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DESCRIPCION
Un método para producir una escision de ADN precisa utilizando la actividad nickasa de Cas9
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de ingenieria genémica basado en el sistema CRISPR tipo Il. En
particular, la invencion se refiere a un método para inducir de forma precisa una escision de acido nucleico en una
secuencia genética de interés y prevenir la escisiéon "fuera de sitio" en un linfocito T. El método esta basado en el
uso de las arquitecturas de nickasa de Cas9 y de un unico o multiples ARNcr que albergan dos dianas distintas, lo
que reduce el riesgo de producir escision fuera de sitio. La presente invencién también se refiere a linfocitos Ty a
aplicaciones terapéuticas relacionadas con el método descrito en este caso. También se divulgan en el presente
documento polipéptidos, polinucledétidos, vectores y composiciones.

Antecedentes de la invencion

Las nucleasas especificas de sitio son reactivos potentes para dirigirse a, y modificar de forma especifica y eficaz
una secuencia de ADN dentro de un genoma complejo. Existen numerosas aplicaciones de la ingenieria genémica
mediante nucleasas especificas de sitio, que van de la investigacion basica a las aplicaciones bioindustriales y la
terapéutica humana. La reingenieria de una proteina de uniéon a ADN para este fin se ha limitado principalmente al
disefio y produccion de proteinas tales como las endonucleasas de asentamiento LADLIDADG (LHE, forma siglada
del inglés LADLIDADG homing endonucleases) de origen natural, proteinas artificiales de dedos de zinc (ZFP, forma
siglada de zinc finger proteins) y nucleasas efectoras tipo activadores de transcripcion (nucleasas TALE, forma
siglada de transcription activator-like effectors nucleases).

Recientemente, se ha desarrollado una nueva herramienta de ingenieria genémica basada en la nucleasa Cas9
guiada por ARN (Gasiunas, Barrangou et al., 2012; Jinek, Chylinski et al., 2012) del sistema inmunitario adaptativo
CRISPR procarittico tipo Il (grupos de repeticiones palindromicas cortas en intervalos regulares). El sistema
asociado a CRISPR (Cas, forma siglada de CRISPR associated se descubridé primero en bacterias y actia como
defensa frente a ADN extrafio, ya sea virico o plasmidico. Hasta el momento se han identificado tres sistemas
CRISPR bacterianos, denominados tipo |, Il y Ill. El sistema tipo Il es la base de la actual tecnologia de ingenieria
genomica disponible y, a menudo, se denomina simplemente CRISPR. Los locus de CRISPR/Cas tipo Il estan
compuestos de un operdén de genes que codifican en general las proteinas Cas9, Cas1, Cas2 y Csn2a, Csn2bor
Cas4 (Chylinski, Le Rhun et al., 2013), una agrupacion CRISPR que consiste en una secuencia lider seguida de
repeticiones idénticas intercaladas con espaciadores dirigidos al genoma exclusivos y una secuencia que codifica el
ARNcrtra trans-activador.

El desarrollo y las aplicaciones de las tecnologias de edicion del genoma de las TALEN (forma siglada de
transcription activator-like effector nucleases: nucleasa efectoras tipo activador de la transcripcion) y mediadas por
CRISPR/Cas9 se resumen brevemente en Wei Chuanxian et al. (Journal of Genetics and Genomics, 40 (201), 281-
289).

La inmunidad adaptativa mediada por CRISPR procede en tres fases distintas: adquisicion de ADN extrafio,
biogénesis de ARN CRISPR (ARNCcr) e interferencia de diana. (vease la revision (Sorek, Lawrence et al. 2013)). En
primer lugar, parece que la maquinaria CRISPR/Cas se dirige a una secuencia especifica para la integracién en el
locus CRISPR. Las secuencias en el ADN extrafio seleccionado para la integracion se llaman espaciadores y estas
secuencias a menudo estan flanqueadas por un motivo de secuencia corto, denominado motivo adyacente al
protoespaciador (PAM). La biogénesis de ARNcr en sistemas de tipo Il es peculiar porque requiere un ARNcr
transactivador (ARNtrac). El locus de CRISPR se transcribe inicialmente como un precursor largo de ARNcr (pre-
ARNcr) a partir de una secuencia promotora en el lider. Cas9 actia como un anclaje molecular que facilita el
apareamiento de bases del ARNtrac con el pre-ARNc para el posterior reconocimiento y escision de las repeticiones
del pre-ARNc por la ARNasa lll del hospedador (Deltcheva, Chylinski et al., 2011). Después de los sucesos de
procesamiento, el ARNcrtra permanece emparejado con el ARNcr y se une a la proteina Cas9. En este complejo
ternario, la estructura doble de ARNtrac:ARNcr actia como un ARN de guia que dirige la endonucleasa Cas9 al ADN
diana relacionado (Jinek, Chylinski et al., 2012). El reconocimiento de la diana por el complejo Cas9-ARNcrtra:ARNcr
se inicia explorando la molécula de ADN invasora en cuanto a la homologia entre la secuencia del protoespaciador
en el ADN diana y la secuencia derivada del espaciador en el ARNcr. Ademas de la complementariedad del ADN
protoespaciador-espaciador del ARNcr, el direccionamiento al ADN requiere la presencia de un motivo corto
adyacente al protoespaciador (motivo adyacente al protoespaciador-PAM). Después del emparejamiento entre el
ARN doble y la secuencia del protoespaciador, seguidamente Cas9 introduce una rotura bicatenaria roma 3 bases
cadena arriba del motivo PAM (Garneau, Dupuis et al., 2010).

La gran proteina Cas9 (> 1200 aminoacidos) contiene dos dominios predichos de nucleasa, a saber, un dominio de
nucleasa HNH (de tipo McrA), que se emplaza en la parte media de la proteina, y un dominio de nucleasa de tipo
RuvC separado (pliegue de ARNasa H) (Haft, Selengut et al., 2005; Makarova, Grishin et al. 2006). Se ha
encontrado que el dominio de nucleasa HNH y el dominio Ruv-C son esenciales para la actividad de escision de la
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doble cadena. Las mutaciones introducidas en estos dominios han conducido respectivamente a proteinas Cas9 que
presentan actividad nickasa en lugar de actividad de escisién de la doble cadena. Una mutacién (o mutaciones) de
inactivacion de los restos cataliticos distinta en los dominios similares a RuvC produce una nickasa capaz de cortar
una cadena en la posicién + 3 pb (opuesto al extremo 3') con respecto al emplazamiento del PAM. La mutacion del
resto catalitico del dominio HNH genera una nickasa capaz de cortar la otra cadena en la posicién + 3 pb (opuesto al
extremo 5') (Jinek, Chylinski et al., 2012) (Figura 1).

Lei et al., (Cell, Vol. 152, n.° 5, febrero de 2013) demostraron que una Cas9 cataliticamente "muerta" carente de
actividad endonucleasa, cuando se coexpresa con un ARN guia, genera un complejo de reconocimiento de ADN que
puede interferir especificamente con la elongacién transcripcional. Unién de la ARN polimerasa o unién de factores
de transcripcion. Se informa que este sistema, denominado interferencia por CRISPR (CRISPRI), reprime de forma
eficaz la expresién de genes diana en Escherichia coli.

También se ha demostrado que el sistema CRISPR-Cas funciona in vivo induciendo modificaciones genéticas
dirigidas en embriones de pez cebra, con eficacias similares a las obtenidas utilizando nucleasas de dedos de zinc y
nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (Woong Y Hwang et al., Nature Biotechnology, Vol. 31, n.°
3, enero de 2013, pag. 227-229) y proporcionando una actividad de endonucleasa guiada por ARN fuerte y
especifica en locus gendémicos enddgenos diana en Saccharomyces cerevisiae (Dicarlo et al., Nucleic Acid
Research, Vol. 41, n.° 7, marzo de 2013, pag. 4336-4343.

Jinek et al. (eLife, Vol. 2, enero de 2013, p.e00471) demostraron la capacidad del Cas9 programado por ARN para
introducir roturas de doble cadena dirigidas en el ADN cromosémico humano, induciendo de este modo reacciones
de edicién del genoma especificas del sitio. Seung Woo Chung et al. (Nature Biotechnology, Vol. 31, n.° 3, marzo de
2013) emplearon el sistema CRISPR-Cas para la edicién del genoma en células humanas, demostrando que los
complejos de la proteina Cas9 y los ARN quiméricos artificiales escinden de forma eficaz dos sitios gendmicos e
inducen inserciones/deleciones con frecuencias de hasta el 33 %.

El sistema CRISPR de procariota tipo |l tiene la capacidad de reconocer cualquier posible secuencia diana de 12 a
20 nucleodtidos, seguida de un motivo PAM especifico en su extremo 3'. Sin embargo, la especificidad para el
reconocimiento de la diana depende de solo 12 acidos nucleicos (Jiang, Bikard et al., 2013; Qi, Larson et al., 2013),
lo que es suficiente para garantizar genomas procariotas con sitios de escision poco comunes sobre una base
estadistica, pero que es critico para genomas mas grandes, como en las células eucariotas, donde se pueden
encontrar varias veces secuencias de 12 &cidos nucleicos. Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar
estrategias para mejorar la especificidad y reducir la posible actividad fuera de sitio utilizando el sistema CRISPR
tipo 1.

Sumario de la invencién

En este caso, los inventores han investigado distintas modificaciones en el sistema CRISPR tipo |l para mejorar la
especificidad y reducir la posible escisién fuera de sitio en un linfocito T. Inesperadamente, descubrieron que el uso
de una version mutada de Cas9 que tiene actividad nickasa, en lugar de actividad de escision, puede utilizarse para
producir la escisiéon en una diana de ADN dada y aumentar la especificidad al mismo tiempo. El método esta basado
en el uso simultaneo de la arquitectura de nickasa de Cas9 (dominio RuvC y/o dominio HNH) y ARNgu (o los
ARNgu) (en inglés: sgRNA, single guide RNA, ADN guia unico) que alberga dos secuencias complementarias
distintas de dianas especificas, lo que reduce el riesgo de producir escisiéon fuera de sitio. Utilizando al menos un
ARN guia que alberga dos secuencias complementarias distintas de dianas especificas o una combinacion de al
menos dos ARN guia, el requisito de especificidad pasa de 12 a 24 nucleétidos y, a su vez, la probabilidad de
encontrar dos sitios de union alternativos de Cas9 (distintos de los codificados en los dos ARNgu) a una distancia el
uno del otro eficaz para producir una divisién fuera de sitio es realmente baja. La invencion se extiende a los
mutantes de ARNcr, ARNcrtra y Cas disefiados para realizar este método y a los linfocitos T transfectados con el
sistema CRISPR tipo Il modificado resultante.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica de la rotura de doble cadena del ADN mediada por el sistema
CRIPSR/Cas tipo Il. En el sistema CRISPR/Cas tipo Il, Cas 9 estd4 guiado por una estructura de dos ARN,
denominada ARN guia (ARNg) formado por ARNcr y ARNtrac para la diana de acido nucleico bicatenario
(ADNbc). El dominio RuvC de Cas9 induce un suceso de muesca (nick) (flecha) en una cadena en la posicion
+3 pb (opuesto al extremo 3') con respecto al emplazamiento del PAM y el dominio HNH de Cas9 induce un
suceso de mella (flecha) en la otra cadena en la posicion +3 pb (opuesto al extremo 5'). Para una mejor
comprensién, la figura ilustra solo un aspecto de la ruptura de doble cadena mediada por el sistema
CRISPR/Cas.

Figura 2: Representacion esquemética del nuevo sistema CRISPR /Cas tipo Il que usa una nickasa Cas9. A-B

Se seleccionan dentro de una secuencia genética de interés dos dianas de acido nucleico que comprenden cada
una en una cadena un motivo PAM en los extremos 3'. Las dos dianas de acido nucleico estan espaciadas por
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una distancia "d". Cas9 albergando un dominio RuvC o HNH no funcional (RuvC (-) (A-C) o (HNH (-) (B-D),
respectivamente) es guiada por dos ARNg disefiados técnicamente, comprendiendo cada uno una secuencia
complementaria a al menos 12 nucledétidos adyacentes al motivo PAM complementario de las primera y segunda
dianas de acido nucleico. AB. Cada uno de los motivos PAM de las dos dianas estan presentes en distintas
cadenas. La nickasa Cas9 induce una muesca (flecha) en las distintas cadenas que da como resultado una
rotura de doble cadena dentro de la secuencia genética de interés. C-D. Cada uno de los motivos PAM de las
dos dianas estan presentes en la misma cadena. La nickasa Cas9 induce una muesca en la misma cadena de la
secuencia genética de interés, dando como resultado la delecion de una secuencia de &acido nucleico
monocatenaria entre los dos sucesos de muesca. La figura ilustra solo algunos aspectos del sistema
CRISPR/Cas que utiliza la nickasa Cas9.

Figura 3: Representacion esquematica del nuevo sistema CRISPR/Cas tipo Il que utiliza dos nickasas Cas9
distintas. A-B Se seleccionan dentro de una secuencia genética de interés dos dianas de acido nucleico que
comprenden dos motivos PAM distintos (PAM1 and PAM2) en el extremo 3'. Las dos dianas de acido nucleico
estan espaciadas por una distancia "d". Una primera Cas9 que alberga un RuvC no funcional es guiada por un
ARNg disefiado técnicamente que comprende una secuencia complementaria a al menos 12 nucledtidos
adyacentes al primer motivo PAM complementario. Una segunda Cas9 que alberga un dominio HNH no funcional
es guiada por un ARNg disefiado técnicamente que comprende una secuencia complementaria a al menos 12
nucleotidos adyacentes al segundo motivo PAM complementario. A. Cada uno de los motivos PAM de las dos
dianas estan presentes en distintas cadenas. Las dos nickasas Cas9 inducen dos muescas (flechas) en la misma
cadena de la secuencia genética de interés, dando como resultado la delecion de una secuencia de &cido
nucleico monocatenaria entre los dos sucesos de muesca. B. Cada uno de los motivos PAM de las dos dianas
estan presentes en la misma cadena. Las nickasas Cas9 inducen dos sucesos de muesca (flechas) en las
distintas cadenas, dando como resultado una rotura de doble cadena dentro de la secuencia genética de interés.
La figura ilustra solo algunos aspectos del sistema CRISPR/Cas que utiliza la nickasa Cas9.

Divulgacién de la invencion

A menos que se defina especificamente en el presente documento, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto en la materia en el campo de la terapia
génica, la bioquimica, la genética, la biologia molecular y la inmunologia.

Todos los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento se pueden usar
en la practica o el ensayo de la presente invencion, con los métodos y materiales adecuados que se describen en el
presente documento.

La practica de la presente invencion empleard, salvo que se indique otra cosa, técnicas convencionales de biologia
celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia,
que estan dentro de las habilidades en la técnica. Tales técnicas se explican por completo en la bibliografia. Véase,
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 edicion, (Sambrook et al, 2001, Cold Spring
Harbor, Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Mullis
et al. Patente de Estados Unidos N.° 4.683.195; Nucleic Acid Hybridization (B. D. Harries & S. J. Higgins eds. 1984);
Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (R. |. Freshney, Alan
R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular
Cloning (1984); la serie, Methods In ENZYMOLOGY (J. Abelson and M. Simon, eds.-in-chief, Academic Press, Inc.,
Nueva York), especificamente, vol. 154 y 155 (Wu et al. eds.) y vol. 185, "Gene Expression Technology" (D.
Goeddel, ed.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring
Harbor Laboratory); Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic
Press, Londres, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volumenes 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).

Método para inducir con precision una escision de acido nucleico en una secuencia genética

La presente invencién se refiere asi a un nuevo método basado en el sistema CRISPR/Cas para inducir con
precision una escision en una diana de acido nucleico bicatenario en un linfocito T. Este método procede de la
herramienta del sistema inmunitario adaptativo CRISPR de ingenieria gendmica que se ha desarrollado a base de la
nucleasa Cas9 guiada por ARN (Gasiunas, Barrangou et al., 2012; Jinek, Chylinski et al. 2012).

La presente invencion se refiere a un método para inducir con precisidon la escision del acido nucleico en una
secuencia genética en una célula que comprende:

(a) Seleccionar una primera y segunda dianas de acido nucleico bicatenario en dicha secuencia genética,
comprendiendo cada una de las dianas de acido nucleico, en una cadena, un motivo PAM en una extremidad 3';
(b) disenar técnicamente dos ARNcr comprendiendo cada uno:
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- una secuencia complementaria a una parte de la cadena opuesta de la diana de acido nucleico que no
comprende el motivo PAM, y
- una secuencia de extension 3';

(c) proporcionar al menos un ARNcrtra que comprende una secuencia complementaria a una parte de las
secuencias de extension 3' de dichos ARNcr de b);

(d) proporcionar al menos una nickasa cas9 que es una nucleasa cas9 que alberga un dominio de nucleasa de
tipo RuvC no funcional o HNH no funcional y que reconoce especificamente dicho motivo (o motivos) PAM,;

(e) introducir en la célula dichos ARNcr, dicho (o dichos) ARNcrtra y dicha nickasa Cas9; en donde la célula es
un linfocito T,

de modo que cada complejo Cas9-ARNcrtra:ARNcr induce un suceso de muesca en las dianas de acido nucleico
bicatenario para escindir la secuencia genética entre dichas dianas de acido nucleico. Dicha escision puede ser el
resultado de al menos un suceso de muesca en una cadena de acido nucleico, preferentemente, dos sucesos de
muesca en la misma cadena de acido nucleico o mas preferentemente dos sucesos de muesca en las cadenas de
acido nucleico opuestas. Cas9, también llamada Csn1 (COG3513 - SEQ ID NO: 1), es una proteina grande que
participa tanto en la biogénesis de ARNcr como en la destruccion del ADN invasor. Cas9 se ha descrito en distintas
especies bacterianas como S. thermophilus (Sapranauskas, Gasiunas et al., 2011), listeria innocua (Gasiunas,
Barrangou et al. 2012; Jinek, Chylinski et al. 2012) y S. Pyogenes (Deltcheva, Chylinski et al. 2011). La gran proteina
Cas9 (> 1200 aminoacidos) contiene dos dominios predichos de nucleasa, a saber, un dominio de nucleasa HNH (de
tipo McrA), que se emplaza en el medio de la proteina, y un dominio de nucleasa de tipo RuvC separado (pliegue de
ARNasa H) (Haft, Selengut et al., 2005; Makarova, Grishin et al. 2006).

El motivo HNH es caracteristico de muchas nucleasas que actuan sobre el ADN bicatenario, incluidas las colicinas,
las enzimas de restriccion y las endonucleasas de asentamiento. El dominio HNH (SMART ID: SM00507,
nomenclatura SCOP: familia HNH) esta asociado con una serie de proteinas de unién al ADN, que realizan una
diversidad de funciones de union y corte (Gorbalenya 1994; Shub, Goodrich-Blair et al. 1994). Varias de las
proteinas son proteinas hipotéticas o supuestas con una funcién que no esta bien definida. Las que tienen una
funcién conocida estan implicadas en una serie de procesos celulares que incluyen la toxicidad bacteriana, funciones
de asentamiento en intrones de los grupos | y Il e inteinas, recombinacién, reordenamiento de ADN controlado por
desarrollo, empaquetamiento de fagos y actividad de endonucleasa de restriccion (Dalgaard, Klar et al., 1997). Estas
proteinas se encuentran en virus, arqueobacterias, eubacterias y eucariotas. Curiosamente, como con los motivos
LAGLI-DADG vy los GIY-YIG, el motivo HNH a menudo se asocia con dominios de endonucleasa de elementos
autopropagantes como inteinas, intrones de grupo | y grupo Il (Gorbalenya 1994; Dalgaard, Klar et al. 1997). El
dominio HNH se puede caracterizar por la presencia de un resto Asp/His conservado flanqueado por restos His
(amino terminales) e His/Asp/Glu (carboxilo terminales) conservados a cierta distancia. Un nimero considerable de
estas proteinas también puede tener un motivo CX2C en cualquier lado del resto Asp/His central. Del punto de vista
estructural, el motivo HNH aparece como una horquilla central de hojas plegadas B torsionadas, que estan
flanqueado en cada lado por una hélice a (Kleanthous, Kuhimann et al., 1999). La otra ARNasaH de tipo RuvC
(también llamada RuvC) de dominio catalitico de CRISPR, se encuentra en proteinas que muestran amplios
espectros de funciones nucleoliticas, actuando tanto en ARN como en ADN (ARNasaH, RuvC, transposasas de ADN
e integrasas retroviricas, y el dominio PIWI de las proteinas Argonauta).

Recientemente, se ha demostrado que el dominio HNH es responsable de la producciéon de muescas de una cadena
del ADN bicatenario diana y el dominio de pliegue de ARNasaH de tipo RuvC esta implicado en la produccion de
muescas de la otra cadena (que comprende el motivo PAM) de la diana de acido nucleico bicatenario (Jinek,
Chylinski et al., 2012). Sin embargo, en Cas9 de tipo silvestre, estos dos dominios dan como resultado una escisién
roma del ADN invasor dentro de la misma secuencia diana (protoespaciador) en las inmediaciones de la PAM (Jinek,
Chylinski et al., 2012). En la presente invencion, Cas 9 es una nickasa e induce un suceso de muesca dentro de
distintas secuencias diana. Como ejemplo no limitante, Cas9 puede comprender una mutacion (o mutaciones) en los
restos cataliticos de los dominios HNH o de tipo RuvC, para inducir un suceso de muesca dentro de distintas
secuencias diana. Como ejemplo no limitante, los restos cataliticos de la proteina Cas9 compacta son los
correspondientes a los aminoacidos D10, D31, H840, H868, N882 y N891 de la SEQ ID NO: 1 o posiciones
alineadas utilizando el método CLUSTALW en homélogos de miembros de la familia Cas. Cualquiera de estos restos
puede reemplazarse por cualquier otro aminoacido, preferentemente por un resto de alanina. La mutacién en los
restos cataliticos significa la sustitucion por otros aminoacidos, o la delecién o adicién de aminoacidos que inducen
la inactivacion de al menos un dominio catalitico de cas9. (cf (Sapranauskas, Gasiunas et al. 2011; Jinek, Chylinski
et al. 2012). En una realizacion particular, Cas9 puede comprender una o varias de las mutaciones anteriores. En
otra realizacion particular, Cas9 puede comprender solo uno de los dos dominios cataliticos RuvC y HNH. En la
presente invencion, se puede utilizar Cas9 de distintas especies, homoélogos de Cas9, Cas9 disefiada técnicamente
y variantes funcionales de la misma. La invencién prevé el uso de tales variantes de Cas9 para realizar la escision
del acido nucleico en una secuencia genética de interés. Dichas variantes de Cas9 tienen una secuencia de
aminoacidos que comparte al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el
90 % e incluso més preferentemente el 95 % de identidad con Cas9 de distintas especies, homdlogos de Cas9,
Cas9 disefada técnicamente y variantes funcionales de la misma. Preferentemente, dichas variantes de Cas9 tienen
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una secuencia de aminoacidos que comparte al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas
preferentemente al menos el 90 % e incluso mas preferentemente el 95 % de identidad con la SEQ ID NO: 1.

Las escisiones de acido nucleico provocadas por nucleasas especificas de sitio se reparan habitualmente a través
de mecanismos distintos de recombinaciéon homologa o por unién de extremos no homoéloga (NHEJ, forma siglada
de non-homologous end joining). Aunque la recombinacion homéloga normalmente utiliza la cromatida hermana del
ADN dafiado como una secuencia exégena de acido nucleico a partir de la cual se realiza la reparacion perfecta de
la lesion genética, la NHEJ es un proceso de reparacion imperfecto que a menudo da como resultado cambios en la
secuencia de ADN en el sitio de la escision. Los mecanismos implican la reunién de lo que queda de los dos
extremos de ADN a través de religamiento directo (Critchlow y Jackson 1998) o a través de la denominada unién de
extremos mediada por microhomologia (Ma, Kim et al., 2003). Ademas, la reparacién a través de la unién de
extremos no homologa (NHEJ) a menudo da como resultado pequefias inserciones o deleciones, y se puede utilizar
para la creacion de supresiones génicas especificas. Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion es inducir
supresiones o introducir secuencias genéticas exdgenas por recombinacion homodloga en locus genéticos
especificos.

Por secuencia genética de interés se entiende cualquier secuencia de acido nucleico endodgena, tal como, por
ejemplo, un gen o una secuencia no codificante dentro de o adyacente a un gen, que es deseable modificar
mediante escision dirigida y/o recombinacion homadloga dirigida. La secuencia de interés puede estar presente en un
cromosoma, un episoma, un genoma de organulo, tal como el genoma mitocondrial o de cloroplasto, o material
genético que puede existir independientemente del cuerpo principal del material genético, tal como un genoma virico
infeccioso, plasmidos, episomas, transposones, por ejemplo. Una secuencia de interés puede estar dentro de la
secuencia codificante de un gen, dentro de una secuencia no codificante transcrita tal como, por ejemplo,
secuencias lideres, secuencia de remolque o intrones, o dentro de una secuencia no transcrita, cadena arriba o
cadena abajo de la secuencia codificante.

La primera y la segunda diana de acido nucleico bicatenario estan comprendidas dentro de la secuencia genética de
interés, en la que se desea introducir una escision y, por lo tanto, una modificacidon genética. Dicha modificacion
puede ser una delecion del material genético, insercion de nucleétidos en el material genético o una combinacién de
delecion e insercion de nucleétidos. Por "secuencia de acido nucleico diana", "diana de acido nucleico bicatenario" o
"diana de ADN" significa un polinucleétido que puede ser procesado por el complejo Cas9-ARNcrtra: ARNcr de
acuerdo con la presente invencién. La secuencia diana de acido nucleico bicatenario esta definida por la secuencia
5' a 3' de una cadena de dicha diana. Estas expresiones se refieren a un emplazamiento de ADN especifico dentro
de la secuencia genética de interés. Las dos dianas pueden estar espaciadas entre si de 1 a 500 nucledtidos,
preferentemente entre 3 y 300 nucledtidos, mas preferentemente entre 3 y 50 nucledtidos, también mas
preferentemente entre 1 y 20 nucledtidos.

Cualquier posible diana de ADN bicatenario seleccionada en la presente invencién puede tener una secuencia
especifica en su extremo 3', llamada el motivo adyacente al protoespaciador o motivo asociado al protoespaciador
(PAM). ElI PAM esta presente en la cadena de la secuencia diana de acido nucleico que no es complementaria al
ARNcr. Preferentemente, el motivo adyacente al protoespaciador (PAM) puede corresponder a 2 a 5 nucledtidos,
comenzando inmediatamente o cerca del protoespaciador en el extremo 3'. La secuencia y el emplazamiento del
motivo PAM reconocido por la Cas9 especifica varian entre los distintos sistemas. El motivo PAM puede ser, por
ejemplo NNAGAA, NAG, NGG, NGGNG, AWG, CC, CCN, TCN, TTC, como ejemplos no limitantes (Shah, Erdmann
et al. 2013). Distintos sistemas de tipo Il tienen distintos requisitos de PAM. Por ejemplo, el sistema S. pyogenes
requiere una secuencia NGG, donde N puede ser cualquier nucledtido. Los sistemas de S. thermophilus de tipo I
requieren NGGNG (Horvath y Barrangou 2010) y NNAGAAW (Deveau, Barrangou et al. 2008), mientras que
distintos sistemas de S. mutant toleran NGG o NAAR (van der Ploeg 2009). EI PAM no se limita a la regién
adyacente al protoespaciador, sino que también puede ser parte del protoespaciador (Mojica, Diez-Villasenor et al.,
2009). En una realizacion particular, la proteina Cas9 se puede disefiar técnicamente para reconocer un motivo PAM
no natural. En este caso, la secuencia diana seleccionada puede comprender un motivo PAM mas pequefio o0 mas
grande con cualquier combinacién de aminoacidos. Como ejemplo no limitante, los dos motivos PAM de las dos
dianas de acido nucleico pueden estar presentes en la misma cadena de acido nucleico y, por lo tanto, la nickasa
Cas9 que alberga un dominio de nucleasa RuvC o HNH no funcional induce dos sucesos de muesca en la misma
cadena (Figuras 2C y D). En este caso, el acido nucleico monocatenario resultante emplazado entre la primera y la
segunda muesca puede delecionarse. Esta delecion puede ser reparada por NHEJ o por mecanismos de
recombinacién homéloga. En otro aspecto de la invencion, los dos motivos PAM de las dos dianas de acido nucleico
pueden estar presentes en las cadenas de acido nucleico opuestas y, por lo tanto, la nickasa Cas9 que alberga un
dominio de nucleasa RuvC o HNH no funcional induce dos sucesos de muesca en cada cadena de la secuencia
génica de interés (Figuras 2A y B), lo que da como resultado una ruptura de doble cadena dentro de la secuencia
genética de interés.

En una realizacion particular, el método de la presente invencion utiliza dos nickasas Cas9, cada una capaz de
reconocer distintos motivos PAM dentro de las dos dianas de acido nucleico. Como ejemplo no limitante, la primer
Cas9 es capaz de reconocer el motivo PAM NGG y la segunda Cas9 es capaz de reconocer el motivo PAM
NNAGAAW.
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En particular, la presente invencion se refiere a un método que comprende una o varias de las siguientes etapas:

(a) seleccionar unas primera y segunda secuencias diana de acido nucleico bicatenario que comprenden cada
una un motivo PAM en una cadena en su extremo 3', en donde dichos motivos PAM son distintos;

(b) disefar técnicamente dos ARNcr que comprenden cada uno una secuencia complementaria a una parte de la
otra cadena de las primera y segunda dianas de acido nucleico bicatenario, y que tienen una secuencia de
extension 3';

(c) proporcionar al menos un ARNcrtra que comprende una secuencia complementaria con una parte de las
secuencias de extension 3' de dichos ARNcr;

(d) proporcionar una primera nucleasa cas9 que reconoce especificamente el motivo PAM de la primera diana y
que alberga un dominio de nucleasa RuvC o HNH no funcional;

(e) proporcionar una segunda Cas9 que reconoce especificamente el motivo PAM de la segunda diana y que
alberga un dominio de nucleasa RuvC o HNH no funcional;

(f) introducir en la célula dichos ARNCcr, dichos ARNcrtra (o los ARNcrtra), dichas nucleasas Cas9, de forma que
cada complejo Cas9-ARNcrtra:ARNcr induzca un suceso de muesca en la diana de &cido nucleico bicatenario,

en donde la célula es un linfocito T.

A modo de ejemplos no limitantes, pueden introducirse en la célula la Cas9 de S. pyogenes que carece de un
dominio catalitico RuvC o HNH funcional y Cas9 de S. thermophilus que carece del dominio catalitico RuvC o HNH
funcional, para reconocer especificamente el motivo PAM NGG en la primera secuencia de acido nucleico diana y el
motivo PAM NNAGAAW en la segunda secuencia de acido nucleico diana, respectivamente. En una realizacion en
particular, los dos motivos PAM distintos de las dos dianas de acido nucleico pueden estar presentes en la misma
cadena de acido nucleico y, por lo tanto, las nickasas Cas9 que albergan un dominio de nucleasa RuvC o HNH no
funcional inducen dos sucesos de muesca en la misma cadena. En este caso, el acido nucleico monocatenario
resultante emplazado entre la primera y la segunda muesca puede delecionarse. En otra realizacion, los dos motivos
PAM distintos de las dos dianas de acido nucleico pueden estar presentes en las cadenas de acido nucleico
opuestas y, por lo tanto, las nickasas Cas9 que albergan un dominio de nucleasa de tipo RuvC o HNH no funcional
inducen dos sucesos de muesca en cada cadena de la secuencia génica de interés, lo que da como resultado una
rotura de doble cadena dentro de la secuencia genética de interés.

En otra realizacion particular, la primera nickasa Cas9 alberga un dominio de nucleasa de tipo RuvC no funcional y la
segunda nickasa Cas9 alberga un dominio de nucleasa HNH no funcional. Los distintos motivos PAM de las dos
dianas de acido nucleico pueden estar en la misma cadena, por lo tanto, las dos nickasas Cas9 inducen un suceso
de muesca en cada cadena (Figura 3A), dando como resultado una rotura de doble cadena dentro de la secuencia
genética de interés. Los dos motivos PAM también pueden estar en cadenas opuestas y, por lo tanto, las dos
nickasas Cas9 inducen un suceso de muesca en la misma hebra de la secuencia genética de interés (Figura 3B). En
este caso, el acido nucleico monocatenario resultante emplazado entre la primera y la segunda muesca puede
delecionarse. Esta delecién puede ser reparada por NHEJ o por mecanismos de recombinacion homologa.

El método de la presente invencion comprende disefar técnicamente dos ARNcr con distintas regiones
complementarias a cada diana de acido nucleico. En el sistema CRISPR tipo Il natural, las secuencias de
direccionamiento del ARN de direccionamiento de CRISPR (ARNcr) se transcriben a partir de las secuencias de
ADN conocidas como protoespaciadores. Los protoespaciadores se agrupan en el genoma bacteriano en un grupo
llamado agrupacion CRISPR. Los protoespaciadores son secuencias cortas de ADN extrafio conocidas separadas
por una repeticion palindromica corta y mantenidas como un registro frente a futuros encuentros. Para crear el
ARNCcr, la agrupacién CRISPR se transcribe y el RNA se procesa para separar las secuencias de reconocimiento
individuales entre las repeticiones. El locus CRISPR que contiene los espaciadores se transcribe en un preARNcr
largo. El procesamiento del transcrito de la agrupacion CRISPR (preARNcr) en los ARNcr individuales depende de la
presencia de un ARNcr transactivador (ARNcrtra) que tiene una secuencia complementaria a la repeticion
palindrémica. El ARNcrtra hibrida con las regiones de repeticiéon que separan los espaciadores del preARNcr,
iniciando la escisién del ARNbc por la ARNasa Il endégena, seguido por un segundo suceso de escisién por Cas9
dentro de cada espaciador, produciendo los ARNcr maduros que permanecen asociados con el ARNcrtra y Cas9, y
forman el complejo Cas9-ARNcrtra:ARNcr. EI ARNcr modificado con ARNcrtra es capaz de dirigirse a una secuencia
de &cido nucleico seleccionada, obviando la necesidad de ARNasa lll y el procesamiento de ARNcr en general
(Jinek, Chylinski et al., 2012).

En la presente invencion, se disefian técnicamente dos ARNcr para que comprendan distintas secuencias
complementarias a una parte de una cadena de las dos dianas de acido nucleico, de manera que sean capaces de
dirigir, preferentemente inducir, un suceso de muesca en cada una de las dianas de acido nucleico. En una
realizacion en particular, las dos dianas de acido nucleico estan espaciadas entre si de 1 a 300 pb, preferentemente
de 3 a 250 pb, preferentemente de 3 a 200 pb, mas preferentemente de 3 a 150 pb, 3 a 100 pb, 3 a 50 pb, 3 a 25 pb,
3a 10 pb.

La secuencia de ARNcr es complementaria a una cadena de la diana de acido nucleico, esta cadena no comprende
el motivo PAM en el extremo 3' (Figura 1). En una realizacion particular, cada ARNcr comprende una secuencia de 5
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a 50 nucledtidos, preferentemente de 8 a 20 nucledtidos, mas preferentemente de 12 a 20 nucleétidos, que es
complementaria a la secuencia de acido nucleico diana. En una realizacion mas particular, el ARNcr es una
secuencia de al menos 30 nucleétidos que comprende al menos 10 nucleétidos, preferentemente 12 nucleétidos,
complementarios a la secuencia de acido nucleico diana. En particular, cada ARNcr puede comprender una
secuencia complementaria seguida de 4-10 nucledtidos en el extremo 5 para mejorar la eficacia del
direccionamiento (Cong, Ran et al. 2013; Mali, Yang et al. 2013; Qi, Larson et al. 2013). En una realizacién
preferente, la secuencia complementaria del ARNcr esta seguida en el extremo 3' de una secuencia de acido
nucleico llamada secuencia de repeticion o secuencia de extension 3'.

El ARNcr de acuerdo con la presente invencién también puede modificarse para aumentar la estabilidad de la
estructura secundaria y/o su afinidad de unién por Cas9. En una realizacion particular, el ARNcr puede comprender
un fosfato 2',3' ciclico. El extremo fosfato 2',3' ciclico parece estar implicado en muchos procesos celulares, es decir,
corte y empalme de ARNH, escisién endonucleolitica por varias ribonucleasas, en la autoescisiéon por ARN ribozima y
en respuesta a diversos estreses celulares, incluida la acumulacion de proteina no plegada en el reticulo
endoplasmatico y el estrés oxidativo (Schutz, Hesselberth et al., 2010). Los inventores han especulado que el fosfato
2'3' ciclico potencia la estabilidad del ARNcr o su afinidad/especificidad para Cas9. Por lo tanto, la presente
invencion se refiere al ARNc modificado que comprende un fosfato 2',3' ciclico y a los métodos para ingenieria
gendmica basados en el sistema CRISPR/cas (Jinek, Chylinski et al., 2012; Cong, Ran et al. 2013; Mali, Yang et al.
2013) que comprenden utilizar ARNcr modificado.

En una realizacion particular, el ARNcr se puede disefar técnicamente para reconocer al menos las dos secuencias
de acido nucleico diana de forma simultanea. En este caso, el mismo ARNcr comprende al menos dos secuencias
complementarias a una porcion de las dos secuencias de acido nucleico diana. En una realizacion preferente, dichas
secuencias complementarias estan espaciadas por una secuencia de repeticion.

El ARN CRISPR transactivador de acuerdo con la presente invencion se caracteriza por una secuencia de
antirrepeticion que tiene la capacidad del emparejamiento de bases con al menos una parte de la secuencia de
extension 3' del ARNcr, para formar un ARNcrtra:ARNcr, también llamado ARN guia (ARNg). EI ARNcrtra
comprende una secuencia complementaria a una region del ARNcr.

Un ARN guia unico (ARNgu) sintético que comprende una fusion de ARNcr y ARNcrtra que forma una horquilla que
imita el complejo ARNcrtra-ARNcr (Cong, Ran et al 2013; Mali, Yang et al., 2013) se puede utilizar para dirigir la
escision del acido nucleico diana mediada por endonucleasa Cas9. Se ha demostrado que este sistema funciona en
una diversidad de células eucariotas, incluyendo las humanas, de pez cebra y levaduras. EI ARNgu puede
comprender dos secuencias distintas complementarias a una porcién de las dos secuencias de acido nucleico diana,
preferentemente espaciadas por una secuencia de repeticion.

Los métodos de la invencién implican introducir ARNcr, el ARNcrtra, ARNgu y Cas9 en un linfocito T. EI ARNcr, el
ARNcrtra, el RANgu o la Cas9 se pueden sintetizar in situ en la célula como resultado de la introduccién de un
polinucledtido que codifica ARN o polipéptidos en la célula. Como alternativa, el ARNcr, el ARNcrtra, el ARNgu, el
ARN de Cas9 o los polipéptidos de Cas9, podrian producirse fuera de la célula e introducirse después en la misma.
Los métodos de introduccidon de una construccion de polinucledtido en animales son conocidos en la técnica e
incluyen, como ejemplos no limitantes, métodos de transformacion estable en donde la construccién de
polinucledtido esta integrada en el genoma de la célula, métodos de transformacién transitoria en donde la
construccion de polinucledtido no esta integrada en el genoma de la célula y métodos mediados por virus. Dichos
polinucledtidos pueden introducirse en una célula mediante, por ejemplo, vectores viricos recombinantes (por
ejemplo, retrovirus, adenovirus), liposomas y similares. Por ejemplo, los métodos de transformacion transitoria
incluyen, por ejemplo, microinyeccion, electroporacion o bombardeo de particulas. Dichos polinucleétidos pueden
incluirse en vectores, mas particularmente plasmidos o virus, en vista de expresarlos en células T.

También se divulgan en el presente documento polinucleétidos, en particular el ADN o ARN que codifica los
polipéptidos y proteinas descritas anteriormente. Estos polinucleétidos pueden incluirse en vectores, mas
particularmente plasmidos o virus, en vista de expresarlos en células T.

La presente invenciéon contempla la modificaciéon de la secuencia del polinucleétido Cas9 de forma que el uso de
codones se optimice para el organismo en el que se esta introduciendo. Por lo tanto, por ejemplo, la secuencia del
polinucledtido Cas9 obtenida de pyogenes o S. Thermophilus con codones optimizados para su uso en humanos, se
expone en (Cong, Ran et al. 2013; Mali, Yang et al. 2013).

En realizaciones particulares, los polinucleétidos Cas9 de acuerdo con la presente invencion pueden comprender al
menos un motivo de localizacion subcelular. Un motivo de localizacién subcelular se refiere a una secuencia que
facilita el transporte o confinamiento de una proteina en un emplazamiento subcelular definido que incluye al menos
uno de nucleo, citoplasma, membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, endosomas,
peroxisomas y mitocondrias. Se conocen bien en la técnica los motivos de localizacion subcelular. Un motivo de
localizacién subcelular requiere una orientacion especifica, por ejemplo, N- y/o C-terminal para la proteina. Como un
ejemplo no limitante, la sefial de localizacion nuclear (NLS, forma siglada de nuclear localization signal) del antigeno
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T grande del virus de simio 40 puede orientarse en el extremo N y/o C. La NLS es una secuencia de aminoacidos
que actua para dirigir la proteina al nucleo de la célula a través del Complejo del Poro Nuclear y para dirigir una
proteina recién sintetizada al nucleo a través de su reconocimiento por receptores citosolicos de transporte nuclear.
Normalmente, una NLS consiste en una o mas secuencias cortas de aminoacidos cargados positivamente, tales
como lisinas o argininas.

La presente invencion también se refiere a un método para modificar una secuencia genética de interés, que
comprende adicionalmente la etapa de expresar un dominio catalitico adicional en una célula hospedadora. En una
realizacion mas preferente, la presente invencion se refiere a un método para aumentar la mutagénesis, en donde
dicho dominio catalitico adicional es una enzima para el procesamiento final de ADN. Los ejemplos no limitantes de
enzimas para el procesamiento final de ADN incluyen exonucleasas 5-3', exonucleasas 3-5', exonucleasas alcalinas
5-3', endonucleasas flap 5', helicasas, fosfatasa, hidrolasas y polimerasas de ADN independientes de molde. Los
ejemplos no limitantes de tal dominio catalitico comprenden un dominio de proteina o derivado cataliticamente activo
del dominio de proteina seleccionado del grupo que consiste en Exolh (EXO1_HUMAN), Exol de levadura
(EXO1_YEAST), Exol de E. coli, TREX2 de ser humano, TREX1 de ratéon, TREX1 de ser humano, TREX1 de bovino,
TREX1 de rata, TdT (desoxinucleotidil transferasa terminal) DNA2 Humana, DNA2 de levadura
(DNA2_YEAST_YEAST). En una realizacion preferente, dicho dominio catalitico adicional tiene una actividad
exonucleasa 3'-5' y en una realizacion mas preferente, dicho dominio catalitico adicional tiene actividad de
exonucleasa de TREX, mas preferentemente actividad de TREX2. En otra realizacion preferente, dicho dominio
catalitico esta codificado por un polipéptido TREX de cadena unica.

Se sabe que las roturas endonucleoliticas estimulan la tasa de recombinacion homdloga. Por lo tanto, en otra
realizacion preferente, la presente invencion se refiere a un método para inducir el direccionamiento del gen
homdlogo en la secuencia genética de interés, que comprende adicionalmente proporcionar a la célula un acido
nucleico exégeno que comprende al menos una secuencia homdloga a una porcién de la secuencia genética de
interés, de forma que la recombinacion homodloga se produce entre la secuencia genética de interés y el acido
nucleico exégeno.

En realizaciones particulares, dicho acido nucleico exégeno comprende unas primera y segunda porciones que son
homdlogas a la region 5' y 3' de la secuencia genética de interés, respectivamente. Dicho &cido nucleico exdgeno
también comprende en estas realizaciones una tercera porcién posicionada entre la primera y la segunda porcion,
que no comprende una homologia con las regiones 5' y 3' de la secuencia genética de interés. Después de la
escision de la secuencia genética de interés, se estimula un suceso de recombinacion homéloga entre la secuencia
del acido nucleico diana y el acido nucleico exégeno. Preferentemente, se utilizan secuencias homoélogas de al
menos 50 pb, preferentemente de mas de 100 pb y mas preferentemente de mas de 200 pb, dentro de dicho acido
nucleico exogeno. Por lo tanto, el acido nucleico exdgeno es preferentemente de 200 pb a 6000 pb, mas
preferentemente de 1000 pb a 2000 pb. De hecho, las homologias de acido nucleico compartidas se emplazan en
regiones flanqueantes cadena arriba y cadena abajo de la escision inducida y la secuencia de acidos nucleicos que
debe introducirse debe estar emplazada entre los dos brazos.

Dependiendo del emplazamiento de la secuencia genética de interés en donde se ha producido el suceso de
ruptura, tal acido nucleico exdégeno se puede utilizar para suprimir un gen, por ejemplo, cuando el acido nucleico
exdgeno se emplaza dentro de la fase de lectura abierta de dicho gen, o para introducir secuencias nuevas o genes
de interés. Las inserciones de secuencias utilizando tal acido nucleico exégeno se pueden utilizar para modificar un
gen existente que se tiene como objetivo, mediante correccién o reemplazo de dicho gen (intercambio de alelos
como un ejemplo no limitante), o para regular al alza o a la baja la expresion del gen que se tiene como objetivo
(intercambio de promotor como ejemplo no limitante), dicha correccion o reemplazo del gen dirigido.

Células modificadas vy kits

En el método de acuerdo con la presente invencion se utilizan linfocitos T. Los linfocitos T pueden ser lineas
celulares para cultivos in vitro o células primarias de origen animal.

Por "célula primaria" o "células primarias" se entiende células tomadas directamente del tejido vivo (es decir, material
de biopsia) y establecidas para el cultivo in vitro, que han experimentado muy pocas duplicaciones de su poblacion y
son, por lo tanto, mas representativas de los principales componentes funcionales y las caracteristicas de los tejidos
de los que se obtienen, en comparacién con lineas celulares continuas tumorigenas o inmortalizadas de forma
artificial. Por lo tanto, estas células representan un modelo mas valioso para el estado in vivo al que se refieren.

En el marco de la presente invencidn, "linfocitos T" se refiere a linfocitos T o a una linea de linfocitos T animales
obtenidos de los organismos enumerados a continuacion y establecidos para el cultivo in vitro.

Mas preferentemente, la célula animal es del género Homo, Rattus, Mus, Sus, Bos, Danio, Canis, Felis, Equus,
Salmo, Oncorhynchus, Gallus, Meleagris, mas preferentemente, la célula animal es de las especies Homo sapiens,
Rattus norvegicus, Mus musculus, Sus scrofa, Bos taurus, Danio rerio, Canis lupus, Felis catus, Equus caballus,
Salmo salar, Oncorhynchus mykiss, Gallus gallus, Meleagris gallopavo.
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En la presente invencion, el linfocito T es preferentemente una linea de células o células de mamifero para cultivos
in vitro, o células primarias tomadas directamente de tejido vivo y establecidas para el cultivo in vitro. Como ejemplos
no limitantes, las lineas celulares se pueden seleccionar del grupo que consiste en células Jurkat y células Molt 4.

Estas lineas celulares se pueden modificar mediante el método de la presente invencién, para proporcionar modelos
de lineas celulares para producir, expresar, cuantificar, detectar, estudiar un gen o una proteina de interés; estos
modelos también se pueden utilizar para explorar moléculas biolégicamente activas de interés en investigacion y
produccién, y en diversos campos tales como el de los productos quimicos, los biocombustibles, los productos
terapéuticos y la agronomia, como ejemplos no limitantes. Un aspecto particular de la presente invencion se refiere a
una célula aislada como se describe anteriormente, obtenida mediante el método de acuerdo con la invencion.
Normalmente, dicha célula aislada comprende las nickasas Cas9, el ARNcr (o los ARNcr) y el ARNcrtra o el ARNgu.
La célula aislada resultante comprende una secuencia genética modificada de interés en la que se ha producido una
escision. La célula modificada resultante se puede utilizar como una linea celular para una diversidad de
aplicaciones, tales como la terapia celular mediante el uso de linfocitos T. Los métodos de la invencién son utiles
para disefiar técnicamente genomas y reprogramar células. También se divulga en el presente documento un kit
para la transformacion de células que comprende uno o varios de los componentes del sistema CRISPR tipo Il
modificado de acuerdo con la invencién, como se describe anteriormente. Este kit comprende de forma mas
particular:

- dos ARNcr que comprenden una secuencia complementaria a una cadena de una primera y segunda secuencias
diana de acido nucleico bicatenarias que comprenden un motivo PAM en la otra cadena y que tienen una
secuencia de extension 3';

- al menos un ARNcrtra que comprende una secuencia complementaria a las secuencias de extension 3' de dichos
ARNCcr;

- al menos una nucleasa cas9 que alberga un dominio de nucleasa de tipo RuvC o HNH no funcional, o un
polinucleétido que codifica el mismo.

En otra realizacion, el kit comprende:

- Dos ARNcr que comprenden una secuencia complementaria a una cadena de una primera y segunda
secuencias diana de acido nucleico bicatenarias que comprenden distintos motivos PAM en la otra cadena y que
tienen una secuencia de extension 3';

- al menos un ARNcrtra que comprende una secuencia complementaria a las secuencias de extension 3' de dichos
ARNCcr;

- una primera nucleasa Cas9 que reconoce especificamente el motivo PAM de la primera diana de &cido nucleico
y que alberga un tipo RuvC no funcional, o un polinucleétido que codifica la misma.

- una segunda nucleasa Cas9 que reconoce especificamente el motivo PAM de la segunda diana de acido
nucleico y que alberga un dominio de nucleasa HNH no funcional, o un polinucleétido que codifica la misma.

Aplicaciones terapéuticas

El método divulgado en el presente documento puede tener una diversidad de aplicaciones. En una realizacion, el
método puede utilizarse para aplicaciones clinicas o terapéuticas. El método puede utilizarse para reparar o corregir
genes que provocan enfermedades. El método puede utilizarse para corregir mutaciones de la zona de unién del
empalme, deleciones, inserciones y similares en otros genes o secuencias cromosomicas que desempefian un papel
en una enfermedad o patologia particular.

Dichos métodos también se pueden utilizar para modificar genéticamente linfocitos T primarios, con vistas a inyectar
tales células en un paciente, para tratar una enfermedad o una infeccion. Dichos programas de terapia celular se
desarrollan mas particularmente para tratar el cancer, una infeccién virica tal como la provocada por el CMV o el
VIH, o enfermedades autoinmunitarias.

Definiciones

En la descripcién anterior se utilizan de forma extensa varios términos. Las siguientes definiciones se proporcionan
para facilitar la comprension de las presentes realizaciones.

Como se utiliza en el presente documento, "un”, "una" o "uno" pueden significar uno o mas de uno.
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Los restos de aminoacido en una secuencia de polipéptido se designan en el presente documento de acuerdo con el
cadigo de una letra, en el cual, por ejemplo, Q significa GIn o resto de glutamina, R significa Arg o resto de arginina,
y D significa Asp o resto de acido aspartico.

Sustitucién de aminoacidos significa el reemplazo de un resto de aminoacido por otro, por ejemplo, el reemplazo de
un resto de arginina por un resto de glutamina en una secuencia peptidica es una sustitucion de aminoacido.

Los nucledtidos se designan de la siguiente manera: el cddigo de una letra se utiliza para designar la base de un
nucledsido: a es adenina, t es timina, c es citosina y g es guanina. Para los nucleétidos degenerados, r representa g
0 a (nucledtidos de purina), k representa g o t, s representa g o ¢, w representa a o t, m representa a o c, y
representa t o ¢ (nucledtidos de pirimidina), d representa g, a o t, v representa g, a o ¢, b representa g, t o c, h
representa a,toc, y nrepresentag, a,toc.

Como se utiliza en el presente documento, "acido nucleico" o "polinucleétido” se refiere a nucleétidos y/o
polinucledtidos, tal como el acido desoxirribonucleico (ADN) o el acido ribonucleico (ARN), oligonucledtidos,
fragmentos generados por la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y fragmentos generados por cualquiera de
ligamiento, corte, accion de endonucleasa y accién exonucleasa. Las moléculas de acido nucleico pueden
componerse de monomeros que son nucleétidos de origen natural (tal como ADN y ARN) o analogos de nucleétidos
de origen natural (por ejemplo, formas enantioméricas de nucleétidos de origen natural), o una combinacion de
ambos. Los nucleétidos modificados pueden tener modificaciones en fracciones de azucar y/o en fracciones de base
pirimidinica o purinica. Las modificaciones de azulcares incluyen, por ejemplo, el reemplazo de uno o mas grupos
hidroxilo por halégenos, grupos alquilo, las aminas y los grupos azido, o azucares, se pueden funcionalizar como
éteres o ésteres. Ademas, toda la fracciébn de azucar puede reemplazarse por estructuras estéricamente y
electronicamente similares, tales como aza-azUcares y analogos carbociclicos de azucar. Los ejemplos de
modificaciones en una fraccion de base incluyen purinas y pirimidinas alquiladas, purinas o pirimidinas aciladas, u
otros sustitutos heterociclicos bien conocidos. Los monémeros de acido nucleico se pueden unir mediante enlaces
fosfodiéster o analogos de tales enlaces. Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios.

Por "secuencia complementaria" se entiende la parte de la secuencia de un polinucleétido (por ejemplo, parte de
ARNcr o ARNCcrtra) que puede hibridar con otra parte de polinucleétidos (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico
diana o el ARNcr, respectivamente), en condiciones convencionales de baja rigurosidad. Tales condiciones pueden
ser, por ejemplo, a temperatura ambiente durante 2 horas utilizando un tampdén que contiene formamida al 25 %,
SSC 4x, tampon NaH2P0O4/Na2HPO4 50 mM; pH 7,0, sol. Denhardt 5x, EDTA 1 mM, DNA 1 mg/ml + 20 a 200 ng/mi
de la sonda a analizar (aprox. 20 - 200 ng/ml)). Esto también puede predecirse mediante el calculo convencional de
hibridacion utilizando el niumero de bases complementarias dentro de la secuencia y el contenido en G-C a
temperatura ambiente, como se proporciona en la bibliografia. De preferencia, las secuencias son complementarias
entre si, de acuerdo con la complementariedad entre dos cadenas de acido nucleico basadas en el emparejamiento
entre las cadenas de Watson-Crick, es decir, el emparejamiento de bases inherente entre los nucleétidos adenina y
timina (A-T) y los nucledtidos guanina y citosina (G-C). El emparejamiento preciso de bases que se equipara con el
emparejamiento de bases de Watson-Crick incluye el emparejamiento de bases entre nucledsidos convencionales y
modificados, y el emparejamiento de bases entre nucledsidos modificados, donde los nucledsidos modificados son
capaces de sustituir los nucledsidos convencionales apropiados de acuerdo con el apareamiento de Watson-Crick.
La secuencia complementaria del oligonucleétido monocatenario puede ser de cualquier longitud que sustente la
hibridacion especifica y estable entre los dos oligonucleétidos monocatenarios en las condiciones de reaccién. La
secuencia complementaria generalmente permite un solapamiento parcial de doble cadena entre los dos
oligonucledtidos hibridados de mas de 3 pb, preferentemente mas de 5 pb, preferentemente mas de 10 pb. La
secuencia complementaria se selecciona de forma ventajosa para que no sea homadloga a ninguna secuencia en el
genoma, para evitar la recombinacién fuera de la diana o la recombinacion que no implique la secuencia de acido
nucleico exégena completa (es decir, solo un oligonucleétido).

Por "secuencia de acido nucleico homoéloga" se entiende una secuencia de acido nucleico con suficiente identidad
con otra como para conducir a la recombinacién homdloga entre secuencias, de forma mas particular, que tiene al
menos el 80 % de identidad, preferentemente al menos el 90 % de identidad y mas preferentemente al menos el
95 %, e incluso mas preferentemente el 98 % de identidad. "ldentidad" se refiere a la identidad de secuencia entre
dos moléculas de acido nucleico o polipéptidos. La identidad se puede determinar comparando una posicion en cada
secuencia que puede alinearse con fines de comparacién. Cuando una posicién en la secuencia comparada esta
ocupada por la misma base, entonces las moléculas son idénticas en esa posicién. Un grado de similitud o identidad
entre secuencias de acido nucleico o de aminoacidos es una funcion del nimero de nucleétidos idénticos o que
coinciden en las posiciones compartidas por las secuencias de acido nucleico. Para calcular la identidad entre dos
secuencias se pueden utilizar diversos algoritmos y/o programas de alineamiento, incluyendo FASTA o BLAST, que
estan disponibles como parte del paquete de analisis de secuencias GCG (Universidad de Wisconsin, Madison,
Wis.), y pueden utilizarse con, por ejemplo, parametros predeterminados.

Los términos “vector” o "vectores" hacen referencia a una molécula de acido nucleico que tiene la capacidad de

transportar otro acido nucleico al que se lo ha unido. Un "vector" en la presente invencién incluye, pero sin limitacion,
un vector virico, un plasmido, un vector de ARN o una molécula de ADN o ARN lineal o circular que puede consistir
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en acidos nucleicos cromosomicos y no cromosomicos, semisintéticos o sintéticos. Los vectores preferentes son los
que tienen la capacidad de replicacién auténoma (vector episémico) y/o de expresion de los acidos nucleicos a los
que estan unidos (vectores de expresion). Los expertos en la materia conocen grandes cantidades de vectores
adecuados disponibles en el mercado. Los vectores viricos incluyen retrovirus, adenovirus, parvovirus (por ejemplo,
virus adenoasociados), coronavirus, 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,
sarampién y Sendai), virus de ARN de cadena positiva tales como picornavirus y alfavirus, y virus de ADN
bicatenario, que incluyen adenovirus, herpesvirus (por ejemplo, virus Herpes Simple tipos 1 y 2, Virus de Epstein-
Barr, citomegalovirus) y poxvirus (por ejemplo, vaccinia, virus de la viruela aviar y de la viruela del canario). Otros
virus incluyen el virus de Norwalk, los togavirus, los flavivirus, los reovirus, los papovavirus, los hepadnavirus y el
virus de la hepatitis, por ejemplo. Los ejemplos de retrovirus incluyen: de la leucosis-sarcoma aviar, de mamifero tipo
C, virus de tipo B, virus tipo D, grupo HTLV-BLYV, lentivirus, espumavirus (Coffin, J. M., Retroviridae: The viruses and
their replication, en Fundamental Virology, tercera edicion, B. N. Fields, et al., Eds., Lippincott-Raven Publishers,
Filadelfia, 1996).

La presente invencion se ilustra por referencia a determinados ejemplos especificos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para inducir con precision una escision de acido nucleico en una secuencia genética en una
célula, que comprende:

(a) Seleccionar una primera y una segunda diana de acido nucleico bicatenario en dicha secuencia genética,
comprendiendo cada diana de acido nucleico, en una cadena, un motivo adyacente al protoespaciador (PAM) en
una extremidad 3';

(b) disenar técnicamente dos ARN de direccionamiento de CRISPR (los ARNcr), comprendiendo cada uno:

- una secuencia complementaria a una parte de la cadena opuesta de la diana de acido nucleico que no
comprende el motivo PAM, y
- una secuencia de extension 3';

(c) proporcionar al menos un ARN de direccionamiento de CRISPR transactivador (ARNcrtra) que comprende
una secuencia complementaria a una parte de las secuencias de extension 3' de dichos ARNcr de b);

(d) proporcionar al menos una nickasa cas9 que es una nucleasa cas9 que alberga un dominio de nucleasa de
tipo RuvC no funcional o HNH no funcional y que reconoce dicho motivo (o motivos) PAM,;

(e) introducir en la célula dichos ARNcr, dicho (o dichos) ARNcrtra y dicha nickasa Cas9; en donde la célula es
un linfocito T,

de forma que cada complejo Cas9-ARNcrtra:ARNcr induzca un suceso de muesca en las dianas de acido nucleico
bicatenario para escindir la secuencia genética entre dichas primera y segunda dianas de acido nucleico.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde los dos motivos PAM estan presentes en cadenas de acido nucleico
opuestas.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde los dos motivos PAM estan presentes en la misma cadena de acido
nucleico.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la primera y la segunda dianas
de &cido nucleico bicatenario comprenden distintos motivos PAM reconocidos especificamente por dos nickasas
Cas9 distintas.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde dicho método implica una primera nickasa Cas9 que alberga un tipo
RuvC no funcional y una segunda nickasa Cas9 que alberga un dominio de nucleasa HNH no funcional.

6. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en donde al menos una nickasa Cas9 comprende al menos
una mutacion en el dominio RuvC.

7. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en donde al menos una nickasa Cas 9 comprende al menos
una mutacion en el dominio HNH.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde cada ARNcr comprende una
secuencia complementaria de 12 a 20 nucledtidos.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende en la etapa b) disefar
técnicamente un ARNcr que comprende dos secuencias complementarias a una parte de cada una de las
secuencias de acido nucleico diana.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el ARNcr y el ARNcrtra se
fusionan para formar un ARN guia Unico.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la primera y la segunda
secuencias diana de acido nucleico estan separadas entre si por una region espaciadora de 1 a 300 pb,
preferentemente de 3 a 250 pb.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende adicionalmente
introducir una secuencia de acido nucleico exdégena que comprende al menos una secuencia homéloga a al menos
una porcién de la secuencia genética, de forma que se produce recombinacion homdloga entre dicha secuencia
exdgena y la secuencia genética.

13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde dicho linfocito T es un linfocito
T primario.
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14. Un linfocito T aislado que comprende:

- dos ARNcr que comprenden secuencias complementarias a una primera y una segunda secuencias diana de
acido nucleico bicatenario y que tienen una secuencia de extension 3';

5 - al menos un ARNcrtra que comprende una secuencia complementaria a las secuencias de extension 3' de
dichos ARNcr;
- al menos una nickasa cas9 que es una nucleasa cas9 que alberga un dominio de tipo RuvC no funcional o un
dominio de nucleasa HNH no funcional, o un polinucledtido que codifica la misma.

10 15. El linfocito T de acuerdo con la reivindicacion 14, para su uso en el tratamiento del cancer, de una infeccion virica
o de enfermedades autoinmunitarias.

16. El linfocito T para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 15, en donde el linfocito T es un linfocito T primario.
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