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NUCLEASA EFECTORA TAL PARA LA INACTIVACION ESPECIFI CA DEL
CORRECEPTOR DEL VIH CCR5

La invencion se refiere a una nueva nucleasa efecto ra TAL
(TALEN) para la inactivacion especifica del correce ptor del
VIH CCRS.

Aparte de su propia funcién en la célula, el recept or de
guimiocinas CCR5 desempefia un papel importante en | a
infeccion del VIH. Aqui se presenta en las cepas

denominadas CCR5-trépicas del VIH como un correcept or que
interviene en la infeccion inicial de VIH. Si no ha y ningun
CCRS5 en la superficie de un linfocito T auxiliar, | os VIH
no pueden fusionarse con la célula huésped y no se produce
la infeccion. Asi, una delecion homocigota en el ge n CCR5
(CCR5A32), que se presenta aproximadamente en el 1 % de | 0s
europeos occidentales y de los americanos “blancos”

(“caucasicos”) protege casi por completo de una inf eccion
con cepas CCR-tropicas del VIH. En consecuencia, CC R5 es
una diana muy interesante para el tratamiento del V IH.

Las estratégicas farmacologicas previas dirigidas a

bloquear CCR5 requieren un tratamiento de por vida en el
marco de un tratamiento combinado antirretrovirico (TAR). A
largo plazo, esto conlleva  efectos secundarios
potencialmente graves, pero también una falta de

cumplimiento del paciente y la aparicion de resiste ncias.
Por el contrario, una destruccion genética (“inacti vacion”)
de CCR5 (por medio de genoterapia), en el caso idea | en un
solo tratamiento, seria suficiente, ya que la prote ccién
genética se transferiria a todas las células hijas. Esto no
solo queda demostrado por la resistencia natural de los
individuos homocigotos para CCR5 A32, sino también por el

caso clinico del éxito del tratamiento de una infec cion del
VIH en el, asi denominado, “paciente de Berlin”, de Spués
del alotransplante de células madre con células don antes

homocigotas para CCR5 A32 (Hutter G. y col, Long-term



control of HIV by CCRDelta32/Delta32
transplantation, N. Engl. J. Med. 2009, 360: 692-69
Allers K. y col., Evidence for the cure of HIV infe

CCR%\32/ A32 stem cell transplantation, Blood 2011, 117:

2791-2799).

Sobre la base de estas observaciones se han desarro
conceptos para la inactivacion genética de CCR5 en
pacientes con VIH. Las estrategias mas prometedoras

el momento se basan en las denominadas “nucleasas d
(véase, por ejemplo, Manjunath N. y col., Newer Gen
Editing Technologies toward HIV Gene Therapy, Virus

5: 2748-2766). Estas nucleasas de disefio constan de
componentes: un domino de reconocimiento, que deter
especificidad en el genoma y que puede disefiarse de
casi completamente libre, y un dominio nucleasico,
induce una rotura bicatenaria en el lugar elegido d
genoma. La reparacion incorrecta de esta rotura bic

da lugar a desplazamientos del marco de lectura abi

gen diana y, por tanto, en el caso ideal, a una
inactivacion. Las primeras nucleasas de disefio de u
extendido fueron las nucleasas con dedos de cinc (Z
ejemplo, la empresa Sangamo BioSciences Inc. esta e
actualmente una nucleasa con dedos de cinc especifi
CCR5 desarrollada por la propia empresa con la deno
SB-728 (http://lwww.sangamo.com/pipeline/sb-728.html
su uso clinico (Tebas y col.,, Gene Editing of CCR5
Autologous CD4 T Cells of Persons Infected with HIV
Engl. J. Med., 2014, 370: 901-10). El estudio clini
demostré la factibilidad de la estrategia, pero sol

pudo observarse un beneficio clinico a largo plazo
relacion con la carga virica en una de las personas
experimentacién, que resultdé ser heterocigota para
mutacion CCR5 A32 natural.

Las nucleasas efectoras TAL (nucleasas efectoras de
activador de transcripcion, TALEN) constituyen la s
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generacion de nucleasas de disefio (véanse, por ejem
Mussolino C., Cathomen T., TALE nucleases: tailored
engineering made easy, Curr. Opin. Biotechnol. 2012

644-50; y los documentos WO 2011/072246 A2, EP 2510
WO 2011/154393 Al, WO 2011/159369 Al, WO 2012/09383
WO 2013/182910 A2). En comparacion con las ZFN,
caracterizan, por ejemplo, por una mayor especifici

manera que se reduce considerablemente el riesgo de

fuera de diana, es decir, la produccién de mutacion

otro lugar del genoma distinto del deseado (Handel
Cathomen T., Zinc-finger nuclease based genome surg
it's all about specificity. Curr. Gene Ther. 2011,

37; Mussolino C. y col., A novel TALE nuclease scaf
enables high genome editing activity in combination

low toxicity, Nucleic Acids Res. 2011, 39: 9283-929

Ya se conocen TALEN especificas para CCR5 (véanse,

ejemplo, Mussolino C. y col, A novel TALE nuclease

scaffold enables high genome editing activity in
combination with low toxicity, Nucleic Acids Res. 2

9283-9293; y los documentos WO 2011/146121 Al,
2012/093833 A2 y US 2013/0217131 Al), sin embargo,
ahora no se ha descrito ningun beneficio clinico.

La necesidad de agentes para el tratamiento eficaz
infecciones de VIH persiste. Por consiguiente, el o

de la presente invencién es hacer disponible un age
este tipo. En particular, el objetivo de la present
invencién es hacer disponible un agente, por medio
pueda conseguirse una inactivacion del correceptor

VIH mas eficiente que hasta ahora.

El objetivo se consigue mediante el objeto de la
reivindicacion 1 y de las reivindicaciones subordin
siguientes. En las reivindicaciones subordinadas se
configuraciones recomendadas de la solucion de acue

la invencién.
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En un primer aspecto, la invencion hace disponible un par
de nucleasas efectoras TAL que comprende un primer y un
segundo monémero de nucleasa efectora TAL, en que c ada
monomero de nucleasa efectora TAL comprende un domi nio
endonucleasico con actividad de endonucleasa de tip olly
un dominio de unibn a ADN del efector TAL con una

pluralidad de unidades repetitivas que presentan en cada
caso un par de aminoacidos variables RVD y en que

a) el dominio de union a ADN del efector TAL del pr imer

monomero de nucleasa efectora TAL se une a la

secuencia diana GCTGGTCATCCTCATCCTG (SEQ ID NO: 1) ylo
comprende la secuencia de RvD NH HD NG NH NH NG HD NI
NG HD HD NG HD NI NG HD HD NG NN

y

b) el dominio de union a ADN del efector TAL del se gundo
mondémero de nucleasa efectora TAL se une a la
secuencia diana AGATGTCAGTCATGCTCTT (SEQ ID NO: 2) ylo
comprende la secuencia de RVD NI NN NI NG NN NG HD NI

NH NG HD NI NG NH HD NG HD NG NG.

El par de nucleasas efectoras TAL de acuerdo con la

invencién es capaz de producir la inactivacién de C CR5 en
linfocitos T primarios con una alta eficiencia, ina Icanzada
hasta el momento, de mas del 50 %. A este respecto,
sorprendentemente, la invencion hace posible tambié n una
inactivacion consistentemente bialélica de los dos alelos
de CCR5 y de este modo una proteccibn completa de | as

células modificadas frente a la entrada del VIH, en
contraposicion con una opinibn expresada por los

principales expertos en el estado de la técnica, se gun la
cual esto no es posible en la actualidad (“Consiste nt
nuclease-mediated biallelic knockdown is not yet te nable*,
véase Kay M. A. y Walker B. D., 2014, Engineering C ellular
Resistance to HIV, N. Engl. J. Med. 370: 968-969). Ademas,
se ha comprobado que el par de TALEN de acuerdo con la

invencion se adecua perfectamente a una transferenc ia



génica basada en la transfeccion de ARNm (y, por ta
especialmente cuidadosa, segura y compatible con la
practicas correctas de fabricacion). Por consiguien
invenciéon hace disponible por primera vez un agente
tratamiento del VIH basado en una nucleasa de disef
combina una alta eficiencia y selectividad de inact

con escasos efectos fuera de diana y otras propieda
ventajosas desde el punto de vista farmacolégico.

En este documento, por “nucleasa efectora TAL” o “T
(nucleasa efectora de tipo activador de transcripci
entiende una proteina de fusion que contiene el dom

unién a ADN de un efector TAL (TALE) y el dominio d

de ADN de una endonucleasa de restriccion. Los efec
TAL son proteinas que se unen a ADN producidas por
patdgeno de plantas
efectores TAL tiene lugar a través de un dominio co
namero variable (generalmente de cinco a 30) de uni
repetitivas (“repeticiones”), en su mayoria de 33 a
aminodcidos. En ello, cada unidad repetitiva cuenta

restos aminoacidicos hipervariables (par de aminoac
variables de la repeticion, RVD), por lo general en
posiciones 12 y 13, que se unen exactamente a una b
una secuencia de ADN diana. La relacién entre RVD vy
nucleétido diana en el ADN se indica a continuacion

RVD (cddigo de una RVD (cédigo de Nucleétido(s)
letra) tres letras

NH Asn-His G

HD His-Asp C

NG Asn-Gly T

NI Asn-lle A

NN Asn-Asn R (G, A)

NK Asn-Lys G

NS Asn-Ser N(ACGT)
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En este documento, por “secuencia de RVD” se entien
sucesion coherente de RVD en el dominio de unién de
efector TAL, en lo que, siempre que no se diga lo c

la secuencia se indica en el sentido N-C, es decir
extremo N al extremo C. Por supuesto, el experto se
consciente de que los RVD de una “secuencia de RVD”
suceden entre si inmediatamente, en el sentido de q
directamente unidos covalentemente entre si, sino q

las unidades repetitivas (“repeticiones”) que conti

RVD las que estan unidas directamente entre si, de

que los RVD estan separados respectivamente por los
aminoacidos de la estructura béasica de las unidades
repetitivas.

Por “secuencia diana” se entiende en este documento
secuencia nucleotidica, por lo general una secuenci
a la que se une el dominio de union del efector TAL

Las secuencias de RVD aqui desveladas,
respectivamente de 19 RVD, se corresponden con las
siguientes secuencias diana (en sentido 5-3’; codi

una letra para los aminoéacidos):

NH HD NG NH NH NG HD NI NG HD HD NG HD NI NG HD HD
GCTGGTCATCCTCATCCTG (SEQ ID NO: 1)

NI NN NI' NG NN NG HD NI NH NG HD NI NG NH HD NG HD
AGATGTCAGTCATGCTCTT (SEQ ID NO: 2)

Por “unidad repetitiva” (“repeticién”), en relacion

dominio de union de un efector TAL, se entiende en
documento una sucesion coherente de generalmente 33
su mayoria de 34 aminoacidos, que, con excepcion de
hipervariables RVD en las posiciones 12 y 13, prese
secuencia aminoacidica esencialmente idéntica. Tamb
posible que dentro de la estructura basica conserva

unidad repetitiva, es decir, en la estructura esenc
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invariable en la que se integran los hipervariables RVD,
haya algunos aminoacidos variables, por ejemplo en las
posiciones 4, 10 y/o 32 de una unidad repetitiva de 34
aminoacidos. Por ejemplo, una unidad repetitiva tip ica
puede tener la secuencia aminoacidica siguiente (lo S

subindices indican la posicion dentro de la unidad
repetitiva):

LTPX4sQVVAIX10SX12X13GGKQALETVQRLLPVLCQKG (SEQ ID NO: 5)

X representa un aminoacido cualquiera, que en las
posiciones 12 y 13 corresponde a los aminoacidos

hipervariables RVD. En la posicion 4 (X 4) pueden
encontrarse, por ejemplo, los aminoacidos E, Q, D o Avyen
la posicion 32 (X 32) los aminoacidos A o D. En la posicién

10 pueden encontrarse, por ejemplo, A o V. A contin uacion

se reproducen ejemplos de unidades repetitivas (XX
representa los aminoacidos hipervariables RVD; los
aminoacidos variables estan subrayados para su
identificacion):

LTPEOVVAIASXXGGKOALETVORLLPVLCOAHG (SEQ ID NO: 6)
LTPQQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQAHG (SEQ ID NO: 7)
LTPDQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQDHG (SEQ ID NO: 8)
LTPAOVVAIASXXGGKOALETVORLLPVLCODHG (SEQ ID NO: 9)
LTPEOVVAIVSXXGGKOALETVORLLPVLCOAHG (SEQ ID NO: 10)

Los dominios de union de los efectores TAL pueden i ncluir
una o varias variantes de unidades repetitivas seme jantes,
en lo que también es posible una mezcla de distinta S
variantes.

La unidad repetitiva exterior, mas proxima al domin i0
nucleasico, puede tener menos aminoacidos, por ejem plo,
solo comprender los primeros 15, 16, 17, 18, 19 o 2 0

aminoacidos de las demas unidades repetitivas. Una unidad



repetitiva semejante se denomina también “media uni dad
repetitiva” o “media repeticion”.

Por un “dominio de unibn a ADN” se entiende en este

documento una region de una proteina que ocasiona | a unién
de la proteina a un ADN. En el caso de un dominio d e unién
a ADN de un efector TAL, esta unién tiene lugar por medio
de las unidades repetitivas (“repeticiones”) descri tas con

mas detalle anteriormente.

La formulacion segun la cual un dominio de unién a ADN de
un efector TAL se une a una secuencia diana ha de

entenderse como que el dominio de uniéon a ADN del e fector
TAL se une especificamente a la secuencia diana gra cias a
su secuencia de RVD. A este respecto, aunque se pre fiere,
no es necesario que cada nucleétido de la secuencia diana
se corresponda con un RVD en el dominio de unién. L a
relacion entre la secuencia de RVD del dominio de u nién a
ADN del efector TAL y la secuencia diana solamente debe ser
tal que tenga lugar una unién especifica a la secue ncia
diana. En este contexto, “especifica” significa que

esencialmente la union tiene lugar exclusivamente c on la

secuencia diana.

Por “mondmero de nucleasa efectora TAL” se entiende una
nucleasa efectora TAL formada por una sola cadena
polipeptidica. Por “par de nucleasas efectoras TAL” 0 “par
de TALEN” se entiende una TALEN compuesta de dos mo némeros
de nucleasa efectora TAL. Los mondmeros representan los
brazos izquierdo o derecho de una TALEN, que se une n alas
cadenas opuestas de un ADN y conjuntamente producen la

escision del ADN en un punto.

Cuando en este documento en relacién con un par de TALEN se
habla de una TALEN “izquierda” o “derecha” o del “b razo
izquierdo o derecho” de una TALEN, esto refleja el hecho de

que en un par de TALEN se emplean monémeros de TALE N en



pares, es decir, producen una rotura de cadena en u n ADN
bicatenario al unirse un monémero a una secuencia d ilana en
la cadena codificante, mientras el otro monémero de TALEN
del par de TALEN se une a una secuencia diana en la cadena
no codificante complementaria, y ello de tal modo q ue los
dominios nucleasicos, orientados el uno al otro, se sitian
conjuntamente en una regiébn de ADN entre las secuen cias
diana denominada “espaciador” y producen respectiva mente en
este punto una rotura monocatenaria. Por consiguien te, los
monomeros de TALEN “izquierdo” y “derecho” son part e de uno
de estos pares de TALEN, en lo que frecuentemente, como
TALEN ‘“izquierda” se denomina la TALEN que se une a la
cadena codificante, mientras que la TALEN “derecha” se une
a la cadena complementaria. Sin embargo, cuando en este
documento se habla de una TALEN “izquierda” o “dere cha”,
con ello no se debe dar por supuesto que la TALEN

“izquierda” se une a la cadena codificante y la TAL EN

“derecha” se une a la cadena complementaria.

La presente invencion se refiere también, por tanto , aun
“par de TALEN”, es decir, un par compuesto de dos m onémeros
de acuerdo con la invencién, cada uno de los cuales

representa un brazo izquierdo o derecho de una TALE N. Por
consiguiente, la presente invencién se refiere tamb ién aun
par de nucleasas efectoras TAL que comprende un mon omero de
nucleasa efectora TAL cuyo dominio de unién a ADN d el
efector TAL se une a la secuencia diana GCTGGTCATCC TCATCCTG
(SEQ ID NO: 1) y/o comprende la secuencia de RVD NH HD NG
NH NH NG HD NI NG HD HD NG HD NI NG HD HD NG NN y u n
monomero de nucleasa efectora TAL cuyo dominio de u nién a

ADN del efector TAL se une a la secuencia diana
AGATGTCAGTCATGCTCTT (SEQ ID NO: 2) y/lo comprende la
secuencia de RVD NI NN NI NG NN NG HD NI NH NG HD N I NG NH
HD NG HD NG NG.

Por “dominio endonucleasico con actividad de endonu cleasa
de tipo II” se entiende un polipéptido que presenta la



10

actividad de escision de ADN de una endonucleasa de

restriccion y corta el ADN dentro o en inmediata pr oximidad
de una secuencia de reconocimiento, no requiere ATP y no
tiene actividad de metiltransferasa. Por “dominio

endonucleasico con actividad de endonucleasa de tip o lIS”
se entiende un dominio de una endonucleasa de tipo II, cuyo
punto de corte se encuentra en inmediata proximidad de la
secuencia de reconocimiento, pero no dentro de lam isma.

Por “CCR5” se entiende en este documento el recepto r de
quimiocinas con el motivo CC 5 (también denominado CD195,

CMKBR5 o0 CC-CKR5). La secuencia del CCR5 humano se
reproduce en SEQ ID NO: 11 (véase el n° de acceso
NC_018914.2 del NCBI).

Por “vector” se entiende en este documento un vehic ulo de
transporte para la transferencia de un acido nuclei co
principalmente exdgeno a una célula receptora viva mediante
transfeccion o transduccion. Por “vector de transfe rencia
génica” se entiende en este documento un vector por medio
del cual puede introducirse un gen en una célula. L 0S
vectores (de transferencia génica) son bien conocid 0S por
el experto. Algunos ejemplos de vectores de transfe rencia

génica son plasmidos, vectores viricos 0 ARNm.

Por “acido nucleico” se entiende un polimero cuyos

monomeros son nucleétidos. Un nucleétido es un comp uesto
formado por un resto de azucar, una base organica

heterociclica que contiene nitrégeno (base nucleoti dica o
nucleobase) y un grupo fosfato. Por lo general, el resto de
azucar es una pentosa, en el caso del ADN desoxirri bosa y
en el caso del ARN ribosa. La conexion de los nucle otidos
tiene lugar a través del grupo fosfato, mediante un enlace
fosfodiéster, por lo general, entre el atomo de C 3 " del
componente de azucar de un nucleésido (compuesto fo rmado
por nucleobase y azucar) y el atomo de C 5’ del com ponente

de azucar del siguiente nucledsido. El término “&ci do



11

nucleico” comprende, por ejemplo, ADN, ARN y secuen

mixtas de ADN/ARN. Segun se usa en este documento,

término “acido nucleico” se refiere especialmente a
acido nucleico aislado. Por “4cido nucleico aislado
entiende un acido nucleico extraido de su entorno n
originario o preparado sintéticamente.

El término “que comprende” se usa en este documento

manera que define tanto un objeto que presenta

exclusivamente las caracteristicas abarcadas por el

como un objeto que, ademas de las caracteristicas a

por el término, presenta otras caracteristicas adic

Por consiguiente, la definicion de un objeto porque
determinadas caracteristicas incluye también la def

de dicho objeto por el listado concluyente de dicha
caracteristicas, es decir, por la presencia exclusi

de dichas caracteristicas.

En una forma de realizacion preferida del par de nu
efectoras TAL de acuerdo con la invencién, en cada

los mondémeros de nucleasa efectora TAL, el dominio

endonucleasico se encuentra en posicion C terminal

respecto al dominio de unibn a ADN del efector TAL.

Preferentemente, cada unidad repetitiva, con excepc
la unidad repetitiva més préxima al dominio endonuc

comprende de 33 a 35 amino&cidos, con preferencia 3

aminoacidos, en que los RVD se encuentran en cada u
repetitiva en las posiciones 12 y 13. Con preferenc
especial, todas las unidades repetitivas, con excep
la “media repeticion”, tienen la secuencia aminoaci

acuerdo con SEQ ID NO: 5, en que la posicion 4 pued

corresponder a E, Q, D o A, la posicion 10 a Ao V
posicién 32 a A o D. La estructura basica de las un
repetitivas puede ser igual o diferente para todas
unidades repetitivas. Puede haber una o varias unid
repetitivas en las que las posiciones dentro de la
estructura basica varien con respecto a los aminoac

cias
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por ejemplo las posiciones 4, 10 y/o 32. La unidad
repetitiva mas préxima al dominio endonucledsico pu
comprender un menor nimero de aminoacidos, por ejem

16, 17, 18, 19 o 20 aminoacidos, en lo que, en este

los aminoacidos corresponden preferentemente a los

15, 16, 17, 18, 19 o 20 aminoécidos de las demés un
repetitivas. En ello, por ejemplo, el aminoacido en
posicién 4 puede variar, por ejemplo, ser E, Q, Dy

el aminoacido en la posicion 10 puede variar, por e

ser V en lugar de A.

Con preferencia especial, el dominio endonucleasico
mondémeros de nucleasa efectora TAL es un
endonucleasico de tipo IS, con preferencia especia
dominio de escision de ADN de la endonucleasa
secuencia aminoacidica adecuada para un dominio de
para Fokl se indica en SEQ ID NO: 12. Sin embargo también
pueden considerarse otros dominios de escision para
endonucleasas de tipo Il. Las endonucleasas de tipo

conocidas por el experto y los dominios de escision
adecuados pueden determinarse mediante
rutinarias.

investigacio

En una forma de realizacidbn especialmente preferida
primer mondémero de nucleasa efectora TAL presenta u
secuencia aminoacidica de acuerdo con SEQ ID NO: 3
segundo mondmero de nucleasa efectora TAL una secue
aminoacidica de acuerdo con SEQ ID NO: 4. En ello,

ID NO: 3 se indica la TALEN izquierda (denominada t
continuacion CCR5-Uco-L o brazo izquierdo de CCR5-U

SEQ ID NO: 4 la TALEN derecha (a continuacién denom
también CCR5-Uco-R o brazo derecho de CCR5-Uco) de

de TALEN, las cuales causan conjuntamente una rotur
bicatenaria en la secuencia de ADN de CCR5 dentro d
espaciador situado entre las secuencias diana de ac

con SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2. La reparacion de e
rotura bicatenaria por los sistemas de reparaciéon c
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(union de extremos no homoélogos, NHEJ) conduce muy

probablemente a un desplazamiento del marco de lect ura y
por tanto a una inactivacion de CCR5.
En un segundo aspecto, la presente invencion se ref iere
también a un acido nucleico que comprende
un primer acido nucleico que codifica un primer
mondémero de nucleasa efectora TAL, en que el primer
monomero de nucleasa efectora TAL comprende un domi nio
endonucleasico con actividad de endonucleasa de tip 0
Il y un dominio de unién a ADN del efector TAL con una
pluralidad de unidades repetitivas que presentan en
cada caso un par de aminoacidos variables RVD y en que
el dominio de unién a ADN del efector TAL se une a la
secuencia diana GCTGGTCATCCTCATCCTG (SEQ ID NO: 1) ylo
comprende la secuencia de RvD NH HD NG NH NH NG HD NI
NG HD HD NG HD NI NG HD HD NG NN y
un segundo acido nucleico que codifica un segund o]
monomero de nucleasa efectora TAL, en que el segund o]
monomero de nucleasa efectora TAL comprende un domi nio
endonucleasico con actividad de endonucleasa de tip o]
Il y un dominio de unién a ADN del efector TAL con una
pluralidad de unidades repetitivas que presentan en
cada caso un par de aminoacidos variables RVD y en que
el dominio de unién a ADN del efector TAL se une a la
secuencia diana AGATGTCAGTCATGCTCTT (SEQ ID NO: 2) ylo
comprende la secuencia de RVD NI NN NI NG NN NG HD NI
NH NG HD NI NG NH HD NG HD NG NG.
En este aspecto de la invencion, los monémeros de T ALEN que
forman el par de TALEN de acuerdo con la invencion estan
codificados conjuntamente en un solo acido nucleico . El
acido nucleico puede ser, por ejemplo, un plasmido u otro
vector (de transferencia génica) adecuado. Los vect ores
adecuados, asi como los procedimientos para su prep aracion
y Su uso son bien conocidos en el estado de la técn ica.
Dado el caso, el acido nucleico puede contener otro S
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elementos, ademas del cédigo de la TALEN, por ejemp lo uno o
varios promotores, sefiales de poliadenilacién, etc.

Los monomeros de TALEN que forman el par de TALEN d e
acuerdo con la invenciéon también pueden estar codif icados
por separado en dos acidos nucleicos. En un tercer aspecto,
la presente invencidn se refiere por tanto también a una

composicién de acidos nucleicos que comprende
a) un primer &cido nucleico que codifica un primer
mondémero de nucleasa efectora TAL, en que el primer

monomero de nucleasa efectora TAL comprende un domi nio
endonucleasico con actividad de endonucleasa de tip 0
Il y un dominio de unién a ADN del efector TAL con una
pluralidad de unidades repetitivas que presentan en
cada caso un par de aminoacidos variables RVD y en que
el dominio de unién a ADN del efector TAL se une a la
secuencia diana GCTGGTCATCCTCATCCTG (SEQ ID NO: 1) ylo
comprende la secuencia de RvD NH HD NG NH NH NG HD NI
NG HD HD NG HD NI NG HD HD NG NN y

b) un segundo &cido nucleico que codifica un segund o]
monomero de nucleasa efectora TAL, en que el segund o]
monomero de nucleasa efectora TAL comprende un domi nio
endonucleasico con actividad de endonucleasa de tip o]
Il y un dominio de unién a ADN del efector TAL con una
pluralidad de unidades repetitivas que presentan en
cada caso un par de aminoacidos variables RVD y en que
el dominio de unién a ADN del efector TAL se une a la
secuencia diana AGATGTCAGTCATGCTCTT (SEQ ID NO: 2) ylo
comprende la secuencia de RVD NI NN NI NG NN NG HD NI

NH NG HD NI NG NH HD NG HD NG NG.

Preferentemente, el primer y el segundo &cido nucle ico son
respectivamente  ARNm, con preferencia especial ARNM

estabilizado (véanse, por ejemplo, Kallen K.-J. y ¢ ol., A
novel, disruptive vaccination technology, Hum. Vacc in.
Immunother. 1 de octubre de 2013, 9(10): 2263-2276, iod:

10.4161/hv.25181; Kallen K.-J. y Thel3 A., A develop ment
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that may evolve into a revolution in medicine: mMRNA

basis for novel, nucleotide-based vaccines and drug

Adv. Vaccines, enero de 2014; 2(1): 10-31, iod:
10.1177/2051013613508729). Dado el caso, el primer
segundo acido nucleico pueden contener otros elemen
ademas del codigo de la TALEN, por ejemplo uno o va
promotores, sefiales de poliadenilacién, etc. En SEQ

17 y 18 se indican a modo de ejemplo ARNm adecuados
los brazos izquierdo y derecho de una TALEN de acue

la invencion.

En el caso de un ARNm, su transporte a la(s) célula
diana, por ejemplo, linfocitos T, tiene lugar por m
procedimiento descrito por Berdien y col. (Berdien

col.,, TALEN-mediated editing of endogenous T-cell r

facilitates efficient reprogramming of T lymphocyte
lentiviral gene transfer, Gene Therapy, 2014,
10d:10.1038/gt.2014.26). Con preferencia especial,

brazos de la TALEN (brazos izquierdo y derecho) se

introducen en una célula simultdneamente.

La introduccion del par de TALEN de acuerdo con la

invencion mediante  ARNm presenta una serie de venta
decisivas para el uso clinico. EI empleo de un vect
transferencia génica a base de ADN puede evitarse,
simplifica definitivamente la preparacion y la apli

practica. La expresion de la TALEN a partir de ARNm
tiene lugar de manera comparativamente breve, ya qu
ARNmM se degrada rapidamente en la célula diana. De
modo se reduce aun mas el riesgo de efectos fuera d
Ademas, las células diana sélo tienen que cultivars
vitro durante muy poco  tiempo. La
correspondiente es facil de adaptar a los requisito
practicas correctas de fabricacion. Al contrario qu
los vectores viricos o plasmidicos, no son de esper
efectos secundarios por la transferencia génica mis
ejemplo, mutaciones de insercion) o por una expresi
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TALEN a largo plazo (efectos fuera de diana, activa cion de
una respuesta inmunitaria especifica para TALEN) a
consecuencia de una insercion del vector indeseada.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere t ambién a
un vector, especialmente un vector de transferencia génica,
gue comprende un acido nucleico de acuerdo con la i nvencion
y una célula hospedadora aislada que comprende un v ector de
acuerdo con la invencion, un &cido nucleico o una

composiciéon de acidos nucleicos de acuerdo con la i nvencion,
en que la célula hospedadora aislada no es una célu la de
linea germinal de un ser humano, en particular, no es una
célula germinal humana ni una célula germinal embri onaria
humana y tampoco es una célula madre embrionaria hu mana en
cuya obtencién se haya destruido o se destruya un e mbrion
humano.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refie re a una
composicién farmacéutica que comprende un acido nuc leico,
una composicion de acidos nucleicos o un vector de acuerdo
con la presente invencién. La composicion farmacéut ica
puede comprender adyuvantes, por ejemplo, disolvent es,
solubilizantes, aceleradores de disolucion, salific antes,
sales, sustancias tamponantes, modificadores de la

viscosidad y la consistencia, gelificantes, emulsio nantes,
solubilizadores, humectantes, expansores, antioxida ntes,

conservantes, cargas y soportes, etc.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refie re a un
medicamento que comprende un &cido nucleico, una
composicion de &cidos nucleicos, un vector o una
composiciéon farmacéutica de acuerdo con la presente
invencion.

A continuacion, la invencién se explicard en mas de talle
con fines ilustrativos mediante ejemplos de realiza cion y
las figuras adjuntas.
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Figura 1. Representacion esquematica de los dominio
unién a ADN de un par de TALEN especifico para CCR5
Uco”) y sus secuencias diana en el gen CCR5. En cad

la linea inferior muestra la secuencia diana para a
brazo de TALEN izquierdo y b) el brazo de TALEN der

la linea superior, los RVD relevantes (pares de ami

variables de las repeticiones) de los correspondien
monomeros de TALEN en los recuadros (los aminoacido
indican en el codigo de una letra); c) seccion del

CCR5 (nucledtidos 135-221 de la secuencia de acuerd
SEQ ID NO: 11) con la cadena complementaria. Las se
diana del brazo izquierdo (arriba) y derecho (abajo

cadena complementaria) de la TALEN CCR5-Uco se resa
encuadradas.

Figura 2. Comparacion de eficiencia entre la TALEN
CCR5 de acuerdo con la invencion (“Uco”) y una TALE
CCRS5 de control (“Mco”) del estado de la técnica. E

se llevd a cabo mediante transfeccion plasmidica en
linea celular indicadora positiva para CCR5, basada
células 293T. Para todas las construcciones ensayad
observaron eficiencias de transfeccion similares (m

la cotransfeccibn de eGFP). La inactivacion de CCR5
determind seis dias después de la transfeccion de |
clones celulares 293T CCR5+ por medio de un anticue
especifico (anticuerpo anti-CD195-APC-Cy-7) (n = 2)

los controles simulados, las células se transfectar

un plasmido de control irrelevante (pUC) que no cod
ninguna TALEN.

Figura 3. Inactivacion de CCR5 en linfocitos T prim

con CCR5-Uco tras la transfeccion de ARNm. Después
activacion ex vivo, aproximadamente la mitad de
linfocitos T primarios de una persona de experiment

sana expresaron CCR5 (= las células a la derecha de

linea rayada en comparacibn con las células “sin

s de
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a caso,

) el
echo, y
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transfectar”). a) Después de la transfeccion de la
especifica para CCR5 (Uco), la proporcibn de célula
positivas para CCR5 disminuye al aumentar la cantid
ARNmM transfectado (proporcion inversa). b) Por el ¢

la transfeccion de control de los brazos de
individuales no conlleva una disminucién de la prop
de células positivas para CCR5. La inactivacion de
determiné seis dias después de la transfeccién del
medio de un anticuerpo especifico (anticuerpo anti-
PerCP-Cy5.5). ¢) Un andlisis de la diana de la TALE
Uco muestra una inactivacion génica en nueve de 17
de los linfocitos T primarios analizados.

TALEN

EJEMPLOS

Se preparé y analiz6 una TALEN especifica para CCR5
acuerdo con la invencion (a continuacion “CCR5-Uco”
TALEN de acuerdo con la invencién se diferencia de
TALEN descritas hasta ahora en la secuencia diana
reconocida en el gen CCR5 (véase la figura 1).

Frente a una TALEN especifica para CCR5 con codones

optimizados (“Mco”; véanse SEQ ID NO: 13, 14), basa

los trabajos publicados por el laboratorio del prof

Toni Cathomen (Friburgo, Alemania) (véase Mussolino

col., A novel TALE nuclease scaffold enables high g

editing activity in combination with low toxicity,

Acids Res. 2011, 39: 9283-9293), la TALEN CCR5-Uco
acuerdo con la invencion muestra una tasa de inducc

la inactivacibn de CCR5 después de su transfeccion
plasmidica en una linea celular indicadora (véase |

2) claramente superior. En ello, la secuencia de &c
nucleico de los componentes de
optimizados para su empleo en células humanas se ba
una publicacion del grupo de Feng Zhang (Zhang y co
Efficient construction of sequence-specific TAL eff

for modulating mammalian transcription, Nature

la TALEN con codones
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S
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Biotechnology, 2011, 29: 149-153; Sanjana N. E. y c
TAL Effector Toolbox for Genome Engineering,
Protocols, 2012, 7. 171-192).

Nature

Las secuencias de RVD de la TALEN CCR5-Mco de acuer
el estado de la técnica son las siguientes:

brazo izquierdo (L) = NN NG NN NN NN HD NI NI HD NI
HD NG NN NN NG HD;

brazo derecho (R) = HD NG NG HD NI NN HD HD NG NG N
HD NI NN NG NG.

La correspondiente secuencia de reconocimiento a ni
ADN:

L en la cadena codificante = GTGGGCAACATGCTGGTC (SE
15);

R en la cadena no codificante = CTTCAGCCTTTTGCAGTT
NO: 16).

La longitud del espaciador es de 15 nucleétidos. Ta
agui se basa la preparacion de los plasmidos con la
en la publicacion de Zhang F. o bien Sanjana N. E.
(véase anteriormente).

Mediante la transfeccion de ARNm (véase Berdien B.
TALEN-mediated editing of endogenous T-cell
facilitates efficient reprogramming of T lymphocyte
lentiviral gene transfer, Gene Therapy,
10d:10.1038/gt.2014.26) con la CCR5-Uco de acuerdo
invencion se logré la inactivaciéon de CCR5 en linfo

primarios (véase la figura 3). Las secuencias de &c
nucleico de los ARNm usados para ello se reproducen

ID NO: 17 y 18. SEQ ID NO: 17 corresponde al ARNm d

de TALEN izquierdo y SEQ ID NO: 18 al brazo de TALE

recepto
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derecho. Los nucleétidos 10-3.225 de los ARNm en SE Q ID NO:
17 y 18 codifican respectivamente los brazos de TAL EN
(mondémeros) cuyas secuencias aminoacidicas se indic an en

SEQ ID NO: 3y 4.

El ARNm transfectado se prepardé mediante el promoto r T7,
después de la linealizacion del vector con Avr Il. Dado que

el punto de corte de Avr Il es encuentra 563 pb después del

codén de parada, la secuencia indicada es mayor que el
marco de lectura abierto. Después de la linealizaci on, el
ADN de la TALEN Uco respectivo se usé como molde pa ra la
preparacion de ARNm mediante el sistema de producci 6n de
ARNm estandar T7 mScript ™de Cellscript (Madison, WI 53713,

EE. UU.). De acuerdo con las indicaciones del fabri cante,
se incorporé al ARNm una caperuza 5’ y una cola de poli A.
La transfeccion del ARNm se llevd a cabo mediante
electroporacién de las células T primarias durante 10 ms a
300 V. Por el contrario, con la TALEN CCR5-Mco no s e logré
la inactivacion de CCR5 en células T primarias ni e n lineas
celulares T (mientras si fue posible la inactivacio n del
receptor de las células T, véase Berdien y col., ci ta
anterior). Solo con la TALEN CCR5-Uco de acuerdo co n la
invencion fue posible inactivar una parte significa tiva

superior al 50 % de los alelos de CCR5 mediante la
transfeccion de ARNm (figura 3c). Esto sugiere que

solamente TALEN con la suficiente actividad son cap aces de
desarrollar su funcion en células T primarias despu és de
una transfeccion de ARNm. Por consiguiente, la TALE N para
CCRS5 de acuerdo con la invenciéon es especialmente a decuada
para su empleo mediante transfeccibn de ARNm, lo qu e la
hace extraordinariamente atractiva para el uso clin ico.

Resumen de secuencias:

SEQ ID NO Tipo Descripcién
01 ADN Secuencia diana de TALEN CCR5-Uco L
02 ADN Secuencia diana de TALEN CCR5-Uco R
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03 Proteina TALEN CCR5-Uco L

04 Proteina TALEN CCR5-Uco R

05 Proteina Secuencia repetida (consenso)

06 Proteina Secuencia repetida

07 Proteina Secuencia repetida

08 Proteina Secuencia repetida

09 Proteina Secuencia repetida

10 Proteina Secuencia repetida

11 ADN hCCR5

12 Proteina Dominio de escision de Fokl

13 Proteina TALEN CCR5-Mco L

14 Proteina TALEN CCR5-Mco R

15 ADN Secuencia diana de TALEN CCR5-Mco L
16 ADN Secuencia diana de TALEN CCR5-Mco R
17 ARNmM ARNmM de CCR5-Uco L

18 ARNmM ARNmM de CCR5-Uco R

PROTOCOLO DE SECUENCIAS - TEXTO LIBRE

TALEN repeat = repeticion de TALEN

Any amino acid, or E, Q, D o A = cualquier aminoci do o E,
Q,DoA

Any amino acid, or A or V = cualquier amino&cido o AoV
Any amino acid, or A or D = cualquier aminoacido o AoD
Repeat variable diresidue (RVD) = par de aminoacido

variable de la repeticién (RVD)

Fokl cleavage domain = dominio de escision de Fokl





