLIDADG que escinde el gen de receptor de células T alfa y usos de la misma

Campo de la invención

La presente divulgación se refiere a biología molecular y celular, genética, genómica y sus aplicaciones en
terapéutica humana. Aspectos particulares se refieren a una endonucleasa de corte poco común que escinde una 5
secuencia diana de ácido nucleico a partir del gen TCR-alfa, más particularmente a una nueva variante de 
meganucleasas de I-OnuI u homólogos que es particularmente eficaz en la alternación de la expresión de este gen 
en células T, y al uso de la misma para terapia contra el cáncer.

Antecedentes de la invención 

Las nucleasas específicas de sitio son reactivos poderosos para seleccionar como diana y modificar específica y 10
eficazmente una secuencia de ADN dentro de un genoma complejo. Las roturas de ADN bicatenario provocadas por 
nucleasas específicas de sitio se reparan comúnmente a través de distintos mecanismos de recombinación 
homóloga o unión de extremos no homólogos (NHEJ). Mientras que la recombinación homóloga usa normalmente la 
cromátida hermana del ADN dañado como matriz donadora a partir de la cual realizar una reparación perfecta de la 
lesión genética, NHEJ es un proceso de reparación imperfecto que a menudo da como resultado cambios en la 15
secuencia de ADN en el sitio de la rotura bicatenaria. Los mecanismos implican volver a unir lo que queda de los dos
extremos de ADN a través de religamiento directo (Critchlow y Jackson 1998) o por medio de la denominada unión 
de extremos mediada por microhomología (Ma, Kim et al. 2003). La reparación por medio de unión de extremos no 
homólogos (NHEJ) da como resultado a menudo pequeñas inserciones o deleciones y puede usarse para la 
creación de inactivaciones génicas específicas. Hay numerosas aplicaciones de modificación por ingeniería genética 20
del genoma mediante nucleasas específicas de sitio que pasan de la investigación básica a aplicaciones
bioindustriales y terapéutica humana. Volver a modificar por ingeniería genética una proteína de unión a ADN para 
este fin se ha visto limitado principalmente a la endonucleasa de direccionamiento LADLIDADG (LHE) que se 
produce de manera natural, proteínas de dedos de zinc (ZFP) artificiales, las nucleasas efectoras de tipo activador 
de la transcripción (nucleasas TALE) y el sistema de CRISPR-Cas recientemente descrito. 25

Las endonucleasas de asentamiento, también conocidas como meganucleasas, son endonucleasas específicas de 
secuencia con sitios de escisión grandes (>14 pb) que pueden suministrar roturas bicatenarias de ADN en loci 
específicos (Thierry y Dujon 1992). Hay un puñado de familias de endonucleasas de asentamiento conocidas que se 
delimitan basándose en motivos canónicos y las características estructurales que comprenden. Sin embargo, todas 
comparten la propiedad de reconocer y escindir dianas de ADN largas. Endonucleasas de asentamiento fueron las 30
primeras, y hasta la fecha las únicas, endonucleasas que se producen de manera natural con especificidades a o 
que se aproximan al ‘nivel genómico’, lo que significa que tienen secuencias diana supuestas que aparecen muy 
infrecuentemente, o quizá excepcionalmente, en su genoma huésped. Como propiedad general, las HE tienen un 
grado moderado de fidelidad a sus secuencias diana de ADN, de manera que la mayoría de las sustituciones de 
pares de bases en sus secuencias diana de ADN reducen o eliminan la capacidad de la HE de unirse a la misma o 35
escindirla. Las HE son, por tanto, las endonucleasas que se producen de manera natural más específicas aún 
descubiertas, y de hecho esta propiedad es crítica para el ciclo de vida natural de los elementos genéticos en los 
que están codificadas. 

Los genes de endonucleasas de asentamiento (HEG) se clasifican como un tipo de elemento genético egoísta, ya 
que su actividad de reconocimiento y escisión de ADN puede conducir a un acontecimiento de reparación del ADN40
que da como resultado el copiado del HEG en el sitio de escisión. Este mecanismo de transferencia génica 
horizontal, denominado ‘asentamiento’ da como resultado un patrón de herencia super-mendeliano. Usando este 
mecanismo, los HEG y sus productos génicos de endonucleasa pueden propagarse rápidamente dentro de sus 
poblaciones de especies huésped, y también se han propagado a través de todos los reinos de la vida a lo largo del 
tiempo evolutivo. Los HEG se encuentran lo más comúnmente en ubicaciones genómicas altamente conservadas 45
que no confieren costes de aptitud a sus organismos huésped, tal como dentro de intrones o como fusiones N- o C-
terminales no disruptivas a proteínas huésped. 

La familia de endonucleasas de asentamiento LAGLIDADG (LHE) comprende un grupo de nucleasas compactas (< 
320 aminoácidos) cuyas propiedades estructurales y mecanísticas se han estudiado extensamente debido a sus 
propiedades atractivas para aplicaciones de modificación por ingeniería genética del genoma. Las LHE funcionan o 50
bien como dímeros o bien como monómeros pseudo-diméricos, apareciendo el sitio activo de escisión del ADN en la 
cara orientada hacia el ADN de la superficie de contacto de las dos subunidades (en LHE diméricas) o dominios (en
LHE monoméricas). Los motivos de consenso de LAGLIDADG para los que se nombran LHE se encuentran en las 
dos alfa hélices centrales que forman esta superficie de contacto entre las dos subunidades o dominios. En la parte 
inferior de cada hélice de LAGLIDADG están los residuos que juntos coordinan la reacción de hidrólisis si se 55
cumplen las condiciones apropiadas, tales como si la LHE encuentra y se une a una secuencia diana de ADN
apropiada. El sitio activo cubre las bases de ADN ‘centrales-4’ de la secuencia diana de ADN. 

En cualquier lado del sitio activo están los dos dominios de unión a ADN que las LHE usan para reconocer sus 
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secuencias diana de ADN. Cada dominio comprende una lámina beta antiparalela que envuelve casi un giro 
completo de ADN y entra en contacto con 9 pares de bases de la secuencia de ADN. Los miembros de la familia de 
LHE reconocen, por tanto, secuencias diana de ADN de 22 pares de bases (9 pares de bases para cada dominio y 4 
pares de bases cubiertas por el sitio activo), que son parcialmente palindrómicas en el caso de LHE diméricas, pero 
que pueden ser totalmente asimétricas para LHE monoméricas. Surgiendo de cada lámina beta antiparalela están 5
las cadenas laterales de aminoácidos que comprenden la superficie de contacto de reconocimiento de ADN. Aunque 
existe mucha conservación de aminoácidos a lo largo de todos los residuos que no forman la superficie de contacto 
con el ADN entre la familia de LHE, las composiciones de aminoácidos de la superficie de contacto de 
reconocimiento de ADN varían significativamente. Esto se debe a que cada para cada LHE, la superficie de contacto 
de reconocimiento de ADN comprende una red extensa de contactos de cadena lateral con cadena lateral y cadena 10
lateral con ADN, la mayoría de los cuales son necesariamente únicos para una secuencia diana de ADN de LHE 
particulares. La composición de aminoácidos de la superficie de contacto de reconocimiento de ADN (y la 
correspondencia de la misma con una secuencia de ADN particular) es, por tanto, la característica definitiva de
cualquier LHE natural o modificada por ingeniería genética. La superficie de contacto de reconocimiento de ADN
funciona determinando la identidad de la secuencia diana de ADN que puede alojarse e hidrolizarse y también las 15
propiedades de afinidad y especificidad que definen la calidad de la LHE según las exigencias de la aplicación. 

Debido a su pequeño tamaño y propiedades de especificidad exquisitas, las LHE han sido objeto de numerosos 
esfuerzos para modificar por ingeniería genética sus propiedades de reconocimiento de ADN con el desenlace 
deseado de escindir y alter genes de interés en investigación, biotecnolocía, ciencia de cultivos, salud global y
aplicaciones terapéuticas humanas. Sin embargo, la extensión de las redes de residuos que forman la superficie de 20
contacto de reconocimiento de ADN ha impedido generalmente métodos eficaces para redirigir LHE a secuencias 
diana de ADN de interés. Esto ha conducido a una innovación continuada en el campo de modificación por 
ingeniería genética de nucleasas específicas de genes, con tres plataformas alternativas de endonucleasas 
validadas en la actualidad que tienen la capacidad de seleccionar como diana secuencias de ADN con niveles 
variables (pero generalmente altos) de especificidad, así como métodos nuevos y mejorados para superar los 25
desafíos de la modificación por ingeniería genética de las superficies de contacto de reconocimiento de ADN de
LHE. 

Las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) que se generan fusionando una pluralidad de dominios de unión a ADN 
basados en dedos de zinc a un dominio catalítico independiente (Kim, Cha et al. 1996; Smith, Berg et al. 1999; 
Smith, Bibikova et al. 2000) representan otro tipo de nucleasa modificada por ingeniería genética comúnmente 30
usada para estimular la selección como diana de genes y se han usado satisfactoriamente para inducir corrección
génica, inserción génica y deleción génica en aplicaciones terapéuticas y de investigación. Las ZFN arquetípicas se 
basan en el dominio catalítico de la enzima de restricción de tipo IIS Fokl y dominios de unión a ADN basados en 
dedos de zinc compuestos por sucesiones de 3 ó 4 dedos de zinc individuales, reconociendo cada uno un triplete de 
ADN (Pabo, Peisach et al. 2001). Dos monómeros de dedo de zinc-Fokl tienen que unirse a sus sitios de 35
reconocimiento de ADN de dedos de zinc respectivos sobre hebras opuestas en una orientación invertida con el fin 
de formar un dímero catalíticamente activo que cataliza la escisión bicatenaria (Bitinaite, Wah et al. 1998). 

Efectores de tipo activador de la transcripción (TALE) fueron la siguiente plataforma de nucleasas artificiales. Los 
TALE, derivados de una familia de proteínas usadas en el proceso de infección por patógenos vegetales del género 
Xanthomonas o Ralstonia, son proteínas repetitivas caracterizadas por 14-20 repeticiones de 33-35 aminoácidos 40
que difieren esencialmente en dos posiciones. Cada par de bases en la diana de ADN entra en contacto con una 
única repetición, resultando la especificidad de los dos aminoácidos variantes de la repetición (el denominado 
dipéptido variable repetido, RVD). La aparente modularidad de estos dominios de unión a ADN se ha confirmado en 
un cierto grado por el ensamblaje modular de proteína derivada de TALE diseñada con nuevas especificidades 
(Boch, Scholze et al. 2009; Moscou y Bogdanove 2009). Muy similares a ZFN, los TALE se adaptaron fácilmente a 45
nucleasas específicas de sitio alineando repeticiones de TALE con los RVD correspondientes a la secuencia diana 
de elección y fusionando el alineamiento resultante con un dominio Fokl. Como tal, la escisión de ADN mediante una 
nucleasas TALE requiere dos regiones de reconocimiento de ADN que flanquean a una región central inespecífica. 
Las nucleasas TALE han proliferado ampliamente desde 2010 debido a su facilidad de producción y eficacia de 
generación de roturas bicatenarias mejorada. 50

De estas distintas tecnologías, es importante distinguir las propiedades aventajadas de cada una y determinar 
modos innovadores para capturar estas propiedades para las aplicaciones de modificación por ingeniería genética 
del genoma. Una de las aplicaciones más poderosas de la tecnología de nucleasas específicas de sitio es en el 
campo de la terapéutica humana, que requiere el uso de reactivos de nucleasa altamente eficaces y específicos 
para editar de manera segura y eficaz la información genética en células o tejidos humanos. Un ejemplo relevante es 55
el campo de la inmunoterapia contra el cáncer, que está a la vanguardia de aplicación de los avances tecnológicos 
de nucleasas para desarrollar productos terapéuticos novedosos. Estos enfoques se centran en aprovechar las 
poderosas actividades antitumorales de células T derivadas del paciente (autólogas) o derivadas de donante 
(alogénicas) y hacer uso de este potencial por medio de la modificación por ingeniería genética del genoma de 
propiedades intrínsecas de la célula tales como proliferación, injerto, migración o longevidad celular. La fabricación 60
satisfactoria y escalable de células T dotadas de actividad anticancerígena potenciada requiere la generación de
composiciones de nucleasas altamente eficaces y estrategias de suministro simplificadas, tales como las descritas 
en algunos aspectos de esta solicitud. 
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El sistema inmunitario tiene un papel fundacional clave en la detección y prevención del desarrollo de cáncer en 
seres humanos. La mayoría de las células transformadas son detectadas rápidamente por centinelas inmunitarios y
destruidas a través de la activación de células T específicas de antígeno por medio de receptores de células T (TCR)
expresados clonalmente. La oncogénesis es, por tanto, un trastorno inmunológico, un fallo del sistema inmunitario 
en el montaje de la respuesta antitumoral necesaria para suprimir y eliminar duraderamente la enfermedad. 5
Determinadas intervenciones de inmunoterapia desarrolladas a lo largo de las últimas décadas, tales como
infusiones de citocinas recombinantes, se han centrado específicamente en la potenciación de la inmunidad de 
células T, y aunque estas se han asociado con casos esporádicos de remisión de la enfermedad, no han tenido un 
éxito global sustancial. Terapias recientes con anticuerpos monoclonales que seleccionan como diana moléculas 
que inhiben la activación de células T, tales como CTLA-4 o PD-1, han mostrado un efecto antitumoral más 10
sustancial, sin embargo estos tratamientos están asociados con toxicidad sustancial debido a activación inmunitaria 
sistémica. Lo más recientemente, se han explorado y sometido a prueba estrategias terapéuticas que se basan en el 
aislamiento, la modificación, expansión y reinfusion de células T en ensayos clínicos en fase temprana. Estos 
tratamientos han mostrado tasas de éxito mixtas, pero varios pacientes han experimentado respuestas objetivas sin 
precedentes y remisiones duraderas, resaltando el potencial de las inmunoterapias contra el cáncer basadas en 15
células T. En el presente documento se describen estrategias de edición del genoma que están diseñadas para 
aprovechar este potencial para la implementación extendida satisfactoria de inmunoterapias contra el cáncer de 
células T. 

El reconocimiento satisfactorio de antígenos asociados con células tumorales por células T citolíticas inicia la lisis 
tumoral dirigida y respalda cualquier enfoque de inmunoterapia contra el cáncer eficaz. Algunos tumores contienen 20
células T infiltrantes de tumores (TIL) que expresan TCR específicamente dirigidos a antígenos asociados a 
tumores; sin embargo el acceso a números sustanciales de TIL está limitado a sólo unos cuantos cánceres 
humanos. En respuesta a esta limitación, se han ideado el reconocimiento de antígenos artificiales y transgenes de 
señalización denominados receptores de antígenos quiméricos (CAR) para ampliar el alcance y la utilidad de la 
inmunoterapia contra el cáncer basada en células T. Los CAR son proteínas que atraviesan la membrana cuyas 25
porciones extracelulares contienen dominios de reconocimiento de antígenos lo más normalmente derivados de 
fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de anticuerpos monoclonales, y cuyos dominios intracelulares 
contienen combinaciones de dominios de señalización para imitar las señales de activación de tipo TCR. Se ha 
demostrado ampliamente que células T humanas primarias que se hace que expresen CAR pueden responder a y 
destruir células que llevan el antígeno reconocido por el dominio scFv. 30

A pesar de los resultados iniciales altamente prometedores con células T transgénicas que expresan CAR, la 
eficacia, seguridad y escalabilidad de las inmunoterapias de células T basadas en CAR están limitadas por la 
expresión continua de TCR derivados clonalmente. La expresión de TCR residual puede interferir con la señalización 
de CAR en células T modificadas por ingeniería genética o pueden iniciarse respuestas patológicas y fuera de diana 
a auto o aloantígenos. En consecuencia, las células T basadas en CAR sólo se han usado en aplicaciones35
autólogas. La abolición genética de TCR endógeno a través de edición génica mediada por nucleasas reduciría el 
riesgo de respuestas colaterales dañinas y disminuiría la posibilidad de enfermedad de injerto contra huésped 
(EICH) mediada por células T. El principal obstáculo para desarrollar una terapia con células T alogénicas universal 
es el desarrollo de EICH a través de la activación de TCR de células T de los donantes por el complejo de HLA de 
los receptores. La eliminación del TCR impediría tales respuestas de injerto contra huésped y permitiría el desarrollo 40
de terapias de células T alogénicas sencillas y ampliamente aplicables. Torikai et al., Blood volumen 119, número 
24, páginas 5697 a 5705 (14-06-2012) describen células T modificadas por ingeniería genética que expresan un 
receptor de antígeno quimérico y que carecen de expresión de TCR endógeno mediante la acción de nucleasas de 
dedos de zinc. 

Además del cáncer, están desarrollándose terapias con células T para una amplia gama de aplicaciones45
terapéuticas incluyendo infecciones virales crónicas, enfermedad autoinmunitaria y trasplante de células madre. En
modelos de enfermedad y modelos clínicos iniciales, han mostrado un papel clave del subconjunto de células T
reguladoras (T-reg) en el control del desarrollo y la magnitud de EICH y diversas enfermedades autoinmunitarias. La 
transferencia de células T reguladoras mejora EICH en pacientes que reciben trasplante de células madre. Además, 
la transferencia de células T reguladoras mejoró el desenlace de la enfermedad en modelos preclínicos de artritis 50
reumatoide, diabetes tipo 1 y lupus eritematoso sistémico, entre otros. Este enfoque está también sometiéndose a 
prueba en pacientes con infecciones virales crónicas tales como hepatitis B (VHB). Las células T modificadas por 
ingeniería genética que contienen CAR específicos de VHB son altamente activas contra células infectadas con 
VHB. Estos enfoques están sometiéndose a prueba en ensayos clínicos, sin embargo su uso está limitado por los 
obstáculos de fabricación y escalabilidad asociados con otras terapias autólogas. La combinación de 55
direccionamiento genético de TCR-alfa en células T con CAR que seleccionan como diana dianas virales o de 
tolerancia representa un modo muy poderoso para desarrollar una terapia de células T alogénicas para el 
tratamiento de una enfermedad humana.

Sumario de la invención 

Una estrategia de modificación por ingeniería genética del genoma para generar productos de células T 60
terapéuticos, tal como en el tratamiento de enfermedades humanas, requiere el uso de reactivos de endonucleasas 
seguros y eficaces para alterar el gen de TCR-alfa. Se ha caracterizado recientemente que la endonucleasa I-OnuI, 
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codificada dentro de un intrón del grupo I en el gen huésped Rps3 de Ophiostoma novo-ulmi subsp. americana, y
sus homólogos estrechamente relacionados, son proteínas monoméricas que presentan las características de las 
endonucleasas de asentamiento LAGLIDADG y que son suficientemente activas para su uso en la edición del 
genoma (documento WO2011/156430, (Seturaman, Majer et al. 2009; Takeuchi, Lambert et al. 2011)). 

En aspectos particulares, se crearon varias variantes de I-OnuI en un intento por seleccionar como diana diferentes 5
secuencias de ADN secuencias en el gen de TCR-alfa. En aspectos adicionales, se proporciona una nueva variante 
de LHE que selecciona como diana un dominio constante del gen de TCR-alfa. Esta variante de I-OnuI particular 
mostró una alta eficacia en la alteración de la expresión de TCR-alfa en células T. En aspectos adicionales, esta 
variante particular de la invención se fusionó entonces con algunos dominios de unión a ácido nucleico modificados 
por ingeniería genética, para formar endonucleasas quiméricas que también mostraban propiedades mejoradas, 10
especialmente aumentos en la especificidad y eficacia que se requieren para obtener reactivos seguros y útiles para 
tratar células humanas primarias. Estas moléculas han demostrado eficacia para la edición del genoma en el locus 
de TCR-alfa y serán útiles en numerosos métodos basados en células T para tratar enfermedad humana. 

La presente invención proporciona, por tanto, una I-OnuI u homólogo de I-OnuI, en la que se han introducido 
mutaciones para obtener una variante que escinde una secuencia de ácido nucleico diana dentro del gen de 15
receptor de células T alfa constante (TRAC); comprendiendo dicha variante de I-OnuI u homólogo de I-OnuI al 
menos 10 sustituciones de aminoácido en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 19, 24, 26, 28, 30, 
32, 34, 35, 36, 37, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 68, 70, 72, 75, 76 77, 78, 80, 82, 138, 159, 168, 178, 180, 182, 184, 186, 
188, 189, 190, 191, 192, 193, 195, 197, 199, 201, 203, 207, 223, 225, 227, 229, 231, 232, 234, 236, 238, 240, en
referencia a SEQ ID NO: 2, y que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la secuencia proteica de20
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 10.

Breve descripción de las tablas y las figuras 

Para una mejor comprensión de la invención y mostrar cómo la misma puede efectuarse, se mostrarán ahora a 
modo de ejemplo sólo realizaciones específicas, métodos y procedimientos según la presente invención con
referencia a los dibujos adjuntos en los que:25

La tabla 1 muestra las posiciones de los residuos de aminoácido en la LHE que selecciona como diana TCRA_S02
que se variaron o se alteraron de otra forma en relación con la secuencia primaria de la proteína I-OnuI silvestre 
durante el proceso de reespecificación. La LHE de TCRA_S02_2E5 contiene variaciones sólo en los 44 residuos que 
comprenden la superficie de contacto proteína-ADN, no todos de los cuales se reajustaron a aminoácidos diferentes
con respecto a la proteína I-OnuI silvestre, pero todos de los cuales se variaron en las fases iniciales de la 30
reespecificación. La variante con mejor rendimiento tras el examen por refinamiento tenía seis mutaciones
adicionales, 5 de las cuales se ubican dentro de la superficie de contacto proteína-ADN, 1 de las cuales está en otra 
parte de la proteína.

Figura 1: Representa la ubicación de trece secuencias diana supuestas, indicadas como Onu_S##, en el primer 
exón del gen de TRAC humano para el que se predicen secuencias de reconocimiento de LHE-ADN superiores. Se 35
indica la ubicación del primer exón del gen de TRAC.

La figura 2 muestra esquemática y estructuralmente la ubicación de la superficie de contacto proteína-ADN que 
define la interacción entre una endonucleasa de asentamiento LAGLIDADG (LHE) y su sustrato de ADN. La 
ilustración esquemática representa generalmente el concepto de que hay una región continua de la LHE que 
comprende la interacción con ADN. Las imágenes estructurales demuestran en más detalle la naturaleza de esta 40
interacción, mediante la cual residuos de la superficie de contacto proteína-ADN de la LHE (cuyos átomos de 
cadenas laterales se muestran como esferas negras) encajan en los surcos mayores de la hélice de ADN. Es la 
constelación de átomos de cadenas laterales de la superficie de contacto la que determina la complementariedad de
una LHE natural o modificada por ingeniería genética con los átomos de los nucleótidos de ADN, que forman por sí 
mismos patrones específicos.45

La figura 3 muestra que, de los dos sitios diana que se eligieron para la modificación por ingeniería genética de la 
superficie de contacto proteína-ADN, sólo uno (TCRA_S02) produjo LHE variantes que podían escindir la secuencia 
diana completa. Una de estas variantes se muestra en comparación con la enzima I-OnuI y su diana relacionada. 
Los paneles representan análisis de citometría de flujo de hidrólisis de ADN, mediante lo cual la levadura de 
panadero, Saccharomyces cerevisiae, expresa la LHE en la superficie de sus células y se consultan con sustratos 50
de ADN sintéticos marcados con colorantes fluorescentes tal como se ha publicado. En resumen, se tiñen en primer 
lugar las muestras con un anticuerpo biotinilado frente a un epítopo añadido al extremo N- o C-terminal de la LHE. 
Durante este procedimiento de tinción, se generan conjugados de estreptavidina marcada con ficoeritrina (eje x) con
sustratos de ADN sintéticos marcados con biotina y Alexa fluor-647 (eje y) a una molaridad relativa que conserva 
algunos sitios de unión a biotina en la estreptavidina. Estos preconjugados se usan entonces para teñir las células 55
de levadura, dando como resultado el perfil de estreptavidina-E/Alexa fluor-647 colineal. Se usan entonces 
condiciones que inhiben la escisión (Ca2+) y que permiten la escisión (Mg2+) para determinar si la LHE nativa o 
modificada por ingeniería genética escinde la diana unida, que, si se escinde, pierde la señal en el eje y debido a 
pérdida del fluoróforo Alexa fluor-647.
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La figura 4 muestra la eficacia de selección como diana inicial de la variante TCRA_S02_2E5 y las mejoras 
progresivas en la eficacia de selección como diana logradas mediante el proceso de refinamiento de la actividad. Se 
midió la eficacia de selección como diana usando un indicador fluorescente de roturas bicatenarias integrado 
cromosómicamente denominado “indicador de semáforo” (traffic light reporter, TLR). Se construyeron fibroblastos de 
riñón embrionario humano 293T (HEK 293T) para que contuvieran la secuencia de ADN de TCRA_S02 5
inmediatamente en el sentido de 5’ de una proteína fluorescente mCherry fuera de marco (eje y) que, tras uno de 
tres posibles desenlaces de marco del proceso de reparación del ADN mediante NHEJ, se vuelve fluorescente. El 
porcentaje de células en el eje y representa, por tanto, aproximadamente 1/3 de todos los acontecimientos de 
reparación mediados por nucleasa imprecisos. Esta línea celular se transfectó entonces con ARNm transcrito in vitro
generado sintéticamente (ARNm-IVT) que codifica para las LHE que seleccionan como diana TCRA_S02, con o sin10
ARNm que codifica para la exonucleasa Trex2. La variante TCRA_S02_2E5 original provocó ineficazmente roturas 
bicatenarias y, por tanto, produjo sólo pequeños porcentajes de células positivas para mCherry (2ª fila). Dos rondas 
de cribado por refinamiento de la actividad condujeron a grandes mejoras en la generación de células positivas para 
mCherry.

La figura 5 muestra una alineación comparativa de la variante TCRA_S02_2E5 y su derivado, TCRA_S02_RD2_8, 15
que se identificó en la segunda ronda de refinamiento de la actividad. Los motivos de hebra-bucle-hebra que 
comprenden el dominio de unión a ADN se representan por encima de las secuencias alineadas.

La figura 6 muestra un ensayo mediante el cual se usa titulación de la unión a ADN para establecer las propiedades
de afinidad de dos LHE diferentes que seleccionan como diana el sitio TCRA_S02. Se incubaron 
independientemente muestras de levadura que presentan cada variante de LHE con concentraciones crecientes de 20
sustratos de ADN sintéticos marcados con colorantes fluorescentes (eje y). Se incluyó también un anticuerpo frente 
a un epítopo C-terminal (eje x) de manera que pudo normalizarse la actividad de unión a ADN a la cantidad de
proteína LHE expresada sobre la superficie de la levadura, creando el patrón colineal, con una señal superior en el 
eje y por señal de eje x en donde la afinidad es mayor. Los resultados demuestran que la LHE I-OnuI (Onu silvestre) 
tiene una Kd aproximada de aproximadamente 80 pM y la variante TCRA_S02_2E5 tiene una Kd de25
aproximadamente 90 pM.

La figura 7 muestra la obtención del perfil de especificidad de la variante de LHE TCRA_S02_2E5_RD2_8 usando 
análisis de escisión (paneles superiores) y afinidad (paneles inferiores). El análisis de escisión y afinidad se realizó 
tal como se describió en la figura 3 y 4 respectivamente, sin embargo se sometieron a prueba paneles de sustratos 
de ADN mediante lo cual cada una de las 22 posiciones a lo largo de la diana se alteró en serie a cada uno de los 3 30
pares de bases no nativos y se sometió a prueba en condiciones que inhiben la escisión y que permiten la escisión. 
Los perfiles de escisión y afinidad resultantes para los 67 sustratos diferentes (la diana en el gen de TRAC y los 66 
sustratos “puntuales”) indican que las variantes de LHE tienen las propiedades de especificidad más ideales y son,
por tanto, mejores candidatos para aplicaciones que exigen una especificidad más estricta, tal como en terapéutica 
humana.35

La figura 8 muestra las propiedades de dispersión de citometría de flujo de células T humanas primarias que son 
altamente susceptibles a roturas de ADN bicatenario que dan como resultado genotoxicidad y muerte celular. 
Células T transfectadas con especies de ARNm-IVT que codifican para una proteína inocua tal como la proteína 
fluorescente azul (BFP), muestran el 59% de supervivencia durante el cultivo in vitro, un nivel similar a células T sin 
manipular. La variante TCRA_S02_2E5_RD2_8 da como resultado niveles muy similares de viabilidad de células T, 40
confirmando que esta especificidad de ADN global es de alta calidad.

La figura 9 muestra un plásmido de producción lentiviral de autoinactivación (SIN) a partir del cual se generaron 
preparaciones de lentivirus y se usaron como vectores para la transducción de líneas celulares y células primarias 
(A) (SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13) así como un vector no limitativo a modo de ejemplo que contiene el 
constructo MegaTAL usado o bien en la producción lentiviral o bien para la transcripción in vitro para la producción45
de ARNm-IVT (B) (SEQ ID NO: 12). Las principales características del vector, además de las características 
lentivirales bien conocidas por los expertos en la técnica tales como las repeticiones terminales largas (LTR), sitio de 
unión al cebador (PBS), tramo de polipurina central (cPPT) y un promotor de ARN de T7 (T7), son elementos
multicistrónicos para la expresión de una LHE que selecciona como diana TCRA (tal como se muestra) o MegaTAL 
unida por medio de un motivo de ligador peptídico T2A a la exonucleasa Trex2 que porta además un sitio interno de 50
entrada al ribosoma (IRES) y proteína fluorescente azul (BFP) para rastrear células transducidas.

La figura 10 muestra la pérdida completa de expresión de la proteína TCR-alfa a partir de la superficie celular de
células T humanas primarias transfectadas con ARNm-IVT que codifica para la variante de LHE TCRA_S02_RD2_8 
conjuntamente con ARNm-IVT que codifica para la proteína exonucleasa Trex2 auxiliar. Los paneles de citometría 
de flujo representan el análisis de diferentes puntos de tiempo tras la transfección de ARNm (panel izquierdo: 72 h, 55
panel derecho: 14 días). La presencia de proteína TCR-alfa sobre la superficie celular se detecta por medio de un 
anticuerpo específico para la molécula de correceptor CD3. La expresión en la superficie del correceptor CD3 
requiere la expresión funcional de la proteína TCR-alfa y la ausencia de una señal de CD3 significa la alteración 
satisfactoria del gen de TRAC.

La figura 11 muestra datos de secuenciación génica en el sitio diana TCRA_S02 a partir de células tratadas con la 60
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variante de LHE TCRA_S02_RD2_8. Se cultivaron células T primarias transfectadas con ARNm-IVT que codifica 
para la variante de LHE TCRA_S02_RD2_8 conjuntamente con ARNm-IVT que codifica para la exonucleasa Trex2 y
se purificaron usando selección por citometría de flujo de células negativas para CD3. Las células negativas para 
CD3 clasificadas tienen deleciones en el 50% de los alelos de TCRA, consecuente con que el alelo de TRAC no 
silenciado sea la diana primaria para variantes de LHE TCRA_S02.5

La figura 12 representa esquemáticamente una estrategia de tratamiento que podría usarse para generar 
poblaciones de células T deficientes en TCRA para el tratamiento de cáncer, autoinmunidad o infección viral crónica. 
En resumen, se aislarían células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante aféresis, se procesarían 
para purificar y cultivar células T, se tratarían con agentes de suministro de nucleasas que seleccionan como diana 
TRAC, se combinarían con receptores de antígenos artificiales (CAR) y se reinfundirían al paciente.10

La figura 13 muestra una representación esquemática de la tecnología de la alteración génica de TRAC ultraeficiente 
basada en la combinación de la arquitectura de MegaTAL y la expresión de Trex2. También se muestra la secuencia 
diana de TCRA_S02 MegaTAL dentro del ADN del gen de TRAC, con la ubicación del alineamiento de TALE de 11 
meros tanto indicada esquemáticamente (las unidades repetitivas no se indican sino que se muestran en el sentido 
de 5’ de la anotación de TCRA_S02) como mostrada su secuencia en negrita.15

La figura 14 demuestra la eficacia extremadamente alta de eliminación de proteína TCR-alfa de la superficie celular 
de células T humanas primarias transfectadas con ARNm-IVT que codifica para la variante de LHE 
TCRA_S02_MegaTAL conjuntamente con ARNm-IVT que codifica para la proteína exonucleasa Trex2 auxiliar. Los 
paneles de citometría de flujo demuestran el ensamblaje del complejo de TCR tras la electroporación con un control 
de proteína fluorescente (BFP) o variante de LHE TCRA_S02 MegaTAL con o sin ARNm-IVT que codifica para 20
Trex2.

La figura 15 muestra la inactivación génica de TCRA eficaz en células T humanas primarias por medio de 
electroporación con una especie de ARNm que codifica para una proteína de fusión TAL-LHE-Trex2 de tres 
componentes.

Divulgación detallada de la invención 25

A menos que se definan específicamente en el presente documento, todos los términos técnicos y científicos usados 
tienen el mismo significado que entiende comúnmente un experto en la técnica en los campos de terapia génica, 
bioquímica, genética, biología molecular e inmunología. 

Todos los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento pueden usarse en 
la práctica o las pruebas de la presente invención, describiéndose métodos y materiales adecuados en el presente 30
documento. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias mencionadas en el 
presente documento se incorporan como referencia en su totalidad. En caso de conflicto, la presente memoria 
descriptiva, incluyendo las definiciones, prevalecerá. Además, los materiales, métodos y ejemplos son ilustrativos 
sólo y no pretenden ser limitativos, a menos que se especifique lo contrario. 

La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de35
biología celular, cultivo celular, biología molecular, biología transgénica, microbiología, ADN recombinante e 
inmunología, que están dentro del conocimiento de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la 
bibliografía. Véanse, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and 
son Inc, Library of Congress, EE.UU.); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edición, (Sambrook et al, 
2001, Cold Spring Harbor, Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait 40
ed., 1984); Mullis et al. patente estadounidense n.º 4.683.195; Nucleic Acid Hybridización (B. D. Harries & S. J. 
Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells 
(R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzimes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical 
Guide To Molecular Cloning (1984); las series, Methods In ENZYMOLOGY (J. Abelson y M. Simon, eds.-in-chief, 
Academic Press, Inc., Nueva York), específicamente, los volúmenes 154 y 155 (Wu et al. eds.) y el volumen 185, 45
“Gene Expresión Technology” (D. Goeddel, ed.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller y M. P. 
Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer y
Walquer, eds., Academic Press, Londres, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, volúmenes I-IV (D. M. 
Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986); y Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, N.Y., 1986).50

Variantes de I-OnuI y homólogos de I-OnuI 

La presente invención se refiere a endonucleasas de corte poco común que implican variantes de I-OnuI y variantes
de homólogos de I-OnuI de I-LtrI, I-LtrWI, I-PanMI, I-PanMII, I-PanMIII, I-GzeI, I-GzeMII, I-GzeMIII, I-GpiI, I-GpeMI, I-
AabMI, I-AaeMI, IApaMI, I-CpaMI, I-CpaMII, I-CpaMIII, I-CpaMIV, I-CpaMV, I-EjeMI, I-CkaMI, I-CraMI, I-MpeMI, I-
MveMI, I-NcrMI, I-OheMI, I-OsoMI, I-OsoMII, I-OsoMIII, I-OsoMIV, I-SmaMI, I-SscMI, I-Vdi141I, I-PnoMI, I-ScuMI; 55
(Takeuchi, Lambert et al. 2011) en las que se han introducido mutaciones y que pueden seleccionar como diana 
específicamente una secuencia de ácido nucleico presente en el gen de TRAC. 
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Las endonucleasas de corte poco común según la presente invención se refieren a enzimas variantes que pueden
catalizar la hidrólisis (escisión) de enlaces entre ácidos nucleicos dentro de una molécula de ADN o ARN, 
preferiblemente una molécula de ADN. Las endonucleasas según la presente invención reconocen y escinden 
ácidos nucleicos en secuencias de polinucleótido específicas, denominadas adicionalmente “secuencia diana de 
ácido nucleico”. 5

Para modificar por ingeniería genética endonucleasas de corte poco común específicas para sitios diana en el gen 
de TRAC, los inventores construyeron bibliotecas de variantes de I-OnuI en las que se variaron residuos de 
aminoácido localizados en la superficie de contacto de reconocimiento de ADN de I-OnuI natural. Las bibliotecas se 
examinaron para detectar la actividad de escisión de la diana frente a cada sitio diana de TRAC predicho usando los 
ensayos de escisión descritos anteriormente (Jarjour, West-Foile et al. 2009). La especificidad de la superficie de 10
contacto de reconocimiento de ADN de I-OnuI se alteró, por tanto, para seleccionar como diana secuencias 
presentes en el gen de TRAC humano. 

Por “variante(s)”, quiere decirse una proteína o un polinucleótido que codifica para la misma que no existe de 
manera natural en la naturaleza y que se obtiene modificando por ingeniería genética o mediante mutagénesis al 
azar. Pueden obtenerse, por ejemplo, variantes de I-OnuI u homólogos de I-OnuI según la invención mediante 15
deleción o sustitución con un aminoácido diferente de al menos un residuo en la secuencia de aminoácidos de sus 
secuencias silvestres. Pueden introducirse por ejemplo sustitución/sustituciones y deleciones mediante mutagénesis 
dirigida y/o mediante mutagénesis al azar. En los aspectos de marco de la presente invención, variantes de I-OnuI u 
homólogos de I-OnuI tienen la capacidad de seleccionar como diana el gen de TRAC, lo que significa que pueden 
interaccionar con algunas secuencias de ADN específicas que codifican para dicho gen. 20

Las variantes u homólogos según la invención comprenden la superficie de contacto de reconocimiento de ADN tal 
como se describe en el presente documento y tal como se proporciona en la tabla 1. 

Una superficie de contacto de reconocimiento de ADN se refiere a los residuos de los dominios proteicos de una 
endonucleasa de asentamiento o variante de la misma que interaccionan con bases diana del ácido nucleico así 
como los residuos que están adyacentes. Para cada endonucleasa de asentamiento, la superficie de contacto de 25
reconocimiento de ADN comprende una red extensa de contactos de cadena lateral con cadena lateral y cadena 
lateral con ADN, la mayoría de los cuales son necesariamente únicos para reconocer una secuencia diana de ácido 
nucleico particular. Por tanto, las composiciones de aminoácidos de la superficie de contacto de reconocimiento de 
ADN (y la correspondencia de la misma con una secuencia de ácido nucleico particular) varían significativamente y
es, por tanto, la característica definitiva de cualquier endonucleasa de asentamiento natural o modificada por 30
ingeniería genética. La superficie de contacto de reconocimiento de ADN determina la identidad de la secuencia 
diana de ácido nucleico y también las propiedades de afinidad y especificidad que definen la calidad de la 
endonucleasa de asentamiento según las exigencias de la aplicación. 

La variante de I-OnuI u homólogo de I-OnuI según la presente invención comprende al menos 10, preferiblemente al 
menos 15, más preferiblemente al menos 20, incluso más preferiblemente al menos 25 sustituciones de aminoácido35
en al menos una posición seleccionada del grupo de posiciones que consiste en las posiciones: 19, 24, 26, 28, 30, 
32, 34, 35, 36, 37, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 68, 70, 72, 75, 76 77, 78, 80, 82, 168, 180, 182, 184, 186, 188, 189, 190, 
191, 192, 193, 195, 197, 199, 201, 203, 223, 225, 227, 229, 231, 232, 234, 236, 238, 240 de I-OnuI (SEQ ID NO: 2). 
En realizaciones particulares, dichas sustituciones son reemplazos de los aminoácidos iniciales, en cada caso por un 
aminoácido seleccionado del grupo que consiste en: A, D, E, G, H, K, N, P, Q, R, S, T, Y, C, V, L, W, M y I. 40

Como ejemplos no limitativos, la leucina (L) en la posición 26 puede reemplazarse por/mutarse a isoleucina(I); la 
arginina en la posición 28 puede reemplazarse por/mutarse a ácido aspártico (D), la asparagina (N) en la posición 32 
puede reemplazarse por/mutarse a arginina (R); la lisina (K) en la posición 34 puede reemplazarse por/mutarse a 
asparagina (N); la serina (S) en la posición 35 puede reemplazarse por/mutarse a ácido glutámico (E); la valina (V)
en la posición 37 puede reemplazarse por/mutarse a asparagina (N); la glicina (G) en la posición 38 puede 45
reemplazarse por/mutarse a arginina (R); la serina (S) en la posición 40 puede reemplazarse por/mutarse a arginina
(R); el ácido glutámico (E) en la posición 42 puede reemplazarse por/mutarse a serina (S); la glicina (G) en la 
posición 44 puede reemplazarse por/mutarse a arginina (R) (véase la tabla 1). 

La valina (V) en la posición 68 puede reemplazarse por/mutarse a lisina (K); la alanina (A) en la posición 70 puede 
reemplazarse por/mutarse a treonina (T); la asparagina (N) en la posición 75 puede reemplazarse por/mutarse a 50
arginina (R); la serina (S) en la posición 78 puede reemplazarse por/mutarse a metionina (M); la lisina (K) en la 
posición 80 puede reemplazarse por/mutarse a arginina (R) (véase la tabla 1). 

La leucina (L) en la posición 138 puede reemplazarse por/mutarse a metionina (M); la serina (S) en la posición 159 
puede reemplazarse por/mutarse a prolina (P); el ácido glutámico (E) en la posición 178 puede reemplazarse 
por/mutarse a ácido aspártico (D); la cisteína (C) en la posición 180 puede reemplazarse por/mutarse a tirosina (Y); 55
la fenilalanina (F) en la posición 182 puede reemplazarse por/mutarse a glicina (G); la isoleucina (I) en la posición 
186 puede reemplazarse por/mutarse a lisina (K); la serina (S) en la posición 188 puede reemplazarse por/mutarse a 
valina (V); la serina (S) en la posición 190 puede reemplazarse por/mutarse a glicina (G); la lisina (K) en la posición 
191 puede reemplazarse por/mutarse a asparagina (N); la leucina (L) en la posición 192 puede reemplazarse 
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por/mutarse a alanina (A); la glicina (G) en la posición 193 puede reemplazarse por/mutarse a lisina (K); la glutamina 
(Q) en la posición 195 puede reemplazarse por/mutarse a tirosina (Y); la glutamina (Q) en la posición 197 puede 
reemplazarse por/mutarse a glicina (G); la valina (V) en la posición 199 puede reemplazarse por/mutarse a arginina
(R); la treonina (T) en la posición 203 puede reemplazarse por/mutarse a serina (S); la lisina (K) en la posición 207 
puede reemplazarse por/mutarse a arginina (R) (véase la tabla 1).5

La tirosina (Y) en la posición 223 puede reemplazarse por/mutarse a serina (S); la lisina (K) en la posición 225 puede 
reemplazarse por/mutarse a triptófano (W); el ácido aspártico (D) en la posición 236 puede reemplazarse 
por/mutarse a ácido glutámico (E) (véase la tabla 1). 

Además, la variante de I-OnuI u homólogo de I-OnuI según la presente invención tiene una identidad de secuencia 
de al menos el 70%, preferiblemente al menos el 75%, más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente10
al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente
al menos el 97%, más preferiblemente al menos el 99% con la secuencia proteica SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8 o
SEQ ID NO: 10. 

En una realización preferida la variante de I-OnuI u homólogo de I-OnuI según la presente invención tiene una 
secuencia proteica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 10. 15

Según una realización preferida de la invención las variantes de I-OnuI u homólogos de I-OnuI según la invención
escinden una secuencia diana que es diferente de la secuencia diana de la correspondiente endonucleasa silvestre. 
La escisión en la secuencia diana de ácido nucleico puede corresponder a o bien una rotura bicatenaria o bien una 
rotura monocatenaria.

La presente invención se basa en el hallazgo de que tales endonucleasas variantes con especificidades novedosas 20
pueden usarse para permitir una modificación dirigida eficaz del gen de TRAC. 

Los presentes inventores han identificado de hecho secuencias diana de I-OnuI supuestas en el gen de TRAC 
humano basándose en una serie de características comunes intrínsecas para el grupo de miembros de la subfamilia 
de LHE de tipo I-OnuI monoméricos recientemente descritos en (Takeuchi, Lambert et al. 2011; Baxter, Lambert et 
al. 2012). Las secuencias diana de LHE supuesta también se identifican basándose en las ubicaciones dentro del 25
gen de TRAC en el que inserciones o deleciones mediadas por endonucleasa pueden provocar alteraciones 
significativas en la proteína TCR-alfa. Los presentes inventores identificaron dos secuencias diana supuestas en el 
gen de TRAC humano (SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 4) tras lo cual se modificó por ingeniería genética la superficie 
de contacto de reconocimiento de ADN de las variantes de I-OnuI. Entre estos dos sitios diana supuestos, una 
secuencia (TCRA_S02) se ha seleccionado como diana satisfactoriamente mediante las variantes de I-OnuI 30
resultantes. 

Por consiguiente, la presente invención se refiere a una endonucleasa de corte poco común que comprende una 
variante de I-OnuI u homólogo de I-OnuI que reconoce una secuencia de ácido nucleico diana presente dentro del 
gen de TRAC, preferiblemente aquellas presentes en el exón 1 del gen de TRAC, más preferiblemente una 
secuencia de ácido nucleico diana que comprende la secuencia de ácido nucleico SEQ ID NO: 3.35

Endonucleasa quimérica

En otro aspecto, la invención se refiere a una endonucleasa de corte poco común bajo la forma de una 
endonucleasa quimérica que comprende una variante de I-OnuI u homólogo de I-OnuI tal como se describió 
anteriormente, opcionalmente fusionada a al menos un dominio proteico adicional mediante un ligador peptídico. El 
dominio proteico adicional puede seleccionarse del grupo que consiste en: un dominio de unión a ácido nucleico40
para permitir una especificidad superior en la secuencia de ácido nucleico diana y evitar un sitio fuera de diana; un 
dominio catalítico para procesar (por ejemplo polimerizar, despolimerizar, modificar) la secuencia de ácido nucleico 
diana; y una o más etiquetas de epítopos terminales o proteínas fluorescentes para seguir y visualizar la proteína 
quimérica. 

En una realización particular, la variante de I-OnuI u homólogo de I-OnuI se fusiona con un dominio de unión a ácido 45
nucleico tal como dominio de unión a ácido nucleico TALE como ejemplo no limitativo para mejorar la selección 
como diana del gen de TRAC. 

Dicho efector de tipo activador de la transcripción (TALE) corresponde a un TALE modificado por ingeniería genética 
que comprende una pluralidad de secuencias repetidas de TALE, comprendiendo cada repetición un RVD específico 
para cada base de nucleótido de un sitio de reconocimiento de TALE. En la presente invención, cada secuencia 50
repetida de TALE de dicho TALE está constituida por de 30 a 42 aminoácidos, más preferiblemente 33 ó 34 en los 
que dos aminoácidos críticos (el denominado dipéptido variable repetido, RVD) ubicados en las posiciones 12 y 13 
median en el reconocimiento de un nucleótido de dicha secuencia de sitio de unión a TALE; dos aminoácidos críticos 
equivalentes pueden ubicarse en posiciones distintas de 12 y 13 particularmente en una secuencia repetida de TALE 
mayor de 33 ó 34 aminoácidos de longitud. Preferiblemente, los RVD asociados con el reconocimiento de los 55
diferentes nucleótidos son HD para reconocer C, NG para reconocer T, NI para reconocer A, NN para reconocer G o
A, NS para reconocer A, C, G o T, HG para reconocer T, IG para reconocer T, NK para reconocer G, HA para 

E14728899
19-03-2019ES 2 716 867 T3

 



10

reconocer C, ND para reconocer C, HI para reconocer C, HN para reconocer G, NA para reconocer G, SN para 
reconocer G o A e YG para reconocer T, TL para reconocer A, VT para reconocer A o G y SW para reconocer A. En
otra realización, pueden mutarse los aminoácidos críticos 12 y 13 hacia otros residuos de aminoácido con el fin de
modular su especificidad hacia los nucleótidos A, T, C y G y en particular para potenciar esta especificidad. Por otros 
residuos de aminoácido está previsto cualquiera de los veinte residuos de aminoácido naturales o derivados de 5
aminoácidos no naturales. 

En otra realización, dicho TALE de la presente invención comprende entre 5 y 30 secuencias repetidas de TALE. 
Más preferiblemente, dicho TALE de la presente invención comprende entre 8 y 20 secuencias repetidas de TALE; 
de nuevo más preferiblemente 10 secuencias repetidas de TALE. 

En otra realización, dicho TALE comprende una secuencia repetida de TALE truncada individual adicional 10
compuesta por 20 aminoácidos ubicados en el extremo C-terminal de dicho conjunto de secuencias repetidas de 
TALE, es decir media secuencia repetida de TALE C-terminal adicional. En este caso, dicho TALE de la presente 
invención comprende entre 5,5 y 30,5 secuencias repetidas de TALE, refiriéndose “,5” a la media secuencia repetida 
de TALE mencionada anteriormente (o RVD terminal, o mitad de la repetición). Más preferiblemente, dicho TALE de
la presente invención comprende entre 5,5 y 20,5 secuencias repetidas de TALE, de nuevo más preferiblemente, 15
10,5 secuencias repetidas de TALE. En una realización preferida, dicha media secuencia repetida de TALE está en 
un contexto de TALE que permite una falta de especificidad de dicha secuencia repetida de la mitad de TALE hacia 
los nucleótidos A, C, G, T. En una realización más preferida, dicha media secuencia repetida de TALE está ausente. 
En otra realización, dicho TALE de la presente invención comprende secuencias repetidas de tipo TALE de 
diferentes orígenes. En una realización preferida, dicho TALE comprende secuencias repetidas de tipo TALE que se 20
originan de diferentes efectores de TAL que se producen de manera natural. En otra realización preferida, las 
estructuras internas de algunas secuencias repetidas de tipo TALE del TALE de la presente invención están 
constituidas por estructuras o secuencias originadas a partir de diferentes efectores de TAL que se producen de 
manera natural. En otra realización, dicho TALE de la presente invención comprende secuencias repetidas de tipo 
TALE. Las secuencias repetidas de tipo TALE tienen una secuencia diferente de las secuencias repetidas de TALE25
que se producen de manera natural pero tienen la misma función y / o estructura global dentro de dicho armazón 
central de la presente invención. 

La endonucleasa quimérica según la invención puede corresponder, por tanto, a la fusión de una variante de I-OnuI 
o variante de homólogo de I-OnuI tal como se describió anteriormente con un dominio de unión a ácido nucleico
modular, tal como un dominio de TALE o uno de dedos de zinc, siendo dicha fusión activa en forma monomérica, 30
como parte de un polipéptido de cadena sencilla. 

Según un aspecto adicional de la invención, el dominio proteico fusionado a la variante de I-OnuI o variante de 
homólogo de I-OnuI puede tener al menos una actividad catalítica seleccionada del grupo que consiste en actividad 
nucleasa, actividad polimerasa, actividad cinasa, actividad fosfatasa, actividad metilasa, actividad topoisomerasa, 
actividad integrasa, actividad transposasa, actividad ligasa, actividad helicasa, actividad recombinasa. En una 35
realización preferida, el dominio proteico tiene una actividad endonucleasa, mientras que la variante de Onu-I 
conserva su propia actividad de escisión o conserva únicamente la afinidad de unión a TRAC; en otra realización 
preferida, dicho dominio proteico es o comprende una actividad exonucleasa. Como ejemplos no limitativos, los 
dominios catalíticos pueden ser o comprender en parte una de las proteínas seleccionadas del grupo que consiste 
en: Mmel, colicina-E7 (CEA7_ECOLX), colicina-E9, APFL, EndA, Endo I (END1_ECOLI), Endo G humana 40
(NUCG_HUMAN), Endo G bovina (NUCG_BOVIN), R.HinP1I, I-BasI, I-BmoI, I-HmuI, I-TevI, I-TevII, I-TevIII, I-TwoI, 
R.Mspl, R.Mval, NucA, NucM, Vvn, Vvn_CLS, nucleasa de estafilococos (NUC_STAAU), nucleasa de estafilococos 
(NUC_STAHY), nucleasa de micrococos (NUC_SHIFL), endonucleasa yncB, endodesoxirribonucleasa I 
(ENRN_BPT7), metnasa, Nb.BsrDI, BsrDI A, Nt.BspD6I (subunidad grande de R.BspD6I), ss.BspD6I (subunidad 
pequeña de R.BspD6I), R.PleI, MlyI, AlwI, Mva1269I, BsrI, BsmI, Nb.BtsCI, Nt.BtsCl, R1.BtsI, R2.BtsI, BbvCI 45
subunidad 1, BbvCI subunidad 2, Bpu10I subunidad alfa, Bpu10I subunidad beta, Bmrl, Bfil, I-CreI, hExol 
(EX01_HUMAN), ExoI de levaduras (EXO1_YEAST), ExoI de E. coli, TREX2 humana, TREX1 de ratón, TREX1
humana, TREX1 bovina, TREX1 de rata, DNA2 humana, DNA2 de levadura (DNA2_YEAST), TdT y VP16 o un 
mutante funcional de las mismas. 

En una realización preferida, el dominio catalítico es una enzima de procesamiento de extremos de ADN. Los 50
ejemplos no limitativos de enzimas de procesamiento de extremos de ADN incluyen exonucleasas 5-3’, 
exonucleasas 3-5’, exonucleasas alcalinas 5-3’, endonucleasas flap 5’, helicasas, fosfatasa, hidrolasas y ADN
polimerasas independientes de molde. En una realización más preferida, dicho dominio catalítico tiene una actividad 
exonucleasa, en particular una actividad exonucleasa 3’-5’. En una realización más preferida, dicho dominio 
catalítico es TREX2 o una variante funcional del mismo. En otra realización preferida, dicho dominio catalítico está 55
codificado por un polipéptido de TREX2 de cadena sencilla. En una realización particular, dicho dominio catalítico se 
fusiona al extremo N-terminal o extremo C-terminal de dicha endonucleasa de corte poco común. En una realización 
más preferida, dicho dominio catalítico se fusiona a dicha endonucleasa de corte poco común mediante un ligador 
peptídico. 

En aspectos particulares, los ligadores peptídicos actúan como dispositivo de comunicación/elemento de unión o 60
acoplamiento entre la endonucleasa de corte poco común y un dominio proteico adicional para actuar conjuntamente 
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para la actividad. Dicho ligador peptídico proporciona una secuencia peptídica que permite la conexión de diferentes
monómeros en una proteína de fusión y la adopción de la conformación correcta para la actividad de dicha proteína
de fusión, pero no altera la especificidad de cualquiera de los monómeros por sus dianas. Los ligadores peptídicos
pueden ser de diversos tamaños, desde 2 aminoácidos hasta 50 aminoácidos como intervalo indicativo no limitativo. 
Los ligadores peptídicos también pueden estar estructurados o no estructurados. 5

Alternativamente, la variante de I-OnuI o variante de homólogo de I-OnuI según la invención se usa conjuntamente 
con otra proteína que no está fusionada a la misma, que tiene la misma actividad catalítica que el dominio proteico
descrito anteriormente. 

Otro aspecto de la invención proporciona polinucleótidos que comprenden una secuencia de ácido nucleico que 
codifica para las endonucleasas de corte poco común, preferiblemente variantes de I-OnuI, homólogos o10
endonucleasa quimérica tal como se describe en el presente documento y vectores que comprenden tales 
polinucleótidos. El ácido nucleico o los vectores según aspectos adicionales de la presente invención pueden 
comprender una secuencia de ácido nucleico que codifica para uno o más motivos de localización subcelular, sitios 
de escisión de proteasa o secuencias de salto ribosómico. 

En realizaciones particulares, los ácidos nucleicos de la presente invención pueden comprender al menos un motivo 15
de localización subcelular. Un motivo de localización subcelular se refiere a una secuencia que facilita el transporte o 
el confinamiento de una proteína a una ubicación subcelular definida que incluye al menos uno del núcleo, 
citoplasma, membrana plasmática, retículo endoplasmático, aparato de Golgi, endosomas, peroxisomas y
mitocondrias. Los motivos de localización subcelular se conocen bien en la técnica. El motivo de localización 
subcelular requiere una orientación específica, por ejemplo, N- y/o C-terminal con respecto a la proteína. Como 20
ejemplo no limitativo, la señal de localización nuclear (NLS) del antígeno T grande del virus de simios virus 40 puede 
orientarse al extremo N y/o C-terminal. NLS es una secuencia de aminoácidos que actúa dirigiendo la proteína al 
núcleo celular a través del complejo de poro nuclear y encaminando una proteína recién sintetizada al núcleo por 
medio de su reconocimiento por receptores de transporte nuclear citosólicos. Normalmente, un NLS consiste en una 
o más secuencias cortas de aminoácidos cargados positivamente tales como lisinas o argininas.25

Métodos de modificación por ingeniería genética del genoma

Otro aspecto de la invención se refiere al uso de una variante de I-OnuI, variante de homólogo de I-OnuI o
endonucleasa quimérica derivada de I-OnuI tal como se describió anteriormente para permitir la sección como diana 
eficaz del gen de TRAC en una célula. Más particularmente, la invención se refiere a un método para la modificación
dirigida del gen de TRAC en una célula que comprende introducir en una célula la endonucleasa de corte poco 30
común o endonucleasa quimérica tal como se describió anteriormente. En una realización particular, la presente 
invención se refiere a un método para modificar el gen de TRAC en una célula que comprende introducir en la célula
la endonucleasa de corte poco común, más particularmente la variante de I-OnuI, variante de homólogo de I-OnuI o
endonucleasa quimérica, de manera que la endonucleasa de corte poco común escinde una secuencia diana de 
ácido nucleico en el gen de TRAC. 35

Según una realización adicional de la invención, la endonucleasa de corte poco común se expresa en una célula con 
el fin de obtener mutagénesis dirigida al locus de TRAC. Las roturas de la hebra de ácido nucleico provocadas por la 
endonucleasa de corte poco común se reparan comúnmente a través de distintos mecanismos de recombinación 
homóloga o unión de extremos no homólogos (NHEJ). Sin embargo, NHEJ es un proceso de reparación imperfecto 
que da como resultado a menudo cambios en la secuencia de ADN en el sitio de la rotura bicatenaria. Los 40
mecanismos implican volver a unir lo que queda de los dos extremos de ADN a través de religamiento directo 
(Critchlow y Jackson 1998) o por medio de la denominada unión de extremos mediada por microhomología (Ma, Kim 
et al. 2003). La reparación por medio de unión de extremos no homólogos (NHEJ) da como resultado a menudo 
pequeñas inserciones o deleciones y puede usarse para la creación de inactivaciones génicas específicas. Dicha 
modificación puede ser una sustitución, deleción o adición de al menos un nucleótido. Las células en las que se ha 45
producido un acontecimiento de mutagénesis inducida por escisión, es decir un acontecimiento de mutagénesis
consecutivo a un acontecimiento de NHEJ, pueden identificarse y/o seleccionarse mediante un método bien 
conocido en la técnica. Como ejemplo no limitativo, puede generarse un análisis de secuenciación profunda a partir 
del genoma celular seleccionado como diana alrededor del locus seleccionado como diana. Pueden detectarse, por 
tanto, acontecimientos de inserción/deleción (acontecimientos de mutagénesis). Como otro ejemplo no limitativo, 50
pueden usarse ensayos basados en endonucleasa de T7 que reconoce ADN no perfectamente apareado, para 
cuantificar a partir de una PCR específica de locus sobre ADN genómico de las células proporcionadas, 
apareamientos erróneos entre hebras de ADN que han vuelto a aparearse procedentes de moléculas de ADN 
escindidas/no escindidas.

En una realización particular de los métodos previstos en el presente documento, la mutagénesis se aumenta 55
introduciendo en la célula un dominio catalítico adicional. En una realización particular, la presente invención
proporciona métodos mejorados para garantizar la modificación dirigida en el gen de TRAC y proporciona un método
para aumentar la mutagénesis en la secuencia de ácido nucleico de TRAC diana para generar al menos una 
escisión de ácido nucleico y una pérdida de información genética alrededor de dicha secuencia de ácido nucleico 
diana impidiendo, por tanto, cualquier religamiento sin cicatrices mediante NHEJ. En una realización más preferida, 60
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dicho dominio catalítico es una enzima de procesamiento de extremos de ADN. Los ejemplos no limitativos de
enzimas de procesamiento de extremos de ADN incluyen exonucleasas 5-3’, exonucleasas 3-5’, exonucleasas
alcalinas 5-3’, endonucleasas flap 5’, helicasas, fosfatasa, hidrolasas y ADN polimerasas independientes de molde. 
Los ejemplos no limitativos de tal dominio catalítico comprenden al menos un dominio proteico o derivado 
catalíticamente activo del dominio proteico seleccionado del grupo que consiste en hExol (EXO1_HUMAN), ExoI de 5
levaduras (EXO1_YEAST), ExoI de E. coli, TREX2 humana, TREX1 de ratón, TREX1 humana, TREX1 bovina, 
TREX1 de rata, TdT (desoxinucleotidil transferasa terminal), DNA2 humana, DNA2 de levaduras (DNA2_YEAST). En
una realización más preferida, dicho dominio catalítico tiene una actividad exonucleasa, en particular una actividad 
exonucleasa 3’-5’. En una realización más preferida, dicho dominio catalítico es TREX2 o variante funcional del 
mismo. En otra realización preferida, dicho dominio catalítico está codificado por un polipéptido de TREX de cadena 10
sencilla. En una realización particular, dicho dominio catalítico se fusiona al extremo N-terminal o extremo C-terminal
de dicha endonucleasa de corte poco común. Se ha encontrado que el acoplamiento de la enzima TREX2 o TREX2 
de cadena sencilla con una endonucleasa tal como una meganucleasa garantiza una alta frecuencia de mutagénesis
dirigida. Alternativamente, el dominio catalítico anterior puede introducirse por separado en la célula como parte de 
una proteína independiente. 15

Se sabe que las roturas endonucleocíticas estimulan la recombinación homóloga. Por tanto, en realizaciones 
particulares, la presente invención también se refiere a un método para inducir selección como diana de genes 
homólogos en la secuencia de ácido nucleico diana que comprende además introducir en la célula una matriz 
donadora que comprende una secuencia homóloga a al menos una porción del gen de TRAC diana, de manera que 
se produce recombinación homóloga entre la secuencia de ácido nucleico diana y la matriz donadora. 20

En realizaciones particulares, se logra la selección como diana de genes de TRAC homólogos introduciendo en una 
célula una endonucleasa de corte poco común tal como se describió anteriormente, para inducir una escisión dentro 
de o adyacente a una secuencia diana de ácido nucleico, así como una matriz donadora que comprende un 
transgén para introducir dicho transgén mediante recombinación homóloga. Tras la escisión de la secuencia de 
ácido nucleico diana, se estimula un acontecimiento de recombinación homóloga entre el genoma que contiene la 25
secuencia de ácido nucleico diana y la matriz donadora. Dicha matriz donadora comprende una secuencia homóloga 
a al menos una porción de la secuencia de ácido nucleico diana, de manera que se produce recombinación 
homóloga entre la secuencia de ácido nucleico diana y la matriz donadora. Preferiblemente, se usan secuencias 
homólogas de al menos 50 pb de longitud, preferiblemente más de 100 pb y más preferiblemente más de 200 pb
dentro de dicha matriz donadora. Por tanto, la matriz donadora tiene preferiblemente desde 200 pb hasta 6000 pb de 30
longitud, más preferiblemente desde 1000 pb hasta 2000 pb. En otra realización, dicha matriz donadora comprende
dos secuencias homólogas a porciones o porciones adyacentes de dicha secuencia de ácido nucleico diana que 
flanquean a una secuencia para introducir en la secuencia de ácido nucleico diana. De hecho, están ubicadas 
homologías de ADN compartidas en regiones flanqueantes en el sentido de 5’ y en el sentido de 3’ del sitio de la 
rotura y la secuencia de ácido nucleico que va a introducirse debe ubicarse entre los dos brazos de homología. En35
realizaciones particulares, dicha matriz donadora comprende porciones primera y segunda que son homólogas a la 
región 5’ y 3’ del ácido nucleico diana, respectivamente. Dicha matriz donadora en estas realizaciones también 
puede comprender una tercera porción situada entre la porción primera y segunda que comprende poca o ninguna 
homología con las regiones 5’ y 3’ del sitio de escisión de ADN. En este caso, dicha matriz donadora permite 
introducir nuevo material genético en una célula. Dicho nuevo material genético introducido en una célula puede 40
conferir una ventaja selectiva o comercial a dicha célula. En otra realización, dicha matriz donadora permite 
reemplazar material genético en una célula. En otra realización, dicha matriz donadora permite reparar material 
genético en una célula. 

En realizaciones particulares, dicha matriz donadora puede comprender un marcador de selección positivo entre los 
dos brazos de homología y en última instancia un marcador de selección negativo en el sentido de 5’ del primer 45
brazo de homología o en el sentido de 3’ del segundo brazo de homología. El/los marcador(es) permite(n) la 
selección de células que tienen insertada la secuencia de interés mediante recombinación homóloga en el sitio 
diana. Dependiendo de la ubicación de la secuencia del genoma seleccionada como diana en la que se ha 
producido el acontecimiento de escisión, tal matriz donadora puede usarse para inactivar un gen, por ejemplo
cuando la matriz donadora está ubicada dentro del marco de lectura abierto de dicho gen, o para introducir nuevas 50
secuencias o genes de interés. Pueden usarse inserciones de secuencias usando tal matriz donadora para modificar 
un gen existente seleccionado como diana, mediante corrección o reemplazo de dicho gen (intercambio de alelos 
como ejemplo no limitativo), o para regular por incremento o disminución la expresión del gen seleccionado como 
diana (intercambio de promotores como ejemplo no limitativo), dicho reemplazo o corrección del gen seleccionado 
como diana. 55

Las células en las que se ha producido un acontecimiento de recombinación homóloga pueden seleccionarse 
mediante métodos bien conocidos en la técnica. Como ejemplo no limitativo, puede realizarse análisis de PCR 
usando un oligonucleótido que se aparea dentro de la secuencia de ácido nucleico exógena y un oligonucleótido que 
se aparea con el ácido nucleico genómico de células fuera de dicho ácido nucleico exógeno pero cerca del locus 
seleccionado como diana. Por tanto, pueden seleccionarse células en las que los métodos de la invención60
permitieron que se produjera un acontecimiento de mutagénesis o un acontecimiento de recombinación homóloga.

Los diferentes métodos de la invención implican introducir una endonucleasa de corte poco común o endonucleasa 
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quimérica opcionalmente con una enzima de procesamiento de extremos de ADN o matriz donadora en una célula. 
Como ejemplo no limitativo, dicha endonucleasa de corte poco común o endonucleasa quimérica opcionalmente con
una enzima de procesamiento de extremos de ADN o matriz donadora puede introducirse como transgenes 
codificados por uno vector o como diferentes vectores plasmídicos. Pueden incluirse diferentes transgenes en un 
vector que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica para una secuencia de salto ribosómico tal 5
como una secuencia que codifica para un péptido 2A. Los péptidos 2A, que se identificaron en el subgrupo de 
Aphthovirus de picornavirus, provocan un “salto” ribosómico de un codón al siguiente sin la formación de un enlace 
peptídico entre los dos aminoácidos codificados por los codones (véase Donnelly et al., J. of General Virology 82: 
1013-1025 (2001); Donnelly et al., J. of Gen. Virology 78: 13-21 (1997); Doronina et al., Mol. Y. Cell. Biology 28(13): 
4227-4239 (2008); Atkins et al., RNA 13: 803-810 (2007)). Por “codón” quiere decirse tres nucleótidos en un ARNm10
(o en la hebra sentido de una molécula de ADN) que se traducen mediante un ribosoma en un residuo de 
aminoácido. Por tanto, pueden sintetizarse dos polipéptidos a partir de un único marco de lectura abierto contiguo 
dentro de un ARNm cuando los polipéptidos están separados por una secuencia de oligopéptido 2A que está en 
marco. Tales mecanismos de salto ribosómico se conocen bien en la técnica y se sabe que los usan varios vectores 
para la expresión de varias proteínas codificadas por un único ARN mensajero. Como ejemplo no limitativo, en la 15
presente invención, se han usado péptidos 2A para expresar en la célula la endonucleasa de corte poco común y
una enzima de procesamiento de extremos de ADN. Como ejemplos no limitativos, puede usarse el péptido 2A para 
expresar en la célula la endonucleasa de corte poco común o la endonucleasa quimérica y un dominio proteico 
adicional con una actividad catalítica seleccionada del grupo que consiste en actividad nucleasa, actividad 
polimerasa, actividad cinasa, actividad fosfatasa, actividad metilasa, actividad topoisomerasa, actividad integrasa, 20
actividad transposasa, actividad ligasa, actividad helicasa, actividad recombinasa para procesar una secuencia de 
ácido nucleico diana. El péptido 2A puede usarse también para expresar en la célula la endonucleasa de corte poco 
común o la endonucleasa quimérica y una proteína fluorescente. 

Dicho vector de plásmido puede contener un marcador de selección que proporciona la identificación y/o selección
de células que recibieron dicho vector. Pueden introducirse vectores en una célula mediante una variedad de25
métodos (por ejemplo, inyección, captación directa, bombardeo con microproyectiles, liposomas, electroporación). 
Las endonucleasas de corte poco común, endonucleasas quiméricas, enzima de procesamiento de extremos de 
ADN o matriz donadora según la presente invención pueden expresarse de manera estable o transitoria en células
usando vectores de expresión. Los expertos en la técnica conocen bien técnicas de expresión en células eucariotas. 
(Véase Current Protocols in Human Genetics: capítulo 12 “Vectors For Gene Therapy” y capítulo 13 “Delivery 30
Systems for Gene Therapy”). El polipéptido puede sintetizarse in situ en la célula como resultado de la introducción
de polinucleótido que codifica para polipéptido dentro de la célula. Dicha expresión proteica puede inducirse en 
células seleccionadas y dicha endonucleasa de corte poco común o endonucleasa quimérica escinde una secuencia 
de ácido nucleico diana en células seleccionadas. Alternativamente, el polipéptido podría producirse fuera de la 
célula y luego introducirse en la misma mediante un método bien conocido de la técnica. 35

En otro aspecto, la presente invención se refiere a una célula aislada que comprende un gen que codifica para la 
proteína TCR-alfa inactivada (por ejemplo, con respecto a la biogénesis de proteína TCR-alfa típica y/o expresión en 
superficie celular de proteína TCR-alfa y/o con respecto a la proteína TCR-alfa que media en el reconocimiento de 
antígenos y señalización del inmunorreceptor) mediante los métodos descritos anteriormente. 

“Célula” o “células” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier célula viva procariota o 40
eucariota, líneas celulares derivadas de estos organismos para cultivos in vitro, células primarias de origen animal. 

“Célula primaria” o “células primarias” tal como se usa en el presente documento se refiere a células tomadas 
directamente de tejido vivo (es decir, material de biopsia) y establecidas para crecimiento in vitro, que han 
experimentado muy pocas duplicaciones de la población y son, por tanto, más representativas de los componentes 
funcionales principales y las características de tejidos de los que se derivan, en comparación con líneas celulares 45
tumorigénicas continuas o inmortalizadas artificialmente. Estas células representan, por tanto, un modelo más 
valioso para el estado in vivo al que se refieren. 

Más preferiblemente la célula animal es del género Homo, Rattus, Mus, Sus, Bos, Danio, Canis, Felis, Equus, 
Salmo, Oncorhynchus, Gallus, Meleagris, Drosophila, Caenorhabditis; más preferiblemente, la célula animal es de la 
especie Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus, Sus scrofa, Bos taurus, Danio rerio, Canis lupus, Felis 50
catus, Equus caballus, Salmo salar, Oncorhynchus mykiss, Gallus gallus, Meleagris gallopavo, Drosophila 
melanogaster, Caenorhabditis elegans. 

En aspectos de la presente invención, la célula puede ser una célula de mamífero, o una línea celular derivada de 
estos organismos para cultivos in vitro o células primarias tomadas directamente de tejido vivo y establecidas para 
cultivo in vitro. Como ejemplos no limitativos pueden seleccionarse líneas celulares del grupo que consiste en55
células CHO-K1; células HEK293; células Caco2; células U2-OS; células NIH 3T3; células NSO; células SP2; 
células CHO-S; células DG44; células K-562, células U-937; células MRC5; células IMR90; células Jurkat; células 
HepG2; células HeLa; células HT-1080; células HCT-116; células Hu-h7; células Huvec; células Molt 4. 

En una realización más preferida, dichas células aisladas pueden ser células multipotentes, por ejemplo células
madre. Las células madre pueden ser células madre adultas, células madre embrionarias, más particularmente60
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células madre no humanas, células madre de sangre de cordón umbilical, células progenitoras, células madre de 
médula ósea, células madre pluripotentes inducidas, células madre totipotentes o células madre hematopoyéticas. 
Células humanas representativas son células CD34+. En una realización particular de la presente invención, las 
células son células T, preferiblemente células T humanas.

Método para tratar o prevenir cáncer, enfermedad autoinmunitaria o infección viral5

Las variantes de I-OnuI, variante de homólogo de I-OnuI o endonucleasa quimérica derivada de I-OnuI según la 
invención pueden ser útiles como medicamento. 

Se describe, por tanto, un método para tratar a un sujeto que tiene cáncer, enfermedad autoinmunitaria o infección 
viral que comprende introducir en una célula una endonucleasa de corte poco común o endonucleasa quimérica
según la invención suficiente para proporcionar mutagénesis o recombinación homóloga en el gen de TRAC, 10
opcionalmente con una matriz donadora y/o enzima de procesamiento de extremos de ADN y administrar las células
al sujeto. En aspectos particulares, el método puede combinar la introducción de una endonucleasa de corte poco 
común o endonucleasa quimérica con la introducción de un receptor de antígeno artificial/quimérico que reconoce un 
tumor, virus o diana relacionada con autoinmunidad. En una determinada realización, el método puede comprender 
seleccionar células cultivadas en las que el acontecimiento de recombinación homóloga o mutagénesis se ha 15
producido en el gen de TRAC mediante métodos bien conocidos en la técnica. 

Dicho tratamiento puede ser de mejora, curativo o profiláctico. Puede ser o bien parte de un tratamiento autólogo o 
bien parte de un tratamiento alogénico. Por autólogo, quiere decirse que las células, línea celular o población de
células usadas para tratar a los pacientes se originan a partir de dicho paciente. Por alogénico quiere decirse que las 
células o población de células usadas para tratar a los pacientes no se originan a partir de dicho paciente sino a 20
partir de un donante. 

Las células que pueden usarse con los métodos dados a conocer pueden ser células multipotentes, por ejemplo
células madre. Las células madre pueden ser células madre adultas, células madre embrionarias, más
particularmente células madre no humanas, células madre de sangre del cordón umbilical, células progenitoras, 
células madre de médula ósea, células madre pluripotentes inducidas, células madre totipotentes o células madre25
hematopoyéticas. Células humanas representativas son células CD34+ o células T humanas. Antes de la expansión 
y modificación genética de las células de la invención, puede obtenerse una fuente de células de un sujeto a través 
de una variedad de métodos no limitativos. Pueden obtenerse células T a partir de varias fuentes no limitativas, 
incluyendo células mononucleares de sangre periférica, médula ósea, tejido de ganglios linfáticos, sangre de cordón 
umbilical, tejido del timo, tejido de un sitio de infección, ascitis, efusión pleural, tejido de bazo y tumores. En30
determinadas realizaciones de la presente invención, puede usarse cualquier número de líneas de células T 
disponibles y conocidas por los expertos en la técnica. 

En otra realización, células aisladas obtenidas mediante los diferentes métodos o línea(s) celular(es) derivadas de 
dichas células aisladas pueden ser útiles como medicamento. En otra realización, dicho medicamento puede ser útil 
en el tratamiento de cáncer o enfermedad autoinmunitaria o infección viral en un paciente que lo necesita. En otra 35
realización, dicha célula aislada según la invención o línea celular derivada de dicha célula aislada puede usarse en
la fabricación de un medicamento para el tratamiento de un cáncer, enfermedad autoinmunitaria o infección viral en
un paciente que lo necesita. 

La administración de las células o población de células según la presente invención puede llevarse a cabo de 
cualquier manera conveniente, incluyendo mediante inhalación de aerosol, inyección, ingestión, transfusión, 40
implantación o trasplante. Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse a un 
paciente por vía subcutánea, por vía intradérmica, por vía intratumoral, por vía intraganglionar, por vía intramedular, 
por vía intramuscular, mediante inyección intravenosa o intralinfática, o por vía intraperitoneal. En una realización, 
las composiciones de células de la presente invención se administran preferiblemente mediante inyección
intravenosa. 45

En aspectos particulares, la administración de las células o población de células comprende la administración de 104

a 109 células/kg de peso corporal, preferiblemente de 105 a 106 células/kg de peso corporal, incluyendo todos los 
valores números de células dentro de esos intervalos. Las células o población de células pueden administrarse en 
una o más dosis. En otra realización, dicha cantidad eficaz de células se administran como una única dosis. En otra 
realización, dicha cantidad eficaz de células se administran como más de una dosis a lo largo de un periodo de 50
tiempo. El momento de administración está dentro del criterio del médico encargado y depende del estado clínico del 
paciente. Las células o población de células pueden obtenerse de cualquier fuente, tal como un banco de células o 
un donante. Aunque las necesidades individuales varían, la determinación de intervalos óptimos de cantidades 
eficaces de un tipo de células dado para una enfermedad particular o condiciones dentro del conocimiento de la 
técnica. La dosificación administrada dependerá de la edad, salud y peso del receptor, la clase de tratamiento55
simultáneo, si lo hay, la frecuencia de tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. 

En otra realización, la administración de células puede combinarse con la administración de un régimen de fármaco 
inmunosupresor. El régimen inmunosupresor puede incluir, pero sin limitarse a, clases de fármacos citostáticos, de 

E14728899
19-03-2019ES 2 716 867 T3

 



15

glucocorticoides y basados en anticuerpos. El régimen inmunosupresor puede administrarse antes, durante o
después de la administración de células. El régimen inmunosupresor puede administrarse en una o más dosis. La 
dosificación, el momento y la composición del régimen de fármaco inmunosupresor están dentro del criterio del 
médico encargado y dependen del estado clínico del paciente. 

También se describe un método para seleccionar como diana el gen de TCR-alfa en un sujeto, comprendiendo el 5
método administrar a un sujeto un vector que codifica para una endonucleasa de corte poco común según la 
presente invención.

Definiciones

En la descripción anterior, varios términos se usan de manera extensa. Se proporcionan las siguientes definiciones
para facilitar la comprensión de las presentes realizaciones.10

Tal como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” indica que un valor incluye la variación de
error inherente del método que está empleándose para determinar un valor, o la variación que existe entre 
experimentos.

- En el presente documento, se designan residuos de aminoácido en una secuencia de polipéptido según el código 
de una letra, en el que, por ejemplo, Q significa residuo de Gln o glutamina, R significa residuo de Arg o arginina y D 15
significa residuo de Asp o ácido aspártico.

- Sustitución de aminoácido significa el reemplazo de un residuo de aminoácido por otro, por ejemplo el reemplazo 
de un residuo de arginina por un residuo de glutamina en una secuencia peptídica es una sustitución de aminoácido.

- Los nucleótidos se designan tal como sigue: se usa el código de una letra para designar la base de un nucleósido: 
a es adenina, t es timina, c es citosina y g es guanina. Para los nucleótidos degenerados, r representa g o a 20
(nucleótidos de purina), k representa g o t, s representa g o c, w representa a o t, m representa a o c, y representa t 
o c (nucleótidos de pirimidina), d representa g, a o t, v representa g, a o c, b representa g, t o c, h representa a, t o c, 
y n representa g, a, t o c.

- Tal como se usa en el presente documento, “ácido nucleico” o “molécula de ácido nucleico” se refiere a nucleótidos
y/o polinucleótidos, tales como ácido desoxirribonucleico (ADN) o ácido ribonucleico (ARN), oligonucleótidos, 25
fragmentos generados mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y fragmentos generados mediante 
cualquiera de ligación, escisión, acción de endonucleasas y acción de exonucleasas. Las moléculas de ácidos
nucleicos pueden componerse de monómeros que son nucleótidos que se producen de manera natural (tales como
ADN y ARN), o análogos de nucleótidos que se producen de manera natural (por ejemplo, formas enantioméricas de
nucleótidos que se producen de manera natural), o una combinación de ambos. Los nucleótidos modificados pueden 30
tener alteraciones en restos de azúcar y/o en restos de bases de pirimidina o purina. Las modificaciones de azúcar 
incluyen, por ejemplo, el reemplazo de uno o más grupos hidroxilo por halógenos, grupos alquilo, aminas y grupos 
azido, o pueden funcionalizarse azúcares como éteres o ésteres. Además, todo el resto de azúcar puede 
reemplazarse por estructuras estérica y electrónicamente similares, tales como aza-azúcares y análogos de 
azúcares carbocíclicos. Los ejemplos de modificaciones en un resto de base incluyen purinas y pirimidinas35
alquiladas, purinas y pirimidinas aciladas, u otros sustitutos heterocíclicos bien conocidos. Pueden unirse 
monómeros de ácido nucleico mediante enlaces fosfodiéster o análogos de tales uniones. Los ácidos nucleicos
pueden ser o bien mono o bien bicatenarios.

- Por “endonucleasa quimérica” quiere decirse una endonucleasa que comprende porciones funcionales de una 
endonucleasa unidas operativamente a uno o más dominios funcionales de proteína procedentes de otra proteína.40

- Los términos “proteína de fusión” o “proteína quimérica” indican que la proteína incluye componentes polipeptídicos 
derivados de más de una proteína o polipéptido original. Normalmente, una proteína de fusión se expresa a partir de 
un gen de fusión en el que una secuencia de nucleótidos que codifica para una secuencia de polipéptido de una 
proteína se añade en marco con, y opcionalmente separada mediante un ligador de, una secuencia de nucleótidos
que codifica para una secuencia de polipéptido de una proteína diferente. El gen de fusión puede expresarse 45
entonces mediante una célula huésped como una única proteína. Una proteína de fusión puede comprender al 
menos parte de un polipéptido fusionado a otro polipéptido. En algunas realizaciones, una proteína de fusión puede 
comprender al menos una parte de un polipéptido fusionado con al menos una parte del mismo polipéptido.

- Por “examen” quiere decirse la sección secuencial o simultánea de una o más variantes de meganucleasa que 
presentan un fenotipo especificado tal como actividad de escisión alterada.50

- Por “mutación” está previsto la sustitución, deleción, inserción de uno o más nucleótidos/aminoácidos en una 
secuencia de polinucleótido (ADNc, gen) o una secuencia de polipéptido. Dicha mutación puede afectar a la 
secuencia codificante de un gen o su secuencia reguladora. También puede afectar a la estructura de la secuencia
genómica o la estructura/estabilidad del ARNm codificado.

- Por “gen” quiere decirse la unidad básica de la herencia, que consiste en un segmento de ADN dispuesto de una 55
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manera lineal a lo largo de un cromosoma, que codifica para una proteína específica o segmento de proteína. Un 
gen incluye normalmente un promotor, una región no traducida en 5’, una o más secuencias codificantes (exones), 
opcionalmente intrones, una región no traducida en 3’. El gen puede comprender además un terminador, 
potenciadores y/o silenciadores.

- Tal como se usa en el presente documento, el término “transgen” se refiere a una secuencia que codifica para un 5
polipéptido. Preferiblemente, el polipéptido codificado por el trangén o bien no se expresa o bien se expresa pero no 
es biológicamente activo en la célula, tejido o individuo en el que se inserta el transgén. Lo más preferiblemente, el 
transgén codifica para un polipéptido terapéutico útil para el tratamiento de un individuo.

- Por “vector de suministro” o “vectores de suministro” está previsto cualquier vector de suministro que puede usarse 
en la presente invención para poner la célula en contacto (es decir, “puesta en contacto”) o suministrar dentro de 10
células o compartimentos subcelulares agentes/productos químicos y moléculas (proteínas o ácidos nucleicos) 
necesarios en la presente invención. Incluye, perno no se limita a vectores de suministro liposomales, vectores de 
suministro virales, vectores de suministro farmacológicos, portadores químicos, portadores poliméricos, lipoplejos, 
poliplejos, dendrímeros, microburbujas (agentes de contraste de ultrasonidos), nanopartículas, emulsiones u otros 
vectores de transferencia apropiados. Estos vectores de suministro permiten el suministro de moléculas, productos 15
químicos, macromoléculas (genes, proteínas), u otros vectores tales como plásmidos, péptidos desarrollados por 
Diatos. En estos casos, los vectores de suministro son portadores de moléculas. Por “vector de suministro” o
“vectores de suministro” también están previstos métodos de suministro para realizar transfección.

- Los términos “vector” o “vectores” se refieren a una molécula de ácido nucleico que puede transportar otro ácido 
nucleico al que se ha unido. Un “vector” en la presente invención incluye, pero no se limita a, un vector viral, un 20
plásmido, un vector de ARN o una molécula de ADN o ARN lineal o circular que puede consistir en un ácido nucleico 
cromosómico, no cromosómico, semisintético o sintético. Vectores preferidos son los que pueden dar replicación
autónoma (vector episomal) y/o expresión de ácidos nucleicos a los que están unidos (vectores de expresión). Los 
expertos en la técnica conocen grandes números de vectores adecuados y están disponibles comercialmente. 

Los vectores virales incluyen retrovirus, adenovirus, parvovirus (por ejemplo virus adenoasociados), coronavirus, 25
virus de ARN de cadena negativa tales como ortomixovirus (por ejemplo, virus de la gripe), rhabdovirus (por ejemplo, 
virus de la rabia y de la estomatitis vesicular), paramixovirus (por ejemplo, sarampión y Sendai), virus de ARN de 
cadena positiva tales como picornavirus y alfavirus, y virus de ADN bicatenario incluyendo adenovirus, herpesvirus 
(por ejemplo, virus del herpes simple tipos 1 y 2, virus de Epstein-Barr, citomegalovirus) y virus de la viruela (por 
ejemplo, vaccinia, viruela aviar y viruela del canario). Otros virus incluyen virus Norwalk, togavirus, flavivirus, 30
reovirus, papovavirus, hepadnavirus y virus de la hepatitis, por ejemplo. Los ejemplos de retrovirus incluyen: leucosis 
aviar-sarcoma, virus de tipo C, tipo B, tipo D de mamíferos, grupo de VLTH-VLB, lentivirus, espumavirus (Coffin, J. 
M., Retroviridae: The viruses and their replication, en Fundamental Virology, tercera edición, B. N. Campos, et al., 
Eds., Lippincott-Raven Publishers, Filadelfia, 1996).

- Por “vector lentiviral” quiere decirse vectores lentivirales basados en VIH que son muy prometedores para 35
suministro génico debido a su capacidad de empaquetamiento relativamente grande, inmunogenicidad reducida y su 
capacidad para transducir de manera estable con alta eficacia una gama grande de diferentes tipos de células. Se 
generan habitualmente vectores lentivirales tras la transfección transitoria de tres o más plásmidos 
(empaquetamiento, envuelta y transferencia) dentro de células productoras. Como VIH, los vectores lentivirales
entran en la célula diana a través de la interacción de glicoproteínas de la superficie viral con receptores en la 40
superficie celular. Al entrar, el ARN viral experimenta transcripción inversa, que está mediada por el complejo de 
transcriptasa inversa viral. El producto de la transcripción inversa en un ADN viral lineal bicatenario, que es el 
sustrato para la integración viral en el ADN de células infectadas.

- Por “vectores lentivirales integrativos (o VL)”, quiere decirse tales vectores como ejemplo no limitativo, que pueden 
integrarse en el genoma de una célula diana. 45

En contraposición, por “vectores lentivirales no integrativos” (o VLNI) quiere decirse vectores de suministro génico 
eficientes que no se integran en el genoma de una célula diana a través de la acción de la integrasa del virus. 

Un tipo de vector preferido es un episoma, es decir, un ácido nucleico que puede producir replicación
extracromosómica. Vectores preferidos son lo que pueden producir replicación autónoma y/o expresión de ácidos 
nucleicos a los que están unidos. Vectores que pueden dirigir la expresión de genes a los que están operativamente 50
unidos se denominan en el presente documento “vectores de expresión”. Un vector según la presente invención
comprende, pero no se limita a, un YAC (cromosoma artificial de levaduras), un BAC (artificial bacteriano), un vector 
de baculovirus, un fago, un fagémido, un cósmido, un vector viral, un plásmido, un vector de ARN o una molécula de 
ADN o ARN lineal o circular que puede consistir en ADN cromosómico, no cromosómico, semisintético o sintético. 
En general, los vectores de expresión de utilidad en técnicas de ADN recombinante están a menudo en forma de 55
“plásmidos” que se refieren generalmente a bucles de ADN bicatenario circular que, en su forma de vector no están 
unidos al cromosoma. Los expertos en la técnica conocen grandes números de vectores adecuados. Los vectores 
pueden comprender marcadores seleccionables, por ejemplo: neomicina fosfotransferasa, histidinol deshidrogenasa, 
dihidrofolato reductasa, higromicina fosfotransferasa, timidina cinasa del virus del herpes simple, adenosina
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desaminasa, glutamina sintetasa e hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa para el cultivo de células eucariotas; 
TRP1 para S. cerevisiae; resistencia a tetraciclina, rifampicina o ampicilina en E. coli. Preferiblemente dichos 
vectores son vectores de expresión, en los que una secuencia que codifica para un polipéptido de interés se coloca 
bajo el control de elementos de control traduccional y transcripcional apropiados para permitir la producción o
síntesis de dicho polipéptido. Por tanto, dicho polinucleótido está comprendido en un casete de expresión. Más5
particularmente, el vector comprende un origen de replicación, un promotor operativamente unido a dicho 
polinucleótido codificante, un sitio de unión al ribosoma, un sitio de corte y empalme del ARN (cuando se usa ADN
genómico), un sitio de poliadenilación y un sitio de terminación de la transcripción. También puede comprender 
elementos potenciadores o silenciadores. La selección del promotor dependerá de la célula en la que se expresa el 
polipéptido. Los promotores adecuados incluyen promotores inducibles y/o específicos de tejido. Ejemplos de10
promotores inducibles son: promotor de metalotionina eucariota que se induce mediante niveles aumentados de 
metales pesados, promotor lacZ procariota que se induce en respuesta a isopropil--D-tiogalacto-piranósido (IPTG) y
promotor de choque térmico eucariota que se induce mediante temperatura aumentada. Ejemplos de promotores 
específicos de tejido son creatinina cinasa de músculo esquelético, antígeno específico de próstata (PSA), -
antitripsina proteasa, proteínas A y B tensioactivas humanas (SP), -caseína y genes de proteínas de suero lácteo 15
ácidas. 

Los vectores de suministro y vectores pueden asociarse o combinarse con cualquier técnica de permeabilización
celular tal como sonoporación o electroporación o derivados de estas técnicas.

- El término “endonucleasa” o “nucleasa” se refiere a cualquier enzima variante o silvestre que puede catalizar la 
hidrólisis (escisión) de enlaces entre ácidos nucleicos dentro de una molécula de ADN o ARN, preferiblemente una 20
molécula de ADN. Las endonucleasas pueden clasificarse como endonucleasas de corte poco común cuando tienen 
normalmente un reconocimiento de polinucleótido mayor de 12 pares de bases (pb) de longitud, más preferiblemente
de 14-45 pb. Las endonucleasas de corte poco común aumentan significativamente HR induciendo roturas 
bicatenarias de ADN (DSB) en un locus definido (Perrin, Buckle et al. 1993; Rouet, Smih et al. 1994; Rouet, Smih et 
al. 1994; Choulika, Perrin et al. 1995; Pingoud y Silva 2007). Las endonucleasas de corte poco común pueden, por 25
ejemplo, ser una endonucleasa de asentamiento (Paques y Duchateau 2007), una nucleasa de dedos de zinc 
quimérica (ZFN) (Eisenschmidt, Lanio et al. 2005; Arimondo, Thomas et al. 2006; Simon, Cannata et al. 2008), una 
nucleasa TALE o una endonucleasa química. En endonucleasas químicas, se conjuga un agente de escisión 
peptídico o químico o bien a un polímero de ácidos nucleicos o bien a otro ADN que reconoce una secuencia diana
específica, dirigiendo de ese modo la actividad de escisión a una secuencia específica. Las endonucleasas químicas 30
también abarcan nucleasas sintéticas como conjugados de ortofenantrolina, una molécula de escisión de ADN y
oligonucleótidos que forman tríplex (TFO), que se sabe que se unen a secuencias de ADN específicas (Kalish y
Glazer 2005). Tales endonucleasas químicas están comprendidas en el término “endonucleasa” según la presente 
invención.

- El efector de tipo activador de la transcripción (TALE) es una familia de proteínas usadas en el proceso de 35
infección por patógenos vegetales del género Xanthomonas (Boch, Scholze et al. 2009; Moscou y Bogdanove 2009; 
Christian, Cermak et al. 2010; Li, Huang et al. 2011; Li, Huang et al. 2011). El término “nucleasa efectora de TAL”
(nucleasa TALE) se refiere a una nucleasa que comprende un dominio efector TAL fusionado a un dominio 
nucleasa. Estos dominios de unión a ADN pueden modificarse por ingeniería genética para unirse a una diana 
deseada y fusionarse a un dominio nucleasa, tal como el dominio nucleasa Fok1, para derivar una proteína de fusión 40
de dominio efector TAL-nucleasa.

- El término “nucleasa de dedos de zinc” (ZFN) se refiere a enzimas de restricción artificiales generadas fusionando 
un dominio de unión a ADN de dedos de zinc a un dominio de escisión de ADN. Pueden modificarse por ingeniería 
genética dominios de dedos de zinc para que se unan a un sitio diana deseado. En algunas realizaciones, el dominio 
de escisión comprende el dominio de escisión no específico de Fokl (Porteus y Carroll 2005). En otras realizaciones, 45
el dominio de escisión comprende toda o una porción activa de otra nucleasa.

- Por “dominio catalítico” está previsto el dominio proteico o módulo de una enzima que contiene el sitio activo de 
dicha enzima; por sitio activo está previsto la parte de dicha enzima en la que se produce la catálisis del sustrato. 
Las enzimas, pero también sus dominios catalíticos, se clasifican y se nombran según la reacción que catalizan. El 
número de la Comisión de Enzimas (número de EC) es un esquema de clasificación numérico para enzimas, basado 50
en las reacciones químicas que catalizan.

- El término “exonucleasa” se refiere a enzimas que escinden enlaces fosfodiéster en el extremo de una cadena de 
polinucleótido por medio de una reacción de hidrolización que rompe los enlaces fosfodiéster en el extremo o bien 3’ 
o bien 5’. El polinucleótido puede ser ADN bicatenario (ADNbc), ADN monocatenario (ADNmc), ARN, híbridos 
bicatenarios de ADN y ARN, y ADN sintético (por ejemplo, que contiene bases distintas de A, C, G y T). El término 55
“exonucleasa 5’” se refiere a exonucleasas que escinden el enlace fosfodiéster en el extremo 5’. El término 
“exonucleasa 3’” se refiere a exonucleasas que escinden el enlace fosfodiéster en el extremo 3’. Las exonucleasas 
pueden escindir los enlaces fosfodiéster en el extremo de una cadena de polinucleótido en sitios de corte de 
endonucleasa o en los extremos generados por otros medios químicos o mecánicos, tales como cizalladura, 
radiación ionizante, radiación ultravioleta, radicales de oxígeno, hidrólisis química y agentes quimioterápicos. Las 60
exonucleasas pueden escindir los enlaces fosfodiéster en extremos romos o extremos cohesivos. Exonucleasa I y
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exonucleasa III de E. coli son dos exonucleasas 3’ comúnmente usadas que tienen actividad de degradación de 
cadenas sencillas exonucleolítica 3’. Otros ejemplos de exonucleasas 3’ incluyen nucleósido difosfato cinasas 
(NDK), NDK1 (NM23-H1), NDK5, NDK7 y NDK8, WRN y exonucleasa 2 de reparación tres prima (Trex2). 
Exonucleasa VII de E. coli y gen 6 de exonucleasa de T7 son dos exonucleasas 5’-3’ comúnmente usadas que 
tienen actividad de degradación de cadenas sencillas exonucleolítica del 5%. La exonucleasa puede originarse a 5
partir de procariotas, tales como exonucleasas de E. coli, o eucariotas, tales como exonucleasas de levaduras, 
gusanos, murinas o humanas.

- Por “mutante funcional” está previsto un mutante catalíticamente activo de una proteína o un dominio proteico; tal 
mutante puede tener la misma actividad en comparación con su proteína o dominio proteico original o propiedades
adicionales. Esta definición se aplica a proteínas quiméricas o dominios proteicos que constituyen proteínas10
quiméricas según la presente invención. También se abarcan en el alcance de esta definición “derivados” de estas 
proteínas o dominios proteicos que comprenden la totalidad o parte de estas proteínas o dominios proteicos 
fusionados a otra proteína o partes químicas tales como etiquetas, anticuerpos, polietilenglicol como ejemplos no 
limitativos.

- Por “secuencia homóloga” de ácido nucleico o proteína quiere decirse una secuencia con alto porcentaje de15
identidad o alto porcentaje de homología con secuencias a niveles nucleotídicos o polipeptídicos. Por alto porcentaje 
de identidad o alto porcentaje de homología está previsto al menos el 70%, más preferiblemente al menos el 75%, 
más preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más preferiblemente al menos el 90%, 
más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 97%, más preferiblemente al menos el 99% 
o cualquier valor de porcentaje entre el 70% y el 99%.20

- “Identidad” se refiere a identidad de secuencia entre dos moléculas de ácido nucleico o polipéptidos. La identidad 
puede determinarse comparando una posición en cada secuencia que puede alinearse para fines de comparación. 
Cuando una posición en la secuencia comparada está ocupada por la misma base, entonces las moléculas son 
idénticas en esa posición. Un grado de similitud o identidad entre secuencias de ácido nucleico o aminoácidos es 
una función del número de nucleótidos idénticos o coincidentes en posiciones compartidas por las secuencias de 25
ácido nucleico. Pueden usarse diversos algoritmos y/o programas de alineación para calcular la identidad entre dos
secuencias, incluyendo FASTA o BLAST que están disponibles como parte del paquete de análisis de secuencias 
GCG (Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), y pueden usarse con, por ejemplo, parámetros por defecto.

- El término “escisión” se refiere a la rotura de la estructura principal covalente de un polinucleótido. La escisión
puede iniciarse mediante una variedad de métodos incluyendo, pero sin limitarse a, hidrólisis química o enzimática 30
de un enlace fosfodiéster. Son posibles tanto escisión monocatenaria como escisión bicatenaria, y la escisión 
bicatenaria puede producirse como resultado de dos acontecimientos de escisión monocatenaria distintos. La 
escisión de ADN bicatenario, ARN o híbridos de ADN/ARN puede dar como resultado la producción de o bien 
extremos romos o bien extremos escalonados.

- Los términos “sitio diana”, “secuencia diana”, “secuencia de ácido nucleico diana” o “secuencia diana de ácido 35
nucleico” se refieren a una secuencia de ácido nucleico que define una porción de un ácido nucleico al que una 
molécula de unión se unirá y/o escindirá, siempre que estén presentes condiciones suficientes para la unión y/o
escisión.

- Un “dominio” de una proteína es cualquier porción de la proteína entera, hasta e incluyendo la proteína completa, 
pero que comprende normalmente menos que la proteína completa. Un dominio puede, pero no necesariamente, 40
plegarse independientemente del resto de la cadena de proteína y/o correlacionarse con una ubicación o función 
biológica, bioquímica o estructural particular (por ejemplo, un dominio endonucleasa, un dominio de unión a 
polinucleótido, tal como un dominio de unión a ADN o un dominio de procesamiento de extremos).

- Por receptor de antígeno quimérico (CAR) está previsto moléculas que combinan un dominio de unión contra un 
componente presente en la célula diana, por ejemplo una especificidad basada en anticuerpo para un antígeno45
deseado (por ejemplo, antígeno tumoral) con un dominio intracelular de activación de receptores de células T para 
generar una proteína quimérica que presenta una actividad inmunitaria celular anti-diana. Generalmente, el CAR 
consiste en un anticuerpo de cadena sencilla extracelular (scFvFc) fusionado al dominio de señalización intracelular 
de la cadena zeta del complejo de receptor de antígeno de células T (scFvFc:) y tiene la capacidad, cuando se 
expresa en células T, de redirigir el reconocimiento de antígenos basándose en la especificidad del anticuerpo 50
monoclonal.

- El término “sujeto” tal como se usa en el presente documento incluye todos los miembros del reino animal 
incluyendo primates no humanos y seres humanos.

Ejemplos:

Ejemplo 1: Se realizó modificación por ingeniería genética de prototipos de LHE con superficies de contacto de 55
reconocimiento de ADN específicas para dianas en el gen de TRAC humano

En primer lugar, se identificaron secuencias diana de LHE putativas en el gen de TRAC humano para las que el 
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inventor predijo superficies de contacto de reconocimiento de ADN modificadas por ingeniería genética de alta 
calidad. Tales predicciones se basan en una serie de características intrínsecas para el armazón de LHE, I-OnuI 
(SEQ ID NO: 1), con las cuales iban a modificarse por ingeniería genética las superficies de contacto de 
reconocimiento de ADN de TRAC. Otras consideraciones, tales como ubicaciones dentro del gen de TRAC que es 
probable que provoquen alteraciones significativas en la proteína TCR-alfa tras inserciones o deleciones mediadas 5
por endonucleasa, y/o la aparición de codones de terminación TGA, TAG o TAA en el sentido de 3’ adyacentes en
marcos de lectura alternativos para limitar la producción de péptidos fuera de marco que podrían servir como base 
para el rechazo inmunológico, también se incorporaron en el proceso de elección de dianas. Véase la figura 1 que 
ilustra esquemáticamente las ubicaciones de las supuestas secuencias diana. 

Se eligieron dos secuencias diana putativas (TCRA_S02 y TCRA_S10; SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4) para las 10
fases iniciales de modificación por ingeniería genética de la superficie de contacto de reconocimiento de ADN. Se 
construyeron bibliotecas de variantes, mediante lo cual se variaron residuos de aminoácido en subregiones 
localizadas de la superficie de contacto de reconocimiento de ADN. Véase la figura 2, que muestra diagramas 
esquemáticos y estructurales de la superficie de contacto de reconocimiento de ADN. Se logró la variación dentro de 
la superficie de contacto de reconocimiento de ADN de la secuencia de ácido nucleico de I-OnuI (SEQ ID NO: 1) 15
incorporando codones degenerados en los oligonucleótidos que sirvieron como sustratos para las reacciones PCR 
para generar bibliotecas de variantes mediante recombinación de huecos en la cepa de levadura Saccharomyces 
cerevisiae. Se examinaron las bibliotecas resultantes para determinar la actividad de escisión de dianas mediante 
métodos basados en presentación en superficie y citometría de flujo tal como se ha descrito en (Jarjour, West-Foile 
et al. 2009). De esta manera, se alteró la especificidad de la superficie de contacto de reconocimiento de ADN para 20
reconocer dianas en el gen de TRAC humano. En aspectos particulares, se lograron superficies de contacto de 
reconocimiento de ADN reespecificadas satisfactoriamente para TCRA_S02 (SEQ ID NO: 3) sólo, fallando el 
proceso para el otro sitio diana supuesto en una fase anterior en el proceso de modificación por ingeniería genética. 
Véase la figura 3 que ilustra el aislamiento satisfactorio de variantes que escinden la diana TCRA_S02.

Ejemplo 2: Se mostró que LHE con superficies de contacto de reconocimiento de ADN modificadas por ingeniería 25
genética provocaban mutaciones disruptivas en las secuencias diana para las que se modificaron por ingeniería 
genética para reconocerlas. 

Para medir la actividad del LHE que selecciona como diana TCRA, se usó un sistema de indicador fluorescente 
integrado cromosómicamente que se ha descrito anteriormente. En este sistema, el LHE de interés se transfecta en 
una línea celular de fibroblastos HEK 293T que se modifica por ingeniería genética para contener la secuencia diana 30
TCRA_S02 en el sentido de 5’ de un gen fuera de marco que codifica para la proteína fluorescente mCherry. La 
escisión de la diana TCRA_S02 incrustada e inserciones o deleciones pequeñas posteriores provocaron la 
reparación del ADN por medio de la ruta de unión de extremos no homólogos (NHEJ) dando como resultado 
aproximadamente 1 de tres loci reparados que colocan el gen indicador fluorescente ‘en marco’. La fluorescencia en 
el canal de mCherry en un citómetro de flujo es, por tanto, una lectura de alto rendimiento supuesta de la escisión 35
por LHE de la secuencia diana TCRA_S02 incrustada cromosómicamente. 

Los resultados iniciales con la variante TCRA_S02_2E5 (SEQ ID NO: 5 que codifica para SEQ ID NO: 6) mostraron 
una eficacia muy baja de expresión de mCherry, indicando que esta variante no estaba escindiendo muy 
activamente su diana en un contexto cromosómico celular. Se realizaron mutagénesis al azar de la variante 
TCRA_S02_2E5 y el examen basado en presentación en superficie en condiciones de escisión más rigurosas para 40
aislar variantes con actividades catalíticas mejoradas. Dos rondas de mutagénesis y examen condujeron a variantes 
con tasas de 40 a 50 veces superiores de generación de células que expresan mCherry. Véase la figura 4 que ilustra 
las lecturas de citometría de flujo del ensayo con indicador para variantes refinadas TCRA_S02_2E5, que incluían 
TCRA_S02_2E5_RD1_08 (SEQ ID NO: 7 que codifica para SEQ ID NO: 8) y TCRA_S02_2E5_RD2_23 (SEQ ID 
NO: 9 que codifica para SEQ ID NO: 10). Una variante con un rendimiento superior TCRA_S02_2E5_RD1_08 (SEQ 45
ID NO: 7) contenía seis mutaciones en relación con la variante TCRA_S02_2E5, cuatro de las cuales están ubicadas 
dentro de la superficie de contacto de reconocimiento de ADN y dos están ubicadas en otra parte en la LHE. Véanse 
la figura 5 y la tabla 1 que proporcionan las alineaciones relativas de las variantes indicadas así como la información
de posición de los residuos que comprende la superficie de contacto de reconocimiento de ADN. Se desconoce en 
qué grado, si lo hay, las mutaciones individuales identificadas a través de este proceso contribuyen a las 50
características de la LHE que influyen en su actividad de reconocimiento y escisión de ADN. Tomados 
conjuntamente, conducen a mejoras significativas en la frecuencia de la aparición de mutaciones disruptivas en la 
secuencia diana TCRA_S02.

Ejemplo 3: Se diferenciaron LHE con superficies de contacto de reconocimiento de ADN que tienen alta afinidad, alta 
especificidad y baja toxicidad. 55

La LHE que contiene las superficies de contacto de reconocimiento de ADN modificadas por ingeniería genética 
para la diana TCRA_S02 (SEQ ID NO: 3) se sometió a prueba para determinar las características de afinidad, 
especificidad y toxicidad. Se sometió a prueba la afinidad incubando independientemente levadura que presenta la 
variante TCRA_S02_2E5_RD1_08, (SEQ ID NO: 7, que codifica para SEQ ID NO: 8) con sustratos de ADN que 
contienen sus secuencias diana a diversas concentraciones. Véase la figura 6 que muestra las propiedades de 60
afinidad de esta variante en relación con la proteína I-OnuI silvestre. Estos datos demuestran que la variante 
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TCRA_S02_2E5_RD1_08 se une a su diana de ADN con afinidades comparables o superiores a las de la 
interacción entre la LHE I-OnuI nativa y su secuencia diana (SEQ ID NO: 11). Se sometió a prueba la especificidad 
analizando la afinidad relativa y la capacidad de escisión de ADN de la variante de LHE hacia la secuencia diana
que contenía cada uno de los tres pares de bases de ADN alternativos en cada posición a lo largo del sustrato. 
Véase la figura 7 que ilustra el perfil de especificidad de la variante TCRA_S02_2E5_RD1_08 (SEQ ID NO: 7). Estos 5
datos demuestran que la variante de LHE TCRA_S02_2E5_RD1_08 tiene una alta especificidad global, ya que 
escinde/se une exclusivamente a su par de bases de sustrato específico en la mayoría de las posiciones a lo largo 
de su diana, sustituciones no tolerantes. Se analizó la toxicidad transcribiendo in vitro cada LHE para dar ARNm y
transfectando células T humanas primarias mediante electroporación, seguido por análisis de citometría de flujo de 
la supervivencia de las células en relación con la transfección con un ARNm de control que codifica para una 10
proteína fluorescente azul (BFP). Véase la figura 8 que muestra el análisis de citometría de flujo de células T 
humanas primarias tras la electroporación con ARNm-IVT que codifica para la variante TCRA_S02_2E5_RD1_08 
LHE. Estos datos muestran que las variantes de LHE TCRA_S02 tienen toxicidad mínima en células humanas 
primarias.

Ejemplo 4: Se mostró que la expresión transitoria de LHE que selecciona como diana TRAC provoca pérdida de 15
proteína TCR-alfa de la superficie celular y conduce a mutaciones disruptiva en el gen de TRAC. 

A continuación, se examinó la LHE que selecciona como diana TRAC para determinar si: i) escindía eficazmente el 
sitio diana TCRA_S02 en el gen de TRAC en células humanas (SEQ ID NO: 3); y ii) las alteraciones mediadas por 
NHEJ resultantes daban como resultado la pérdida de la proteína TRAC de la superficie celular. Una motivación
primaria para lograr altas eficacias es en el desarrollo de intervenciones terapéuticas humanas basadas en 20
nucleasas que alteran TRAC. En una aplicación de este tipo, el uso de vectores virales que suministran de manera 
permanente (tales como para vectores retrovirales, lentivirales o de virus espumosos) o de manera transitoria (tales
como vectores adenovirales o de virus adenoasociados) reactivos de nucleasa es laborioso, costoso y requiere 
muchos recursos, escasamente escalable y supone un reto abordarlo desde una perspectiva regulatoria. Un 
procedimiento y reactivo terapéutico más atractivo implicaría reemplazar el vector biológico por un reactivo de 25
expresión sintético, tal como ARNm transcrito in vitro (ARNm-IVT). Se transfectaron células T humanas primarias
con ARNm transcrito in vitro (ARNm-IVT) que codifica para o bien BFP o bien la LHE TCRA_S02_2E5, o variantes
tal como se describió anteriormente usando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. La 
electroporación de ARNm-IVT produce un estallido transitorio de expresión de proteínas que dura de 4 a 12 horas. 
La duración y el grado de expresión de proteínas dependen de la estructura de ARNm-IVT. Un ejemplo del plásmido30
usado para la producción de ARNm-IVT se muestra en la figura 9 (SEQ ID NO: 12). Se añaden factores de 
estabilidad de ARNm secundario en el transcurso de la producción de ARNm-IVT. La caperuza de ARNm 5’ (m7G) 
regula la expresión uniéndose a factores de iniciación eucariotas (elF). La adición de una cola poliadenilada (poli(A)) 
retrasa la degradación de ARNm-IVT y aumenta la expresión de proteína LHE. 

Tres días tras la electroporación de células T humanas primarias con ARNm-IVT que codifica para Trex2 y LHE que 35
selecciona como diana TRAC, más del 15% de las células habían perdido su expresión en superficie de la proteína 
TCR-alfa. Véase la figura 10 que demuestra el análisis por citometría de flujo la alteración de TRAC y la estabilidad 
de la alteración de TRAC a lo largo de un periodo de cultivo de dos semanas. Se clasificaron las células negativas 
para TCR-alfa usando citometría de flujo y se secuenció el sitio diana TCRA_S02 en el gen de TRAC para analizar 
la alteración genética del gen de TRAC y confirmar y caracterizar el espectro de mutaciones inducidas por LHE. El 40
gen de TRAC se expresa en un modo monoalélico, debido al silenciamiento del alelo no productivo durante el 
desarrollo de células T. Véase la figura 11 para resultados de secuenciación que muestran que el 50% de todos los 
alelos de TRAC contenían acontecimientos de alteración de NHEJ en el sitio diana TCR_S02. La conclusión crítica 
es que las variantes TCRA_S02_LHE seleccionan como diana eficazmente el alelo de TRAC transcrito de manera 
activa para bloquear la expresión de TCR-alfa.45

Ejemplo 5: La LHE que selecciona como diana TRAC se mejoró mediante fusión con dominios TALE, que permiten 
una alteración génica de TRAC más eficaz con métodos de suministro sintéticos transitorios. 

Los resultados de los ejemplos proporcionados anteriormente demuestran que los reactivos de nucleasa descritos 
en el presente documento pueden generar eficazmente células primarias que carecen de expresión de TCR-alfa. El 
objetivo clave de la enzima LHE y variantes descritas es la generación de células T deficientes en TCR-alfa para el 50
tratamiento de cáncer, autoinmunidad e infección viral. Véase la figura 12 que ilustra esquemáticamente la estrategia 
terapéutica propuesta mediante la cual se combina la LHE que selecciona como diana TRAC con un reactivo de 
CAR secundario para producir células T para el tratamiento de cáncer y otras enfermedades. Los estudios iniciales 
con el suministro de Trex2 y LHE que selecciona como diana TCRA_S02 en la forma de ARNm-IVT mostraron tasas 
globales prometedoras pero subóptimas de alteración génica de TRAC. Aunque sin limitarse, tasas superiores de 55
alteración de TCR-alfa simplificarían la fabricación de productos y darían como resultado costes de desarrollo 
reducidos. 

Se creó una arquitectura de endonucleasa quimérica que mejoraría la eficacia de la LHE que selecciona como diana 
TRAC. Tal como se describe en el presente documento, las proteínas TALE ofrecen un modo modular único de 
reconocimiento de ADN. Los inventores razonaron, por tanto, que un alineamiento de repeticiones de TALE que 60
reconocían una secuencia diana adyacente a la diana TCRA_S02 se fusionaría a la LHE que selecciona como diana 
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TCRA_S02 para potenciar eficazmente la colocalización de la nucleasa y su sustrato. Véase la figura 13 que ilustra
esquemáticamente la endonucleasa quimérica y su secuencia de reconocimiento (SEQ ID NO: 3). Esta 
endonucleasa quimérica (SEQ ID NO: 14 codificada por SEQ ID NO: 13), una arquitectura denominada ‘MegaTAL’,
se convirtió entonces en ARNm mediante métodos de transcripción in vitro descritos anteriormente. Entonces se 
suministraron especies de ARNm-IVT que codifican para la exonucleasa Trex2 y la MegaTAL que selecciona como 5
diana TCRA_S02 mediante electroporación en células T humanas primarias. Este método de expresión transitoria 
de estos reactivos de nucleasa dio como resultado una eliminación extremadamente eficaz de la proteína TCR-alfa
de la superficie celular. Véase la figura 14 que demuestra la eficacia de este enfoque usando análisis por citometría 
de flujo de la expresión de TCR-alfa en células T primarias tratadas con especies de ARNm-IVT que codifican para 
la exonucleasa Trex2 y megaTAL, ya que >65% de las células carecían de expresión TCR-alfa.10

Ejemplo 6: Fusiones de TALE-LHE, que seleccionan como diana TCRA, se mejoraron mediante fusión con Trex2, 
que permite la alteración génica de TCRA ultraeficaz con una proteína de fusión de tres componentes expresada a 
partir de una única especie de ARNm. 

A continuación, se evaluó la alteración génica de TCRA eficaz para el logro de mediante el suministro de una única 
especie de ARNm que expresa una proteína de fusión que comprende un alineamiento de TAL, la LHE que 15
selecciona como diana TCRA.S02 y Trex2. Se colocó la proteína de fusión de tres componentes (SEQ ID NO: 16 
codificada por SEQ ID NO: 15) en un vector que contenía un promotor de T7 para facilitar la transcripción in vitro y
posterior poliadenilación y ocupación de extremos. Se suministró el ARNm resultante a células T humanas primarias
mediante electroporación y se evaluó la expresión del complejo de CD3 sobre la superficie celular 72 horas más 
tarde mediante citometría de flujo (figura 16). Las muestras de control incluían células T humanas primarias no 20
transfectadas, células T transfectadas con la MegaTAL que selecciona como diana TCRA.S02 y una muestra en 
donde se cotransfectó la MegaTAL que selecciona como diana TCRA.S02 con una especie de ARNm sintetizada 
independientemente que codifica para Trex2. Las muestras que reciben Trex2 o bien independientemente o bien 
como una fusión directa con la MegaTAL que selecciona como diana TCRA.S02 mostraron un porcentaje 
aumentado de células negativas para CD3, indicando tasas de alteración génica de TCRA potenciadas en estas 25
muestras.
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<210> 3
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<212> ADN5
<213> secuencia artificial
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<400> 3
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REIVINDICACIONES

1. I-OnuI u homólogo de I-OnuI, en la que se han introducido mutaciones para obtener una variante que 
escinde una secuencia de ácido nucleico diana dentro del gen de receptor de células T alfa constante
(TRAC); comprendiendo dicha I-OnuI o variante homóloga de I-OnuI al menos 10 sustituciones de 
aminoácido en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: 19, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 35, 36, 37, 5
38, 40, 42, 44, 46, 48, 68, 70, 72, 75, 76 77, 78, 80, 82, 138, 159, 168, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 189, 
190, 191, 192, 193, 195, 197, 199, 201, 203, 207, 223, 225, 227, 229, 231, 232, 234, 236, 238, 240, en
referencia a SEQ ID NO: 2, y que tiene una identidad de secuencia de al menos el 70% con la secuencia
proteica de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 10.

2. Variante según la reivindicación 1, en la que escinde una secuencia de ácido nucleico diana SEQ ID NO: 3. 10

3. Variante según la reivindicación 1 ó 2, que comprende al menos 15, preferiblemente al menos 20, más
preferiblemente al menos 25 sustituciones de aminoácido en posiciones seleccionadas del grupo que 
consiste en: 19, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 68, 70, 72, 75, 76 77, 78, 80, 82, 
138, 159, 168, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 195, 197, 199, 201, 203, 207, 223, 
225, 227, 229, 231, 232, 234, 236, 238, 240, en referencia a SEQ ID NO: 2. 15

4. Variante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que tiene una identidad de secuencia de al 
menos el 75%, preferiblemente al menos el 80%, más preferiblemente al menos el 85%, más
preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 
97% y más preferiblemente el 99% con la secuencia proteica de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID 
NO: 10. 20

5. Variante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que tiene la secuencia proteica seleccionada 
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 10. 

6. Endonucleasa quimérica que comprende a I-OnuI o variante homóloga de I-OnuI según una cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 5, fusionada a al menos un dominio proteico adicional seleccionado del grupo que 
consiste en: dominio de unión a ácido nucleico, dominio catalítico, etiquetas de epítopo terminal y proteínas 25
fluorescentes. 

7. Endonucleasa quimérica según la reivindicación 6, en la que dicho dominio proteico adicional es un dominio 
de unión a ácido nucleico seleccionado del grupo que consiste en TALE y dominio de dedos de zinc. 

8. Endonucleasa quimérica según la reivindicación 7, en la que dicha endonucleasa quimérica es la secuencia 
proteica MegaTAL TCRA_S02 de SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 16. 30

9. Endonucleasa quimérica según la reivindicación 6 u 8, en la que el dominio proteico adicional tiene una 
actividad catalítica seleccionada del grupo que consiste en: actividad nucleasa, actividad polimerasa, 
actividad cinasa, actividad fosfatasa, actividad metilasa, actividad topoisomerasa, actividad integrasa, 
actividad transposasa, actividad ligasa, actividad helicasa, actividad recombinasa. 

10. Endonucleasa quimérica según la reivindicación 9, en la que dicho dominio catalítico es una exonucleasa 35
5’-3’, más preferiblemente Trex2 y más preferiblemente Trex2 de cadena sencilla. 

11. Endonucleasa quimérica según una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en la que dicho dominio 
proteico adicional se fusiona a la variante de I-OnuI mediante un ligador peptídico. 

12. Polinucleótido que codifica para una variante de I-OnuI según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o
endonucleasa quimérica según una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11. 40

13. Vector que comprende un polinucleótido según la reivindicación 12. 

14. Método in vitro para modificar un gen de TRAC en un célula que comprende introducir una variante de I-
OnuI según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o la endonucleasa quimérica según una cualquiera 
de las reivindicaciones 6 a 11 en dicha célula. 

15. Método in vitro según la reivindicación 14, en el que la mutagénesis se aumenta introduciendo en la célula45
una enzima de procesamiento de extremos de ADN. 

16. Método in vitro según la reivindicación 15, en el que dicha enzima de procesamiento de extremos de ADN
se introduce en la célula con la variante de I-OnuI o la endonucleasa quimérica como transgenes 
codificados por el mismo vector que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica para 
secuencia de salto ribosómico. 50

17. Método in vitro según la reivindicación 15 o 16, en el que dicha enzima de procesamiento de extremos de 
ADN tiene actividad exonucleasa 3’-5’. 
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18. Método in vitro según la reivindicación 17, en el que dicha enzima de procesamiento de extremos de ADN
es TREX2. 

19. Método in vitro según la reivindicación 17, en el que dicha enzima de procesamiento de extremos de ADN
es un polipéptido de TREX2 de cadena sencilla. 

20. Método in vitro según la reivindicación 14, que comprende introducir una matriz donadora que comprende5
una secuencia que va a introducirse flanqueada por al menos una secuencia que comparte homologías con
al menos una región del gen de TRAC que rodea al sitio de escisión de ácido nucleico de dicha 
endonucleasa de corte poco común.
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