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DESCRIPCION

Administracién de microrna-29 mediante vectores de virus adeno-asociados para el tratamiento de la distrofia
muscular

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona vectores de terapia génica, tales como vectores de virus adeno-asociados
(AAV), que expresan el microARN miR-29 y su uso en un método para reducir y prevenir la fibrosis en sujetos que
sufren distrofia muscular y para proteger las fibras musculares de lesiones, aumentar la fuerza muscular.

ANTECEDENTES

La importancia de la masa y la fuerza musculares para las actividades diarias, tales como la locomocién y
respiracion, y para el metabolismo de todo el cuerpo, es inequivoca. Los déficits en la funcidn muscular producen
distrofias musculares (MD) que se caracterizan por debilidad y atrofia muscular y tienen graves impactos sobre la
calidad de vida. Las MD mejor caracterizadas resultan de mutaciones en genes que codifican miembros del
complejo proteico asociado a distrofina (DAPC). Estas MD resultan de la fragilidad de la membrana asociada con
la pérdida de la union entre el sarcolemayy el citoesqueleto por el DAPC. La distrofia muscular de Duchenne (DMD)
es una de las enfermedades musculares mas devastadoras que afecta a 1 de cada 5000 varones recién nacidos.

La presente solicitud incluye dos enfoques traslacionales para desarrollar un tratamiento para la DMD. La
infiltracién fibrética es profunda en la DMD y es un impedimento significativo para cualquier terapia potencial.
También es importante tener en cuenta que la sustitucion genética por si sola se ve obstaculizada por la gravedad
de la fibrosis, ya presente en nifios muy pequefios con DMD. De hecho, las biopsias musculares a la edad habitual
de diagnéstico, entre los 4 y 5 afios, muestran niveles muy significativos de fibrosis.

La DMD esta provocada por mutaciones en el gen de DMD que conducen a reducciones en el ARNm y a la
ausencia de distrofina, una proteina del sarcolema de 427 kD asociada con el complejo proteico asociado a
distrofina (DAPC) (Hoffman et al., Cell 51(6):919-28, 1987). El DAPC se compone de multiples proteinas en el
sarcolema muscular que forman un vinculo estructural entre la matriz extracelular (ECM) y el citoesqueleto por
medio de la distrofina, una proteina de union a actina, y alfa-distroglicano, una proteina de unién a laminina. Estos
vinculos estructurales actlan estabilizando la membrana de células musculares durante la contraccidon vy
protegiendo frente al dafio inducido por la contraccidon. Con la pérdida de la distrofina, la fragilidad de la membrana
da como resultado desgarros en el sarcolema y un flujo de entrada de calcio, desencadenando proteasas activadas
por calcio y necrosis de fibras segmentarias (Straub et al., Curr Opin. Neurol. 10(2): 168-75, 1997). Este ciclo
descontrolado de degeneracion y regeneracion muscular agota en Ultima instancia la poblacion de células madre
musculares (Sacco et al., Cell, 2010. 143(7): pags. 1059-71; Wallace et al., Annu Rev Physiol, 2009. 71: p. 37-57),
dando como resultado debilidad muscular progresiva, inflamacidon del endomisio y cicatrizacion fibrotica.

Sin la estabilizacién de membrana de la distrofina o una micro-distrofina, la DMD manifestara ciclos incontrolados
de lesidon y reparacién de tejido y finalmente reemplazara las fibras musculares perdidas con tejido cicatrizal
fibrético a través de la proliferacidon de tejido conectivo. La fibrosis se caracteriza por depésitos excesivos de
proteinas de la matriz de ECM, incluidos colageno y elastina. Las proteinas de la ECM se producen principalmente
a partir de citocinas tales como TGFB que liberan fibroblastos activados en respuesta al estrés y la inflamacion.
Aunque la caracteristica patolégica primaria de la DMD es la degeneracidn y necrosis de miofibras, la fibrosis como
consecuencia patoldégica tiene las mismas repercusiones. La sobreproduccion de tejido fibrético restringe la
regeneracién muscular y contribuye a la debilidad muscular progresiva en el paciente con DMD. En un estudio, la
presencia de fibrosis en las biopsias musculares iniciales de DMD estaba altamente correlacionada con un mal
resultado motor en un seguimiento de 10 afios (Desguerre et al., J Neuropathol Exp Neurol, 2009. 68(7). p. 762-
7). Estos resultados apuntan a la fibrosis como uno de los principales factores que contribuyen a la disfuncién
muscular de la DMD y subrayan la necesidad de desarrollar terapias que reduzcan el tejido fibrotico. La mayoria
de las terapias antifibréticas que se han probado en ratones mdx actlan bloqueando la sefializacién de citoquinas
fibréticas mediante la inhibicién de la via del TGFB. Los microARN (miARN) son ARN monocatenarios de ~22
nucleétidos que median en el silenciamiento génico a nivel post-transcripcional emparejandose con bases dentro
del 3' UTR del ARNm, inhibiendo la traduccion o promoviendo la degradacion del ARNm. Una secuencia semilla
de 7 bp en el extremo 5' del mIARN sirve de diana al miARN; el resto de la secuencia diana, asi como su estructura
secundaria, proporcionan un reconocimiento adicional. Los miARN desempefian un papel importante en la
patologia de las enfermedades musculares y presentan perfiles de expresién que dependen exclusivamente del
tipo de distrofia muscular de que se trate (Eisenberg et al. Proc Natl Acad Sci USA, 2007. 104(43): p. 17016-21).
Cada vez hay mas pruebas de que los miARN intervienen en el proceso fibrético de muchos érganos, incluidos el
corazon, el higado, el rifidn y el pulmén (Jiang et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 2007. 104(43). p. 17016-21).
Recientemente, se ha demostrado que la regulacién a la baja de miR-29 contribuye a la fibrosis cardiaca
(Cacchiarelli et al., Cell Metab, 2010. 12(4): p. 341-51) y la expresién reducida de miR-29 se relaciono
genéticamente con los musculos de pacientes humanos con DMD (Eisenberg et al. Proc Natl Acad Sci USA, 2007.
104(43): p. 17016-2). La familia miR-29 consiste en tres miembros que se expresan a partir de dos grupos de
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miARN bicistrénicos. MiR-29a se coexpresa con miR-29b (miR-29b-1); miR-29¢c se coexpresa con una segunda
copia de miR-29b (miR-29b-2). La familia miR-29 comparte una secuencia semilla conservada y miR-29a y miR-
29b difieren cada uno en sélo una base de miR-29c. Ademas, la electroporacion del plasmido miR-29 (un cluster
de miR-29a y miR-29b-1) en el musculo de ratones mdx redujo los niveles de expresién de los componentes de la
ECM, colageno y elastina, y disminuyd fuertemente la deposicion de colageno en secciones musculares en los 25
dias posteriores al tratamiento (Cacchiarelli et al., Cell Metab, 2010. 12(4): p. 341-51).

El virus adenoasociado (AAV) es un parvovirus de replicacién deficiente, cuyo genoma de ADN monocatenario
tiene aproximadamente 4,7 kb de longitud, incluidas repeticiones terminales invertidas (ITR) de 145 nucleétidos.
Hay multiples serotipos de AAV. Las secuencias de nucleétidos de los genomas de los serotipos de AAV se
conocen. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos del genoma de AAV serotipo 2 (AAV2) se presenta en Srivastava
et al., J Virol, 45: 555-564 (1983) corregida por Ruffing et al., J Gen Virol, 75: 3385-3392 (1994). Como otros
ejemplos, se proporciona el genoma completo de AAV-1 en el n.° de registro de GenBank NC_002077; se
proporciona el genoma completo de AAV-3 en el n.° de registro de GenBank NC_1829; se proporciona el genoma
completo de AAV-4 en el n.° de registro de GenBank NC_001829; se proporciona el genoma de AAV-5 en el n.° de
registro de GenBank AF085716; se proporciona el genoma completo de AAV-6 en el n.° de registro de GenBank
NC_00 1862; se proporcionan al menos porciones de los genomas de AAV-7 y AAV-8 en los n.° de registro de
GenBank AX753246 y AX753249, respectivamente (véanse también las patentes estadounidenses n.° 7.282.199
y 7.790.449 que se refieren a AAV-8); se proporciona el genoma de AAV-9 en Gao et al., J. Virol., 78: 6381-6388
(2004); el genoma del AAV-10 se proporciona en Mol. Ther, 13(1). 67-76 (2006); y se proporciona el genoma de
AAV-11 en Virology, 330(2). 375-383 (2004). El serotipo AAVrh74 se describe en Rodino-Klapac et al. J. Trans.
Med. 5: 45 (2007). Dentro de las ITR, estan contenidas secuencias de actuacion en cis que dirigen la replicacion
(rep) del ADN viral, la encapsidacion/fempaquetamiento y la integracién en el cromosoma de la célula huésped.
Tres promotores de AAV (denominados p5, p19y p40 por sus ubicaciones relativas en el mapa) dirigen la expresién
de los dos marcos de lectura abiertos internos de AAV que codifican los genes rep y cap. Los dos promotores rep
(P5y p 19), junto con el empalme diferencial del intrdn Unico de AAV (por ejemplo, en los nucleétidos 2107 y 2227
de AAV2), dan lugar a la produccion de cuatro proteinas rep (rep 78, rep 68, rep 52 y rep 40) a partir del gen rep.
Las proteinas rep poseen multiples propiedades enzimaticas que son responsables en Ultima instancia de la
replicacion del genoma viral. ElI gen cap se expresa a partir del promotor p40 y codifica las tres proteinas de la
capside VP1, VP2 y VP3. El corte y empalme alternativo y sitios de inicio de la traduccién no consenso son
responsables de la produccién de las tres proteinas de la capside relacionadas. Un Unico sitio de poliadenilacidon
consenso esta ubicado en la posicidon 95 del mapa del genoma de AAV. El ciclo de vida y la genética de AAV se
revisan en Muzyczka, Current Topics in Microbiology and Immunology, 158: 97-129 (1992).

El AAV posee caracteristicas Unicas que lo hacen atractivo como vector para suministrar ADN foraneo a células,
por ejemplo, en terapia génica. La infeccion por AAV de células de cultivo no es citopatica, y la infeccion natural de
humanos y otros animales es silenciosa y asintomatica. Ademas, AAV infecta a muchas células de mamifero, lo
que permite la posibilidad de seleccionar como diana muchos tejidos diferentes in vivo. Ademas, el AAV transduce
células que se dividen lentamente y que no se dividen, y puede persistir esencialmente durante la vida util de esas
células como un episoma nuclear transcripcionalmente activo (elemento extracromosémico). El genoma proviral
de AAV es infeccioso como ADN clonado en plasmidos, lo que hace viable la construccién de genomas
recombinantes. Ademas, debido a que las sefiales que dirigen la replicacion de AAV, la encapsidacion del genoma
y laintegracidn estan contenidas dentro de las ITR del genoma de AAV, parte o |a totalidad de los aproximadamente
4,3 kb internos del genoma (que codifican proteinas de replicacién y estructurales de la capside, rep-cap) pueden
reemplazarse por ADN foraneo tal como un casete génico que contiene un promotor, un ADN de interés y una
sefial de poliadenilacion. Las proteinas rep y cap pueden proporcionarse en trans. Otra caracteristica significativa
del AAV es que es un virus extremadamente estable y abundante. Soporta faciimente las condiciones usadas para
inactivar el adenovirus (56 a 65 °C por varias horas), lo que hace menos critica la conservacién en frio del AAV. El
AAV incluso se puede liofilizar. Finalmente, las células infectadas con AAV no son resistentes a la superinfeccion.

Multiples estudios han demostrado expresion de proteinas mediada por AAV recombinante a largo plazo (> 1,5
afios) en el musculo. Ver, Clark et al., Hum Gene Ther, 8: 659-669 (1997); Kessler et al., Proc Nat. Acad Sc. USA,
93: 14082-14087 (1996); y Xiao et al., J Virol, 70: 8098-8108 (1996). Ver también, Chao et al., Mol Ther, 2:619-623
(2000) y Chao et al., Mol Ther, 4:217-222 (2001). Ademas, debido a que el musculo estd sumamente vascularizado,
la transduccidén de AAV recombinante ha resultado en la aparicion de productos transgénicos en la circulacién
sistémica después de la inyeccidn intramuscular como se describe en Herzog et al., Proc Natl Acad Sci USA, 94:
5804-5809 (1997) y Murphy et al., Proc Natl Acad Sci USA, 94: 13921-13926 (1997). Ademas, Lewis et al., J Virol,
76:. 8769-8775 (2002) demostraron que las miofibras esqueléticas poseen los factores celulares necesarios para
una correcta glicosilacién, plegamiento y secrecién de anticuerpos, lo que indica que el musculo es capaz de una
expresion estable de productos terapéuticos proteicos secretados.

La mejora funcional de los pacientes que padecen DMD y otras distrofias musculares requiere tanto la restauracion
del gen como la reduccion de la fibrosis. Se necesitan métodos de reduccion de la fibrosis que puedan combinarse
con métodos de restauracién génica para lograr tratamientos mas eficaces de la DMD y otras distrofias musculares.
miR29 es un regulador génico potencial y un candidato ideal para reducir la fibrosis muscular.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona un vector AAV recombinante para expresar miR-29, en el que el vector
comprende la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 2. La presente invencién también proporciona un vector
AAV recombinante que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO : 1.

La presente invencién también proporciona una composicién que comprende el vector AAV recombinante de la
invencién.

La presente invencién también proporciona el vector AAV recombinante o la composicién de la invencién para su
uso en el tratamiento de la distrofia muscular. La presente invencién también proporciona el vector AAV
recombinante o la composicidon de la invencién para su uso en la reduccién o prevencion de la fibrosis en un sujeto
que padece distrofia muscular. La presente invencidon también proporciona el vector AAV recombinante o la
composicidn de la invencion para su uso en el aumento de la fuerza muscular en un sujeto que sufre de distrofia
muscular.

La presente invencidn también proporciona un método in vitro para producir una secuencia polinucleotidica miR-
29 madura que comprende infectar una célula huésped con un vector AAV recombinante de la invencién y expresar
un polinucleotido miR-29 maduro en la célula huésped.

La terapia génica puede reducir directamente los tres componentes primarios del tejido conjuntivo (colageno 1,
colageno 3y fibronectina) mediante la administracion del microARN miR29. En este sistema, el miR29 se une a la
UTR 3' del gen del colageno y la fibronectina para regular a la baja su expresion.

Terapias de combinacidon y enfoques para reducir y evitar la fibrosis usando los vectores de terapia génica pueden
entregar miR-29 para suprimir la fibrosis junto con micro-distrofina para tratar el defecto génico observado en DMD.
Como se muestra en los Ejemplos 5-7, el tratamiento combinado produjo una mayor reduccion de la fibrosis, un
aumento del tamafio muscular y un aumento de la fuerza muscular.

Un rAAV ejemplar de la presente invencién es el pAAV.CMV.Mir29C que comprende |la secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 1; en el que el promotor CMV abarca los nucleétidos 120-526, unintrén EF 1a abarca los nucleétidos
927-1087 y 1380-1854, el soporte guia de miR-29c abarca el nucledtido 1257-1284 y el ARNhc-miR29-c con
secuencia semilla primaria abarca los nucleétidos 1088-1375, y la secuencia poli A abarca los nucledtidos 1896-
2091. En un aspecto, los vectores rAAV de la presente invencion son AAV1, AAV2, AAV4, AAVS, AAVE, AAV7Y,
AAVrh.74, AAV8, AAVY, AAV10, AAV11, AAV12 o AAV13.

Otro rAAV ejemplar de la presente invencion es el pAAV.MCK.Mir29C que comprende la secuencia de nucledtidos
de SEQ ID NO: 12; en el que el potenciador MCK abarca los nucleétidos 190-395, el promotor MHC abarca los
nucleétidos 396-753, un intrén EF1a abarca los nucleotidos 1155-1315 y 1609-2083, el soporte guia de miR-29¢
abarca los nucledtidos 1487-1512y el shARN-miR29-c con secuencia semilla primaria abarca los nucleétidos 1316-
1608, y la secuencia poli A abarca los nucleotidos 2094-2146. En un aspecto, los vectores rAAV de la presente
invencion son AAV1, AAV2 AAV4, AAV5, AAVE, AAV7, AAVTh.74, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11, AAV12 o AAV13.

En otro aspecto, los vectores rAAV de la presente invencién pueden vincularse operablemente a un elemento de
control especifico del musculo 0 a un promotor ubicuo, tales como el promotor del citomegalovirus (CMV). Por
ejemplo, el elemento de control especifico del musculo es el elemento del gen de la actina esquelética humana, el
elemento del gen de la actina cardiaca, el factor de unién potenciador especifico del miocito MEF, la creatina cinasa
muscular (MCK), la tMCK (MCK truncada), la cadena pesada de miosina (MHC), la MHCKY (una versién hibrida
de MHC y MCK), C5-12 (un promotor sintético), el elemento potenciador de la creatina cinasa murina, el elemento
génico de la troponina C esquelética de contraccion rapida, el elemento génico de la troponina C cardiaca de
contraccion lenta, el elemento génico de la troponina | de contraccion lenta, factores nucleares inducibles por
hipozia, el elemento inducible por esteroides o elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE); (por sus siglas en
inglés, respectivamente).

Por ejemplo, cualquiera de los vectores rAAV de la presente invencion esta unido de forma operable al elemento
de control especifico del musculo que comprende la secuencia de nucleotidos potenciadores del MHC de SEQ ID
NO: 10 y/o la secuencia promotora del CMH de SEQ ID NO: 11. Ademas, cualquiera de los vectores rAAV de la
invencién esta unido de forma operable al elemento de control especifico del musculo que comprende |la secuencia
nucleotidica potenciadora de MHCK7 de SEQ ID NO: 13.

La invencion también proporciona composiciones farmacéuticas (o algunas veces denominadas en el presente
documento simplemente "composiciones") que comprenden cualquiera de los vectores de rAAV de la invencién.

La invencién también proporciona particulas virales que comprenden cualquiera de los vectores de AAV
recombinantes de la invencion. La invencidn también proporciona métodos in vitro para producir una secuencia de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 985 822 T3

nucleétidos de miR-29 maduro que comprenden infectar una célula huésped con un vector AAV recombinante que
expresa miR-29 de la invencion y expresar un miR-29 maduro en la célula huésped.

En otra realizacién, la invencidon proporciona el vector AAV recombinante o la composicion de la invencién para su
uso en métodos de reduccidn de la fibrosis en un sujeto que padece distrofia muscular. Por ejemplo, cualquiera de
los rAAV de la presente invencién se administra a sujetos que padecen distrofia muscular para reducir la fibrosis,
y en particular reduce la fibrosis en el musculo esquelético o en el musculo cardiaco del sujeto. Estos métodos
pueden comprender ademas el paso de administrar un rAAV que expresa micro-distrofina.

Para cualquiera de las composiciones y usos de la presente invencion, el término «distrofia muscular» puede ser
distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular asociada a la disferlina, distrofia
muscular de cinturas de extremidades incluyendo distrofia muscular de cinturas de extremidades tipo 2L 0 miopatia
de Miyoshi tipo 3, miopatia de Bethlem, calpainopatia, miopatia desmina, disferlinopatia, distrofinopatia, miopatia
miofibrilar, sarcoglicanopatia, distrofia muscular congénita, miopatia tibial anterior, distrofia muscular
facioescapulohumeral, distrofia mioténica, distrofia muscular oculofaringea o miopatia relacionada con ZASP.

"Fibrosis" se refiere al depdsito excesivo o no regulado de componentes de la matriz extracelular (ECM) y a
procesos de reparacién anormales en tejidos tras una lesién, incluyendo musculo esquelético, musculo cardiaco,
higado, pulmén, rifidn y pancreas. Los componentes de la ECM que se depositan incluyen fibronectina y colageno,
por ejemplo colageno 1, colageno 2 o colageno 3.

En otra realizacién, la invencidon proporciona el vector AAV recombinante o la composicion de la invencién para su
uso en métodos de prevencion de la fibrosis en un sujeto que padece distrofia muscular. Por ejemplo, cualquiera
de los rAAV de la presente invencidn se administra a sujetos que padecen distrofia muscular para evitar la fibrosis,
por ejemplo, los rAAV de la invencién que expresan miR-29 se administran antes de que se observe fibrosis en el
sujeto. Ademas, los rAAV de la presente invencidén que expresan miR-29 se administran a un sujeto en riesgo de
desarrollar fibrosis, tales como aquellos que padecen o han sido diagnosticados con distrofinopatia o distrofia
muscular, por ejemplo DMD, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de cinturas o cualquier otra distrofia
muscular asociada a distrofina. Los rAAV de la presente invencién se administran al sujeto que padece distrofia
muscular para evitar una nueva fibrosis en estos sujetos. Estos métodos pueden comprender ademas el paso de
administrar un rAAV que expresa micro-distrofina.

La invencion también prevé el vector AAV recombinante o la composicidon de la invencién para su uso en métodos
de aumento de la fuerza muscular en un sujeto que padece distrofia muscular. Estos métodos pueden comprender
ademas el paso de administrar un rAAV que expresa micro-distrofina.

Los términos "terapia de combinacién" y "tratamiento de combinacidn” se refieren a la administracion de un vector
rAAV de la presente invencién que expresa miR-29 y un vector rAAV que expresa micro-distrofina.

El sujeto puede padecer una distrofinopatia o distrofia muscular como DMD, distrofia muscular de Becker, distrofia
muscular de cinturas o cualquier otra distrofia muscular asociada a la distrofina.

Cualquiera de los métodos anteriores puede comprender un paso adicional de administrar un rAAV que expresa
micro-distrofina. La proteina micro-distrofina comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. Los
métodos pueden comprender el paso de administrar un rAAV que comprende la secuencia codificante para el gen
de la micro-distrofina (SEQ ID NO: 7) o0 que comprenda una secuencia de nucleétidos que sea idéntica en al menos
un 85 % a la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 7.

Un rAAV ejemplar que expresa micro-distrofina es el pAAV.mck.micro-distrofina que comprende la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 9y se muestra en las figuras 10 y 11. Este vector rAAV comprende el promotor MCK,
una secuencia de intrén quimérico, la secuencia de codificacion para el gen de la micro-distrofina, poli A, resistencia
ala ampicilina y la espina dorsal del plasmido pGEX con origen de replicacién pBR322. En un aspecto, los vectores
AAV recombinantes de la presente invencién son AAV1, AAV2, AAV4, AAVS, AAVE, AAV7, AAVrh.74, AAVS, AAV9,
AAV10, AAV11, AAV12 o0 AAV13.

Los métodos pueden ser llevados a cabo con vectores rAAV que codifican la proteina micro-distrofina que es, por
ejemplo, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87
%, 88 %, u 89 %, mas tipicamente al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 0 94 % y aun mas tipicamente al menos 95
%, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 8, en el que la proteina retiene la actividad
de micro-distrofina. La proteina microdistrofina proporciona estabilidad a la membrana muscular durante la
contraccion muscular, por ejemplo la microdistrofina actia como amortiguador durante la contracciéon muscular.

Los métodos pueden llevarse a cabo con vectores rAAV que expresan la micro-distrofina que comprende una
secuencia de nucleétidos que tiene al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, 81 %, 82 %,
83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, u 89 %, mas tipicamente al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 0 94 % y aun



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 985 822 T3

mas tipicamente al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia a SEQ ID NO: 7, y codifica
una micro-distrofina funcional.

Los métodos pueden llevarse a cabo con vectores rAAV que expresan la micro-distrofina que comprende una
secuencia de nucledtidos que hibrida bajo condiciones estrictas a la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NOS:
7, 0 sus cumplidos, y codifica una micro-distrofina funcional.

El término "riguroso” se usa para referirse a las condiciones que se entienden comuUnmente en la técnica como
rigurosas. La rigurosidad de la hibridacién se determina principalmente por la temperatura, la fuerza iénica y la
concentracion de agentes desnaturalizantes tales como formamida. Los ejemplos de condiciones rigurosas para
la hibridacion y el lavado son cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M a 65-68 °C o cloruro de sodio
0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M y formamida al 50 % a 42 °C. Ver Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, (Cold Spring Harbor, N.Y. de catalogo 1989). También
se pueden usar condiciones mas rigurosas (tales como temperatura mas alta, fuerza idnica mas baja, formamida
mas alta u otro agente desnaturalizante), sin embargo, la tasa de hibridacién se vera afectada. En los casos en
que se trate de la hibridacién de desoxioligonucleotidos, otras condiciones de hibridacion estrictas ejemplares
incluyen el lavado en 6x SSC 0,05 % de pirofosfato sédico a 37 °C (para oligos de 14 bases), 48 °C (para oligos
de 17 bases), 55 °C (para oligos de 20 bases) y 60 °C (para oligos de 23 bases).

Se pueden incluir otros agentes en los amortiguadores de hibridacién y lavado para el fin de reducir |la hibridacién
no especifica y/o de fondo. Los ejemplos son albumina sérica bovina al 0,1 %, polivinilpirrolidona al 0,1 %,
pirofosfato de sodio al 0,1 %, dodecilsulfato de sodio al 0,1 %, NaDodSO4 (SDS, por sus siglas en inglés), ficoll,
solucidén de Denhardt, ADN de esperma de salmon sonicado (u otro ADN no complementario) y sulfato de dextrano,
aunqgue también se pueden usar otros agentes adecuados. La concentracion y los tipos de estos aditivos se pueden
cambiar sin afectar sustancialmente la rigurosidad de las condiciones de hibridacién. Habitualmente se llevan a
cabo experimentos de hibridacién a pH 6,8-7,4, sin embargo, en condiciones de fuerza idnica tipicas, la tasa de
hibridacidn es casi independiente del pH. Ver Anderson et al., Nucleic Acid Hybridisation: A Practical Approach, Ch.
4, IRL Press Limited (Oxford, Inglaterra). Las condiciones de hibridacion puede ajustarlas un experto en la técnica
con el fin de adaptarse a estas variables y permiten que los ADN de diferente relacién de secuencia formen
hibridos.

Los vectores rAAV que expresan micro-distrofina pueden comprender la secuencia codificante del gen de la micro-
distrofina operablemente unido a un elemento de control musculo-especifico. Por ejemplo, el elemento de control
especifico del musculo es el elemento del gen de la actina esquelética humana, el elemento del gen de la actina
cardiaca, el factor de union del potenciador especifico del miocito MEF, la creatina quinasa muscular (MCK), la
tMCK (MCK truncada), la cadena pesada de miosina (MHC), el C5-12 (promotor sintético), elemento potenciador
de la creatincinasa murina, elemento génico de la troponina C esquelética de contraccion rapida, elemento génico
de la troponina C cardiaca de contraccion lenta, elemento génico de la troponina | de contraccion lenta, factores
nucleares inducibles por hipozia, elemento inducible por esteroides o elemento de respuesta a glucocorticoides
(GRE).

En los métodos de administrar un vector rAAV que expresa miR-29 y un vector rAAV que expresa micro-distrofina,
estos vectores rAAV pueden ser administrados concurrentemente, o administrados consecutivamente con el vector
rAAV que expresa miR29 administrado inmediatamente antes del rAAV que expresa micro-distrofina, o
administrado consecutivamente con el vector rAAV que expresa miR29 es administrado inmediatamente después
del rAAV que expresa micro-distrofina. Alternativamente, los métodos pueden ser llevados a cabo en el que el
vector AAV que expresa micro-distrofina es administrado dentro de aproximadamente 1-5 horas o0 5-12 horas 0 12
a 15 horas 0 15 a 24 horas después de administrar el rAAV que expresa miR-29 o los métodos pueden ser llevados
a cabo en el que el vector AAV que expresa micro-distrofina es administrado dentro de aproximadamente 1-5 horas
05-12 horas 0 12 a 15 horas 0 15 a 24 horas antes de administrar el rAAV que expresa miR-29. Alternativamente,
los métodos pueden ser llevados a cabo en el que el vector AAV que expresa micro-distrofina es administrado
dentro de aproximadamente 1 0 6 0 12 0 24 horas después de administrar el rAAV que expresa miR-29 o los
métodos pueden ser llevados a cabo en el que el vector AAV que expresa micro-distrofina es administrado dentro
de aproximadamente 1 0 6 0 12 0 24 horas antes de administrar el rAAV que expresa miR-29.

Los vectores AAV de la presente invencidn pueden ser administrados a pacientes diagnosticados con
distrofinopatia o distrofia muscular tales como DMD, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Cinturas o
cualquier otra distrofia muscular asociada a distrofina antes de que se observe fibrosis en el sujeto o antes de que
la fuerza muscular se haya reducido en el sujeto o antes de que la masa muscular se haya reducido en el sujeto.

El rAAV de la presente invencion puede ser administrado a un sujeto que sufre de distrofinopatia o distrofia
muscular, tales como DMD, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Cinturas o cualquier otra distrofia
muscular asociada a distrofina que ya ha desarrollado fibrosis, con el fin de evitar nueva fibrosis en estos sujetos.
El rAAV de la presente invencidn puede administrarse al paciente que padece distrofia muscular y que ya tiene
una fuerza muscular reducida o una masa muscular reducida, con el fin de proteger el musculo de nuevas lesiones.
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El vector rAAV puede administrarse mediante inyeccidn intramuscular o intravenosa.

El vector rAAV o su composicién pueden administrarse por via sistémica. Por ejemplo, el vector o composicion de
rAAV se administra por via parenteral mediante inyeccién, infusién o implantacién.

En otra realizacidn, la invencidn proporciona una composicion que comprende los vectores rAAV de la invencion
que expresan miR29 para su uso en la reduccion de la fibrosis en un sujeto que padece distrofia muscular. En
algunas realizaciones, esta composicion también comprende un vector rAAV que expresa micro-distrofina. Por
ejemplo, esta composicion comprende un rAAV que comprende la secuencia codificante para el gen de la micro-
distrofina (SEQ ID NO: 7) o comprende una secuencia de nucledtidos que es idéntica en al menos un 85 % a la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 7.

Ademas, la presente invencidn proporciona composiciones que comprenden los vectores AAV recombinantes de
la invencidon que expresan miR29 para su uso en la prevencion de la fibrosis en un paciente que sufre de distrofia
muscular tales como DMD, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Cinturas o cualquier otra distrofia
muscular asociada a distrofina. En algunas realizaciones, esta composicién también comprende un vector rAAV
que expresa micro-distrofina. Por ejemplo, esta composicion comprende un rAAV que comprende la secuencia
codificante para el gen de la micro-distrofina (SEQ ID NO: 7) o puede comprender una secuencia de nucledtidos
que sea al menos un 85 % idéntica a la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 7.

La invencidn también proporciona composiciones que comprenden los vectores rAAV de lainvencion que expresan
miR29 para su uso en el aumento de la fuerza muscular en un sujeto que sufre de distrofia muscular, tales como
DMD, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Cinturas o cualquier otra distrofia muscular asociada a
distrofina. En algunas realizaciones, esta composicién también comprende un vector rAAV que expresa micro-
distrofina. Por ejemplo, esta composicion comprende un vector rAAV que comprende la secuencia codificante para
el gen de la micro-distrofina (SEQ ID NO: 7) o comprende una secuencia de nucledtidos que es idéntica en al
menos un 85 % a la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 7.

En otra realizacién, la presente invencidon proporciona composiciones que comprenden los vectores rAAV de la
invencién que expresan miR29 para su uso en el tratamiento de distrofinopatias musculares, tales como DMD,
distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Cinturas o cualquier otra distrofia muscular asociada a distrofina.
En algunas realizaciones, esta composicidn también comprende un vector rAAV que expresa micro-distrofina. Por
ejemplo, esta composicion comprende un vector rAAV que comprende |la secuencia codificante para el gen de la
micro-distrofina (SEQ ID NO: 7) o comprende una secuencia de nucleétidos que es idéntica en al menos un 85 %
a la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 7.

Las composiciones de la invencidon estan formuladas para inyeccion intramuscular o inyeccion intravenosa. La
composicidn de la presente invencion también esta formulada para la administracion sistémica, tales como la
administracién parenteral por inyeccidn, infusiéon o implantacion. Ademas, cualquiera de las composiciones estan
formuladas para la administracién a un sujeto que sufre de distrofinopatia o distrofia muscular tales como DMD,
distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de Cinturas o cualquier otra distrofia muscular asociada a distrofina.

En cualquiera de los usos, el medicamento puede formularse para inyeccién intramuscular. Ademas, cualquiera de
los medicamentos puede prepararse para su administracién a un sujeto que padezca distrofinopatia muscular,
tales como DMD, distrofia muscular de Becker, distrofia muscular de cinturas o cualquier otra distrofia muscular
asociada a distrofina.

Ademas, cualquiera de los medicamentos puede ser una terapia de combinacién en la cual los vectores rAAV que
expresan miR-29 y los vectores rAAV que expresan micro-distrofina son administrados concurrentemente, o
administrados consecutivamente con el vector rAAV que expresa miR29 administrado inmediatamente antes del
rAAV que expresa micro-distrofina, o administrado consecutivamente con el vector rAAV que expresa miR29
administrado inmediatamente después del rAAV que expresa micro-distrofina. Alternativamente, el medicamento
comprende la administracién del vector AAV que expresa micro-distrofina administrado dentro de
aproximadamente 1-5 horas después de administrar el rAAV que expresa miR-29 o el medicamento comprende el
vector AAV que expresa micro-distrofina administrado dentro de aproximadamente 1-5 horas antes de administrar
el rAAV que expresa miR-29.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

La Figura 1 muestra un esquema del vector rAAV scAAVCrh.74.CMV.miR29c y la secuencia de
nucleétidos del miR-29¢ en una espina dorsal natural de miR-30 y la secuencia de nucleétidos de la
estructura de horquilla predicha.

La Figura 2A-CD ilustra que la inyeccion de miR-29c¢ en el musculo reduce el colageno en todo el musculo
y restaura la expresion de miR-29c.
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La Figura 3A-3C demuestra que la inyeccion de miR-29¢ mejora la fuerza muscular absoluta (panel A) y
la fuerza muscular especifica (panel B), pero no protege contra el dafio inducido por la contraccidn (panel
C).

La Figura 4A-4C muestra el numero de fibras musculares con expresion de micro-distrofina para medir
la eficacia de la entrega del transgen.

La Figura 5A-5C demuestra que la co-entrega de miR-29¢ con micro-distrofina reduce la expresién de
colageno (panel A) y la expresién de distrofina inducida por fibrosis.

La Figura 6A-6D ilustra que la inyeccion intramuscular de miR-29c¢ /micro-distrofina inhibe la matriz
extracelular (ECM) en ratones mdx/utrn*- medida por colageno 1 alfa (panel A), colageno 3 alfa (panel B)
, fibronectina (panel C) y TGF-B (panel D).

La Figura 7A-7C demuestra que lainyeccién intramuscular de miR-29¢ aumento la fuerza absoluta (panel
A), normalizé la fuerza especifica (panel B) y afiadié proteccién frente al dafio inducido por la contraccién
(panel C) en el musculo.

La Figura 8 ilustra que la combinacién miR-29c¢/u-dys aumenta el tamafio muscular en ratones tratados
a los 3 meses de edad. Se muestran secciones de musculos mdx/utrn*-gastrocnemius tratados y no
tratados tefiidas con rojo picrosirio para tefiir el colageno. Las zonas fibroticas aparecen en rosa y el
musculo intacto en verde. A nivel macroscopico, la combinacién miR-29¢/u-dys disminuye la fibrosis y
aumenta el area transversal total.

La Figura 9A-F demuestra que el tratamiento con miR-29c¢ co-entregado con micro-distrofina aumenté la
hipertrofia muscular y la hiperplasia como se muestra por un aumento en el peso total de la gastroc
inyectada en comparacién con cualquiera de las dos inyectadas solas (panel A), un aumento en el un
aumento en el tamafio promedio de la fibra (panel B), un aumento en el area de la seccion transversal del
musculo (panel D; no inyectada: 24,6 versus miR-29c¢: 26,3 versus micro-dys: 26,6 versus micro-dys/miR-
29c: 33,1) y un aumento del nimero de fibras musculares (panel E), pero el niUmero de fibras musculares
por unidad de superficie no se vio afectado (panel F). El panel C compara los controles mdx/utrn*- con
los mdx/utrn*- tratados con miR-29c/u-dys; el diametro medio aumenté de 25,96 a 30,97 um.

La Figura 10A-G demuestra que el tratamiento temprano de la terapia de combinacion AAV.miR-
29c/micro-distrofina es mas eficaz en la reduccion de la fibrosis y la expresion de ECM. El panel Amuestra
tincién de rojo picrosirius de tipo salvaje, no inyectado, AAV.miR-29¢, AAV.micro-distrofina, y AAV.miR-
29c/AAV.micro-distrofina de ratones inyectados a las 4-5 semanas de edad sacados doce semanas
después de la inyeccion. El panel B muestra la cuantificacién de la tincién con rojo de picrosirio, que
demuestra que el musculo tratado conjuntamente presentaba una reduccion del 51,1 % del colageno en
comparacién con el musculo no inyectado con GAS. El panel C demuestra que la gqRT-PCR confirma un
aumento de los niveles de transcripcion de miR-29¢ en las cohortes tratadas. gRT-PCR semi-cuantitativa
muestra una reduccidn significativa en los niveles de colageno | y lll (paneles d, e), fbn (panel f) y TGF-
B1 (panel g) en el musculo tratado con AAV.miR-29¢/AAV.micro-distrofina en comparaciéon con la
extremidad contralateral y cada una de las terapias individuales Barras de error, SEM para n=5
(scAAVrh.74.CMV.miR-29¢), n=5 (scAAVrh.74.CMV.miR-29¢c/ssAAVrh.74 MCK.micro-distrofina), n=6
(ssAAVrh.74.MCK micro-distrofina), n=9(ratones mdx/utrn*-). ANOVA de 1 via (*p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p < 0,001)

La Figura 11 demuestra que la terapia combinada temprana restaura la fuerza y protege contra el dafio
inducido por la contraccion. La medicién de la fuerza absoluta (panel A) y de la fuerza especifica
normalizada (panel b) tras la contraccién tetanica en los tres musculos GAS inyectados con tratamiento
aumenté significativamente en comparacion con el mulsculo mdx/utrm*~ no tratado (panel C). A
continuacion, se evaluo la pérdida de fuerza de los musculos tras contracciones excéntricas repetitivas.
Solo ratones co-tratados con miR-29¢c/micro-distrofina y micro-distrofina sola mostraron una proteccién
de la pérdida de fuerza comparada con musculos mdx/utrn ** no tratados (azul). Andlisis de varianza de
dos vias demuestra significacion en curvas de decaimiento Barras de error, SEM para n=5
(rAAVrh.74.CMV.miR-29¢), n=6  (rAAVrh.74.CMV.miR-29¢c/rAAVrh.74 MCK.micro-distrofina), n=5
(rAAVrh.74. MCK. micro-distrofina), n=15 (ratones mdx/utrn+/-). ANOVA de 1 via (*p < 0,05,*p <0,01, ***
p < 0,001, ****p < 0,0001).

La Figura 12 ilustra que el tratamiento combinado de miR-29c¢c/micro-distrofina aumenta el tamafio del
musculo en ratones tratados a 1 mes de edad. Se seccionaron musculos madx/utrn*- GAS tratados y no
tratados y se tifieron con rojo picrosirio para tefirlos en busca de colageno. Las zonas fibréticas aparecen
enrosay el musculo intacto en verde. En el nivel macroscépico, la combinacién miR-29c¢/micro-distrofina
disminuye la fibrosis y aumenta el area transversal total.
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La Figura 13A - 13G demuestra que el tratamiento temprano (a las 4-5 semanas) de la terapia de
combinacion AAV.MCK.miR-29c/micro-distrofina es mas eficaz en la reduccién de la fibrosis y la expresién
de ECM. El panel A proporciona tincién de rojo picrosirius de ratones no inyectados y AAV.MCK.miR-
29c/AAV.MCK . micro-distrofina inyectados a las 4-5 semanas de edad sacados doce semanas post-
inyeccion. Ampliacion original, x20 El panel B muestra la cuantificacion de la tincion con rojo picrosirio que
demuestra que el musculo co-tratado presentaba una reduccion del 50,9 % del colageno en comparacién
con el musculo GAS no tratado El panel C muestra la gRT-PCR que confirma un aumento de los niveles
de transcripcion de miR-29c¢ en la cohorte tratada. La gRT-PCR semi-cuantitativa muestra una reduccién
significativa en los niveles de Colageno 1A(Col1A; panel D) y Colageno 3A (Col3A; panel E), Fibronectina
(Fbn; panel F) y TgfB1 (panel G) en el musculo tratado con AAV.MCK.miR-29¢c/AAV.micro-distrofina
comparado con las terapias de la extremidad contralateral. (*p < 0,05, ***p < 0,0001).

La Figura 14A - 14G demuestra que el tratamiento tardio (tratamiento a las 12 semanas) con la terapia
de combinacién AAV.MCK.miR-29c/micro-distrofina es eficaz en la reduccién de la fibrosis y la expresién
de ECM. EI panel A proporciona tincion de rojo picrosirius de AAV.MCK.miR-29¢ no tratado y
AAV.MCK.miR-29c/AAV.micro-distrofina doce semanas después de la inyeccion. Aumento original, x20.
El panel B muestra la cuantificacion de la tincion con rojo picrosirius, que demuestra que el musculo co-
tratado presentaba una reduccién del 30,3 % del colageno en comparacién con el musculo GAS no
tratado. El panel C muestra una gRT-PCR que confirma un aumento de los niveles de transcripcién de
miR-29c¢ en las cohortes tratadas. La gRT-PCR semi-cuantitativa demostrd una reduccion significativa en
los niveles de Colageno 1A (Col1A; panel D), Colageno 3A (Col3A; panel E), Fibronectina (Fbn; panel F)
y TgfB1 (panel G) en el musculo tratado con AAV.miR-29c/AAV.micro-distrofina comparado con la
extremidad contralateral. ANOVA unidireccional. Todos los datos representan la media £+ SEM. (** p <
0,01, ****p < 0,0001).

La Figura 15A-15C demuestra que la terapia combinada temprana (tratamiento a las 4-5 semanas)
restauro la fuerza y protegid contra el dafio inducido por la contraccién. Medicién de fuerza absoluta (panel
A) y fuerza especifica normalizada (panel B) después de contraccion tetanica MCK.miR-29c¢c/micro-
distrofina inyectada en musculos GAS fueron significativamente aumentadas en comparacién con
musculo mdx/utrn*- no tratado. (C) A continuacién, se evaluo la pérdida de fuerza de los musculos tras
contracciones excéntricas repetitivas. Ratones co-tratados con miR-29c¢/micro-distrofina y micro-distrofina
sola mostraron proteccion de la pérdida de fuerza comparada con muisculos mdx/utrn ** no tratados (rojo).
ANOVA de dos vias. Todos los datos representan la media + SEM (****p < 0,0001).

Las Figuras 16A - 16C demuestran que la terapia combinada tardia restauré la fuerza y protegid contra
el dafio inducido por la contraccidn. Medida de fuerza absoluta (panel A) y fuerza especifica normalizada
(panel B) después de contraccidn tetanica musculos GAS inyectados con rAAV.MCK.miR-29¢c y rAAV
expresando micro-distrofina fueron significativamente aumentados comparados con musculo mdx/utrn*-
no tratado. En el panel C, se evaluo la pérdida de fuerza de los musculos tras contracciones excéntricas
repetitivas. Ratones co-tratados con rAAV.MCK.miR-29¢c/rAAV expresando micro-distrofina mostraron una
proteccion de la pérdida de fuerza comparada con muisculos mdx/utrn* no tratados (rojo). ANOVA de dos
vias. Todos los datos representan la media + SEM (**p < 0,01, ****p < 0,0001).

La Figura 17A-17D demuestra que el tratamiento combinado aumenta la hipertrofia muscular 3 meses
después de la inyeccién. El panel A demuestra que el rAAV. MCK.miR-29¢ co-entregado con rAAV
expresando micro-distrofina fallé en aumentar el peso total del GAS inyectado. El panel B demuestra que
el tratamiento combinado rAAV.MCK.miR-29¢/rAAV expresando micro-distrofina indujo un aumento en el
tamafio medio de la fibra. Comparando controles mdx/utrn*> con miR-29c/micro-distrofina tratados
mdx/utrn*-, el diametro medio aumentod de 28,96 a 36,03/um . El panel C muestra que la co-distribucion
produjo un cambio hacia la distribucion del tamafio de las fibras de tipo salvaje. Panel D con la condicion
de que el nimero de fibras musculares por mm?2 en el tratamiento de combinacion miR-29¢/micro-
distrofina fue significativamente menor que los ratones no tratados y de tipo salvaje (**p < 0,01, ****p <
0,0001).

Las Figuras 18A-18B proporcionan la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 1 pAAV.CMV.Mir29C )
de un vector rAAV ejemplar que comprende la cadena guia madura de miR-29c¢ (nucledtidos 1257-1284)
y la espina dorsal natural de mi-30 (nucleétidos 1088-1375). El constructo también comprende el promotor
CMV (nucledtidos 120-526), dos intrones EF1a en los nucleétidos 927-1087 y 1380-1854 y un polAen los
nucledtidos 1896-2091.

La Figura 19 proporciona un esquema del vector rAAV pAAV.MCK. micro-distrofina.

Las Figuras 20A-D proporcionan la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 9; pAAV.MCK.micro-
distrofina) de un vector rAAV ejemplar expresando micro-distrofina.
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Las Figuras 21A-D proporcionan la secuencia de nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de la micro-
distrofina humana (SEQ ID NO: 7)

La Figura 22 proporciona la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 12 pAAV.MCK.Mir29C ) de un vector
rAAV ejemplar que comprende la cadena guia madura de miR-29¢ (nucledtidos 1487-1512) y la espina
dorsal natural de mi-30 (nucledtidos 1088-1375). El constructo también comprende el potenciador MCK
(nucledtidos 190-395), el promotor MCK (nucleétidos 396-753), dos intrones EF1a en los nucleétidos
1155-1315y 1609-2083 y un polA en los nuclebtidos 2094-2148.

DESCRIPCION DETALLADA

Biopsias musculares tomadas a la edad mas temprana de diagnéstico de DMD revelan una proliferacion
prominente de tejido conjuntivo. La fibrosis muscular es perjudicial de multiples modos. Reduce el transito normal
de nutrientes del endomisio a través de las barreras del tejido conjuntivo, reduce el flujo de sangre y priva al
musculo de constituyentes nutricionales derivados del sistema vascular, y contribuye funcionalmente a la pérdida
temprana de la deambulacion por contracturas en las extremidades. Con el tiempo, los desafios del tratamiento se
multiplican como resultado de una marcada fibrosis en el musculo. Esto puede observarse en biopsias musculares
que comparan la proliferacién de tejido conjuntivo en puntos de tiempo sucesivos. El proceso sigue exacerbandose,
lo que conduce a la pérdida de la deambulacion y a una aceleracion fuera de control, especialmente en pacientes
dependientes de sillas de ruedas.

Sin un enfoque paralelo para reducir la fibrosis, es poco probable que puedan alcanzarse plenamente los beneficios
de la omision de exdn, la lectura de cédigo de parada o las terapias de sustitucién génica. Incluso estrategias de
moléculas pequefias o de reemplazo de proteinas pueden fallar sin un enfoque para reducir la fibrosis muscular.
El trabajo previo en ratones mdx envejecidos con fibrosis existente tratados con AAV.micro-distrofina demostré que
no podiamos lograr la restauracion funcional completa (Rodino-Klapac et al., Human molecular genetics 22, 4929-
4937 (2013)). También se sabe que la progresién de la miocardiopatia de DMD va acompafiada por cicatrizacidn
y fibrosis en la pared ventricular. La administracion de micro-ARN es especialmente innovadora debido a la
ausencia de barreras inmunologicas y a la relativa facilidad de administracion. Los micro-ARN son pequefios (~200
pb) y, por tanto, pueden empaquetarse en AAV junto con un casete terapéutico para corregir o evitar el defecto
genético.

Como se usa en la presente, el término "AAV" es una abreviatura convencional de virus adenoasociado. El virus
adenoasociado es un parvovirus de ADN de hebra Unica que crece solamente en células en las que ciertas
funciones se proporcionan por un virus auxiliar coinfectante. Actualmente hay trece serotipos de AAV que se han
caracterizado. Se puede encontrar informacién general y revisiones de AAV en, por ejemplo, Carter, 1989,
Handbook of Parvoviruses, vol. 1, pp. 169-228, y Berns, 1990, Virology, pp. 1743-1764, Raven Press, (Nueva York).
Sin embargo, se espera plenamente que estos mismos principios sean aplicables a serotipos de AAV adicionales
ya que se sabe bien que los varios serotipos estan muy estrechamente relacionados, tanto estructural como
funcionalmente, incluso a nivel genético. (Ver, por ejemplo, Blacklowe, 1988, pp. 165-174 de Parvoviruses and
Human Disease, J. R. Pattison, ed.; y Rose, Comprehensive Virology 3:1-61 (1974)). Por ejemplo, todos los
serotipos de AAV aparentemente presentan propiedades de replicacién muy similares mediadas por genes rep
homélogos; y todos llevan tres proteinas de la capside relacionadas, tales como las expresadas en AAV2. El grado
de parentesco lo sugiere ademas el analisis heteroduplex que revela una hibridacion cruzada extensa entre los
serotipos a lo largo de la longitud del genoma; y la presencia de segmentos de autoapareamiento analogos en los
extremos terminales que corresponden a "secuencias repetidas terminales invertidas" (ITR). Los patrones de
infectividad similares también sugieren que las funciones de replicacién en cada serotipo estan bajo un control
regulatorio similar.

Un "vector de AAV", como se usa en la presente, se refiere a un vector que comprende uno 0 mas polinucleétidos
de interés (o transgenes) que estan flanqueados por secuencias repetidas terminales (ITR) de AAV. Tales vectores
de AAV se pueden replicar y empaquetar en particulas virales infecciosas cuando estan presentes en una célula
huésped que se ha transfectado con un vector que codifica y expresa los productos de los genes rep y cap.

Un"virién de AAV" o "particula viral de AAV" o "particula de vector de AAV" se refiere a una particula viral compuesta
por al menos una proteina de la capside de AAV y un vector de AAV de polinucledtido encapsulado. Si la particula
comprende un polinucledtido heterdlogo (es decir, un polinucledtido distinto de un un genoma de AAV de tipo
natural, tal como un transgén que se va a administrar a una célula de mamifero), tipicamente se denomina
"particula de vector de AAV" o simplemente "vector de AAV". Por lo tanto, la produccion de una particula de vector
de AAV incluye necesariamente la produccidon de un vector AAV, ya que tal vector esta contenido dentro de una
particula de vector de AAV.

AAV

Los genomas AAV recombinantes de la presente invencion comprenden la molécula de acido nucleico de la
invencién y una o mas AAV ITR que flanguean una molécula de acido nucleico. El ADN AAV en los genomas rAAV
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puede proceder de cualquier serotipo AAV del que pueda derivarse un virus recombinante, incluyendo, entre otros,
los serotipos AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAV-9, AAV-10, AAV-11, AAV-12 y AAV-13.
Se da a conocer la produccién de rAAV pseudotipado, por ejemplo, en WO 01/83692. También se contemplan otros
tipos de variantes de rAAV, por ejemplo, rAAV con mutaciones de la capside. Ver, por ejemplo, Marsic et al.,
Molecular Therapy, 22(11): 1900-1909 (2014). Como se indicd en la seccién de Antecedentes anterior, las
secuencias de nucleétidos de los genomas de varios serotipos de AAV se conocen en la técnica. Para promover
la expresion especifica del musculo esquelético, pueden utilizarse AAV1, AAVE, AAVS o AAVrh.74.

Los plasmidos de ADN pueden comprender genomas de rAAV de la presente invencidn. Los plasmidos de ADN se
transfieren a células permisibles para la infeccién con un virus ayudante de AAV (por ejemplo, adenovirus,
adenovirus con supresion E1 o herpesvirus) para el ensamblaje del genoma del rAAV en particulas virales
infecciosas. Las técnicas para producir particulas rAAV, en las que se proporciona a una célula un genoma AAV
para ser empaquetado, genes rep y cap, y funciones de virus ayudante, son estandar en la técnica. La produccion
de rAAV requiere que los siguientes componentes estén presentes en una Unica célula (denominada en el presente
documento célula de empaquetado): un genoma de rAAV, genes rep y cap de AAV separados (es decir, no en) del
genoma de rAAYV, y funciones de virus ayudante. Los genes rep y cap de AAV pueden ser de cualquier serotipo de
AAV para el que pueda derivarse un virus recombinante y pueden ser de un serotipo de AAV diferente al de las
ITR del genoma de rAAV, incluidos, pero sin limitarse a, los serotipos de AAV AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5,
AAV-6, AAV-7, AAVIh.74, AAV-8, AAV-9, AAV-10, AAV-11, AAV-12 y AAV-13. Se da a conocer la produccidén de rAAV
pseudotipado, por ejemplo, en WO 01/83692.

Un método de generacién de una célula de empaquetamiento es crear una linea celular que exprese de manera
estable todos los componentes necesarios para la produccién de particulas de AAV. Por ejemplo, un plasmido (o
multiples plasmidos) que comprende un genoma de rAAV que carece de genes repy cap de AAV, genes rep y cap
de AAV separados del genoma de rAAV, y un marcador seleccionable, tal como un gen de resistencia a neomicina,
se integran en el genoma de una célula. Los genomas de AAV se han introducido en plasmidos bacterianos por
procedimientos como la cola de GC (Samulski et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79:2077-2081), adicion de
enlazadores sintéticos que contienen sitios de escision de endonucleasas de restriccién (Laughlin et al., 1983,
Gene, 23:65-73) o por ligamiento directo de extremos romos (Senapathy & Carter, 1984, J. Biol. Chem., 259:4661-
4666). La linea celular de empaquetamiento se infecta entonces con un virus auxiliar tal como un adenovirus. Las
ventajas de este método es que las células son seleccionables y son adecuadas para la produccién a gran escala
de rAAV. Otros ejemplos de métodos adecuados emplean adenovirus o baculovirus en lugar de plasmidos para
introducir genomas de rAAV y/o genes rep y cap en células de empaquetamiento.

Se revisan los principios generales de produccion de rAAV en, por ejemplo, Carter, 1992, Current Opinions in
Biotechnology, 1533-539; y Muzyczka, 1992, Curr. Topics in Microbial. y Immunol., 158:97-129). Se describen
varios enfoques en Ratschin et al.,, Mol. Cell. Biol. 4:2072 (1984); Hermonat et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81:6466 (1984); Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. 5:3251 (1985); MclLaughlin et al., J. Virol., 62:1963 (1988); y
Lebkowski et al., 1988 Mol. Cell. Biol., 7:349 (1988). Samulski ef al. (1989, J. Virol., 63:3822-3828); patente de
EE.UU. No. 5,173,414, WO 95/13365 y la correspondiente patente de EE.UU. No. 5,658,776, WO 95/13392; WO
96/17947; PCT/US98/18600; WO 97/09441 (PCT/US96/14423), WO 97/08298 (PCT/US96/13872);, WO 97/21825
(PCT/US96/20777), WO 97/06243 (PCT/FR96/01064); WO 99/11764; Perrin et al. (1995) Vaccine 13:1244-1250;
Paul et al. (1993) Human Gene Therapy 4.609-615; Clark et al. (1996) Gene Therapy 3:.1124-1132; patente de
EE.UU. No. 5,786,211; patente de EE.UU. No. 5,871,982; y patente de EE.UU. No. 6,258,595. Se describen células
empaquetadoras que producen rAAV infeccioso. En una realizacién, las células empaquetadoras pueden ser
células cancerosas transformadas de manera estable, tales como células Hela, células 293 y células PerC.6 (una
linea 293 afin). En otra realizacidn, las células empaquetadoras son células que no son células cancerosas
transformadas, tales como células 293 de bajo paso (células de rifién fetal humano transformadas con E1 de
adenovirus), células MRC-5 (fibroblastos fetales humanos), células WI-38 (fibroblastos fetales humanos).
fibroblastos), células Vero (células de rifion de mono) y células FRhL-2 (células de pulmodn fetal rhesus).

Los AAV recombinantes (es decir, las particulas infecciosas encapsuladas de rAAV) de la presente invencion
comprenden un genoma de rAAV. En realizaciones a modo de ejemplo, las genomas de ambos rAAV carecen de
ADN de rep y cap de AAV, es decir, no hay ADN de rep o cap de AAV entre las ITR de los genomas. Los ejemplos
de rAAV que pueden construirse para que comprendan las moléculas de acido nucleico de la invencion se exponen
en la solicitud de patente internacional n.° PCT/US2012/047999 (documento WO 2013/016352).

El rAAV se puede purificar por métodos convencionales en la técnica tales como por cromatografia en columna o
gradientes de cloruro de cesio. En la técnica se conocen métodos para purificar vectores de rAAV a partir de virus
auxiliar e incluyen métodos dados a conocer en, por ejemplo, Clark et al., Hum. Gene Ther., 10(6). 1031-1039
(1999); Schenpp and Clark, Methods Mol. Med., 69 427-443 (2002); patente de EE.UU. No. 6,566,118 y WO
98/09657.

En otra realizacion, la invencidn contempla composiciones que comprenden rAAV de la presente invencion. Las

composiciones de la invencion comprenden rAAV y un portador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
también pueden comprender otros componentes tales como diluyentes y adyuvantes. Los portadores, diluyentes
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y adyuvantes aceptables no son toxicos para los receptores y son preferiblemente inertes a las dosis y
concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato u otros acidos organicos;
antioxidantes tales como acido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular; proteinas, tales como alblumina
sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos, como glicina,
glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono, incluyendo
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, como EDTA; alcoholes de azucar, como manitol o sorbitol; contra-
iones formadores de sal, como sodio; y/o tensioactivos no idnicos, como Tween, plurénicos o polietilenglicol (PEG).

Los titulos de rAAV que van a administrarse en los métodos variaran dependiendo, por ejemplo, del rAAV particular,
el modo de administracién, el objetivo del tratamiento, el individuo y el/los tipo(s) de células a los que se dirigen, y
pueden determinarse mediante métodos convencionales en la técnica. Los titulos de rAAV pueden estar en el
rango de aproximadamente 1x108 aproximadamente 1x107, aproximadamente 1x108 aproximadamente 1x10°
aproximadamente 1x10', aproximadamente 1x10", aproximadamente 1x10'2 aproximadamente 1x10'% y
aproximadamente 1x10'* o mas particulas resistentes a ADNasa (DRP, por sus siglas en inglés) por mL. Las dosis
se pueden expresar también en unidades de genomas virales (vg).

Se describen métodos de transduccién de una célula diana con rAAV, in vivo o in vitro. Los métodos in vivo
comprenden el paso de administrar una dosis efectiva, o multiples dosis efectivas, de una composicion que
comprende un rAAV de la invencién a un animal (incluido un humano) que lo necesite. Si la dosis se administra
antes del desarrollo de un trastorno/enfermedad, la administracién es profilactica. Sila dosis se administra después
del desarrollo de un trastorno/enfermedad, la administracién es terapéutica. En realizaciones de la invencién, una
dosis efectiva es una dosis que alivia (elimina o reduce) al menos un sintoma asociado con el trastorno/estado
patologico que esta tratandose, que ralentiza o previene la progresion a un trastorno/estado patolégico, que
ralentiza o previene la progresion de un trastorno/estado patolégico, que disminuye el grado de la enfermedad,
que da como resultado la remisién (parcial o total) de la enfermedad y/o que prolonga la supervivencia. Un ejemplo
de enfermedad contemplada para su prevencién o tratamiento con los métodos descritos en el presente documento
es la FSHD.

La invencién también contempla terapias de combinacién. Combinacién, tal como se usa en el presente
documento, incluye tanto el tratamiento simultaneo como tratamientos secuenciales. Se contemplan
especificamente las combinaciones de los métodos con tratamientos médicos estandar (por ejemplo,
corticosteroides), asi como las combinaciones con terapias novedosas.

La administracion de una dosis efectiva de las composiciones se puede realizar por vias convencionales en la
técnica que incluyen, pero no se limitan a, intramuscular, parenteral, intravenosa, oral, bucal, nasal, pulmonar,
intracraneal, intradsea, intraocular, rectal o vaginal. Ruta(s) de administracion y serotipo(s) de los componentes
AAV del rAAV (en particular, los ITRs AAV y la proteina de la capside) de la invencién pueden ser elegidos y/o
emparejados por los expertos en la técnica teniendo en cuenta la infeccion y/o el estado de la enfermedad a tratar
y las células/tejido(s) diana que van a expresar el miARN miR-29 y/o la micro-distrofina.

Puede administrarse local o sistémicamente una dosis eficaz de rAAV y composiciones de la presente invencion
incluyendo terapia combinada . Por ejemplo, la administracion sistémica es la administracion en el sistema
circulatorio de manera que se ve afectado todo el cuerpo. La administracion sistémica incluye administracion
enteral tal como absorcion a través del tracto gastrointestinal y administracién parental mediante inyeccidn, infusion
o implantacién.

En particular, la administracion real de rAAV de la presente invencidon se puede lograr usando cualquier método
fisico que transporte el vector recombinante de rAAV al tejido objetivo de un animal. La administracién dac la
invencién incluye, pero no se limita a, inyeccién en el masculo, el torrente sanguineo y/o directamente en el higado.
Se ha demostrado que simplemente resuspender un rAAV en solucién salina amortiguadora con fosfato es
suficiente para proporcionar un vehiculo Util para la expresion del tejido muscular, y no se conocen restricciones
sobre los vehiculos u otros componentes que se pueden coadministrar con el rAAV (aunque las composiciones
que degradan el ADN se debe evitar de la forma habitual con rAAV). Las proteinas de la capsida de un rAAV se
pueden modificar de modo tal que el rAAV se dirija a un tejido objetivo particular de interés, tal como el musculo.
Ver, por ejemplo, WO 02/053703. Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar como formulaciones
inyectables o como formulaciones topicas para suministrarse a los musculos por transporte transdérmico. Se han
desarrollado previamente numerosas formulaciones tanto para inyeccion intramuscular como para transporte
transdérmico y se pueden usar en la practica de la invencidon. El rAAV se puede usar con cualquier vehiculo
farmacéuticamente aceptable para facilitar la administracion y manipulacién.

La dosis de rAAV que debe administrarse en los métodos divulgados en el presente documento variara
dependiendo, por ejemplo, del rAAV concreto, el modo de administracion, el objetivo del tratamiento, el individuo y
el tipo o tipos celulares a los que se dirige, y puede determinarse mediante métodos habituales en la técnica. Los
titulos de cada rAAV administrado pueden oscilar entre aproximadamente 1x10° aproximadamente 1x107,
aproximadamente 1x108 aproximadamente 1x109 aproximadamente 1x10'0 aproximadamente 1x10",
aproximadamente 1x10'2, aproximadamente 1x10'3, aproximadamente 1x10' y aproximadamente 1x10'® 0 mas
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particulas resistentes a ADNasa (DRP) por ml. Las dosis también pueden expresarse en unidades de genomas
virales (vg) (es decir, 1x107 vg, 1x108 vg, 1x10° vg, 1x10'%vg, 1x10" vg, 1x1072 vg, 1x10% vg, 1x10'4 vg, 1x10'5
respectivamente). Las dosis también pueden expresarse en unidades de genomas virales (vg) por kilogramo (kg)
de peso corporal (es decir, 1x10'° vg/kg, 1x10" vg/kg, 1x10'2 vg/kg, 1x10'® vg/kg, 1x10' vg/kg, 1x101°
respectivamente). Se describen métodos para la titulacion de AAV en Clark et al., Hum. Gene Ther., 10: 1031-1039
(1999).

En particular, la administracion real de rAAV de la presente invencidon se puede lograr usando cualquier método
fisico que transporte el vector recombinante de rAAV al tejido objetivo de un animal. La administracién dac la
invencién incluye, pero no se limita a, inyeccién en el masculo, el torrente sanguineo y/o directamente en el higado.
Se ha demostrado que simplemente resuspender un rAAV en solucién salina amortiguadora con fosfato es
suficiente para proporcionar un vehiculo Util para la expresion del tejido muscular, y no se conocen restricciones
sobre los vehiculos u otros componentes que se pueden coadministrar con el rAAV (aunque las composiciones
que degradan el ADN se debe evitar de la forma habitual con rAAV). Las proteinas de la capsida de un rAAV se
pueden modificar de modo tal que el rAAV se dirija a un tejido objetivo particular de interés, tal como el musculo.
Ver, por ejemplo, WO 02/053703. Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar como formulaciones
inyectables o como formulaciones topicas para suministrarse a los musculos por transporte transdérmico. Se han
desarrollado previamente numerosas formulaciones tanto para inyeccion intramuscular como para transporte
transdérmico y se pueden usar en la practica de la invencidon. El rAAV se puede usar con cualquier vehiculo
farmacéuticamente aceptable para facilitar la administracion y manipulacién.

Para fines de inyeccién intramuscular, se pueden emplear soluciones en un adyuvante tal como aceite de sésamo
0 de mani o en propilenglicol acuoso, asi como soluciones acuosas estériles. Tales soluciones acuosas se pueden
amortiguar, si se desea, y hacer primero que el diluyente liquido sea isotonico con solucién salina o glucosa. Se
pueden preparar soluciones de rAAV como acido libre (el ADN contiene grupos fosfato acidos) o una sal
farmacoldégicamente aceptable en agua adecuadamente mezclada con un tensioactivo tal como
hidroxipropilcelulosa. También se puede preparar una dispersion de rAAV en glicerol, polietilenglicoles liquidos y
mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones
contienen un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos. En este sentido, todos los medios
acuosos estériles empleados se pueden obtener facilmente mediante técnicas estandar bien conocidas por los
expertos en la técnica.

Los soportes farmacéuticos, diluyentes o excipientes adecuados para uso inyectable incluyen soluciones o
dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto de que sea facil
de inyectar. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y se debe conservar contra la
accion contaminante de microorganismos como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio
de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol
liquido y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales. La fluidez adecuada se puede
mantener, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento como lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido
en el caso de una dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accidon de los microorganismos
se puede lograr por varios agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido sdérbico, timerosal y similares. En muchos casos seré preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo,
azucares o cloruro de sodio. La absorcidn prolongada de las composiciones inyectables se puede conseguir por el
uso de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan al incorporar el rAAV en la cantidad requerida en el disolvente
apropiado con varios otros ingredientes enumerados anteriormente, seguln sea necesario, seguido de esterilizacion
por filtracién. Generalmente, las dispersiones se preparan al incorporar el principio activo esterilizado en un
vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos
de preparacién preferidos son el secado al vacio y la técnica de liofilizacién que producen un polvo del ingrediente
activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de la solucidn del mismo previamente filtrada de forma estéril.

La transduccion con rAAV también se puede realizar in vitro. En una realizacién, las células musculares objetivo
deseadas se eliminan del sujeto, se transducen con rAAV y se reintroducen en el sujeto. Alternativamente, se
pueden usar células musculares singénicas 0 xenogénicas cuando esas células no generen una respuesta
inmunitaria inapropiada en el sujeto.

En la técnica se conocen métodos adecuados para la transduccion y reintroduccidn de células transducidas en un
sujeto. En una realizacidn, las células pueden transducirse in vitro combinando rAAV con células musculares, por
ejemplo, en medios apropiados, y seleccionando aquellas células que alberguen el ADN de interés utilizando
técnicas convencionales como Southern blots y/o PCR, o utilizando marcadores seleccionables. A continuacion,
las células transducidas pueden formularse en composiciones farmacéuticas, y la composicion puede introducirse
en el sujeto mediante diversas técnicas, tales como la inyeccion intramuscular, intravenosa, subcutanea e
intraperitoneal, o la inyeccion en el musculo liso y cardiaco, utilizando, por ejemplo, un catéter.
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La transduccion de células con rAAV de la invencién resulta en la expresion sostenida de miR-29 o micro-distrofina.
Se describen métodos de administrar/entregar rAAV que expresan miR-29 y/o micro-distrofina a un animal,
preferiblemente un ser humano. Estos métodos incluyen la transduccién de tejidos (que incluyen, pero no se
limitana, tejidos tales como musculo, érganos tales como higado y cerebro, y glandulas tales como glandulas
salivales) con uno o mas rAAV de la presente invencién. La transduccion se puede llevar a cabo con casetes de
genes que comprenden elementos de control especificos de tejido. Por ejemplo, una realizacién proporciona
métodos de transduccion de células musculares y tejidos musculares dirigidos por elementos de control especificos
del musculo, incluyendo, pero sin limitarse a, los derivados de las familias de genes de actina y miosina, tales como
de la familia de genes myoD [Véase Weintraub et al., Science, 251: 761-766 (1991)], el factor de unién potenciador
especifico de miocitos MEF-2 [Cserjesi and Olson, Mo/ Cell Biol 11: 4854-4862 (1991)], elementos de control
derivados del gen de actina esquelética humana [Muscat et al., Mo/ Cell Biol, 7. 4089-4099 (1987)], el gen de actina
cardiaca, elementos de la secuencia de creatina cinasa muscular [ver Johnson et al., Mo/ Cell Biol, 9:3393-3399
(1989)] y el elemento potenciador de creatina cinasa murina (mCK), control elementos derivados del gen
esquelético de la troponina C de contraccion rapida, el gen de la troponina C cardiaca de contraccién lenta y el
gen de la troponina | de contraccién lenta: factores nucleares inducibles por hipoxia (Semenza et al., Proc Nat!
Acad Sci USA, 88: 5680-5684 (1991)), elementos y promotores inducibles por esteroides, incluido el elemento de
respuesta a glucocorticoides (GRE) (ver Mader and White, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5603-5607 (1993)), vy
otros elementos de control.

El tejido muscular es un objetivo atractivo para el suministro in vivo de ADN, porgue no es un érgano vital y es de
facil acceso. La invencidon contempla la expresion sostenida de miARN a partir de miofibras transducidas.

Por «célula muscular» o «tejido muscular» se entiende una célula o grupo de células derivadas de musculo de
cualquier tipo (por ejemplo, musculo esquelético y musculo liso, por ejemplo del tubo digestivo, vejiga urinaria,
vasos sanguineos o tejido cardiaco). Tales células musculares pueden estar diferenciadas o indiferenciadas, tales
como mioblastos, miocitos, miotubos, cardiomiocitos y cardiomioblastos.

El término «transduccién» se usa para referirse a la administracién/entrega de la cadena guia miiR29 o la region
codificante de la micro-distrofina a una célula receptora in vivo o in vitro, a través de un rAAV de replicacion
deficiente de la presente invencion que resulta en la expresién de un miR29 o micro-distrofina por la célula
receptora.

Asi, se describen métodos de administrar una dosis efectiva (o dosis, administradas esencialmente
simultdneamente o dosis dadas a intervalos) de rAAV que codifican miR29 y/o micro-distrofina a un paciente que
lo necesita.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Confirmacion de modelos de distrofia muscular de Duchenne

El ratén mdx proporciona un modelo animal conveniente, aunque incompleto, para estudiar la patogénesis de la
DMD. Este modelo es un cruce del ratdn mdx con un knockout heterocigoto del gen de la utrofina (mdx:utrn+/-),
que presenta un aumento de la fibrosis y recapitula mas fielmente la patologia de la DMD humana. Los ratones
mdx tienen una mutacion sin sentido en el exdn 23 de la DMD que provoca un fenotipo relativamente leve y una
esperanza de vida casi normal. A las 3 semanas de edad, el diafragma y el mlsculo de las extremidades de los
ratones mdx desarrollan signos de inflamacién endomisial. Estos sintomas remiten en el musculo de las
extremidades cuando los ratones alcanzan la edad adulta, mientras que la inflamacién en el musculo del diafragma
sigue empeorando progresivamente. En los ratones mdx que carecen de telomerasa, la distrofia muscular empeora
progresivamente con la edad; los ratones mdx que carecen de utrofina (DKO) tienen un fenotipo mas caracteristico
de la DMD humana con debilidad muscular de apariciéon temprana, fibrosis grave y muerte prematura. La utrofina,
un paralog autosémico de la distrofina, comparte un alto grado de homologia de secuencia que puede compensar
la falta de distrofina en el ratén mdx en el doble KO (distrofina mas utrofina); un fenotipo severo con muerte
temprana es observado. La muerte prematura en el ratdon DKO impide la progresion de la inflamacién y la fibrosis,
pero el ratdn mdx:utrn* presenta un modelo con similitudes a la enfermedad humana exhibiendo un grado
sorprendente de fibrosis, y una supervivencia mas larga que el DKO, proporcionando un mejor modelo para
nuestros estudios traslacionales propuestos. Un informe reciente confirma el uso del ratén mdx;utm*- como modelo
ideal para estudiar la fibrosis en el contexto de la DMD. En el presente estudio, el aumento de la fibrosis medido
mediante tincidn con rojo Sirius se acompafid de un aumento de los niveles de transcrito de colageno y una
disminucion de los niveles de mir29c.

Ejemplo 2

La administracion de miR29 a ratones con DMD reduce la fibrosis
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Estudios preliminares han demostrado que hay un aumento significativo en la tincién Sirius Red para colageno y
una disminucion en los niveles de miR-29¢c en pacientes humanos con DMD y en el raton mdx/utrn-. La
administracién génica de miR-29 mediante vectores AAV especificos de musculo es potencialmente segura y
eficaz. Para generar el vector rAAYV, al que en el presente documento se refiere como rAAVrh.74.CMV.miR29c¢, la
secuencia de 22 nucledtidos de miR29c¢ (cadena diana SEQ ID NO: 3y la cadena guia SEQ ID NO: 4) se cloné en
un armazén de miR-30 dirigido por un promotor de CMV. El casete de expresién (SEQ ID NO: 2) se clon6 en un
plasmido AAV autocomplementario y se empaqueté utilizando AAVrh.74, un serotipo conocido por expresarse bien
en musculo. El ADNc de miR-29c¢ se sintetizé utilizando un cebador personalizado que contenia la cadena diana
(sentido) de miR-29c, el bucle madre de miR-30 y la cadena guia (antisentido) de miR-29¢ en la espina dorsal de
miR-30. Se modificaron tres bases de |la secuencia de miR-29c. A continuacién, esta secuencia se cloné en un
plasmido AAV ITR autocomplementario dirigido por el promotor CMV y la secuencia polyA.

Como se muestra en la Figura 1, el plasmido pAAV.CMV.miR29C contiene el ADNc de mir29¢ en una espina dorsal
del bucle madre de miR-30 flanqueado por secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) de AAV2. Esta
secuencia es la que se encapsulé en los viriones AAVrh.74. Ademas, se cambiaron algunos nucleétidos de la
secuencia diana de miR-29c¢ para imitar el emparejamiento Watson-crick en este sitio, como en el ARNhc-miR(luc).
De conformidad con el disefio del ARNhc-uc, la horquilla debe ser perfectamente complementaria en toda su
longitud. Ademas, cuantos mas cambios se produzcan en la hebra pasajera, mas probable sera la eliminacién de
cualquier mecanismo enddgeno que regule el procesamiento de miR-29y que pudiera reconocer al miARN a través
del tallo. La base 19 de la cadena guia se modificé a una citosina para imitar el nucleétido que precede al sitio de
corte en la secuencia natural de mi-29c y la base correspondiente en la otra cadena se cambio6 para preservar el
emparejamiento.

El vector de terapia génica scrAAVrh.74.CMV.miR29c¢ (1x10" vgs) se inyectd en el musculo cuadriceps de ratones
mdx/utrn* de 3 meses de edad. El musculo cuadriceps se analizé 3 meses después de la inyeccién mediante
tincién con Sirius Red y se analizé con el software NIH ImageJ como se describe en Nevo et al. (PloS One, 6:
€18049 (2011). Los niveles de MiR29c, colageno y elastina se cuantificaron mediante RT-PCR. La administracion
de miR-29¢ a ratones mdx/utrm * jovenes aumenta significativamente los niveles de mir-29¢ y una reduccion
significativa de la tincion con rojo Sirius en el masculo cuadriceps de ratones mdx/utrn*- de 6 meses de edad (3
meses después de la inyeccidon). Se observé una reduccion de los niveles de colageno y elastina en los musculos
tratados, evaluada mediante RT-PCR.

La demostracion de fibrosis aumentada y expresion miR29 disminuida en los ratones mdx/utrn*- y pacientes
deficientes en distrofina valida el modelo de ratdon como representativo de la enfermedad humana. Los resultados
iniciales del uso de miR29 administrado por AAV como terapia antifibrética sugieren que existe un efecto
beneficioso significativo con reduccion de la tincién Sirius Red y de los niveles de colageno y elastina, que son
factores clave en la fibrosis.

Ejemplo 3
La inyeccion de miR-29c reduce el colageno y restaura miR-29¢c

Para determinar si rAAVrh.74.CMV.MiR-29¢ podia reducir |a fibrosis, ratones mdx/utrn *- de 12 semanas de edad
recibieron una inyeccion intramuscular de rAAVrh.74.CMV.MiR-29¢c a 5x10" vgs en el musculo gastrocnemio
izquierdo (GAS). Los ratones fueron analizados a las 12 semanas tras la inyeccién. La tincién con rojo Picrosirius
revel6 una disminucién significativa de la tincion con colageno en todo el musculo GAS (Figura 2a) en comparacion
con el musculo contralateral mdx/utrn +/- GAS no tratado. La cuantificacién de la tincion con rojo picrosirius muestra
que el musculo tratado presentaba una reduccion del colageno del 18,3 % en comparacidén con el musculo no
tratado (tratado- 23,3 %z 1,3 frente a no tratado- 29,5 % + 0,7)(Figura 2b). Para confirmar la sobreexpresién de
miR-29¢ en el musculo tratado, se extrajo ARN total del musculo GAS de ratones WT, tratados con miR-29¢c y
mdx/utrn*- de 24 semanas de edad, y se sometié a andlisis cuantitativo de transcripcion inversa -PCR (gRT-PCR)
para la expresion de miR-29c¢. Los resultados mostraron que miR-29¢c aumenté significativamente en el musculo
GAS de los ratones tratados en comparacion con los ratones no tratados (Figura 2d).

Ejemplo 4

MiR-29¢c mejora la fuerza muscular absoluta y especifica pero no protege contra el dafio inducido por la
contraccioén

Sabiendo que la fibrosis puede afectar a la funcién muscular, queriamos probar si la reduccion de la fibrosis
mediante el aumento de la expresion de MiR-29¢ podria proteger el musculo mdx/utrn*- de la lesion inducida por
la contraccién y aumentar la fuerza total. Se evaluaron las propiedades funcionales del musculo gastrocnemio de
ratones mdx/utrn*’ tratados con rAAVrh.74.CMV.MiR-29¢c. Doce semanas después de la inyeccion, se aislo el GAS
para realizar mediciones de fuerza in vivo.
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El procedimiento GAS sigue el protocolo indicado en Hakim et al., (Methods Mol Biol. 709: 75-89, 2011) para
analizar la fisiologia del musculo transverso abdominal, pero adaptado para el GAS. Brevemente, se anestesio a
los ratones con una mezcla de ketamina y xilacina. Se retiré la piel de la extremidad posterior para exponer el
musculo GAS y el tenddn de Aquiles. Se disecd el tendédn distal y se até un nudo cuadrado doble alrededor del
tenddn con sutura 4-0 lo mas cerca posible del musculo, se atd otro nudo cuadrado doble justo al lado del primer
nudo y luego se corté el tendon. El musculo expuesto se humedecid constantemente con solucién salina. A
continuacién, los ratones se transfirieron a una plataforma térmica controlada y se mantuvieron a 37°. La rodilla se
fij6 a la plataforma con una aguja a través del tendén rotuliano, la sutura del tendoén al brazo de nivel del transductor
de fuerza (Aurora Scientific, Aurora, ON, Canada), y el pie se fijé con cinta adhesiva. Las contracciones del musculo
GAS se provocaron estimulando el nervio ciatico mediante electrodos bipolares de platino. Una vez estabilizado el
musculo, se determind la longitud 6ptima estirando el musculo de forma incremental hasta alcanzar la fuerza de
contraccion maxima. Tras un periodo de descanso de 3 minutos, se estimulé el GAS a 50, 100, 150 y 200 Hz,
dejando un periodo de descanso de 1 minuto entre cada estimulo para determinar la fuerza tetanica maxima. Se
midié la longitud muscular. Tras un descanso de 5 minutos, se evalud la susceptibilidad del musculo GAS al dafio
inducido por la contraccién. Tras 500 ms de estimulacion, el musculo se alargdé un 10 % de la longitud 6ptima.
Consistia en estimular el musculo a 150 Hz durante 700 ms. Tras la estimulacién, el musculo recuperé su longitud
optima. El ciclo se repitid cada minuto durante un total de 5 ciclos. La fuerza especifica se calculé dividiendo la
fuerza tetanica maxima por el area de la seccion transversal del musculo GAS. Tras las contracciones excéntricas,
se practico la eutanasia a los ratones y se disecciond el musculo GAS, se pesd y se congelo para su analisis.

Cada GAS se sometié a una serie de contracciones excéntricas repetidas. Al comparar la relacién de fuerza de
cada contraccion frente ala primera contraccién revelé que después de la quinta contraccién el musculo no tratado
decayd a 0,56 + 0,05 frente al tratado 0,50 £ 0,04 (p < 0,0001). El grupo inyectado mostrd una ligera disminucién
del grado de proteccion en comparacién con los controles WT, que descendio a 0,92 + 0,02 (Figura 3c). Estos
datos muestran que la reduccién de la fibrosis mediante el aumento de la expresion de miR-29¢ conduce a un
aumento de la fuerza absoluta y especifica, pero no protege significativamente el musculo de la lesién inducida por
la contraccion.

El musculo GAS tratado con rAAVrh.74.miR-29¢ mostré una mejora significativa de la fuerza absoluta en
comparacion con el musculo GAS madx/utrn* no tratado (rAAV.miR-29¢c- 2277 +161,7 frente a mdx/utrn*" no
tratado- 1722 £ 145,7, Figura 3a), y también una mejora especifica de la fuerza normalizada en el musculo GAS
tratado con rAAVrh.74.miR-29¢c- en comparacién con el musculo GAS no tratado (rAAV.miR-29¢c- 204,7 + 11,7 vs.
mdx/utrn* no tratado- 1516 + 14,5; Figura 3b). La fuerza seguia estando significativamente reducida en
comparacién con los controles de tipo salvaje (rAAV.miR-29¢c- 204,7 £ 11,7 versus tipo salvaje- 312,0 + 34,1).

Ejemplo 5
Co-entrega con Micro-Distrofina reduce mas la fibrosis

Para determinar si el enfoque combinado de terapia génica miR-29c/micro-distrofina seria mas beneficioso para
reducir la fibrosis, ratones mdx/utrn*™ de 12 semanas de edad recibieron una inyeccion intramuscular de
rAAVrh.74. CMV.MiR-29¢ a 5x10" vgs al musculo gastrocnemio izquierdo. Los siguientes vectores de terapia
génica fueron administrados por inyeccion intramuscular (IM) en el musculo gastrocnemio izquierdo (GAS) de
ratones mdx/utrn*- de 3 meses de edad, un modelo de raton DMD: scAAVrh.74.CMV.miR-29c¢ solo, co-entregado
con rAAVrh.74. MCK . micro-distrofina, y rAAVrh.74 MCK.micro-distrofina solo.

El plasmido pAAV.MCK. micro-distrofina contiene el casete de expresion de ADNc de micro-distrofina humana
flanqueado por secuencias AAV2 de repeticion terminal invertida (ITR) como se muestra en la Figura 10. Esta
secuencia es la que se encapsulo en los viriones AAV rh.74. El plasmido pAAV.MCK.micro-distrofina fue construido
insertando el casete de expresién MCK conduciendo una secuencia de ADNc de micro-distrofina humana de codon
optimizado en el vector de clonacion AAV como se describe en Rodino-Klapac et al (Mol Ther. 2010 Jan;18(1):109-
17). Se utilizé una secuencia promotora/reforzadora MCK para dirigir la expresidén génica especifica del musculo,
compuesta por el reforzador del nucleo MCK de ratdén (206 pb) fusionado al promotor del ntdcleo MCK de 351 pb
(proximal). Después del promotor central, esta presente el exén 1 de MCK de raton endégeno de 53 pb (nho
traducido) para un inicio de transcripcién eficiente, seguido por las sefiales de corte y empalme 16S/19S tardias
de SV40 (97 pb) y una UTR en 5' pequefia (61 pb). El intron y la UTR en 5' se derivan del plasmido pCMVB
(Clontech). El casete de microdistrofina tiene una secuencia Kozak de consenso inmediatamente en frente del
inicio de ATG y una sefial de poliA sintética de 53 pb para la terminacién del ARNm. El casete de micro-distrofina
humana contiene los dominios (R4-R23/A71-78). EI ADN complementario fue sintetizado por GenScript
(Piscataway, NJ) con codones optimizados para uso humano.

Los ratones fueron analizados a las 12 y 24 semanas tras la inyeccién. Primero, el nimero de fibras musculares
que expresaban micro-distrofina fue usado para evaluar la eficacia de |la entrega del transgen y para asegurarnos
que teniamos niveles similares de micro-distrofina expresada en cada grupo. Encontramos que la micro-distrofina
no era diferente entre las cohortes tratadas con micro-distrofina sola (71,85 £ 2,25 %) en comparaciéon con la
terapia de combinacién miR-29c/micro-distrofina (75,03 £ 1,91 %) ( Figura 4).
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Se analizd el musculo GAS 12 meses después de la inyeccién para evaluar la acumulacion de colageno mediante
tincidén con Sirius Red y su posterior cuantificacion con ImageJ. Los resultados adicionales incluyeron miR-29¢c y
niveles de transcripcion de colageno, mediciones de fuerza en el musculo GAS, mediciones del diametro de las
fibras y analisis western blot para proteinas implicadas en la regeneracién muscular (MyoD, Myogenin). La cantidad
de fibrosis fue analizada por tincién de rojo picrosirius, que reveldé una disminucién significativa en la tincién de
colageno alo largo de los musculos GAS en todos los grupos tratados (Figura 5a) en comparacion con el musculo
contralateral mdx/utrn+/- GAS no tratado o micro-distrofina sola. La cuantificacién de la tincidn con rojo picrosirius
muestra que el musculo co-tratado presentaba una reduccién del colageno del 40,8 % en comparacion con el
musculo no tratado (tratado- 17,47 % £ 0,75 versus no tratado-29,5 % £ 0,7) (Figura Sb). Para confirmar la
expresion de miR-29¢, se realizé6 gqRT-PCR en el musculo GAS y todos los grupos de tratamiento presentaron un
aumento de miR-29¢ en comparacion con el musculo no tratado (Figura 5c¢).

De forma analoga al tejido DMD, se observé una reduccion significativa en los niveles de miR-29¢ en el musculo
mdx/utrn*” que se correlacioné con un aumento de la fibrosis medida por tincion con rojo picrosirius. Tras 3 meses
de tratamiento con scAAV.miR-29c solo, se produjo una reduccién significativa de la fibrosis (tratado-23,5 % £+ 1,3
frente a no tratado-27,8 % + 0,6) en el musculo GAS. Cuando co-dirigido con micro-distrofina, una reduccién
adicional en el colageno (41 %) fue observada por la tincion de rojo picrosirius (tratamiento de combinacién: 17,47
% £ 0,75 versus no tratado: 29,5 % = 0,7) (p < 0,0001) (Figura 5b). Para confirmar la expresion de miR-29c, se
realizé gRT-PCR en el musculo GAS y todos los grupos de tratamiento presentaron un aumento de miR-29c en
comparacién con el masculo no tratado (Figura 5b).

A las 24 semanas de la inyeccion, los resultados fueron similares a los observados a las 12 semanas de la
inyeccion. Se observé una reduccidn del 47 % del colageno mediante tincion con rojo picrosirio en comparacién
con el musculo no tratado (tratamiento combinado: 16,5 + 1,23 versus sin tratar: 31,07 £ 0,93; p < 0,0001) y un
aumento coincidente del nivel de transcripcion de miR-29c.

Para validar aun mas la reduccion de colageno observada por la tincion rojo picrosirius, gqRT-PCR fue realizada en
el musculo para cuantificar los niveles de transcripcion de Col1A, Col3A y también otro componente ECM,
fibronectina (Fbn). El analisis gRT-PCR detecté una disminucion en Col1Ay Col3A después de cada tratamiento,
sin embargo solo la cohorte tratada con micro-distrofina y miR-29¢ mostré una reduccion significativa (Figuras 6a
y 6b). El analisis reveld que Fbn se redujo significativamente sdlo en la cohorte co-tratada (Figura 6c¢).

Se ha demostrado anteriormente que el TGF-B1 estd regulado al alza en el musculo distrofico, lo que
probablemente desempefie un papel en el inicio de la cascada fibrética. EIl TGF-B1 es una conocida citocina
profibrética que regula a la baja miR-29c y es responsable de la conversion de mioblastos en miofibroblastos con
un aumento del colageno y de la fibrogénesis muscular. El anélisis gRT-PCR muestra que el musculo co-tratado
tenia niveles significativamente mas bajos de TGF-B1 en comparacién con el musculo no inyectado y con
cualquiera de los dos tratamientos solos (Figura 6d). Alos 6 meses después de la inyeccidn, el musculo co-tratado
continudé mostrando niveles reducidos de Col1A, Col3A, Fbny TGF-1, mientras que sélo ligeras reducciones en
los niveles de ARNm de Col1A en los grupos de miR-29 y micro-distrofina solamente fueron observadas.

Un aumento en la fuerza especifica y absoluta fue observado en el musculo tratado con miR-29c¢ solo comparado
con la extremidad no tratada, que cuando se combiné con micro-distrofina condujo a fuerza absoluta y especifica
que no eran significativamente diferentes del tipo salvaje. También observamos un aumento significativo del peso
gastroc en aquellos musculos que fueron co-tratados.

Los resultados iniciales del uso de rAAV.miR-29c como terapia antifibrética sugieren que existe un efecto
beneficioso con la reduccion de los niveles de colageno, un factor clave en la fibrosis. Ademas, cuando se combina
con micro-distrofina para mejorar la estabilidad de la membrana, la regulacion al alza del miR29 normalizé la fuerza
muscular.

Ejemplo 6

Ademas, cuando se combina con micro-distrofina para mejorar la estabilidad de la membrana, la regulaciéon
al alza del miR29 normalizé la fuerza muscular.

Sabiendo que el musculo tratado con miR-29 tenia un aumento modesto pero significativo en la fuerza absoluta y
especifica, la terapia de combinacién de la sobreexpresién de miR-29¢ y el impacto del reemplazo del gen de la
micro-distrofina en la funcién muscular fue investigada. Doce semanas después de la inyeccion, aislamos los GAS
para realizar mediciones de fuerza in vivo. El vector rAAVrh.74.MiR-29c¢ descrito anteriormente en el Ejemplo 2y
un vector rAAV

El musculo GAS tratado con rAAVrh.74. MiR-29c y rAAV que expresa Micro-Dys mostrd una mejora significativa en
la fuerza absoluta en comparacion con el musculo GAS mdx/utrn*- no tratado (co-tratado- 3582,4 £79,4 nM versus
mdx/utrn*- no tratado- 1722 + 145,7 nM versus tipo salvaje- 3005 + 167,3 nM) (Figura 7), y también se normalizo
la fuerza especifica en el musculo GAS tratado con rAAVrh.74.miR-29c¢/micro-dys en comparacion con el musculo
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GAS no tratado (ratones co-tratados-244.2 + 6 6 nM/mm?2 versus mdx/utrn*- no tratados- 151,6 + 14,5 nM/mm?
versus 312,0 + 34,1 nM/mm?2) (Figuna 7). Tanto la fuerza absoluta como la especifica no fueron significativamente
diferentes de los controles de tipo salvaje.

Cada GAS se sometid a una serie de contracciones excéntricas repetidas. Comparando la relacién de fuerza de
cada contraccion contra la primera contraccién revelé que después de la quinta contraccion el musculo no tratado
decay6 a 0,54 + 0,06 contra el co-tratado 0,66 + 0,04 (p < 0,0001), que puede ser contribuido a la micro-distrofina
ya que la micro-distrofina sola también decayd a 0,66 + 0,04. El grupo tratado seguia siendo significativamente
inferior al de tipo salvaje, que descendié a 0,92 + 0,02 (Figura 7c). Estos datos demuestran que la reduccion de la
fibrosis y la sustitucién génica conducen a un aumento de la fuerza 5 absoluta y especifica y protegen
significativamente al musculo de las lesiones inducidas por la contraccién.

Ejemplo 7
El tratamiento combinado aumenta la hipertrofia y la hiperplasia muscular

El MiR-29¢ co-entregado con micro-distrofina aumenté el peso total del gastroc inyectado comparado con
cualquiera de los dos inyectados solos a los tres meses de edad (Figura 8, Figura 9a). Para investigar el origen del
aumento de la masa muscular, se miden los diametros de las miofibras. El tratamiento combinado miR-29c/u-dys
demostré un aumento del tamafio medio de las fibras. Comparando los controles mdx/utrn*- con los mdx/utrn*-
tratados con miR-29c¢/u-dys, el diametro medio aumenté de 25,96 a 30,97 um (Figura 9b). La co-distribucidn
produjo un cambio hacia la distribucién del tamafio de las fibras de tipo salvaje (Figura 9c). Aunque el tamafio
medio de |as fibras se incrementé no explica el aumento de ~30 % en el peso bruto del musculo. También se midid
el area transversal total del musculo. Se escanearon los musculos gastroc de todos los grupos y se midio el area
total. Los musculos co-tratados con micro-dys/miR-29¢ presentaron un aumento significativo del area de la seccién
transversal en comparacion con los no tratados y con cualquiera de los tratamientos solos (no inyectados: 24,6
versus miR-29c¢: 26,3 versus micro-dys: 26,6 versus micro-dys/miR-29c¢c: 33.1) (Figura 8, Figura 9d).

Se ha informado de que miR-29¢ desempefia un papel en la via myoD/Pax7/myogenin y se planted la hipétesis de
que miR-29¢c puede estar influyendo en la regeneracién y activacién de las células satélite (células madre
musculares) para diferenciarse en el linaje miogénico. Para probarlo, se conté el niumero total de fibras musculares
de las imagenes escaneadas del portaobjetos completo. Un mayor nimero de fibras musculares tras el tratamiento
combinado miR-29c¢/u-dys (Figura 9e). Por ultimo, dado que los diametros de las fibras musculares en ratones
mdx/utrn+/- son heterogéneos con muchas fibras pequefias y algunas fibras hipertroficas, se determiné si el
numero de fibras por unidad de superficie (células/mm2) se veia afectado con el tratamiento. El tratamiento
combinado miR-29¢c/u-dys no fue diferente al de tipo salvaje (Figura 9f).

Ejemplo 8
El tratamiento precoz con la combinacién evita la fibrosis

En vista de la importancia potencial de la combinacidn de miR-29c¢ y micro-distrofina como una terapia profilactica
para DMD, una cohorte de ratones mdx/utrn*- mas jovenes fueron tratados a las 4 semanas de edad. Usando el
mismo paradigma que para otros grupos como se describe en el presente documento, los siguientes tratamientos
fueron comparados para la eficacia para la prevencion de la fibrosis por inyeccion intramuscular de GAS:
scAAVrh.74.CMV.miR-29c solo, ssAAVrh74. MCK.micro-distrofina + terapia de combinacion scAAVrh.74.CMV.miR-
29c, o0 ssAAVrh74.MCK.micro-distrofina solo a la misma dosis. Los ratones fueron necropsiados 12 semanas
después de la inyeccidon. Se observé una disminucién significativa de la tincidn de colageno en todo el musculo
GAS en todos los grupos tratados en comparacion con el musculo mdx/utrn ¥~ GAS contralateral no tratado (Figura
10A). La cuantificacidon de la tincidn rojo picrosirius mostrd que el musculo co-tratado con micro-distrofina/miR-29¢
tenia una reduccién del 51 % en colageno comparado con el musculo no tratado (tratado- 11,32 % % 1,18 versus
no tratado-23,15 % + 0,90) (p < 0.0001) (Figura 10) y gRT-PCR confirmd la reduccién de Col1A, Col3A, Fbny TGF-
B1 después de la terapia combinatoria (Figuras 10D y E).

Ejemplo 9

La terapia combinada temprana restaura la fuerza y protege del dafio inducido por la contraccién mejor
que el tratamiento tardio

La medicién de la fuerza in vivo se llevé a cabo en los GAS de los ratones tratados precozmente con la terapia
combinada descrita en el Ejemplo 8. En ratones mdx/utrn*- de 4 semanas de edad, el co-tratamiento usando miR-
29c/micro-distrofina mostré una mejora significativa en la fuerza absoluta en comparacién con ratones mdx/utrn**
no tratados y no hubo diferencia de tipo salvaje (co-tratados: 2908 + 129,5 mN versus sin tratar. 1639,4 £ 116,9
mN versus el tipo salvaje: 3369,73%+ 154,1 mN). La fuerza especifica también se normalizd a los niveles de tipo
salvaje tras el tratamiento combinatorio (co-tratada 338,9 + 22 34 mN/mm?2 versus no tratada 184,3 + 13,42
mN/mm?2 versus WT 364,3 + 7,79 mN/mm?2) (Figuras 11Ay By 12).
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A continuacién, cada GAS se sometid a una serie de contracciones excéntricas repetidas. Al comparar la relacion
de fuerza de cada contraccidn por la quinta contraccion, el musculo no tratado decayé a 0,53 £ 0,04 frente al co-
tratado 0,82 + 0,04 (p = 0,0001). El grupo de tratamiento combinatorio fue ligeramente inferior al de tipo salvaje,
pero no significativamente diferente, que se redujo a 0,93 £ 0,01 (Figura 11C). Estos datos demuestran que la
reduccién de lafibrosis y la sustitucién génica conducen a un aumento de la fuerza absoluta y especifica y protegen
significativamente al musculo de las lesiones inducidas por la contraccién.

Estos experimentos sugieren que la sustituciéon genética debe iniciarse en el periodo neonatal. Los esfuerzos van
claramente en la direccién de identificar la DMD y otras distrofias musculares en el periodo neonatal. ElI Ohio
Newborn Screening Study ilustra el potencial para la identificacion de DMD en recién nacidos usando CK 7 Neurol.
como biomarcador (>2000 U/l) con confirmacidén de ADN en la misma mancha de sangre seca (Mendell et al., Ann.
Neurol. 71: 304-313, 2012). Esta metodologia se esta extendiendo ahora a otros estados de EE. UU. (PPMD 16
de mayo de 2016: Next Steps with Newborn Screening) y en otros paises, en particular el Reino Unido (UK National
Screening Committee) y China (Perkin EImer™ lanza el cribado en China).

El miR-29 también se ha mostrado prometedor como modalidad de tratamiento de la fibrosis cardiaca, pulmonary
hepatica. El infarto de miocardio en ratones y humanos esta asociado a la regulacion a la baja de miR-29. Rooij et
al. (Proc. Natl. Acad. Sci, USA 105:13027-13032, 2008) demonstrated that exposure of fibroblasts to a miR-29b
mimic decreased collagen transcripts, thereby opening a clinical translation pathway for cardiac fibrosis. Estudios
posteriores demostraron que, en un modelo de ratéon con fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, era posible
atenuar la fibrosis mediante la administracion de miR-29b.14 basada en el sistema de transposones de la Bella
Durmiente (SB). Actualmente, un imitador de miR-29b se encuentra en un ensayo clinico intradérmico local de fase
1 de seguridad-tolerabilidad en voluntarios sanos (miRagen Therapeutics™ MRG-201). En comparacion con la
administracién de oligonucleétidos miR-29, que requeriria una administracion repetida relacionada con la vida
media de los oligonucledtidos, la terapia génica AAV podria proporcionar potencialmente una ruta para la
transferencia génica de una sola administracion.

Ejemplo 10

Tratamiento con Expresién Muscular Especifica de miR-29 y Micro-distrofina Redujo Fibrosis y Expresién
ECM

Los vectores AAV que comprenden la secuencia miR29c y un promotor MCK especifico del musculo también fueron
generados y probados como una terapia de combinacidén con vectores AAV que expresan micro-distrofina. Para
generar el vector rAAV, al que en el presente documento se refiere como rAAV.MCK.miR29c¢, la secuencia de 22
nucledtidos de miR29c¢ (cadena diana SEQ ID NO: 3y la cadena guia SEQ ID NO: 4) en un armazén de miR-30
dirigido por un promotor MCK (SEQ ID NO: de catalogo 11). El casete de expresion (SEQ ID NO: 12) se clond en
un plasmido AAV monocatenario y se empaqueté utilizando AAVrh74, un serotipo conocido por expresarse bien en
el musculo. El ADNc de miR-29c se sintetizé utilizando un cebador personalizado que contenia la cadena diana
(sentido) de miR-29c, el bucle madre de miR-30 y la cadena guia (antisentido) de miR-29¢ en la espina dorsal de
miR-30. Se modificaron tres bases de |la secuencia de miR-29c. A continuacién, esta secuencia se cloné en un
plasmido AAV ITR monocatenario dirigido por el promotor MCK y la secuencia poliA.

El plasmido pAAV.MCK.miR29C contiene el ADNc de mir29¢ en una espina dorsal de bucle madre de miR-30
flanqueado por secuencias de repeticién terminal invertida (ITR) de AAV2. Esta secuencia es la que se encapsulé
en los viriones AAVrh74. Ademas, se cambiaron algunos nucleotidos de la secuencia diana de miR-29c para imitar
el emparejamiento Watson-crick en este sitio, como en el ARNhc-miR(luc). De conformidad con el disefio del
ARNhc-luc, la horquilla debe ser perfectamente complementaria en toda su longitud. Ademas, cuantos mas
cambios se produzcan en la hebra pasajera, mas probable sera la eliminacién de cualquier mecanismo endégeno
que regule el procesamiento de miR-29 y que pudiera reconocer al miARN a través del tallo. La base 19 de la
cadena guia se modificd a una citosina para imitar el nucledtido que precede al sitio de corte en la secuencia
natural de mi-29c y la base correspondiente en la otra cadena se cambio para preservar el emparejamiento.

El tratamiento temprano de la terapia de combinacion AAV.MCK.miR-29c¢c/micro-distrofina fue mas eficaz en la
reduccion de la fibrosis y la expresion ECM. Ratones mdx/utrn*'- de 4-5 semanas de edad recibieron una inyeccién
intramuscular de rAAVrh.74. MCK.MiR-29¢ y rAAVrh74.MCK.micro-distrofina a 5x10™ vgs al musculo gastrocnemio
izquierdo como se describe en el Ejemplo 5. Los musculos se cosecharon doce semanas después de la inyeccion.
La tincién con rojo Picrosirius del musculo cosechado de ratones no inyectados y ratones inyectados con terapia
de combinacion de rAAV.MCK.miR-29¢/rAAV.MCK . micro-distrofina mostré que el masculo co-tratado tenia una
reduccién del 50,9 % en colageno comparado con el musculo GAS no tratado (Ver Figuras 13ay 13b). gRT-PCR
confirmoé un aumento en los niveles de transcripcion de miR-29c¢ en la cohorte tratada (Figuras 13c). La gqRT-PCR
semi-cuantitativa mostrd una reduccion significativa en los niveles de Colageno A1 y Colageno 3A (Figura 13d,
13e), Fibronectina (Figura 13f) y Tgfp1 (Figura 13g) en el musculo tratado con AAV.MCK.miR-29¢c/AAV.micro-
distrofina comparado con las terapias de la extremidad contralateral. (*p < 0,05, ****p < 0,0001).El tratamiento
tardio de la terapia de combinacién AAV.MCK.miR-29c¢c/micro-distrofina es eficaz en la reduccién de la fibrosis y la
expresion de ECM. Ratones mdx/utrn*- de tres meses de edad recibieron una inyeccién intramuscular de
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rAAVrh. 74 MCK.MiR-29¢ y rAAVrh.74 MCK. micro-distrofina a 5x10" vgs en el musculo gastrocnemio izquierdo
como se describe en el Ejemplo 5. Los musculos se cosecharon doce semanas después de la inyeccion. La tincion
con rojo Picrosirius del musculo no tratado, tratado con AAV.MCK.miR-29¢ y AAV.MCK.miR-29¢c/AAV.micro-
distrofina mostré que el musculo co-tratado tenia una reduccién del 30,3 % en colageno comparado con el musculo
GAS no tratado (Ver Figuras 14ay 14b) gRT-PCR confirmé un aumento en los niveles de transcripcion de miR-29¢
en las cohortes tratadas (Figura 14c). La qRT-PCR semi-cuantitativa muestra una reduccion significativa en los
niveles de Colageno 1Ay Colageno 3A (Figuras 14d, 14e), Fibronectina (Figura 14f) y Tgf1 (Figura 14g) en el
musculo tratado con AAV.miR-29¢c/AAV.micro-distrofina comparado con la extremidad contralateral. ANOVA
unidireccional. Todos los datos representan la media £+ SEM. (** p < 0,01, ****p < 0,0001).

Ejemplo 11

La terapia combinada temprana restaura la fuerza y protege del dafio inducido por la contraccién mejor
que el tratamiento tardio

La medicion de fuerza in vivo fue llevada a cabo en el GAS de los ratones tratados tempranamente con la expresion
musculo-especifica de miR-29 y micro-distrofina. como se describe en los Ejemplos 8 y 9. En ratones mdx/utrn**
de 4 semanas de edad, el co-tratamiento usando rAAV.MCK.miR-29c/y rAAV expresando micro-distrofina mostro
una mejora significativa en la fuerza absoluta en comparacién con ratones mdx/utrn** no tratados y no hubo
diferencia de tipo salvaje (Figura 15a). La fuerza especifica también se normalizé a niveles de tipo salvaje tras la
terapia combinada (Figura 15b).

A continuacién, se evalud la pérdida de fuerza de los mUsculos tras contracciones excéntricas repetitivas, tal como
se describe en el Ejemplo 9. Ratones co-tratados con rAAV.MCK miR-29¢/rAAV.MCK. micro-distrofina y
rAAV.MCK . micro-distrofina solos mostraron una proteccién de la pérdida de fuerza comparada con musculos
mdx/utrn *- no tratados (Figura 15c).

En ratones mdx/utrn*”- de 12 semanas de edad, el co-tratamiento usando rAAV.MCK.miR-29c/y rAAV expresando
micro-distrofina restauré la fuerza y protegid contra el dafio inducido por contraccion. Medicién de fuerza absoluta
(Figura 16a) y fuerza especifica normalizada (Figura 16b) después de contraccidn tetanica musculos GAS
inyectados con rAAV.MCK.miR-29¢c y rAAV expresando micro-distrofina fueron significativamente aumentados
comparados con musculo mdx/utrn*- no tratado. Posteriormente, se evaluo la pérdida de fuerza de los musculos
tras contracciones excéntricas repetitivas, tal como se describe en el Ejemplo 9. Los ratones co-tratados con
MCK.miR-29c¢/micro-distrofina mostraron una proteccion contra la pérdida de fuerza en comparacién con los
musculos mdx/utrn * no tratados (Figura 16c). Estos datos demuestran que la reduccion de la fibrosis y la
sustitucion génica conducen a un aumento de la fuerza absoluta y especifica y protegen significativamente al
musculo de las lesiones inducidas por la contraccién.

Ejemplo 12
El tratamiento combinado precoz aumenta la hipertrofia y la hiperplasia muscular

La co-entrega de rAAV.MCK.miR-29 con rAAV expresando micro-distrofina no aumento el peso total del gastroc
inyectado comparado con cualquiera de los dos inyectados solos a los tres meses post-inyeccidn (Figura 17a). Los
diametros de las miofibras también fueron medidos. El tratamiento combinado de miR-29c¢c/micro-distrofina
demostré un aumento en el tamafio medio de la fibra. Comparando controles mdx/utrn* con miR-29¢/micro-
distrofina tratados mdx/utrn*-, el diametro medio aumentd de 28,96 a 36,03 um (Figura 17b). La co-distribucion
produjo un cambio hacia la distribucion del tamafio de las fibras de tipo salvaje (Figura 17c¢). El nimero de fibras
musculares por mm?2 en el tratamiento de combinacion miR-29c¢c/micro-distrofina fue significativamente menor que
los ratones no tratados y de tipo salvaje (Figura 17d; ***p<0,01, ****p<0,0001).
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REIVINDICACIONES

1. Un vector AAV recombinante para expresar miR-29, en el que el vector comprende la secuencia de nucleotidos
de SEQ ID NO: 2.

2. El vector AAV recombinante de la reivindicacion 1, en el que el vector comprende un promotor y una sefial de
poliadenilacion.

3. El vector AAV recombinante de la reivindicacién 2, en el que el promotor es un promotor CMV o un promotor
MCK.

4. Un vector AAV recombinante que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO : 1.

5. El vector AAV recombinante de la reivindicacién 1, en el que la secuencia de nucledtidos esta unida de forma
operable a un elemento de control especifico del musculo.

6. El vector AAV recombinante de cualquier reivindicacion precedente en el que el vector es del serotipo AAVrh74.

7. El vector AAV recombinante de la reivindicacién 5 o0 6, en el que el elemento de control especifico de musculo
se deriva de un elemento génico de actina esquelética humana, elemento génico de actina cardiaca, factor
potenciador de unién especifico de miocitos mef, creatincinasa muscular (MCK), MCK truncada (tMCK), cadena
pesada de miosina (MHC), MHCKY7, C5-12, elemento potenciador de la creatina quinasa murina, elemento génico
de la troponina ¢ esquelética de contraccion rapida, elemento génico de la troponina ¢ cardiaca de contraccién
lenta, elemento génico de la troponina i de contraccién lenta, factores nucleares inducibles por hipoxia, elemento
inducible por esteroides o elemento de respuesta a glucocorticoides (gre).

8. El vector AAV recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 5-7 en el que el elemento de control musculo-
especifico comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 13.

9. Una composicion que comprende el vector AAV recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

10. El vector AAV recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o la composicidon de la reivindicacién 9
para su uso en el tratamiento de la distrofia muscular.

11. El vector AAV recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o la composicidon de la reivindicacién 9
para su uso en la reduccidn o prevencion de la fibrosis en un sujeto que padece distrofia muscular.

12. El vector AAV recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o la composicidon de la reivindicacién 9
para su uso en el aumento de la fuerza muscular en un sujeto que padece distrofia muscular.

13. El vector AAV recombinante o composicion para su uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
10-12, en el que el vector AAV recombinante 0 composicion se administra mediante inyeccién intramuscular.

14. El vector AAV recombinante o composicién para uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10-
13, en el que el vector AAV recombinante o composicién se administra antes de que se observe fibrosis en el sujeto
0 antes de que se reduzca la fuerza muscular en el sujeto 0 antes de que se reduzca la masa muscular en el sujeto.

15. Un método in vitro para producir una secuencia polinucleotidica miR-29 madura que comprende infectar una

célula huésped con un vector AAV recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 y expresar un
polinucleétido miR-29 maduro en la célula huésped.
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FOGATGRBGECTG

CTCTARRUTGATOGGO ACTGGOARALUTGAG
GAGUAGATOARIUTHEITGA AT AGIETRG
FHATAGTA R AGA MK AGTCUAACTTGO AUCHRGETHOTGRST

SADUTOUAGAAUC G AUTGAAATAGTTGAACDACTRIOVGAD A AADATHAL
GRACOHUACAADNGAARGAT
GUATGDADCATAAGGTOUTGUAGGAGGATUTGOAACALGATCAGEHT
FHATATATATGOTGR

POGAGGEARGASBCCALTEGGATTCHATUTEHRAUGRTTTGS

AGAGATAN
RUGNGTGRACTRYT

sogn
3
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Figura 1B

HFIGGTRGACGAATUTAGTOGRGATU AU GOEACCHUCHIRCTUHGATRGRADALUTGA
AGHTOCTGGRGAL

TRAGDATCAGAACRBAANTOCTGTCTABCOTECA
ATOTGEAGAARAAAGAACCAGARBCATHRE N AAAUTETATAGCUTGA AR ALGATOTG
CTGAGCACTCTGAAGA AU RAGAGCHTHGAUTUAGARGACAGARGUCTHHOTGGARTA
AUV HTOCAGAASTTHOGAGARAAMFTACAGLIICAL
ATTCTCAGUREFRACCACR AT AT AGUCTHACOUAGA U S ACITTRATGRGA
AACCHTGAUCACLGTGACAATCURIGAACAGATUTTLGTGAAAUATQUCCALGAAG
AGURHETACURICANTTECRAGAAGAABAGAACTUTOGAGUGRUTGUAGD ARG
CAGGAAGUAUTGATGHASMITGGACUTGAAGIYGAGGU A GRUCGA AGTOATTAS GGG

«/
4/’/

PTGLUGUTIUTGGRALAARLN

CNOTTOOCAGIOTUTNGOUGATUTEUTGATTIRATIOCOTHU ADGANTATCTENASSA
CITGARGGUTOTGAGARGUGAAATIGUTOC ACTHAAGGAGARDUTHAGTUA TGS A
ACHATCTGOGOTRGACAGCTRACAAU AU TGGGUATTUC AGUTGABCUCATAL SATIYG
CROATTGHAGGACOT A TAOCAGHRTHGAAGCTOCTGUAGGTGHUTRTHGAAGA

CLGOGTGUGGUAGRUTOU A THAGLUOTR TUGUGAU TG AT ALGUCARGUTAIALT
TIUTGAGOACARUUETGCATGGOUOTGLGAGAGGUUCATIIUTCOUA AUAALNTIG
COUTATTATATTASTCACGALGANTCAGACC ACTTETTOOGACUATOCCAATATGACA
CAMITGTAOUAGTTUCOTGGOUGATUTGAACA AUGTRAGUTTTAGOGUITTAUAGA AU
GUTATGAAGUTGASACGGU TG ARAALUCUUHD TGCUTGIATCTINONITONCTIOG
GCOGUTRCGRTGUCUTGGATUAGL ATARTUTGARAAAGRSUGR TUAGUC L AT

PATOUTGRIAGATUATUARUTRUOUGATC RUTRTUTAUGAC AGGUTGGAGUAGHAGT
AUAACAACUTRO TN AADGTGCUTICTOTNOOTOGATA T GUCTGAATTGIIGETY
ACIITGTATRACATR R GUACURGHATCAGAGTEUTGAGTITTRAAS AU TR

ATTATUTCOCIGTUTAAGGOICACCIGHAGGARC A AGTAUSGUOTROUNITICARKCAS
CAGTAGCACTGUATTITO VG AN AGCGUCOODTGUG AUTHOTGC
ACTATUCSGATINCT AGATARCTGOGALAGS

v

FHOATGAT
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- Figura 210

TGGOUTAGTTROGGAGOATCER ACATCOASCCCALBCOTEIGCAGTTGYTTCUAGTTTG
CCAATAACAARCCTGAAATCOASGCTSCTCTOTICCTGOATTGGATOCOCCTGOAAL
CACAGAGCATGRTUTGGOTGCOTGTOUTGAUSGAGTHGCTGUCOUCHAAACTGIT
ASGCACCAGGUTAAATGUSACATUTGUA AGGAATGTCLCATTATOCGGUTTTCGUTAL
AGGAGTUTGARACATTTIIAAUTACOATATTTORCCAGAGUTGCTIUTTITCCGGAAGA
GTGEICAAAGGACATRAGATGUACTACCCTATGGTOGAATATTQUACCLCAATTALC
ATCTGOGCGAAGATOTGCGUGATTTTOCCAAGGTGUTGAAGAATAAGTTICGDALTAA
CAGGTACTTCGCLAAGC ACCOCUGUATGOGETATCTGIN AGTGUAGACAGTOUTNG
AAGGAGACAATATGOAGACCOATALAATETGAGC
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Figura 224
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Figura 338
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Figura 220
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