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DESCRIPCION

Moléculas de ARNsn quiméricas que transportan secuencias antisentido contra las uniones por corte y empalme
del gen de la distrofina y sus aplicaciones terapéuticas.

La presente invencion se refiere a moléculas de sn-ARN quiméricas que transportan secuencias antisentido contra
las uniones por corte y empalme del gen de la distrofina y a sus aplicaciones terapéuticas. En particular, la presente
invencién se refiere a moléculas quiméricas capaces de enmascarar las uniones por corte y empalme de los exones
mutados, induciendo de este modo su omisién del ARNm maduro. A continuacion, el transcrito resultante producird
una proteina distrofina mds corta, pero funcional, estas moléculas se pueden utilizar en la terapia génica de muchas
formas de Distrofia Muscular de Duchenne (DMD).

La DMD es un trastorno recesivo unido a X que afecta a 1 de cada 3500 hombres. Se caracteriza por la ausencia de
la distrofina citoesquelética (proteina de 427 kDa) que, a su vez, produce un deterioro muscular severo y progresivo.
La mayoria de las mutaciones de la DMD consisten en deleciones y mutaciones puntuales en el gen de la distrofina
de 2,5 Mb que introducen codones de parada y mutaciones en el gen de distrofina de 2,5 Mb que introducen codones
de parada y, consecuentemente, la terminacidon prematura de la traduccién. En una forma mas leve de miopatia, la
Distrofia Muscular de Becker (BMD), deleciones en el gen producen ARNm en el marco de lectura y, consecuente-
mente, proteinas distrofina (1) mds cortas, pero funcionales. Dado que un tercio de los casos de DMD son resultantes
de una nueva mutacion (2, 3), la enfermedad nunca se puede erradicar mediante cribado (“screening’) y asesoramiento
genético. La necesidad de desarrollar estrategias de tratamiento para este trastorno es evidente. Una implica el trans-
plante de mioblastos normales en tejidos musculares que carecen de esta proteina (4, 5), mientras que otras intentan
resolver la expresion correcta de distrofina mediante una estrategia de terapia génica que libera copias de ADNc de
longitud completa o mini ADNc de distrofina en células que presentan el gen mutado (6-8). Aunque esta estrategia es
muy prometedora, ain permanecen varios problemas sin resolver, tales como la capacidad de tamafio y la actividad
transductora del vector y la respuesta inmune al gen “terapéutico” (9).

Otra estrategia de terapia génica se basa en el hecho de que las deleciones internas en el marco de lectura en la
proteina producen solamente sintomas miopéaticos leves; por tanto, deberia ser posible, evitando la inclusién de un
ex6n o exones mutados especificos en el ARNm maduro de la distrofina, para restablecer un fenotipo parcialmente
corregido. En este aspecto, es interesante indicar que el restablecimiento de los niveles de distrofina en niveles tan
bajos como del 30% es suficiente para un beneficio terapéutico sustancial (10).

Se ha llevado a cabo una omisién especifica de exén mediante la liberacién extracelular de oligonucledtidos anti-
sentido sintéticos con 2’-O-metilo desarrollados contra uniones por corte y empalme (“splice junctions’) especificas
(11-13) o potenciadores exénicos (10). La interaccion del ARN antisentido con la correspondiente secuencia diana
deberia enmascarar la utilizacién de sitios de corte y empalme especificos o evitar la unién de factores potenciadores
durante la reaccién de corte y empalme y determinar la omisién del exén o exones mutados vecinos para producir
un ARNm de distrofina en el marco de lectura, siendo el efecto final la produccién de una proteina distrofina mas
corta, pero funcional. Una desventaja significativa para la estrategia con oligonucleétidos sintéticos es que requeriria
administraciones periddicas.

Para sortear este problema, los autores de la presente invencién han desarrollado vectores capaces de expresar in
vivo, de una manera estable y continua, grandes cantidades de ARN quiméricos que contienen secuencias antisentido.
Esta estrategia se ensay6 sobre la delecién humana de los exones 48-50, pero los expertos lo podrian aplicar también
a otros exones del gen de la distrofina. En este caso, se produce un codén de terminacién prematura en el exén 51; si
se obtiene la omision de este exon, el resultado seria un ARNm en el marco de lectura.

Las secuencias antisentido clonadas en los vectores de ARNsn se pueden disefiar para emparejarse con cualquier
region de un transcrito celular. En principio, si existen secuencias que deben ser reconocidas por maquinarias celulares
especificas, su enmascaramiento por ARN antisentido deberia interferir con procesos especificos.

Dado que los ARNsn se localizan en el nicleo, sélo pueden afectar a procesos nucleares.
Los ARN antisentido puede afectar en el corte y empalme mediante la interaccidn con dos tipos de secuencias:

a) sitios de corte y empalme: Los ARN contra sitios de corte y empalme pueden inducir, durante el corte y
empalme, la omisién de un ex6n especifico.

b) potenciadores de corte y empalme: Muchos exones humanos, de tamafio grande o con sitios de corte y
empalme flanqueantes relativamente débiles, contienen secuencias que promueven su utilizacién, el deno-
minado potenciador de corte y empalme exénico (ESE). Dichas secuencias son reconocidas por proteinas
ricas en serina/arginina (SR) que promueven la utilizacién de exones en tejidos en los que se expresan. Se
pueden disefiar ARN antisentido que obstaculizan dichos potenciadores de corte y empalme, de manera que
se omite el exdn y no se incluye en el ARNm maduro. Con respecto al reconocimiento de las secuencias en
los sitios de corte y empalme 3’ y 5° que pueden causar menos omisiones predecibles de exones adyacentes
adicionales, la eliminacién de potenciadores exdnicos produce un efecto muy especifico y mds reproducible
s6lo en los intrones flanqueantes.
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El reconocimiento de sitios de corte y empalme o potenciadores exénicos se puede aplicar en todos los casos en
los que la omisién de un ex6én mutado especifico puede restablecer la funcionalidad del ARNm (tal como en el caso
de las mutaciones de la distrofina).

Dado que mds de la mitad de los genes humanos codifican transcritos que experimentan cortes y empalmes alter-
nativos, los métodos generales para controlar la expresién de isoformas concretas por corte y empalme alternativo de
genes especificos seria util en una amplia variedad de aplicaciones. Los ARN antisentido contra uniones especificas de
corte y empalme pueden controlar el tipo de ARNm producido por corte y empalme alternativo y de la correspondiente
proteina.

Los ARN antisentido también se pueden aplicar para interferir con los siguientes procesos:

}) Formacion del extremo 3’ de los ARNm. Este proceso requiere un aparato complejo de proteinas que me-
diante el reconocimiento de secuencias conservadas especificas presentes en la 3’UTR determina la escision
del transcrito naciente y la adicién de la cola de poliA. El enmascaramiento de las secuencias reconocidas
por los componentes de la escisidon/poliadenilacion o el sitio de escisién deberia evitar la formacién del
extremo 3’, produciendo de este modo la ultralectura a las secuencias en direccién 3’. Los ARN de la ul-
tralectura son conducidos rdpidamente al mecanismo degradativo, ya que carecen de la cola de poliA. La
estrategia antisentido en este caso deberia disminuir significativamente la abundancia de un ARNm espe-
cifico. Esta estrategia también es ttil en aquellos casos en los que estdn presentes sitios alternativos de
escisién/poliadenilacién en el mismo gen. La omisién de uno de los sitios alternativos puede controlar el
tipo de transcrito producido.

2) Edicién.

La edicién de ARN es un proceso nuclear posterior a la transcripcién que consiste en la modificacion especifica
de sitio del ARNm. Factores especificos, que interaccionan con el ARN, son responsables de dichas modificaciones.
Ademds, en este caso, el enmascaramiento del sustrato deberia evitar que tuviera lugar la edicion, alterando de este
modo la capacidad codificante del ARNm.

A efectos de obtener moléculas de ARN “terapéuticas” eficaces in vivo, se consideraron varios parimetros impor-
tantes. No s6lo deben clonarse los genes para estos ARN bajo promotores eficaces que producen niveles elevados de
expresion, sino que, ademads, el contexto del ARN en el que se encuentra el ARN terapéutico debe proporcionar esta-
bilidad y una localizacién subcelular especifica. El dltimo punto es crucial, ya que los ARN de las células se organizan
en localizaciones celulares especificas (nicleo, nucleolo, citoplasma, RNP libres y unidos a polisomas, etc.) y se puede
obtener una actividad eficaz de la molécula terapéutica sélo si se asegura la localizacién simultdnea con la diana (15,
33, 34). Se han utilizado de forma ventajosa pequefios ARN celulares como vectores, ya que normalmente se trans-
criben a partir de promotores fuertes (polll o pollll) y porque permiten la liberacién de construcciones quiméricas en
compartimentos celulares especificos (15, 26, 30, 32, 33).

Los autores han utilizado diferentes ARN nucleares pequefios y sus correspondientes genes a efectos de expresar
en el nicleo moléculas quiméricas que transportan secuencias antisentido complementarias de las uniones por corte y
empalme del exén 51 y se ha analizado su actividad en mioblastos de pacientes con DMD con la delecién de los exones
48-50. La unién por corte y empalme es una region a lo largo del sitio de corte y empalme y comprende las secuencias
en direccién 5’ y 3’ desde el sitio. Los resultados obtenidos mostraron que la combinacién de moléculas antisentido
contra las uniones por corte y empalme en 5’ y 3’ inducia la omisién eficaz del exén 51 y el rescate parcial de la
sintesis de distrofina. La eleccién de los ARN portadores fue impuesta por la posibilidad de localizar simultdneamente
las moléculas antisentido con su ARN diana. Dos de los ARN seleccionados, U1l y U2, son conocidos por participar en
la reaccién de corte y empalme, incrementando de este modo la probabilidad de que la molécula antisentido se libere
al compartimento en el que se localiza el pre-ARNm de la distrofina. En esta técnica, el ARNsn U7 nucleopldsmico
se utiliz previamente para expresar moléculas antisentido in vivo y para dirigir la omisién del exén de un gen de
beta-globina mutante (32). Sin embargo, se conoce que el promotor del gen para ARNsn U7 es menos activo (17,
35, 36). Los autores de la presente invencion han seleccionado, en cambio, los ARN Ul y U2, ya que dirigen las
moléculas antisentido especifica y selectivamente en el compartimento de corte y empalme, mejorando de este modo
la localizacion simultdnea con la molécula diana. Ademas, los vectores de la presente invencion alcanzan ambos sitios
de corte y empalme en 5’ y 3’. Finalmente, el gen de globina representa un sistema de expresion y sintesis que difiere
del de la distrofina.

El andlisis de las lineas celulares derivadas de un paciente distréfico, inmortalizadas con un SV40 con T grande,
y transducidas de manera estable con vectores retrovirales que transportan las construcciones diferentes, indica que
la omisién eficaz se obtiene cuando dos moléculas antisentido especificas para las uniones por corte y empalme en
5’ y 3’ del ex6n 51 se expresan simultdneamente en la misma célula. Se observa un efecto menor cuando se utilizan
moléculas antisentido de cadena sencilla. En aquellas células en las que se observa la omisién del exén 51, se obtiene
el rescate de la sintesis de distrofina.

Por tanto, un objetivo de la presente invencién es dar a conocer un gen que codifica un ARNsn Ul humano
modificado en el que el fragmento del gen U1 5° que transcribe la region Ul que es de cadena sencilla comprende una
secuencia antisentido complementaria a las uniones de corte y empalme en 5’ y 3’ de, como minimo, una secuencia
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de ex6n del pre-ARNm de la distrofina, de manera que se omite, como minimo, una secuencia de ex6n del pre-ARNm
de la distrofina durante el proceso de corte y empalme que convierte el pre-ARNm en el ARNm maduro.

Preferentemente, el ARNsn U1 modificado se modifica adicionalmente, de manera que se elimina el fragmento del
gen Ul que transcribe la secuencia de ARN que interacciona con la proteina de 70 k asociada a U1.

En la presente invencion, se puede omitir, como minimo, el exén 51 del pre-ARNm de la distrofina.

Otro objetivo de la presente invencion es dar a conocer un ARNsn U1 humano modificado transcrito por el gen de
la presente invencién tal como se ha descrito anteriormente.

Otro objetivo de la presente invencién es dar a conocer un vector para la expresion estable y eficaz en células diana
que expresan la distrofina transcribiendo el ARNsn Ul humano modificado tal como se ha descrito anteriormente. El
vector puede ser un vector retroviral, adenoviral o viral adeno-asociado. Preferentemente, el vector es adecuado para
una transferencia a células madre o a células de fibras musculares.

La presente invencion también da a conocer un gen, un ARNsn Ul humano modificado o un vector de la presente
invencidn, tal como se ha descrito anteriormente, para la utilizacién en un método de tratamiento del cuerpo humano
o animal mediante terapia.

La presente invencion también da a conocer un gen, un ARNsn Ul humano modificado o un vector segtin la
presente invencion, tal como se ha descrito anteriormente, para la utilizacion en el tratamiento de la Distrofia Muscular
de Duchenne.

La presente invencion da a conocer ademads la utilizacién de un gen, un ARNsn Ul humano modificado o un
vector segln la presente invencion, tal como se ha descrito anteriormente, en la fabricacién de un medicamento para
su utilizacién en el tratamiento de la Distrofia Muscular de Duchenne.

Los segmentos del vector capaces de asegurar la expresion estable y eficaz del gen para el ARNsn modificado segin
el método de la presente invencidn serdn seleccionados por un experto en la materia segin la célula diana. Si las células
de fibras musculares son la diana, comprenden partes retrovirales, adenovirales, adeno-asociadas, lentivirales, etc.

De forma ventajosa, en comparacién con la técnica anterior que utiliza oligonucleétidos antisentido, la omisién
del ex6n mutado y el restablecimiento de la sintesis de distrofina son caracteristicas que las células transducidas
adquieren permanentemente, evitando de este modo la necesidad de una administracién continua para conseguir un
efecto terapéutico. Por lo tanto, los vectores de la presente invencidn representan una herramienta para el desarrollo de
estrategias para la liberacion in vivo de ARN terapéuticos, mediante el disefio de ARN antisentido en los vectores que
se traducen de manera eficaz en células de fibras musculares, como, por ejemplo, los vectores derivados de retrovirus,
tales como lentivirus, adenovirus o adeno-asociados.

La presente invencion se describe a continuacion en relacion a ejemplos experimentales no limitantes y en referen-
cia a las siguientes figuras:

Figura 1. Representacién esquemadtica de la mutacién de distrofina utilizada en este estudio. El paciente 491 A
presenta una delecién que comprende del exén 48 al 50. Parte superior: se muestra el corte y empalme del pre-
ARNm transcrito de este gen mutante (los exones se representan mediante cuadros y los intrones mediante lineas): se
produce un ARNm fuera del marco de lectura con un codén de parada en el exén 51. Derecha: la delecién del exén
51 del ARNm produce un ARNm funcional que codifica para una proteina mds corta de 217 aminodcidos. Los ARN
antisentido dirigidos contra las uniones por corte y empalme del exén 51 también se representan esquematicamente
con respecto a su sustrato diana. Panel A) Se obtuvo la construccién Ul-5" mediante la sustitucién de la regién
complementaria a las uniones por corte y empalme en 5’ (nucleétidos encuadrados) con una secuencia antisentido
contra la unién por corte y empalme en 5 del exén 51. Panel B) Estructura de los derivados U2. E1 ARNsn U2 se
convirtié inicialmente en la construccién U2mod que, a su vez, se modificé para obtener U2BP. La secuencia de la
parte 5’ de los derivados de ARNsn de tipo salvaje y U2 (nucledtidos 1-52) se muestra en el panel superior junto
con la de los nucleétidos complementarios de ARNsn U6. Las regiones encuadradas indican las sustituciones de
nucledtidos introducidos, mientras que el emparejamiento con U6 se indica mediante lineas verticales. La region larga
U2 de 14 nucleétidos, indicados en cursiva, que contienen la regiéon de emparejamiento en el punto de ramificacién, se
eliminé en U2 mod. En U2BP, esta regién se sustituyd por una secuencia larga de 28 nucleétidos complementaria a la
regién 3’ que contiene el punto de ramificacién del intrén 50 (subrayado). Las modificaciones U2 mod se realizaron
para mantener la estructura secundaria global (véase la representacion esquemdtica en el panel inferior), evitando el
emparejamiento con el ARNsn U6.

Figura 2. Expresion in vivo de las construcciones antisentido. Se separaron en geles de poliacrilamida al 6%/urea
7 M 8 microgramos de ARN total, extraidos de poblaciones de células mixtas transducidas con los diferentes vectores
pBabe quiméricos (indicados por encima de las calles) y de células no transducidas de control (calles 491A), y se
electrotransfirieron sobre membranas de nylon. Se llevaron a cabo hibridaciones con oligonucleétidos marcados con
32p especificos para cada ARN antisentido, tal como se indica debajo de cada panel. Calle M: marcador de peso
molecular (ADN plasmidico pBR322, digerido con Mspl).
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Figura 3. Efecto de la construccién antisentido U2 en el corte y empalme. Se inyectaron ovocitos con plasmidos
que contenian U2h o U2-BP, tal como se indica en la seccién de Materiales y Métodos. Se aislaron manualmente los
nucleos de ovocitos individuales y se extrajo el ARN. Se separaron las muestras en geles de poliacrilamida al 6%/urea
7 M y se transfirieron. La autorradiografia directa del filtro muestra ARN marcados con P (Panel A), mientras que
las hibridaciones que contienen sondas especificas permiten el andlisis de la expresion de los plasmidos inyectados
(Paneles B y C). En B) se utilizé una sonda antisentido especifica y en C) una sonda para el ARNsn U2. El ARNsn
U2h se acumula en los ovocitos principalmente como un precursor algunos nucleétidos mds largo (banda U2h). Los
productos de corte y empalme diferentes se muestran en el parte lateral. Calle M: pBR322 digerido con Mspl.

Figura 4: Andlisis de los efectos de la construccién antisentido sobre el patrén de corte y empalme del ARNm
de la distrofina. La parte superior de los paneles muestra los oligonucledtidos utilizados para las reacciones RT-PCR
anidadas en el pre-ARNm de la distrofina 491A. La RT-PCR se realiz6 con los oligonucleétidos externos; después
de 40 ciclos de amplificacién, se realizé la PCR anidada con los internos. Los productos de amplificacién de lineas
celulares no tratadas (calles 491 A) y transducidas (el nombre de la construccién antisentido especifica se indica
encima de cada calle) se separaron en geles de agarosa al 2% en paralelo con control menos ARN (calles-) y con
los productos de amplificacién obtenidos en ARN de una linea celular de musculo esquelético de tipo salvaje (calle
SMC). El producto de amplificacién de 501 nucleétidos de largo corresponde al ARN 491A no omitido, mientras que
el fragmento de 268 nucledtidos de largo corresponde al ARNm omitido. En la calle SMC, el producto de amplificacién
de 898 nucleétidos tiene el tamafio esperado para un ARNm de la distrofina de tipo salvaje. Calle M: escalera de ADN
de 100 pb (Invitrogen).

Figura 5. Andlisis de los efectos de construcciones dobles antisentido en el patrén de corte y empalme del ARNm de
la distrofina. Panel A): representacion esquemadtica de construccion retroviral pBabe puro. Los cassettes de expresion
antisentido se clonaron de cabeza a cola en la LTR 3’ y orientacién directa. El vector 5’/BP contiene las construcciones
U2BP y Ul-5’. Panel B): Se realiz6 un andlisis por transferencia Northern sobre 8 microgramos de ARN total extraido
de células 491A no transducidas (calles 491A) o transducidas con el vector 5°/BP (calle: 5°/BP). La hibridacién se
llevé a cabo con oligonucle6tidos marcados con **P indicados a continuacién. Calle M: marcador del peso molecular
(ADN plasmidico de pBR322, digerido con Mspl). Panel C): Se llev6 a cabo una RT-PCR anidada sobre ARN de
células de control no transducidas (calle 491A) y de células transducidas con la construccién doble 5°/BP. Se llevé a
cabo una amplificacién de control en ausencia de ARN (calle -). Calle M: escalera de ADN de 100 pb (Invitrogen).
Se muestra una representacion esquematica de los productos sin omisién y con omisién en la parte lateral del gel.
En la parte inferior del panel, la secuencia de los productos RT-PCR mds cortos muestra la omision exacta del exén
51.

Figura 6. Andlisis por transferencia Western. Se separaron en gel de poliacrilamida al 6%/SDS 100 microgramos
de proteinas totales extraidas de células 491A no transducidas (calles 491A) o transducidas con el vector 5°/BP, en
paralelo con proteinas extraidas de células de musculo esquelético de tipo salvaje (calle SMC). El tamafio de la proteina
distrofina se indica en la parte lateral.

Materiales y métodos

Construcciones de pldsmidos

Se obtuvo el clon U1-5" mediante PCR inversa en el pldsmido pHU1-D, que contenia todo el gen humano de ARN
Ul, con los oligonucleétidos:

ANTI 24+2A, 5’ -GTATGAGAAAAAATGAGATCTTGGGCCTCTGC-3’;
ANTI24+2B 5’-CTTCTGCTTGATGGCAGGGGAGATACCATGATC-3".

El cassette de expresion Ul se construyé mediante PCR inversa con los oligonucle6tidos:

Ul cas A, 5-CCTGGTACCATGAGATCTTGGGCCTCTGC-3’;

UlcasB, 5 -CCTCTCGAGCTGACTTTCTGGAGTTTC-3".

En esta construccion, la regién codificante de ARNsn U1 (de los nucleétidos 3 a 161) se sustituy6 con los sitios de
restricciéon Kpnl, Stul y Xho.

El gen de ARNsn U2 humano (figura 1B), que incluye el promotor y la secuencia en direccién 3’, se utilizé para
generar mediante PCR inversa la construccién U2mod con los oligonucledtidos:

U2mA, 5-AAAGGCTGTCTTCGCATGCGCTCGCCTTCGCGCCC-3’;
U2mB, 5- TGGCTATCTCTCGAGTATCAGTTTAATATCTGATAC-3’.
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La construccién U2BP derivé U2mod mediante PCR inversa con los oligonucleétidos:
U2X: 5’- CTCGAGAGATAGCCAAAAGGCTGTCTTCGCATGCGCTCGCC-3’;
U2BP: 5’-AAAAAGAAGAAAAAGAAAAATTAGAAACTATCAGTTTAATATCTGATACG-3’.

Construcciones retrovirales
Construcciones de cadena sencilla antisentido
Se amplific6 U2BP mediante PCR directa utilizando los oligonucle6tidos:
U2cas arriba ~ 5’-CTAGCTAGCCAGGCCTTCGGCTTCTTCGACTGGG-3’;
U2cas abajo  5’-CTAGCTAGCGCGCGTCACAGGACTCGTGCAAGCC-3".

Los fragmentos resultantes se clonaron en la orientacién directa en el sitio Nhel del vector retroviral pBabe puro
(23). Los fragmentos BamHI que contenian la construcciéon quimérica completa U1-5" se insertaron en el sitio Nhel
de pBabe modificado con adaptadores BgIII.

Construcciones de cadena doble antisentido

La construccién 5°/BP se realizé mediante la clonacién del fragmento BamHI que contenia la regién codificante
5’ Ul en el interior del plasmido U2BP. Esta construccién se amplificé con los oligonucledtidos U2cas arriba 'y Ulcas
abajo y se clond en el sitio Nhel del vector pBabe.

Linea celular de empaquetamiento

Se cultivé la linea celular de empaquetamiento Phoenix (http//www.stanford.edu/nolan) en medio Eagle modifica-
do por Dulbecco complementado con FCS al 10% y peniciclina-estreptomicina (GIBCO/BRL) al 1%. Se recogieron
particulas retrovirales de las células Phoenix transfectadas de forma transitoria con 4 ug de las diversas construcciones
de pBabe utilizando Lipofectamina plus (GIBCO/BRL) y se utilizaron para transducir la linea celular del paciente con
DMD.

Cultivo celular

La biopsia derivada de Duchenne (491A) se puso en un cultivo y se mantuvo en RPMI complementado con FCS al
15%, penicilina-estreptomicina al 1% y glutamina al 1% (GIBCO/BRL). Las células se propagaron mediante tripsini-
zacion estandar y se cultivaron directamente en una placa recubierta de coldgeno. (coldgeno de cola de rata de tipo 1,
BD). La infeccién de las células se llevo a cabo en ausencia de cualquier antibiético. Un dia antes de la infeccion, las
células se emplacaron con una densidad de aproximadamente 5x10° células por placa de 100 mm. Se realizaron dos
ciclos de infecciones con los diferentes sobrenadantes virales; 48 h después de la infeccion se dividieron las células y
se afiadi6 puromicina a la concentracion final de 1 mg/ml (Sigma).

Preparacion y andlisis de ARN

Se prepar6 ARN celular total utilizando el sistema de aislamiento de ARN Ultraspec (BIOTECX Laboratories,
INC.) segtin el protocolo de fabricacion. Para el andlisis por transferencia Northern, se cargaron 8 ug de ARN total en
geles de poliacrilamida al 6% - urea 7 M, se transfirieron e hibridaron con las siguientes sondas antisentido especificas:

Ula 5’-ATCAAGCAGAAGGTATGAGAAAAA-3’;

U2a 5’-GTTTCTAATTTTTCTTTTTCTTC-3".

Se llevé a acabo una RT-PCR con 200 ng de ARN total durante 40 ciclos de amplificacién utilizando en sistema
Access RT-PCR (Promega). La primera amplificacion se realizé con los cebadores:

EA46F, 5’-GAATTTGTTTTATGGTTGGAGG-3;

E54F, 5’-CTTTTATGAATGCTTCTCCAAG-3’.
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Se utilizaron dos microlitros del producto de RT-PCR como molde en una PCR anidada secundaria de 50 ul
utilizando los oligonucleétidos:

EA47F, 5’-TTACTGGTGGAAGAGTTGCC-3’ (exén 47) y
E52R 5’-TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCC-3’ (ex6n 52).

La PCR anidada se llevé a cabo durante 30 ciclos. Los productos anidados se analizaron en gel de agarosa al
2,5% y se purificaron bandas especificas para el andlisis de la secuencia utilizando el kit de extraccion QIAquick Gel
(Qiagen). La secuenciacién del ADN se llevé a acabo mediante M-medical utilizando el kit BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (PE Applied Biosystems) y se analizé en un secuenciador ABI Prism 377 (PE Applied
Biosystems).

Microinyecciones en ovocitos de X. laevis

El pre-ARN AdMI tiene 253 nucledtidos de largo y comprende una parte del transcrito primario tardio del Adeno-
virus. Se obtiene mediante transcripcién in vitro del plasmido pAdML-Dil digerido con Sca 1 (38). Los ARN AdML
y U6 marcados con **P (1,5x10° y 0,4x10°% cpml/ul, respectivamente) se inyectaron simultdneamente en ovocitos que
habian recibido la noche anterior los plasmidos U2-BP o U2h (4 ng/ovocito). Después de la incubacién durante 1 hora,
se extrajo el ARN y se analiz6 en gel de poliacrilamida al 6%-urea.

Andlisis por transferencia Western

Las células cultivadas se lavaron dos veces con tampoén fosfato salino (PBS) enfriado en hielo y, a continuacién,
se lisaron durante 40 minutos a 4°C en un tampén que contenia Tris-HC1 500 mM pH 8, NaCl 150 mM, NaF 100
mM, EGTA 1 mM, MgCl, 1,5 mM, Triton X-100 al 1%, glicerol al 10% y complementado con varios inhibidores
de proteasas (leupeptina, PMSF, apoproteina). Después de depurar mediante centrifugacion a 15.300 rpm durante 10
minutos, se cuantificé el contenido de proteina mediante el Ensayo de Proteinas BIO-RAD (BIO-RAD). Se separaron
100 microgramos de proteinas en un gel de poliacrilamida al 6% que contenia SDS al 0,1%, Tris HCI 150 mM pH 8,8
y se transfirié a una membrana de transferencia de PVDF Polyscreen (Nen Life Science). Después del tratamiento con
leche desnatada en polvo al 5% en solucién salina tamponada con Tris Tween (TBS-T), la membrana se incubé con
anticuerpo monoclonal de ratén NCL-DYS1 (Novocastra Laboratories Ltd) diluido 1:100 durante 60 minutos, seguido
de tres lavados en tampén TBS-T e incubacién con un anticuerpo secundario unido a peroxidasa de rdbano picante
(1:1000; Amersham Pharmacia Biotech) durante 45 minutos. La deteccién de proteinas se llevé a cabo con un sustrato
quimioluminiscente supersefial (PIERCE).

Resultados
Construccion de los ARN antisentido quiméricos

A partir de los casos disponibles, los autores seleccionaron uno, el paciente 491 A, que presentaba una delecién
que comprendia los exones 48, 49 y 50 (Ricci y Galluzzi, comunicacién personal). En este caso, la omision del exén
51 produciria un ARNm en el marco de lectura que codifica para una proteina de 210 aminoacidos mds corta que la
distrofina de tipo salvaje (figura 1, parte superior).

El ARNsn Ul se disefi6 para sustituir 8 nucleétidos en su extremo 5’ con una secuencia de 24 nucleétidos de
longitud complementaria a la correspondiente region a lo largo de la unién por corte y empalme del exén/intrén 51
(construccion Ul1-5; figura 1A). Esta eleccion fue debida al hecho de que la regién terminal 5° de ARNsn Ul es
normalmente una conformacién de cadena sencilla y estd implicada en el reconocimiento de la unién por corte y
empalme en 5’ de pre-ARNm (14). La expresion del ARN quimérico estd dirigida por el promotor dependiente de la
polimerasa II del gen de ARNsn Ul, el cual se observé previamente que impulsaba la produccién de niveles elevados
de transcritos (15). También es posible eliminar la regiéon del ARNsn Ul que se une a la proteina de 70 kDa que esta
implicada en la activacién del sitio de corte y empalme en 3’ del intrén en direccién 5° y/o insertar tanto en Ul como
en U2 las cadenas dobles antisentido de la molécula.

El otro tipo de vector de ARN utilizado es el ARNsn U2. Este ARN estd implicado normalmente en la reaccion de
corte y empalme, ya que reconoce la secuencia del sitio de ramificacién intrénica y dirige la entrada, en el complejo
de corte y empalme (“spliceosome”), del ARNsn U6 catalitico (21, 22). Tanto el reconocimiento del ARNsn U2 para
el sitio de ramificacién como su interaccién con ARN-sn U6 son mediados por las interacciones de las parejas de
bases. En el disefio de los autores, se produjo en primer lugar un derivado U2 (U2mod) con mutaciones en la regién
de emparejamiento a ARNsn U6. Se realizaron sustituciones de nucleétidos de manera que no afectaba a la estructura
secundaria del ARNsn U2 (figura 1B). La falta de interaccion con el ARNsn U6 deberia asegurar que el ARNsn U2
modificado no interfiere con el aparato de corte y empalme celular y no recluta el complejo de corte y empalme en el
intrén al que se empareja. Posteriormente se modific6 U2mod, de manera que la regiéon de emparejamiento del sitio
de ramificacién se sustituy6 por 28 nucledtidos complementarios al sitio de ramificaciéon y a la regién 3’ del intrén 50,
dando lugar a la construccién U2-BP (figura 1B).
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Todas las construcciones descritas se clonaron por separado o por parejas en la LTR 3’ (regién de U3) del vector
retroviral pBabe puro y se obtuvieron las particulas virales mediante la transfeccion de ADN plasmidicos en la linea
celular de empaquetamiento Phoenix (23).

Transduccion de construcciones antisentido en células derivadas de DMD Yy andlisis de su expresion

Las células de una biopsia muscular del paciente de DMD 491A se colocaron en un cultivo y se inmortalizaron
mediante integracion mediada por retroviral de un antigeno T grande de SV40 de tipo salvaje (24). Las células in-
mortalizadas se infectaron con particulas retrovirales recombinantes y se seleccionaron las integraciones estables en
medio que contenia puromicina.

La expresion de los ARN antisentido se controlé mediante andlisis Northern sobre el crecimiento de la pobla-
cién celular total en presencia de puromicina. La figura 2 muestra que todas las construcciones expresan los ARN
quiméricos a niveles bastante buenos.

Los experimentos de microinyeccion en ovocitos de X. laevis mostraron que todas las construcciones descritas
anteriormente se expresan a niveles elevados y que todas ellas se localizan especificamente en el compartimento
nuclear. Estos resultados demuestran que las modificaciones introducidas en los diferentes ARNsn no afectan ni a su
estabilidad global ni a su localizacién subcelular.

Se conoce que la construccién Ul no interfiere en las funciones celulares endégenas (30, 31). Para determinar si
un exceso de la forma modificada de ARN-sn U2 interferia con la eficacia del mecanismo de corte y empalme, se
acumularon productos de corte y empalme de un pre-ARNm de control. Se inyect6 previamente pre-ARNm de AdML
marcado con *P (véase la seccion Materiales y Métodos) en los niicleos de ovocitos de X. laevis con el gen U2h o U2-
BP. El ARNsn U6 marcado con **P se inyecté simultdneamente como control interno. La figura 3A muestra que no
se observa reduccidn en la eficacia del corte y empalme cuando se sobreexpresa la construccién con la molécula U2
antisentido en los nicleos en comparacién con la sobreexpresiéon del ARNsn U2h de tipo salvaje. También se realizé
un andlisis por transferencia Northern en los ovocitos para verificar la expresion de los ADN inyectados. El panel B)
muestra la expresién U2-BP y el panel C) la expresion del ARNsn U2h de control. La expresion especifica U2h se
revela mediante la presencia de un ARNsn de pre-U2 que se acumula especificamente en los ovocitos (37). Por lo
tanto, la sobreexpresion U2-BP no interfiere con la eficacia del mecanismo de corte y empalme.

Andlisis del ARNm producido en respuesta a un tratamiento antisentido

Se analizaron poblaciones de células mixtas que expresan diferentes tipos de construcciones de cadena sencilla
quiméricas mediante RT-PCR por la presencia o ausencia de exén 51 en el ARNm maduro. La figura 4 muestra el
andlisis en gel de los productos de la RT-PCR obtenidos con parejas especificas de oligonucleétidos especificados
en la parte superior de cada panel. De la primera serie de células analizadas, s6lo U1-5" produjo una banda apenas
perceptible correspondiente al tamafio de un producto en el que se omiti6 el exén 51. Si se compara con la cantidad
del producto sin dicha omisién, parece ser que menos de un 10% del ARNm no contenia el exén 51.

Para determinar si la eficacia de la correccién aumenta en presencia de ARN antisentido contra ambas uniones
por corte y empalme, se realizé una construccién adicional en la que las parejas de construcciones antisentido se
clonaron en tdndem en el interior del vector retroviral pBabe (figura 5A). Ademads, en este caso, se infectaron células
de DMD inmortalizadas con particulas retrovirales recombinantes y se seleccionaron integraciones estables en medio
que contenia puromicina.

La expresion de estas construcciones de cadena doble antisentido se analiz6 in vivo mediante andlisis Northern. La
figura 5B muestra que la clonacién de cabeza a cola no interfiere con la expresion eficaz de ambos ARN quiméricos.

A continuacion, se analizé mediante RT-PCR la omisién del exén 51 en los mioblastos de DMD que transportan
las construcciones de cadena doble antisentido. La figura SC muestra que la construccién 5’/BP produce la aparicién
de una banda que corresponde con el tamafio de un producto con omisién (217 nucleétidos de largo). El andlisis de
la secuencia de la banda purificada por gel indic6 que el producto con omisidn contiene una fusién exacta del exén
47 con el ex6n 52. Estos datos respaldan la hipétesis previa de que ambas uniones por corte y empalme deben estar
enmascaradas por las secuencias antisentido a efectos de presentar una omision eficaz del exén 51. En la construccién
5°/BP, la cantidad de producto con omisién es del orden del 30-40%.

Rescate de la sintesis de la distrofina

Se analiz6 la sintesis de la distrofina mediante analisis Western en células 491 A inmortalizadas transducidas con
las construcciones de cadena doble antisentido. Se separaron cien microgramos de proteina total en un gel de polia-
crilamida al 6% y, después de la transferencia, se hicieron reaccionar con anticuerpos especificos de la distrofina. En
comparacién con DMD no tratada (calle 491A), las células que expresan las construcciones antisentido muestran un
rescate de la sintesis de la distrofina (figura 6). Los niveles de distrofina son bastante buenos si se comparan con los
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niveles presentes en el control de células de musculo esquelético (calle SMC). La banda de migracién mds rapida
(indicada por un punto) representaria un producto especifico de degradacion de la distrofina. Se esperaba la falta de
diferencia de tamafio observada entre la distrofina normal y la inducida en la transferencia Western, ya que la elimi-
nacién de los exones 48 a 51, que codifican para 210 aminodcidos, no alteraria de forma significativa la migracioén de
una proteina tan grande (427 Kda) en un gel de poliacrilamida. El panel inferior en la figura 6 muestra un control del
andlisis por transferencia Western en el mismo gel con anticuerpos anti-miosina.
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REIVINDICACIONES

1. Gen que codifica un ARNsn Ul humano modificado, en el que el fragmento del gen Ul 5° que transcribe la
regién Ul que es de cadena sencilla, comprende una secuencia antisentido complementaria a las uniones por corte y
empalme en 5’ y 3’ de, como minimo, una secuencia de exén del pre-ARNm de la distrofina, de manera que, como
minimo, se omite una secuencia de ex6n del pre-ARNm de la distrofina durante el proceso de corte y empalme que
convierte el pre-ARNm en el ARNm maduro.

2. Gen, segun la reivindicacién 1, en el que el ARNsn Ul humano modificado se modifica adicionalmente, de
manera que se elimina el fragmento del gen Ul que transcribe la secuencia de ARN que interacciona con la proteina
de 70K asociada a U1.

3. Gen, segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que se omite, como minimo, el ex6n 51 del pre-ARNm de la distrofina.

4. ARNsn Ul humano modificado transcrito por el gen segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. Vector para la expresion estable y eficaz en células diana que expresan la distrofina que transcribe el ARNsn Ul
humano modificado segin la reivindicacién 4.

6. Vector, segtin la reivindicacién 5, que es un vector retroviral, adenoviral o viral adeno-asociado.

7. Vector, segun la reivindicacién 5 6 6, adecuado para una transferencia a células madre o a células de fibra
muscular.

8. Gen, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, ARNsn Ul humano modificado, segtn la reivindicacion 4,
o vector, seglin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, para su utilizacién en un método de tratamiento del cuerpo
humano o animal mediante terapia.

9. Gen, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, ARNsn Ul humano modificado, segtin la reivindicacién 4,
o vector, seguin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, para su utilizacién en el tratamiento de la Distrofia Muscular
de Duchenne.

10. Utilizacién de un gen, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, un ARNsn U1 humano modificado, segtin

la reivindicacién 4, o un vector, segtin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en la fabricacién de un medicamento
para su utilizacidn en el tratamiento de la Distrofia Muscular de Duchenne.

11
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universita degli Studi di Roma La Sapienza

<120> MOLECULAS DE ARNsn QUIMERICAS QUE TRANSPORTAN SECUENCIAS ANTISENTIDO CON-
TRA LAS UNIONES POR CORTE Y EMPALME DEL GEN DE LA DISTROFINA Y SUS APLICACIO-

NES TERAPEUTICAS
<130> 30130
<160> 16
<170> PatentIn version 3.1
<210>1
<211> 32
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> anti 24+2A

<400> 1
gtatgagaaa aaatgagatc ttgggcctct gc

<210> 2

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> ANTI 24+2B

<400> 2
cttctgettg atggcagggg agataccatg atc

<210>3

<211> 29

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Ulcas A

<400> 3
cctggtacca tgagatcttg ggcctctge

<210> 4

<211>27

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Ulcas B

<400> 4

cctctcgage tgactttetg gagtttc

32

33

29

27
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<210>5

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> U2mA

<400> 5

aaaggctgtc ttcgcatgeg ctcgecttcg cgeec

<210> 6

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223>U2mB

<400> 6

tggctatctc tcgagtatca gtttaatatc tgatac

<210>7

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> U2X

<400> 7

ctcgagagat agccaaaagg ctgtcttcge atgegetcge ¢

<210> 8

<211> 50

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> U2BP

<400> 8

aaaaagaaga aaaagaaaaa ttagaaacta tcagtttaat atctgatacg

<210>9

<211> 34

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> U2cas arriba
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<400> 9
ctagctagee aggecttcgg cttcttcgac tggg

<210> 10

<211> 34

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> U2cas abajo

<400> 10
ctagctageg cgegtcacag gactcgtgea agee

<210> 11

<211>24

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223>Ula

<400> 11
atcaagcaga aggtatgaga aaaa

<210> 12

<211>23

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> U2a

<400> 12
gtttctaatt tttctttttc ttc

<210> 13

<211>22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> E46F

<400> 13

gaatttgttt tatggttgga gg

<210> 14

<211>22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

ES 2336909 T3
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<220>
<223> E54F

<400> 14

cttttatgaa tgcttctcca ag

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> E47F

<400> 15

ttactggtgg aagagttgcc

<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> E52R

<400> 16

ttcgatccgt aatgattgtt ctagec
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