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DESCRIPCIÓN

Eliminación del exón del gen de la distrofina mediante nucleasas modificadas genéticamente

Campo de la invención

La invención se refiere al campo de la biología molecular y la tecnología de ácidos nucleicos recombinantes. En
particular, la invención se refiere a una composición para su uso en el tratamiento de un paciente con distrofia muscular5
de Duchenne que comprende la eliminación de un exón del gen de la distrofina usando nucleasas modificadas
genéticamente.

Antecedentes de la invención

La distrofia muscular de Duchenne es un trastorno degenerativo muscular ligado al cromosoma X que afecta
aproximadamente a 1 de cada 3500 niños en todo el mundo. La enfermedad es causada por mutaciones en el gen de10
la distrofina (DMD), que es el gen más grande conocido. DMD abarca 2,2 Mb del cromosoma X y codifica
predominantemente un transcrito de 14 kb derivado de 79 exones. La proteína distrofina de longitud completa, tal
como se expresa en el músculo esquelético, músculo liso y cardiomiocitos, tiene 3685 aminoácidos y un peso
molecular de 427 kD. El fenotipo de Duchenne severo generalmente se asocia con la pérdida de la proteína distrofina
de longitud completa del músculo esquelético y cardíaco, lo que conduce a una degeneración muscular debilitante y,15
en última instancia, a insuficiencia cardíaca. Se ha descrito un gran número de mutaciones diferentes de DMD, muchas
de las cuales dan como resultado distrofia muscular de Duchenne grave o distrofia muscular de Becker más leve. El
Leiden University Medical Center mantiene una base de datos de mutaciones en el gen DMD (http://www.dmd.nl).

Se están siguiendo varias estrategias terapéuticas para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne. Primero,
las estrategias de "reemplazo de genes" son un área activa de investigación (Oshima, et al. (2009) J of the Am. Soc.20
Of Gene Ther. 17: 73-80; Liu, et al. (2005) Mol. Ther 11: 245-256; Lai et al. (2006) Hum Gene Ther. 17: 1036-1042;
Odom et al. (2008) Mol. Ther. 16: 1539-1545). Este enfoque implica la administración de una copia funcional del gen
DMD a los pacientes usando un vector de administración viral, típicamente virus adenoasociado (AAV). Sin embargo,
el gran tamaño del gen DMD lo hace incompatible con la capacidad de transporte limitada de los vectores virales
comunes. Esto requiere el uso de un gen de "microdistrofina" en el que la mayor parte de la porción central repetitiva25
del gen se elimina para dejar solo la proteína funcional mínima. Sin embargo, no está claro que la expresión de
"microdistrofina" sea suficiente para obtener un beneficio clínico. Además, este enfoque adolece de la posibilidad de
una integración genética aleatoria en el genoma del paciente, lo que podría conducir a una mutagénesis de inserción
y al potencial de reacciones inmunes contra el vector de administración.

Un segundo enfoque para tratar la distrofia muscular de Duchenne implica el trasplante de células precursoras30
musculares sanas en las fibras musculares del paciente (Peault et al. (2007) Mol. Ther. 15: 867-877; Skuk, et al. (2007)
Neuromuscul Desorden 17: 38-46). Este enfoque adolece de una migración ineficaz de los mioblastos trasplantados y
del potencial de rechazo inmunitario por parte del paciente.

Un tercer enfoque implica la eliminación de mutaciones sin sentido usando PTC124 (Welch, et al. (2007) Nature 447:
87-91). Sin embargo, esto requeriría una dosificación del fármaco de por vida, y el enfoque aún no ha mostrado ningún35
beneficio clínico significativo.

Un cuarto tratamiento potencial, y más prometedor, para la distrofia muscular de Duchenne se llama "Omisión de
Exón" (Williams, et al. (2008) BMC Biotechnol. 8:35; Jearawiriyapaisarn et al. (2008) Mol Ther. 16: 1624-1629; Yokota,
et al. (2007) Acta Myol. 26: 179-184; van Deutekom et al. (2001) Hum. Mol. Gen.10: 1547-1554; Benedetti et al. (2013)
FEBS J 280: 4263-80; Rodino-Klapac (2013) Curr Neurol Neurosci Rep. 13: 332; Verhaart and Aartsma-Rus (2012)40
Curr Opin Neurol. 25: 588-96). En general, las porciones N- y C-terminales del gen de la distrofina son esenciales para
su papel como una proteína de "andamio" que mantiene la integridad de la membrana en las fibras musculares,
mientras que el "dominio de barra" central, que comprende 24 repeticiones de tipo espectrina, es al menos
parcialmente dispensable. De hecho, el fenotipo grave de Duchenne se asocia típicamente con mutaciones en el gen
de la distrofina que introducen cambios de marco y/o codones de terminación prematura, lo que da como resultado45
una forma truncada de la proteína distrofina que carece del dominio C-terminal esencial. Las mutaciones en el dominio
de la  barra central, incluidas las grandes eliminaciones de exones completos, dan como resultado típicamente un
fenotipo de Becker mucho más leve si mantienen el marco de lectura de manera que el dominio C-terminal de la
proteína esté intacto.

La distrofia muscular de Duchenne es causada con mayor frecuencia por la eliminación de uno o más exones50
completos, lo que da como resultado un cambio del marco de lectura. Por ejemplo, el exón 45 está eliminado con
frecuencia en pacientes con Duchenne. Debido a que el exón 45 tiene 176 pb de largo, que no es divisible entre tres,
la eliminación del exón desplaza los exones 46-79 al marco de lectura incorrecto. Lo mismo puede decirse del exón
44, que tiene 148 pb de longitud. Sin embargo, si se eliminan los exones 44 y 45, el tamaño total de la eliminación es
324 pb, que es divisible por tres. Por tanto, la eliminación de ambos exones no da como resultado un cambio del marco55
de lectura. Debido a que estos exones codifican una parte del dominio de barra no esencial de la proteína distrofina,
se espera que eliminarlos de la proteína dé como resultado un fenotipo leve similar a Becker. Por tanto, un paciente
con el fenotipo Duchenne debido a la eliminación de uno o más exones puede, potencialmente, ser tratado eliminando
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uno o más exones adyacentes para restaurar el marco de lectura. Este es el principio detrás de "Omisión de Exón",
en el que se utilizan oligonucleótidos modificados para bloquear los sitios aceptores de empalme en el pre-ARNm de
distrofina, de modo que uno o más exones específicos estén ausentes del transcrito procesado. El enfoque se ha
utilizado para restaurar la expresión del gen de la distrofina en el modelo de ratón mdx omitiendo el Exón 23, que
albergaba una mutación sin sentido inductora de enfermedad (Mann, et al. (2001) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 98: 42-5
47). Los análogos de oligonucleótidos que inducen la omisión del Exón 51 también se han mostrado prometedores en
los primeros ensayos clínicos en humanos (Benedetti et al. (2013) FEBS J. 280: 4263-80). Las principales limitaciones
de este enfoque son: (1) el proceso de omisión de exón es ineficaz, lo que resulta en niveles relativamente bajos de
expresión funcional de distrofina; y (2) el oligonucleótido que omite el exón tiene una vida media relativamente corta,
por lo que el efecto es transitorio, lo que requiere una dosificación repetida y de por vida. Por lo tanto, si bien los10
enfoques de omisión de exones se han mostrado prometedores en los ensayos clínicos, las mejoras en la progresión
de la enfermedad han sido mínimas y variables.

La presente invención mejora los enfoques actuales de omisión de exón al corregir la expresión génica al nivel del
ADN genómico en lugar de pre-ARNm. La invención es una composición que comprende un par de endonucleasas
modificadas genéticamente, específicas de sitio o genes que codifican tales nucleasas, para su uso en un tratamiento15
permanente para la distrofia muscular de Duchenne que implica la escisión de exones específicos de la secuencia
codificante de DMD. Dirigiendo un par de tales endonucleasas a sitios en las regiones intrónicas que flanquean un
exón, es posible eliminar permanentemente el fragmento intermedio que contiene el exón del genoma. La célula
resultante y su progenie expresarán distrofina mutante en la que se elimina una porción del dominio de repetición de
espectrina no esencial, pero los dominios N- y C-terminales esenciales están intactos.20

Se conocen en la técnica procedimientos para producir endonucleasas específicas de sitio modificadas genéticamente.
Por ejemplo, las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) pueden ser modificadas genéticamente para reconocer y cortar
sitios predeterminados en un genoma. Las ZFN son proteínas quiméricas que comprenden un dominio de unión al
ADN con dedos de zinc fusionado al dominio nucleasa de la enzima de restricción FokI. El dominio del dedo de zinc
se puede rediseñar mediante medios racionales o experimentales para producir una proteína que se una a una25
secuencia de ADN predeterminada de aproximadamente 18 pares de bases de longitud. Al fusionar este dominio de
proteína modificado genéticamente a la nucleasa FokI, es posible apuntar a rupturas de ADN con especificidad a nivel
de genoma. Las ZFN se han utilizado ampliamente para seleccionar como diana la adición, eliminación y sustitución
de genes en una amplia gama de organismos eucariotas (revisado en S. Durai et al., Nucleic Acids Res 33, 5978
(2005)). Asimismo, se pueden generar nucleasas efectoras de TAL (TALEN) para escindir sitios específicos en el ADN30
genómico. Al igual que un ZFN, un TALEN comprende un dominio de unión a ADN específico de un sitio modificado 
genéticamente fusionado al dominio de nucleasa FokI (revisado en Mak, et al. (2013) Curr Opin Struct Biol. 23: 93-9).
En este caso, sin embargo, el dominio de unión al ADN comprende una matriz en tándem de dominios efectores de
TAL, cada uno de los cuales reconoce específicamente un único par de bases de ADN. Una limitación que tienen las
ZFN y TALEN para la práctica de la presente invención es que son heterodiméricas, de modo que la producción de35
una única nucleasa funcional en una célula requiere la coexpresión de dos monómeros proteicos. Debido a que la
presente invención requiere dos nucleasas, una para cortar a cada lado del exón de interés, esto necesitaría
coexpresar cuatro monómeros de ZFN o TALEN en la misma célula. Esto presenta desafíos importantes en la
administración de genes porque los vectores de administración de genes tradicionales tienen una capacidad de carga
limitada. También introduce la posibilidad de una "dimerización errónea" en la que los monómeros se asocian de40
manera inapropiada para producir especies de endonucleasas diméricas no deseadas que podrían reconocer y cortar
las ubicaciones diana en el genoma. Esto puede, potencialmente, minimizarse generando heterodímeros ortogonales
obligados en los que los dominios de nucleasa FokI de los cuatro monómeros se modifican genéticamente 
diferencialmente para dimerizar preferentemente con el monómero asociado pretendido.

Los Compact TALEN son una arquitectura de endonucleasa alternativa que evita la necesidad de dimerización45
(Beurdeley, et al. (2013) Nat Commun. 4: 1762). Un Compact TALEN comprende un dominio de unión a ADN efector
de TAL específico de sitio, modificado genéticamente, fusionado al dominio de nucleasa de la endonucleasa de 
anidamiento de I-TevI. A diferencia de FokI, I-TevI no necesita dimerizarse para producir una ruptura de ADN de doble
hebra, por lo que Compact TALEN es funcional como monómero. Por tanto, es posible coexpresar dos Compact
TALEN en la misma célula para poner en práctica la presente invención.50

Las endonucleasas modificadas genéticamente basadas en el sistema CRISPR/Cas9 también se conocen en la
técnica (Ran, et al. (2013) Nat Protoc. 8: 2281-2308; Mali et al. (2013) Nat Methods. 10: 957-63). Una endonucleasa
CRISPR comprende dos componentes: (1) una nucleasa efectora de caspasa, típicamente Cas9 microbiana; y (2) un
"ARN guía" corto que comprende una secuencia de direccionamiento de ~20 nucleótidos que dirige la nucleasa a una
ubicación de interés en el genoma. Al expresar múltiples ARN guía en la misma célula, cada uno con una secuencia55
de direccionamiento diferente, es posible apuntar rupturas de ADN simultáneamente a múltiples sitios en el genoma.
Por tanto, las nucleasas CRISPR/Cas9 son adecuadas para la presente invención. El principal inconveniente del
sistema CRISPR/Cas9 es su alta frecuencia informada de rupturas del ADN fuera de la diana, lo que podría limitar la
utilidad del sistema para tratar pacientes humanos (Fu, et al. (2013) Nat Biotechnol. 31: 822-6).

En la realización preferida de la invención, el agente inductor de la ruptura del ADN es una endonucleasa de 60
anidamiento modificada genéticamente (también denominada "meganucleasa"). Las endonucleasas de anidamiento 
son un grupo de nucleasas de origen natural que reconocen sitios de escisión de 15-40 pares de bases que se
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encuentran comúnmente en los genomas de plantas y hongos. Con frecuencia se asocian con elementos de ADN
parásitos, como los intrones e inteínas de autoempalme del grupo 1. Promueven de forma natural la recombinación
homóloga o la inserción de genes en ubicaciones específicas del genoma del huésped al producir una ruptura de doble
hebra en el cromosoma, que recluta la maquinaria de reparación del ADN celular (Stoddard (2006), Q. Rev. Biophys.
38: 49-95). Las endonucleasas de anidamiento se agrupan comúnmente en cuatro familias: la familia LAGLIDADG, la5
familia GIY-YIG, la familia de cajas His-Cys y la familia HNH. Estas familias se caracterizan por motivos estructurales
que afectan la actividad catalítica y la secuencia de reconocimiento. Por ejemplo, los miembros de la familia
LAGLIDADG se caracterizan por tener una o dos copias del motivo LAGLIDADG conservado (véase Chevalier et al.
(2001), Nucleic Acids Res. 29(18): 3757-3774). Las endonucleasas de anidamiento de LAGLIDADG con una única
copia del motivo LAGLIDADG forman homodímeros, mientras que los miembros con dos copias del motivo10
LAGLIDADG se encuentran como monómeros.

I-CreI (SEQ ID NO: 1) es un miembro de la familia LAGLIDADG de endonucleasas de anidamiento que reconoce y
corta una secuencia de reconocimiento de 22 pares de bases en el cromosoma del cloroplasto del alga
Chlamydomonas reinhardtii. Se han utilizado técnicas de selección genética para modificar la preferencia del sitio de
escisión I-CreI de tipo silvestre (Sussman et al. (2004), J. Mol. Biol. 342: 31-41; Chames et al. (2005), Nucleic Acids15
Res 33: e178; Seligman et al. (2002), Nucleic Acids Res. 30: 3870-9, Arnould et a. (2006), J. Mol. Biol. 355: 443-58).
Más recientemente, se describió un procedimiento de diseño racional de endonucleasas de anidamiento mono-
LAGLIDADG que es capaz de rediseñar de forma integral I-CreI y otras endonucleasas de anidamiento para apuntar
a sitios de ADN ampliamente divergentes, incluidos sitios en genomas de mamíferos, levaduras, plantas, bacterias y
virus. (WO 2007/047859).20

Como se describió por primera vez en el documento WO 2009/059195, I-CreI y sus derivados modificados 
genéticamente son normalmente diméricos pero se pueden fusionar en un solo polipéptido usando un enlazador
peptídico corto que une el extremo C-terminal de una primera subunidad al extremo N-terminal de una segunda
subunidad (Li, et al. (2009) Nucleic Acids Res. 37: 1650-62; Grizot, et al. (2009) Nucleic Acids Res. 37: 5405-19.) Por
lo tanto, una meganucleasa funcional "monocatenaria" se puede expresar a partir de una única transcripción. Al25
administrar genes que codifican dos meganucleasas monocatenarias diferentes a la misma célula, es posible cortar
simultáneamente dos sitios diferentes. Esto, junto con la frecuencia extremadamente baja de cortes fuera de la diana
observada con las meganucleasas modificadas genéticamente las convierte en la endonucleasa preferida para la
presente invención.

El uso de meganucleasas modificadas genéticamente para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne se30
describió previamente en el documento WO 2011/141820 (la solicitud '820). En esta solicitud de patente, los autores
discuten la posibilidad de utilizar meganucleasas modificadas genéticamente para corregir defectos en el gen DMD a
través de tres mecanismos diferentes (véase WO 2011/141820 Figura 1). Primero, los autores contemplan el uso de
una meganucleasa modificada genéticamente para insertar una copia transgénica de DMD o micro-DMD en un locus
de "puerto seguro", como AAVS1, donde se expresará de forma constitutiva sin afectar la expresión génica endógena.35
En segundo lugar, los autores proponen que se podría hacer una meganucleasa para escindir el genoma en un sitio
cerca de una mutación deletérea en la DMD y que esta ruptura del ADN estimularía la recombinación homóloga entre
el gen DMD mutante en el genoma y una copia sana del gen proporcionado en trans de manera que se corrija la
mutación en el genoma. En tercer lugar, los autores de la solicitud '820 proponen que se puede hacer una
meganucleasa modificada genéticamente para insertar ADN extraño en un intrón en el gen DMD y que tal40
meganucleasa podría usarse para insertar el dominio C-terminal esencial de la distrofina en un intrón temprano
corriente arriba de una mutación que causa una enfermedad. Significativamente, al contemplar los innumerables usos
de las meganucleasas para manipular el gen DMD, los autores de la solicitud '820 no contemplan el uso de dos
meganucleasas simultáneamente en las mismas células, ni proponen la eliminación de ninguna secuencia de ADN
como en la presente invención.45

Finalmente, Ousterout et al. demostró que una ruptura del ADN puede dirigirse a la secuencia codificante de DMD
utilizando un TALEN y que la ruptura se repara con frecuencia a través de la vía mutagénica de unión de extremos no
homóloga, lo que da como resultado la introducción de pequeñas inserciones y/o eliminaciones ("indeles") que puede
cambiar el marco de lectura del gen (Ousterout et al. (2013) Mol Ther. 21: 1718-26). Demostraron la posibilidad de
restaurar la expresión del gen DMD en una parte de las células mutantes mediante la administración de una ruptura50
del ADN al exón inmediatamente después de la mutación y confiando en la reparación del ADN mutagénico para
restaurar el marco de lectura en algún porcentaje de células. A diferencia de la presente invención, este enfoque
involucró una sola nucleasa y se dirigió a la secuencia codificante del gen.

El documento US 2012/301456 A1 describe un procedimiento para tratar la distrofia muscular de Duchenne induciendo
una ruptura de doble hebra dentro del gen de la distrofina humana y confiando en la unión de extremos no homólogos55
para reparar una mutación que causa la enfermedad.

El documento CA 2878645 A1 describe un procedimiento para tratar la distrofia muscular de Duchenne induciendo
una ruptura de doble hebra dentro del gen de la distrofina humana y usando una plantilla de reparación para reparar
una mutación que causa la enfermedad por medio de recombinación homóloga.

Sumario de la invención60
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La invención está definida por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invención es una composición que comprende un par de nucleasas modificadas genéticamente, o genes
que codifican un par de nucleasas modificadas genéticamente, para su uso en un procedimiento de tratamiento de la
distrofia muscular de Duchenne, en el que las dos nucleasas son capaces de escindir un exón del gen DMD, para
restaurar el marco de lectura normal. La primera nucleasa corta una primera secuencia de reconocimiento dentro de5
un intrón que es adyacente y 5' corriente arriba del exón. La segunda nucleasa corta una segunda secuencia de
reconocimiento dentro de un intrón que es adyacente y 3' corriente abajo del exón. La primera secuencia de
reconocimiento y la segunda secuencia de reconocimiento tienen salientes complementarias cuando se cortan por
dicha primera nucleasa y dicha segunda nucleasa. Las células así tratadas expresarán una forma abreviada de la
proteína distrofina en la que una parte del dominio central de repetición de la espectrina está ausente pero los dominios10
N- y C-terminales están intactos. Esto, en muchos casos, reducirá la gravedad de la enfermedad al fenotipo leve de
Becker.

Se divulga un procedimiento general para tratar la distrofia muscular de Duchenne usando un par de nucleasas.
También se divulgan meganucleasas modificadas genéticamente adecuadas para practicar el procedimiento. Además,
se divulgan Compact TALEN modificados genéticamente adecuados para practicar el procedimiento. También se15
divulgan CRISPR para practicar el procedimiento. Se divulgan además vectores y técnicas para administrar nucleasas
modificadas genéticamente a células de pacientes.

Breve descripción de las figuras

Figura 1. Estructura del gen DMD. Se dibujan 79 exones para indicar el marco de lectura. Se indican los dominios
de unión a actina y de unión a distroglicano esenciales, que abarcan aproximadamente los exones 2-8 y 62-70,20
respectivamente.

Figura 2. Estrategias para eliminar exones del gen DMD utilizando diferentes tipos de nucleasas. 2A) Estrategia
para eliminar un exón utilizando un par de CRISPR. Se utilizan un par de "ARN guía" ("ARNg") que son
complementarios a un par de sitios de reconocimiento que flanquean el exón de interés. Como se muestra en esta
figura, los ARNg pueden ser complementarios a las secuencias de reconocimiento que están distales al motivo25
"GG" conservado y al sitio de escisión del ADN de Cas9. En esta orientación, las secuencias de reconocimiento
de CRISPR se conservan en gran medida después de la escisión del ADN, la escisión del fragmento intermedio
de ADN genómico y la reunión de los extremos del cromosoma. 2B) Un esquema alternativo para eliminar un exón
usando un par de CRISPR en el que los ARNg son complementarios a las secuencias de reconocimiento que están
próximas al exón. En esta orientación, las secuencias de reconocimiento de CRISPR se eliminan en gran medida30
después de la escisión del ADN, la escisión del fragmento intermedio de ADN genómico y la reunión de los
extremos del cromosoma. Se contempla en la invención que también podría comprender un híbrido de los
esquemas mostrados en 2A y 2B. 2C) Estrategia para eliminar un exón utilizando un par de Compact TALEN
(cTALEN). Se utilizan un par de dominios de unión al ADN efector de TAL ("TALE") que se unen a un par de sitios
de reconocimiento que flanquean el exón de interés. Como se dibuja en esta figura, los TALE pueden unirse a35
secuencias de reconocimiento que están distales al motivo conservado "CNNNG" que es reconocido y cortado por
el dominio de escisión I-TevI ("TevI-CD"). En esta orientación, las secuencias de reconocimiento de cTALEN se
conservan en gran medida después de la escisión del ADN, la escisión del fragmento intermedio del ADN genómico
y la reunión de los extremos del cromosoma. Además, los cTALEN de esta figura se muestran con los dominios
TALE y TevI-CD en una orientación N a C. También es posible generar cTALEN con estos dos dominios en una40
orientación C- a N-. 2D) Un esquema alternativo para eliminar un exón usando un par de cTALEN en el que los
dominios TALE se unen a secuencias de reconocimiento que están próximas al exón. En esta orientación, las
secuencias de reconocimiento de cTALEN se eliminan en gran medida después de la escisión del ADN, la escisión
del fragmento intermedio de ADN genómico y la reunión de los extremos del cromosoma. Además, los cTALEN en
esta figura se dibujan con los dominios TALE y TevI-CD en una orientación C- a N-. Se contempla en la invención45
que también podría comprender un híbrido de los esquemas mostrados en 2C y 2D. 2E) Estrategia para eliminar
un exón del gen DMD utilizando un par de meganucleasas monocatenarias. Las meganucleasas se dibujan como
proteínas de dos dominios (MGN-N: el dominio N-terminal; y MGN-C: el dominio C-terminal) unidas por un
enlazador. En la figura, el dominio C-terminal se dibuja como unión a la mitad de la secuencia de reconocimiento
que está más cerca del exón. En algunas realizaciones, sin embargo, el dominio N-terminal puede unirse a esta50
mitad de la secuencia de reconocimiento. Los cuatro pares de bases centrales de la secuencia de reconocimiento
se muestran como "NNNN". Estos cuatro pares de bases se convierten en "salientes" en 3' de una sola hebra
después de la escisión por la meganucleasa. El subconjunto de secuencias de cuatro pares de bases preferidas
que comprenden esta región de la secuencia se identifica en el documento WO/2010/009147. La escisión del ADN
por el par de meganucleasas genera un par de salientes 3' de cuatro pares de bases en los extremos del55
cromosoma. Si estos salientes son complementarios, pueden aparearse entre sí y volver a ligarse directamente,
lo que da como resultado que la secuencia de cuatro pares de bases se retenga en el cromosoma después de la
escisión del exón. Debido a que las meganucleasas se escinden cerca de la mitad de la secuencia de
reconocimiento, la mitad de cada secuencia de reconocimiento se retendrá frecuentemente en el cromosoma
después de la escisión del exón. La otra mitad de cada secuencia de reconocimiento se eliminará del genoma con60
el exón.
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Figura 3. Escisión del exón 44 de DMD usando las meganucleasas DYS-1/2 y DYS-3/4. 3A) Secuencia de DMD
Exón 44 y regiones flanqueantes. La secuencia del exón está subrayada. Los sitios de reconocimiento para las
meganucleasas DYS-1/2 y DYS-3/4 están sombreados en gris con los cuatro pares de bases centrales (que se
convierten en el saliente 3' después de la escisión por la meganucleasa) en negrita. Los sitios de fusión para un
par de cebadores de PCR utilizados para el análisis están en cursiva. 3B) Análisis de electroforesis en gel de5
agarosa de células HEK-293 que coexpresan DYS-1/2 y DYS-3/4. El ADN genómico se aisló de las células y se
evaluó mediante PCR utilizando los cebadores indicados en (3A). Los productos de PCR se resolvieron en un gel
de agarosa y se encontró que las células HEK-293 que coexpresaban las dos meganucleasas produjeron un par
de bandas de PCR mientras que las células HEK-293 de tipo silvestre produjeron solo la banda más grande. 3C)
secuencias de tres plásmidos que albergan el producto de PCR más pequeño de (3B). Las tres secuencias se10
muestran alineadas con la secuencia humana de tipo silvestre. Las ubicaciones de las secuencias de
reconocimiento DYS-1/2 y DYS-3/4 están sombreadas en gris con los cuatro pares de bases centrales en negrita.

Figura 4. Escisión del exón 45 de DMD usando las meganucleasas DYS-5/6 y DYS-7/8. 4A) Secuencia de DMD
Exón 45 y regiones flanqueantes. La secuencia del exón está subrayada. Los sitios de reconocimiento para las
meganucleasas DYS-5/6 y DYS-7/8 están sombreados en gris con los cuatro pares de bases centrales (que se15
convierten en el saliente 3' después de la escisión por la meganucleasa) en negrita. Los sitios de fusión para un
par de cebadores de PCR utilizados para el análisis están en cursiva. 4B) Análisis de electroforesis en gel de
agarosa de células HEK-293 que coexpresan DYS-5/6 y DYS-7/8. El ADN genómico se aisló de las células y se
evaluó mediante PCR utilizando los cebadores indicados en (4A). Los productos de la PCR se resolvieron en un
gel de agarosa y se encontró que las células HEK-293 que coexpresaban las dos meganucleasas produjeron un20
par de bandas de PCR, mientras que las células HEK-293 de tipo silvestre produjeron solo la banda más grande.
4C) secuencias de 16 plásmidos que albergan el producto de PCR más pequeño de (4B). Las secuencias se
muestran alineadas con la secuencia humana de tipo silvestre. Las ubicaciones de las secuencias de
reconocimiento DYS-5/6 y DYS-7/8 están sombreadas en gris con los cuatro pares de bases centrales en negrita.

Figura 5. Evaluación de las meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14 en un ensayo indicador en células CHO. A)25
Esquema del ensayo. Para cada una de las dos meganucleasas, producimos una línea celular CHO en la que se
integró de manera estable un casete indicador en el genoma de la célula. El casete informador comprendía, en
orden de 5' a 3': un promotor temprano SV40; el 5' 2/3 del gen GFP; el sitio de reconocimiento para MDX-1/2 (SEQ
ID NO: 149) o el sitio de reconocimiento para MDX-13/14 (SEQ ID NO: 150); el sitio de reconocimiento para la
meganucleasa CHO-23/24 (WO/2012/167192); y el 3' 2/3 del gen GFP. Las células transfectadas de forma estable30
con este casete no expresaron GFP en ausencia de un agente inductor de la ruptura del ADN. Sin embargo, cuando
se indujo una ruptura del ADN en cualquiera de los sitios de reconocimiento de meganucleasa, las regiones
duplicadas del gen GFP se recombinaron entre sí para producir un gen GFP funcional. El porcentaje de células
que expresan GFP podría determinarse luego mediante citometría de flujo como una medida indirecta de la
frecuencia de escisión del genoma por las meganucleasas. B, C) Las dos líneas indicadoras de CHO se35
transfectaron con ARNm que codifica las meganucleasas MDX-1/2 (A), MDX-13/14 (B) o CHO-23/34 (A y B). Se
transfectaron 1,5e6 células CHO con 1e6 copias de ARNm por célula usando un Nucleofector 2 de Lonza y el
programa U-024 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfección, las células
se evaluaron mediante citometría de flujo para determinar el porcentaje de células positivas para GFP en
comparación con un control negativo no transfectado (vacío). El ensayo se realizó por triplicado y se muestran las40
desviaciones estándar. Se encontró que las meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14 producen células GFP+ en sus
respectivas líneas celulares a frecuencias que exceden significativamente tanto el control negativo (vacío) como el
control positivo CHO-23/24, lo que indica que las nucleasas son capaces de reconocer y cortar de manera eficiente
sus secuencias diana previstas en una célula.

Figura 6. Alineamientos de secuencia de 20 clones de mioblastos de ratón C2C12 en los que una porción del gen45
DMD se eliminó mediante cotransfección con las meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14. La ubicación del Exón
23 de DMD se muestra al igual que las ubicaciones y secuencias de los sitios diana MDX-1/2 y MDX-13/14. Cada
una de las 20 secuencias (SEQ ID NO: 153-172) se alineó con una secuencia de DMD de tipo silvestre de
referencia y las eliminaciones relativas a la referencia se muestran como barras huecas.

Figura 7. Mapa de vectores del plásmido pAAV-MDX. Este plásmido de "empaquetamiento" se usó junto con un50
plásmido auxiliar de Ad para producir virus AAV capaz de administrar simultáneamente los genes que codifican las
meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14.

Descripción detallada de la invención

1.1 Referencias y definiciones

Como se usa en este documento, el término "meganucleasa" se refiere a una endonucleasa que se deriva de I-CreI.55
El término meganucleasa, como se usa en este documento, se refiere a una variante modificada genéticamente de I-
Crel que se ha modificado con respecto a la I-CreI natural con respecto a, por ejemplo, especificidad de unión al ADN,
actividad de escisión del ADN, afinidad de unión al ADN o propiedades de dimerización. Los procedimientos para
producir tales variantes modificadas de I-Crel se conocen en la técnica (por ejemplo, WO 2007/047859). Una
meganucleasa puede unirse al ADN de doble hebra como un homodímero, como es el caso del I-Crel de tipo silvestre,60
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o puede unirse al ADN como un heterodímero. Una meganucleasa también puede ser una "meganucleasa
monocatenaria" en la que un par de dominios de unión a ADN derivados de I-CreI se unen en un único polipéptido
usando un enlazador peptídico.

Como se usa en este documento, el término "meganucleasa monocatenaria" se refiere a un polipéptido que comprende
un par de subunidades de meganucleasa unidas por un enlazador. Una meganucleasa monocatenaria tiene la5
organización: subunidad N-terminal - Enlazador - subunidad C-terminal. Las dos subunidades de meganucleasa, cada
una de las cuales se deriva de I-CreI, generalmente no serán idénticas en la secuencia de aminoácidos y reconocerán
secuencias de ADN no idénticas. Por tanto, las meganucleasas monocatenarias escinden típicamente secuencias de
reconocimiento pseudopalindrómicas o no palindrómicas. Una meganucleasa monocatenaria puede denominarse
"heterodímero monocatenario" o "meganucleasa heterodimérica monocatenaria" aunque, de hecho, no es dimérica.10
Para mayor claridad, a menos que se especifique lo contrario, el término "meganucleasa" puede referirse a una
meganucleasa dimérica o monocatenaria.

Como se usa en este documento, el término "Compact TALEN" se refiere a una endonucleasa que comprende un
dominio de unión a ADN con 16-22 repeticiones de dominio TAL fusionadas en cualquier orientación a cualquier
porción de la endonucleasa de anidamiento de I-TevI.15

Como se usa en este documento, el término "CRISPR" se refiere a una endonucleasa basada en caspasa que
comprende una caspasa, tal como Cas9, y un ARN guía que dirige la escisión del ADN de la caspasa hibridando con
un sitio de reconocimiento en el ADN genómico.

Como se usa en este documento, con respecto a una proteína, el término "recombinante" significa que tiene una
secuencia de aminoácidos alterada como resultado de la aplicación de técnicas de ingeniería genética a los ácidos20
nucleicos que codifican la proteína, y las células u organismos que expresan la proteína. Con respecto a un ácido
nucleico, el término "recombinante" significa que tiene una secuencia de ácido nucleico alterada como resultado de la
aplicación de técnicas de ingeniería genética. Las técnicas de ingeniería genética incluyen, entre otras, tecnologías
de clonación de ADN y PCR; transfección, transformación y otras tecnologías de transferencia de genes;
recombinación homóloga; mutagénesis dirigida al sitio; y fusión de genes. De acuerdo con esta definición, una proteína25
que tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a una proteína de origen natural, pero producida por clonación y
expresión en un huésped heterólogo, no se considera recombinante.

Como se usa en el presente documento, el término "tipo silvestre" se refiere a cualquier forma natural de una
meganucleasa. El término "tipo silvestre" no pretende significar la variante alélica más común de la enzima en la
naturaleza sino, más bien, cualquier variante alélica encontrada en la naturaleza. Las endonucleasas de anidamiento 30
de tipo silvestre se distinguen de las meganucleasas recombinantes o no naturales.

Como se usa en este documento, el término "secuencia de reconocimiento" se refiere a una secuencia de ADN que
está unida y es escindida por una endonucleasa. En el caso de una meganucleasa, una secuencia de reconocimiento
comprende un par de "medios sitios" invertidos de 9 pares de bases que están separados por cuatro pares de bases.
En el caso de una meganucleasa monocatenaria, el dominio N-terminal de la proteína contacta con un primer medio35
sitio y el dominio C-terminal de la proteína contacta con un segundo medio sitio. La escisión por una meganucleasa
produce cuatro "salientes" 3' de pares de bases. Los "salientes" o "extremos pegajosos" son segmentos cortos de
ADN monocatenario que pueden producirse mediante escisión por endonucleasa de una secuencia de ADN
bicatenario. En el caso de meganucleasas y meganucleasas monocatenarias derivadas de I-CreI, el saliente
comprende las bases 10-13 de la secuencia de reconocimiento de 22 pares de bases. En el caso de un Compact 40
TALEN, la secuencia de reconocimiento comprende una primera secuencia CNNNGN que es reconocida por el
dominio I-TevI, seguida de un espaciador no específico de 4-16 pares de bases de longitud, seguido de una segunda
secuencia de 16-22 pb en longitud que es reconocida por el dominio efector TAL (esta secuencia típicamente tiene
una base 5' T). La división por un Compact TALEN produce dos salientes de 3' pares de bases. En el caso de un
CRISPR, la secuencia de reconocimiento es la secuencia, normalmente de 16 a 24 pares de bases, a la que se une45
el ARN guía para dirigir la escisión de Cas9. La escisión por un CRISPR produjo extremos romos.

Como se usa en este documento, el término "sitio diana" o "secuencia diana" se refiere a una región del ADN
cromosómico de una célula que comprende una secuencia de reconocimiento para una meganucleasa.

Como se usa en este documento, el término "recombinación homóloga" o "HR" se refiere al proceso celular natural en
el que se repara una ruptura de ADN de doble hebra usando una secuencia de ADN homóloga como plantilla de50
reparación (véase, por ejemplo, Cahill et al. al. (2006), Front. Biosci. 11: 1958-1976). La secuencia de ADN homóloga
puede ser una secuencia cromosómica endógena o un ácido nucleico exógeno que se suministró a la célula.

Como se usa en el presente documento, el término "unión de extremos no homólogos" o "NHEJ" se refiere al proceso
celular natural en el que se repara una ruptura de ADN de doble hebra mediante la unión directa de dos segmentos
de ADN no homólogos. (véase, por ejemplo, Cahill et al. (2006), Front. Biosci. 11: 1958-1976). La reparación del ADN55
por unión de extremos no homólogos es propensa a errores y con frecuencia da como resultado la adición o eliminación
no planificada de secuencias de ADN en el sitio de reparación.

Como se usa en este documento, el término "religación" se refiere a un proceso en el que dos extremos de ADN
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producidos por un par de rupturas de ADN de doble hebra se unen covalentemente entre sí con la pérdida de la
secuencia de ADN interviniente, pero sin la ganancia o pérdida de cualquier secuencia de ADN adicional. En el caso
de un par de rupturas de ADN que se producen con salientes de una sola hebra, la nueva ligación puede proceder
mediante el apareamiento de salientes complementarias seguido de la unión covalente de los extremos 5' y 3' mediante
un ADN ligasa. La nueva ligación se distingue de NHEJ en que no da como resultado la adición o eliminación no5
planificada de ADN del sitio de reparación.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique específicamente lo contrario, la palabra "o" se usa
en el sentido inclusivo de "y/o" y no en el sentido exclusivo de "uno u otro".

2.1 Principio de eliminación de exones

La presente invención se basa, en parte, en la hipótesis de que ciertas eliminaciones en el gen DMD que dan lugar al10
fenotipo Duchenne se pueden compensar eliminando uno más exones adicionales inmediatamente arriba o debajo de
la mutación. La base de datos DMD-Leiden indica que la mayoría de las mutaciones que causan la distrofia muscular
de Duchenne son eliminaciones de uno o más exones completos que provocan un cambio en el marco de lectura. En
muchos casos, el marco de lectura se puede restaurar eliminando el exón inmediatamente antes o después de la
mutación. Como se muestra en la Tabla 1, 29 diferentes mutaciones causantes de Duchenne, que representan15
aproximadamente el 65% de los pacientes, pueden compensarse eliminando un solo exón adyacente a la mutación.
Por ejemplo, un paciente con enfermedad debido a la eliminación del Exón 45 de DMD, que ocurre en
aproximadamente el 7% de los pacientes, puede tratarse con un tratamiento que elimina el Exón 46. En particular, un
tratamiento capaz de eliminar el Exón 51 o el Exón 45 podría ser utilizado para tratar el 15% y el 13% de los pacientes,
respectivamente.20

Tabla 1

Exón(es) eliminado en el paciente Exón
adicional para
eliminar

Frecuencia en la base de datos DMD-Leiden (%)

44, 44-47 43 5

35-43, 45, 45-54 44 8

18-44, 44, 46-47, 46-48, 46-49, 46-51, 46-53 45 13

45 46 7

51, 51-55 50 5

50, 45-50, 48-50, 49-50, 52, 52-63 51 15

51, 53, 53-55 52 3

45-52, 48-52, 49-52, 50-52, 52 53 9

2.2 Nucleasas para eliminación de exones

Se sabe en la técnica que es posible usar una nucleasa de sitio específico para hacer una ruptura del ADN en el
genoma de una célula viva y que dicha ruptura del ADN puede resultar en una modificación permanente del genoma25
mediante reparación de NHEJ mutagénico o a través de HR con una secuencia de ADN transgénico. Sin embargo, la
presente invención implica la coexpresión de un par de nucleasas en la misma célula. Sorprendentemente,
descubrimos que un par de nucleasas dirigidas a sitios de ADN muy próximos entre sí (con menos de 10.000 pares
de bases de separación) pueden eliminar el fragmento de ADN intermedio del genoma. También sorprendentemente,
encontramos que la escisión de ADN usando un par de nucleasas procede con frecuencia a través de un mecanismo30
que involucra los salientes de ADN monocatenarios generados por las nucleasas. En experimentos que implican un
par de meganucleasas que generan salientes de ADN complementarias (es decir, idénticas), se encontró que la
secuencia de salientes se conservaba frecuentemente después de la escisión del fragmento y la reparación de los
extremos del cromosoma resultantes (véanse Ejemplos 1 y 2). El mecanismo de reparación del ADN, en este caso,
parece dirigir la ligación de los extremos rotos, lo que no se ha observado en células de mamíferos. No se observó tal35
eliminación y religación precisas cuando se usó un par de meganucleasas que generaron salientes no idénticas (véase 
Ejemplo 3). Por tanto, el par de nucleasas utilizadas para la escisión del exón de DMD se selecciona para generar
salientes complementarias.

Para escindir un exón de manera eficaz, el par de sitios de corte de nucleasa deben estar relativamente juntos. En
general, cuanto más cerca estén los dos sitios, más eficiente será el proceso. Por lo tanto, la realización preferida de40
la invención usa un par de nucleasas que cortan secuencias que tienen menos de 10.000 pares de bases o, más
preferiblemente, 5.000 pares de bases o, aún más preferiblemente, menos de 2.500 pares de bases, o, lo más
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preferiblemente, menos de 1.500 pares de bases separados.

Como se muestra en la Figura 2, una variedad de diferentes tipos de nucleasa son útiles para poner en práctica la
invención. Las Figuras 2A y 2B muestran ejemplos de cómo se puede practicar la invención usando un par de
nucleasas CRISPR. En este caso, la invención se puede poner en práctica administrando tres genes a la célula: un
gen que codifica la proteína Cas9 y un gen que codifica cada uno de los dos ARN guía. Los CRISPR escinden el ADN5
para dejar extremos romos que generalmente no se vuelven a ligar de forma limpia, de modo que el producto final
generalmente tendrá mutaciones de inserción y/o eliminación ("indel") adicionales en la secuencia. En una realización
alternativa, se puede usar una "Nickasa CRISPR", como se informa en Ran, et al. (2013) Cell. 154: 1380-9. Para
practicar esta realización, es necesario expresar cuatro ARN guía en la célula, dos de los cuales son complementarios
a la secuencia cadena arriba del exón y dos de los cuales son complementarios a la secuencia corriente abajo del10
exón. En esta realización, los dos pares de ARN guía se hibridan con hebras complementarias en la región diana y
cada miembro del par produce una muesca de ADN de hebra única en una de las hebras. El resultado es un par de
muescas (equivalente a una ruptura de doble hebra) que se pueden desplazar entre sí para producir un saliente de
una hebra que es ventajoso para la práctica de la invención. Se conocen en la técnica procedimientos para fabricar
CRISPR y Nickasas CRISPR que reconocen sitios de ADN predeterminados, por ejemplo, Ran, et al. (2013) Nat15
Protoc.. 8: 2281-308.

En realizaciones alternativas, como se muestra en el diagrama de la Figura 2C y 2D, el par de nucleasas puede ser
Compact TALEN. Un Compact TALEN comprende un dominio de unión al ADN efector de TAL (TALE) fusionado en
su extremo N- o C-terminal al dominio de escisión de I-TevI, que comprende al menos los residuos 1-96 y
preferiblemente los residuos 1-182 de I-TevI. El dominio de escisión I-TevI reconoce y corta secuencias de ADN de la20
forma 5'-CNbNNtG-3', donde "b" representa el sitio de escisión de la hebra inferior y "t" representa el sitio de escisión
de la hebra superior y donde "N" es cualquiera de las cuatro bases. Un Compact TALEN, por lo tanto, se escinde para
producir dos salientes de 3' pares de bases. En una realización preferida, el par Compact TALEN usado para la
escisión del exón se selecciona para que tenga salientes complementarias que puedan religar directamente. Los
procedimientos para preparar dominios TALE que se unen a sitios de ADN predeterminados son conocidos en la25
técnica, por ejemplo, Reyon et al. (2012) Nat Biotechnol. 30: 460-5.

En la realización preferida, como se muestra en el diagrama de la Figura 2E, las nucleasas utilizadas para practicar la
invención son un par de meganucleasas monocatenarias. Una meganucleasa monocatenaria comprende un dominio
N-terminal y un dominio C-terminal unidos por un péptido enlazador. Cada uno de los dos dominios reconoce la mitad
de la secuencia de reconocimiento y el sitio de escisión del ADN está en el medio de la secuencia de reconocimiento30
cerca de la interfaz de las dos subunidades. Las rupturas de la hebra de ADN se compensan con cuatro pares de
bases de modo que la escisión del ADN por una meganucleasa genera un par de cuatro pares de bases, salientes de
hebra única 3'. Se seleccionan meganucleasas monocatenarias que cortan las secuencias de reconocimiento con
salientes complementarias, como en los ejemplos 1 y 2. Las secuencias de reconocimiento de ejemplo para los exones
44, 45 y 51 de DMD se enumeran en las tablas 2-7. Para escindir el exón 44, por ejemplo, se puede seleccionar una35
primera meganucleasa que corta una secuencia de reconocimiento de la tabla 2, que enumera las secuencias de
reconocimiento corriente arriba del exón 44. A continuación, se puede seleccionar una segunda meganucleasa que
corta una secuencia de reconocimiento de la tabla 3, que enumera Secuencias de Reconocimiento corriente abajo del
exón 44. La coexpresión de las dos meganucleasas en la misma célula escindirá así el exón 44. Se seleccionan
meganucleasas que cortan el ADN para dejar salientes complementarias de hebra única. Por ejemplo, SEQ ID NO:40
19, si se corta mediante una meganucleasa, deja la secuencia saliente: 5'-GTAC-3'. Asimismo, la SEQ ID NO: 42 si
se corta con una meganucleasa, deja la secuencia saliente: 5'-GTAC-3'. Por tanto, la coexpresión de una primera
meganucleasa que escinde la SEQ ID NO: 19 con una segunda meganucleasa que escinde la SEQ ID NO: 42 escindirá
el Exón 44 de DMD del genoma de una célula humana, de modo que se produzcan salientes complementarias que
puedan repararse mediante religación directa.45

Tabla 2. Ejemplos de secuencias de reconocimiento de meganucleasas corriente arriba del exón 44 de DMD

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Salientes

TTCTCTGTGGTGAGAAAATTTA 2 GTGA

TTCACTATTTTGAAATATACAG 3 TTGA

TATTTTGAAATATACAGCACAA 4 ATAT

TAACTTTGTTCATATTACTATG 5 TCAT

ACTTTGTTCATATTACTATGCA 6 ATAT

CATATTACTATGCAATAGAACA 7 ATGC
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(continuación)

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Salientes

CACTAGAACTTATTACTCCTTT 8 TTAT

TTTCAGTTGATGAACAGGCAGT 9 ATGA

AGTTTTGGATCAAGAATAATAT 10 TCAA

AAAAATATTTTGAAAGGGAATA 11 TTGA

CCAAATAATTTATTACAATGTT 12 TTAT

ATCTTTCTTTTAATCAATAAAT 13 TTAA

TTTTAATCAATAAATATATTCA 14 ATAA

ACCTTCCATTTAAAATCAGCTT 15 TTAA

TCAGCTTTTATATTGAGTATTT 16 ATAT

GCTTTTATATTGAGTATTTTTT 17 TTGA

TAAAATGTTGTGTGTACATGCT 18 GTGT

ATGTTGTGTGTACATGCTAGGT 19 GTAC

GCTAGGTGTGTATATTAATTTT 20 GTAT

ATTTGTTACTTGAAACTAAACT 21 TTGA

CTAAACTCTGCAAATGCAGGAA 22 GCAA

GTGATATCTTTGTCAGTATAAC 23 TTGT

AAAAAATATACGCTATATCTCT 24 ACGC

ATCTGTTTTACATAATCCATCT 25 ACAT

CTGTTTTACATAATCCATCTAT 26 ATAA

CTATTTTTCTTGATCCATATGC 27 TTGA

CATATGCTTTTACCTGCAGGCG 28 TTAC

Tabla 3. Ejemplos de secuencias de reconocimiento de meganucleasas corriente abajo del exón 44 de DMD

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Salientes

AAATTACTTTTGACTGTTGTTG 29 TTGA

TGACTGTTGTTGTCATCATTAT 30 TTGT

TTGTTGTCATCATTATATTACT 31 TCAT

TTGT CAT CAT TATAT TACTAGA 32 TTAT

ATCATTATATTACTAGAAAGAA 33 TTAC

AAAATTATCATAATGATAATAT 34 ATAA

ATGGACTTTTTGTGTCAGGATG 35 TTGT

GGACTTTTTGTGTCAGGATGAG 36 GTGT

GGAGCTGGTTTATCTGATAAAC 37 TTAT

ATTGAATCTGTGACAGAGGGAA 38 GTGA

AGGGAAGCATCGTAACAGCAAG 39 TCGT
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(continuación)

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Salientes

GGGCAGTGTGTATTTCGGCTTT 40 GTAT

TATATTCTATTGACAAAATGCC 41 TTGA

TAATTGTTGGTACTTATTGACA 42 GTAC

TGTTGGTACTTATTGACATTTT 43 TTAT

TTTTATGGTTTATGTTAATAGG 44 TTAT

Tabla 4. Ejemplo de secuencias de reconocimiento de meganucleasas corriente arriba del exón 45 de DMD

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Saliente

AGTTTTTTTTTAATACTGTGAC 45 TTAA

TTTAATACTGTGACTAACCTAT 46 GTGA

TTTCACCTCTCGTATCCACGAT 47 TCGT

TCACCTCTCGTATCCACGATCA 48 GTAT

CTCGTATCCACGATCACTAAGA 49 ACGA

CCAAATACTTTGTTCATGTTTA 50 TTGT

GGAACATCCTTGTGGGGACAAG 51 TTGT

AATTTGCTCTTGAAAAGGTTTC 52 TTGA

CTAATTGATTTGTAGGACATTA 53 TTGT

TTCCCTGACACATAAAAGGTGT 54 ACAT

CCCTGACACATAAAAGGTGTCT 55 ATAA

CTTTCTGTCTTGTATCCTTTGG 56 TTGT

ATCCTTTGGATATGGGCATGTC 57 ATAT

TGGATATGGGCATGTCAGTTTC 58 GCAT

GATATGGGCATGTCAGTTTCAT 59 ATGT

GAAATTTTCACATGGAGCTTTT 60 ACAT

TTTCTTTCTTTGCCAGTACAAC 61 TTGC

TCTTTGCCAGTACAACTGCATG 62 GTAC

TTTGGTATCTTACAGGAACTCC 63 TTAC

Tabla 5. Ejemplo de secuencias de reconocimiento de meganucleasas corriente abajo del exón 45 de DMD

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Saliente

AAGAATATTTCATGAGAGATTA 64 TCAT

GAATATTTCATGAGAGATTATA 65 ATGA

TGAGAGATTATAAGCAGGGTGA 66 ATAA

AAGGCACTAACATTAAAGAACC 67 ACAT

TCAACAGCAGTAAAGAAATTTT 68 GTAA
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(continuación)

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Saliente

TTCTTTTTTTCATATACTAAAA 69 TCAT

CTAAAATATATACTTGTGGCTA 70 ATAC

TGAATATCTTCAATATATTTTA 71 TCAA

CAATTATAAATGATTGTTTTGT 72 ATGA

AT GATT GTTTT GTAGGAAAGAC 73 TTGT

TCATATTTTGTACAAAATAAAC 74 GTAC

Tabla 6. Ejemplos de secuencias de reconocimiento de meganucleasas corriente arriba del exón 51 de DMD

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Saliente

ATACGTGTATTGCTTGTACTAC 75 TTGC

GTATTGCTTGTACTACTCACTG 76 GTAC

ACTGAATCTACACAACTGCCCT 77 ACAC

TGAATCTACACAACTGCCCTTA 78 ACAA

CAACTGCCCTTATGACATTTAC 79 TTAT

GGTAAATACATGAAAAATGCTT 80 ATGA

TTGCCTTGCTTACTGCTTATTG 81 TTAC

GCTTACTGCTTATTGCTAGTAC 82 TTAT

TAGTACTGAACAAATGTTAGAA 83 ACAA

ACTGAACAAATGTTAGAACTGA 84 ATGT

AAGATTTATTTAATGACTTTGA 85 TTAA

CAGTATTTCATGTCTAAATAGA 86 ATGT

GGTTTTTCTTCACTGCTGGCCA 87 TCAC

CAATCTGAAATAAAAAGAAAAA 88 ATAA

CTGCTCCCAGTATAAAATACAG 89 GTAT

AAGAACGTTTCATTGGCTTTGA 90 TCAT

ACTTCCTATTCAAGGGAATTTT 91 TCAA

TGTTTTTTCTTGAATAAAAAAA 92 TTGA

TTTTCTTGAATAAAAAAAAAAT 93 ATAA

TTGTTTTCTTTACCACTTCCAC 94 TTAC

ACAATGTATATGATTGTTACTG 95 ATGA

TGTATATGATTGTTACTGAGAA 96 TTGT

CTTGTCCAGGCATGAGAATGAG 97 GCAT

TGTCCAGGCATGAGAATGAGCA 98 ATGA

AATCGTTTTTTAAAAAATTGTT 99 TTAA

TTCTACCATGTATTGCTAAACA 100 GTAT
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(continuación)

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Saliente

TACCATGTATTGCTAAACAAAG 101 TTGC

TATAATGTCATGAATAAGAGTT 102 ATGA

AT GT CAT GAATAAGAGTTT GGC 103 ATAA

TTTTCCTTTTTGCAAAAACCCA 104 TTGC

TTCCTTTTTGCAAAAACCCAAA 105 GCAA

Tabla 7. Ejemplo de secuencias de reconocimiento de meganucleasas corriente abajo del exón 51 de DMD

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Saliente

AGTTCTTAGGCAACTGTTTCTC 106 GCAA

TCTCTCTCAGCAAACACATTAC 107 GCAA

TAAGTATAATCAAGGATATAAA 108 TCAA

AGTAGCCATACATTAAAAAGGA 109 ACAT

AGGAAATATACAAAAAAAAAAA 110 ACAA

AGAAACCTTACAAGAATAGTTG 111 ACAA

CAAGAATAGTTGTCTCAGTTAA 112 TTGT

ATCTATTTTATACCAAATAAGT 113 ATAC

TTATACCAAATAAGTCACTCAA 114 ATAA

TTTGTTTTGGCACTACGCAGCC 115 GCAC

TAAGGATAATTGAAAGAGAGCT 116 TTGA

AGAAAAGTAACAAAACATAAGA 117 ACAA

TTAAAGTT GGCATTTAT GCAAT 118 GCAT

AGTTGGCATTTATGCAATGCCA 119 TTAT

AACATGTTTTTAATACAAATAG 120 TTAA

TACATTGATGTAAATATGGTTT 121 GTAA

ATATCTTTTATATTTGTGAATG 122 ATAT

CTTTTATATTTGTGAATGATTA 123 TTGT

TGTGAATGATTAAGAAAAATAA 124 TTAA

AATTGTTATACATTAAAGTTTT 125 ACAT

AAAGTTTTTTCACTTGTAACAG 126 TCAC

TAACAGCTTTCAAGCCTTTCTA 127 TCAA

GGTATTTAGGTATTAAAGTACT 128 GTAT

TACTACCTTTTGAAAAAACAAG 129 TTGA

GGAATTTCTTTGTAAAATAAAC 130 TTGT

AACCTGCATTTAAAGGCCTTGA 131 TTAA

TGAGCTTGAATACAGAAGACCT 132 ATAC
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(continuación)

Secuencia de reconocimiento SEQ ID NO: Saliente

TGATTGTGGTCAAGCCATCTCT 133 TCAA

CTATTCTGAGTACAGAGCATAC 134 GTAC

2.3 Procedimientos para administrar y expresar nucleasas

El tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne usando la invención requiere que un par de nucleasas se expresen
en una célula muscular. Las nucleasas se pueden administrar como proteína purificada o como ARN o ADN que5
codifica las nucleasas. En una realización, las proteínas de nucleasa o ARNm o vector que codifica las nucleasas se
suministran a las células musculares mediante inyección intramuscular (Maltzahn, et al. (2012) Proc Natl Acad Sci
U.S. A. 109: 20614-9) o inyección hidrodinámica (Taniyama et al. al. (2012) Curr Top Med Chem. 12: 1630-7; Hegge,
et al. (2010) Hum Gene Ther. 21: 829-42). Para facilitar la absorción celular, las proteínas o los ácidos nucleicos se
pueden acoplar a un péptido que penetra en las células para facilitar la absorción por las células musculares. Ejemplos10
de péptidos de penetración celular conocidos en la técnica incluyen poli-arginina (Jearawiriyapaisarn, et al. (2008) Mol
Ther. 16: 1624-9), péptido TAT del virus del VIH (Hudecz et al. (2005), Med. Res. Rev,25: 679-736), MPG (Simeoni,
et al. (2003) Nucleic Acids Res. 31: 2717-2724), Pep-1 (Deshayes et al. (2004) Biochemistry 43: 7698-7706, y HSV-1
VP-22 (Deshayes et al. (2005) Cell Mol Life Sci. 62: 1839-49. Alternativamente, la penetración celular se puede facilitar
mediante la encapsulación en liposomas (véase, por ejemplo, Lipofectamine™, Life Technologies Corp., Carlsbad,15
CA) La formulación de liposomas se puede usar para facilitar la fusión de la bicapa lipídica con una célula diana,
permitiendo así que el contenido del liposoma o las proteínas asociadas con su superficie ingresen a la célula.

En algunas realizaciones, los genes que codifican un par de nucleasas se administran usando un vector viral. Dichos
vectores son conocidos en la técnica e incluyen vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores de virus
adenoasociado (AAV) (revisado en Vannucci, et al. (2013 New Microbiol. 36: 1-22). En algunas realizaciones, los20
vectores virales se inyectan directamente en el tejido muscular. En realizaciones alternativas, los vectores virales se
administran sistémicamente. El Ejemplo 3 describe una realización preferida en la que se inyecta al músculo un virus
AAV recombinante que codifica un par de meganucleasas monocatenarias. Se sabe en la técnica que diferentes
vectores de AAV tienden a localizarse en diferentes tejidos. Los serotipos de AAV musculares-trópicos incluyen AAV1,
AAV9 y AAV2,5 (Bowles, et al. (2012) Mol Ther. 20: 443-55). Por tanto, estos serotipos se prefieren para el suministro25
de nucleasas al tejido muscular.

Si los genes de nucleasa se administran en forma de ADN (por ejemplo, plásmido) y/o mediante un vector viral (por
ejemplo, AAV), deben estar operativamente unidos a un promotor. En algunas realizaciones, este puede ser un
promotor viral tal como promotores endógenos del vector viral (por ejemplo, el LTR de un vector lentiviral) o los
promotores tempranos del virus del citomegalovirus o SV40 bien conocidos. En una realización preferida, los genes30
de nucleasa están operativamente unidos a un promotor que dirige la expresión génica preferentemente en células
musculares. Ejemplos de promotores específicos de músculo incluyen C5-12 (Liu, et al. (2004) Hum Gene Ther. 15:
783-92), el promotor de creatina quinasa específico de músculo (MCK) (Yuasa, et al. (2002) Gene Ther. 9: 1576-88),
o el promotor de músculo liso 22 (SM22) (Haase, et al. (2013) BMC Biotechnol. 13: 49-54). En algunas realizaciones,
los genes de nucleasa están bajo el control de dos promotores separados. En realizaciones alternativas, los genes35
están bajo el control de un solo promotor y están separados por un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES) o una
secuencia de péptidos 2A (Szymczak and Vignali (2005) Expert Opin Biol Ther. 5: 627-38).

Se prevé que un único tratamiento eliminará permanentemente los exones de un porcentaje de las células del paciente.
En realizaciones preferidas, estas células serán mioblastos u otras células precursoras musculares que son capaces
de replicarse y dar lugar a fibras musculares completas que expresan distrofina funcional (o semifuncional). Sin40
embargo, si la frecuencia de eliminación del exón es baja, puede ser necesario realizar múltiples tratamientos en cada
paciente, como múltiples rondas de inyecciones intramusculares.

Ejemplos

Esta invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitantes.

Ejemplo 145

Eliminación del exón 44 de DMD mediante un par de meganucleasas monocatenarias modificadas genéticamente

1. Meganucleasas que reconocen SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 42

Se produjo una meganucleasa modificada genéticamente (SEQ ID NO: 135) que reconoce y escinde SEQ ID NO: 19.
Esta meganucleasa se denomina "DYS-1/2". Se produjo una segunda meganucleasa modificada genéticamente (SEQ
ID NO: 136) que reconoce y escinde SEQ ID NO: 42. Esta meganucleasa se denomina "DYS-3/4" (Figura 3A). Cada50
meganucleasa comprende una señal de localización de nucleasa N-terminal derivada de SV40, una primera subunidad
de meganucleasa, una secuencia enlazadora y una segunda subunidad de meganucleasa.
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2. Eliminación del exón 44 de DMD en células HEK-293

Se cotransfectaron células de riñón embrionario humano (HEK-293) con ARNm que codifica DYS-1/2 y DYS-3/4. El
ARNm se preparó produciendo primero una plantilla de PCR para una reacción de transcripción in vitro (SEQ ID NO:
139 y SEQ ID NO: 140. Cada producto de PCR incluía un promotor T7 y 609 pb de secuencia de vector corriente abajo
del gen de la meganucleasa. El producto de PCR se purificó en gel para asegurar una única plantilla. Se generó ARN5
protegido (m7G) usando el kit RiboMAX T7 (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se incluyó el
análogo del protector Ribo m7G (Promega) en la reacción y 0,5 ug de la meganucleasa purificada El producto de PCR
sirvió como plantilla de ADN. El ARN protegido se purificó usando el Sistema de aislamiento de ARN total SV
(Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se nucleofectaron 1,5x106 células HEK-293 con 1,5x1012 copias de ARNm de DYS-1/2 y 1,5x1012 copias de ARNm10
de DYS-3/4 (2x106 copias/célula) usando un dispositivo Amaxa Nucleofector II (Lonza) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfección, se aisló el ADN genómico de las células usando un
kit FlexiGene (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuación, el ADN genómico se sometió
a PCR utilizando cebadores que flanqueaban los sitios de corte DYS-1/2 y DYS-3/4 (SEQ ID NO: 141 y SEQ ID NO:
142). Cuando los productos de PCR se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa, fue evidente que las15
células que coexpresaban DYS-1/2 y DYS-3/4 produjeron dos productos de PCR con longitudes aparentes de 1079
pares de bases y 233 pares de bases, mientras que el ADN genómico de las células HEK-293 no transfectadas produjo
solo el producto más grande (Figura 3B). El producto más grande es consistente con el tamaño esperado de un
fragmento de PCR de células con DMD Exon 44 intacto. El producto más pequeño es consistente con el tamaño
esperado de un fragmento de PCR de células en las que el Exon 44 ha sido escindido del gen DMD.20

El producto de PCR más pequeño se aisló del gel y se clonó en un plásmido bacteriano (pUC-19) para el análisis de
secuencia. Se secuenciaron tres clones de plásmido, y se encontró que todos tenían el exón 44 eliminado (Figura 3C).
Sorprendentemente, dos de los tres plásmidos portaban productos de PCR de células en las que la eliminación
consistía precisamente en la región que interviene en las rupturas esperadas del ADN inducidas por DYS-1/2 y DYS-
3/4. Parece que las dos meganucleasas escindieron sus sitios de reconocimiento previstos, dejando salientes de 5'-25
GTAC-3' compatibles, se perdió el fragmento intermedio que comprendía el Exón 44 y, a continuación, se volvieron a
ligar los dos extremos del cromosoma. El tercer clon de plásmido llevaba un producto de PCR de una célula en la que
se escindió la región que interviene en los dos sitios de escisión junto con 10 bases adicionales.

3. Conclusiones

Se ha demostrado que es posible utilizar un par de meganucleasas monocatenarias modificadas genéticamente para30
escindir un fragmento del genoma humano en una línea celular cultivada. El proceso de eliminación y reparación de
ADN parece haber procedido a través de un mecanismo que involucra los salientes 3' producidos por las nucleasas,
lo que sugiere que el proceso es más eficiente cuando los salientes son complementarios y capaces de aparearse
entre sí.

Ejemplo 235

Eliminación del exón 45 de DMD mediante un par de meganucleasas monocatenarias modificadas genéticamente

1. Meganucleasas que reconocen SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 74

Se produjo una meganucleasa modificada genéticamente (SEQ ID NO: 137) que reconoce y escinde SEQ ID NO: 62.
Esta meganucleasa se denomina "DYS-5/6". Se produjo una segunda meganucleasa modificada genéticamente (SEQ
ID NO: 138) que reconoce y escinde SEQ ID NO: 74. Esta meganucleasa se denomina "DYS-7/8" (Figura 4A). Cada40
meganucleasa comprende una señal de localización de nucleasa N-terminal derivada de SV40, una primera subunidad
de meganucleasa, una secuencia enlazadora y una segunda subunidad de meganucleasa.

2. Eliminación del exón 45 de DMD en células HEK-293

Se cotransfectaron células de riñón embrionario humano (HEK-293) con ARNm que codifica DYS-5/6 y DYS-7/8. El
ARNm se preparó produciendo primero una plantilla de PCR para una reacción de transcripción in vitro (SEQ ID NO:45
143(20) y SEQ ID NO: 144(21). Cada producto de PCR incluía un promotor T7 y 609 pb de secuencia de vector
corriente abajo del gen de la meganucleasa. El producto de la PCR se purificó en gel para asegurar una única plantilla.
Se generó ARN protegido (m7G) usando el kit RiboMAX T7 (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante
y 0,5 ug del producto de PCR de meganucleasa purificado sirvió como molde de ADN. El ARN protegido se purificó
usando el SV Total RNA Isolation System (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.50

Se nucleofectaron 1,5x106 células HEK-293 con 1,5x1012 copias de ARNm de DYS-5/6 y 1,5x1012 copias de ARNm
de DYS-7/8 (2x106 copias/célula) usando un dispositivo Amaxa Nucleofector II (Lonza) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfección, se aisló el ADN genómico de las células usando un
kit FlexiGene (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuación, el ADN genómico se sometió
a PCR utilizando cebadores que flanqueaban los sitios de corte DYS-5/6 y DYS-7/8 (SEQ ID NO: 145 y SEQ ID NO:55
146). Cuando los productos de PCR se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa, fue evidente que las
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células que coexpresaban DYS-5/6 y DYS-7/8 produjeron dos productos de PCR con longitudes aparentes de 1384
pares de bases y 161 pares de bases, mientras que el ADN genómico de HEK-293 no transfectado las células
produjeron solo el producto más grande (Figura 4B). El producto más grande es consistente con el tamaño esperado
de un fragmento de PCR de células con DMD con Exón 45 intacto. El producto más pequeño es consistente con el
tamaño esperado de un fragmento de PCR de células en las que el Exón 45 ha sido escindido del gen DMD.5

El producto de PCR más pequeño se aisló del gel y se clonó en un plásmido bacteriano (pUC-19) para el análisis de
la secuencia. Se secuenciaron 16 clones de plásmido, y se encontró que todos tenían el exón 45 eliminado (Figura
4C). Sorprendentemente, 14 de los 16 plásmidos portaban productos de PCR de células en las que la eliminación
consistía precisamente en la región que interviene en las rupturas esperadas del ADN inducidas por DYS-5/6 y DYS-
7/8. Parece que las dos meganucleasas escindieron sus sitios de reconocimiento previstos, dejando salientes de 5'-10
GTAC-3' compatibles, se perdió el fragmento intermedio que comprendía el Exón 45 y, a continuación, se volvieron a
ligar los dos extremos del cromosoma. Los dos clones de plásmido restantes llevaron el producto de la PCR de las
células en las que se cortó la región que interviene en los dos sitios de escisión junto con 36 bases adicionales.

3. Conclusiones

Se ha demostrado que es posible utilizar un par de meganucleasas monocatenarias modificadas genéticamente para15
escindir un fragmento del genoma humano en una línea celular cultivada. El proceso de eliminación y reparación de
ADN parece haber procedido a través de un mecanismo que involucra los salientes 3' producidos por las nucleasas,
lo que sugiere que el proceso es más eficiente cuando los salientes son complementarios y capaces de aparearse
entre sí.

Ejemplo 320

Eliminación del exón 23 de DMD en un ratón utilizando meganucleasas administradas por AAV

1. Desarrollo de nucleasas para eliminar el exón 23 de DMD de ratón

El modelo de ratón estándar de DMD es el ratón mdx, que tiene una mutación puntual en el exón 23 que introduce un
codón de parada prematuro (Sicinski et al. (1989) Science. 244: 1578-80). En el ratón, el Exón 23 de DMD tiene 213
pares de bases, equivalentes a 71 aminoácidos. Por lo tanto, se considera que debería ser posible eliminar el Exón25
23 en su totalidad y, por lo tanto, eliminar el codón de parada mientras se mantiene el marco de lectura del gen DMD.
Con este fin, desarrollamos un par de meganucleasas monocatenarias denominadas "MDX-1/2" (SEQ ID NO: 147) y
"MDX-13/14" (SEQ ID NO: 148). El primero reconoce una secuencia de ADN corriente arriba del Exón 23 de DMD de
ratón (SEQ ID NO: 149) mientras que el último reconoce una secuencia de ADN corriente abajo del Exón 23 de DMD
de ratón (SEQ ID NO: 150). Las nucleasas se probaron, inicialmente, usando un ensayo indicador llamado "iGFFP"30
en células CHO como se muestra en la Figura 5. Se encontró que ambas nucleasas cortaban eficientemente sus sitios
de ADN deseados usando este ensayo.

2. Eliminación del exón 23 de DMD de ratón en células de mioblastos de ratón

Se cotransfectó una línea celular de mioblastos de ratón (C2C12) con ARNm transcrito in vitro que codifica las
nucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14. El ARNm se produjo usando el kit RiboMAX T7 de Promega. Las células 1e6 C2C1235
se sometieron a nucleofección con un total de 2e6 copias/célula de ARNm que codifica cada par de enzimas MDX
(1e6 copias de cada ARNm) utilizando un dispositivo Amaxa 2b y el programa B-032. Después de 96 horas, las células
se clonaron mediante dilución limitante en placas de 96 pocillos. Después de aproximadamente 2 semanas de
crecimiento, se recolectaron las células y se aisló el ADN genómico usando un kit FlexiGene de Qiagen. A
continuación, se generó un producto de PCR para cada clon usando un cebador directo en DMD Intrón 22 (SEQ ID40
NO: 151) y un cebador reverso en Intrón 23 (SEQ ID NO: 152). A continuación, se clonaron y secuenciaron 60 de los
productos de PCR. 20 de las secuencias tenían eliminaciones consistentes con la escisión inducida por meganucleasa
del gen DMD seguida de reparación mutagénica del ADN (Figura 6, SEQ ID NO: 153-172). A 11 de las secuencias les
faltaba al menos una parte de los sitios de reconocimiento MDX-1/2 y MDX-13/14, así como el Exón 23 (SEQ ID NO:
153-163). Estas secuencias probablemente se derivaron de células en las que ambas nucleasas cortaron sus sitios45
previstos y se eliminó la secuencia intermedia. A 4 de las secuencias les faltaba el exón 23 pero tenían una secuencia
de reconocimiento MDX-1/2 intacta (SEQ ID NO: 164-167). Estos parecen deberse a la escisión del ADN por MDX-
13/14 solo seguido de la eliminación de una gran cantidad de secuencia. Cinco de las secuencias tenían un sitio de
reconocimiento MDX-1/2 intacto y todo o una parte del Exón 23, pero faltaban todo o una parte del sitio de
reconocimiento MDX-13/14 (SEQ ID NO: 168-172). Estas secuencias parecen deberse a la escisión del ADN por MDX-50
13/14 solo seguido de la eliminación de una cantidad menor de secuencia insuficiente para eliminar todo el Exón 23.
En marcado contraste con los experimentos de los Ejemplos 1 y 2, no obtuvimos una secuencia de ADN consistente
después de la eliminación del Exón 23 de DMD en las células de ratón. Esto probablemente se deba a que las dos
meganucleasas MDX no generan rupturas de ADN con salientes 3' compatibles. MDX-1/2 genera un saliente con la
secuencia 5'-GTGA-3' y MDX-13/14 genera un saliente con la secuencia 5'-ACAC-3'. Por tanto, concluimos que los55
resultados de secuencia consistente obtenidos en los Ejemplos 1 y 2 se deben a la compatibilidad de los salientes 3'
generados por el par de meganucleasas.

3. Generación de vectores AAV recombinantes para el suministro de un par de nucleasas modificadas genéticamente.
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Para producir vectores AAV para la administración simultánea de genes MDX-1/2 y MDX-13/14, primero se produjo
un plásmido de "empaquetamiento" llamado "pAAV-MDX" (Figura 7, SEQ ID NO. 173) que comprende un par de
secuencias de repetición terminal invertida (ITR) de AAV2, así como las secuencias de codificación de genes para las
meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14, cada una bajo el control de un promotor temprano de CMV. Este vector se
utilizó para producir virus AAV2 recombinante mediante cotransfección de células HEK-293 con un plásmido Ad5
auxiliar de acuerdo con el procedimiento de Xiao, et al. (Xiao, et al. (1998) J. Virology 72: 2224-2232). A continuación,
se aisló el virus mediante centrifugación en gradiente de cloruro de cesio como describen Grieger and Samulski
(Grieger and Samulski (2012) Methods Enzymol. 507: 229-254). Para confirmar que las partículas de virus resultantes
eran infecciosas y capaces de expresar ambas meganucleasas modificadas genéticamente, se añadieron a células
iGFFP CHO cultivadas que llevaban casetes informadores para MDX-1/2 o MDX-13/14 (véase Figura 5A). La adición10
de partículas de virus recombinantes a la línea CHO que lleva un casete indicador para MDX-1/2 dio como resultado
la expresión del gen GFP en el 7.1% de las células. La adición de virus a la línea CHO que lleva un indicador de MDX-
13/14 dio como resultado la expresión del gen GFP en el 10,2% de las células. Por tanto, concluimos que el virus fue
capaz de transducir células CHO y que las células transducidas expresaron ambas nucleasas.

4. Eliminación del exón 23 de DMD en músculo de ratón después de la administración de AAV de un par de genes de15
meganucleasa.

Se produjeron partículas de virus AAV1 recombinantes que portaban los genes MDX-1/2 y MDX-13/14 como se
describió anteriormente. Se inyectaron virus a tres músculos TA de las patas traseras de un par de ratones mdx como
se describe en Xiao et al. (Xiao et al. (1998) J. Virology 72: 2224-2232). Un músculo de un ratón no se inyectó como
control negativo. Los músculos de los dos ratones se recogieron a los 4 o 7 días después de la inyección y se aisló el20
ADN genómico del tejido muscular. La región genómica que rodea al Exón 23 de DMD se amplificó mediante PCR
usando un primer par de cebadores (SEQ ID NO: 151 y SEQ ID NO: 152). Esta reacción se usó luego para moldear
una segunda reacción de PCR usando un par de cebadores "anidados" (SEQ ID NO: 174 y SEQ ID NO: 175) para
eliminar productos de PCR no específicos. Luego, los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa y se
encontró que el ADN genómico de los tres músculos inyectados con AAV1, pero no el músculo de control no inyectado,25
producía productos de PCR más pequeños que eran consistentes en tamaño con el producto esperado después de la
eliminación de DMD Exon 23 por las meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14. A continuación, se clonaron y
secuenciaron los productos de PCR más pequeños. Se obtuvieron tres secuencias únicas, cada una de las cuales
comprendía una parte del gen DMD de ratón que incluía parte de Intrón 22 e Intrón 23 pero que carecía del Exon 23
y toda la secuencia que interviene en los sitios de corte para MDX-1/2 y MDX-13/14 meganucleasas (SEQ ID NO: 176-30
178). Por tanto, se ha demostrado que un par de meganucleasas liberadas por AAV pueden usarse para eliminar una
porción del gen DMD in vivo del músculo del ratón.

5. Conclusiones

Se ha demostrado que los genes que codifican un par de meganucleasas monocatenarias modificadas genéticamente
pueden administrarse a células y organismos utilizando vectores AAV recombinantes y que las meganucleasas así35
administradas pueden escindir el ADN genómico en la célula y eliminar fragmentos de ADN del genoma. Además, se
ha demostrado que un par de rupturas de ADN inducidas por meganucleasa que no generan salientes compatibles no
volverán a ligarse para producir un resultado de secuencia definido después de la eliminación de la secuencia
intermedia. Por tanto, para aplicaciones terapéuticas en las que es deseable un resultado de secuencia definido, es
preferible utilizar un par de nucleasas que generen salientes idénticas.40

Listado de secuencias
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SEQ ID NO: 141 (cebador de PCR directo del exón 44)

1 GAAAGAAAAT GCCAATAGTC CAAAATAGTT G

SEQ ID NO: 142 (cebador de PCR reverso del exón 44)

1 CATATTCAAA GGACACCACA AGTTG5
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SEQ ID NO: 145 (cebador de PCR directo del exón 45)

1 CTAACCGAGA GGGTGCTTTT TTC

SEQ ID NO: 146 (cebador de PCR reverso del exón 45)

1 GTGTTTAGGT CAACTAATGT GTTTATTTTG5

SEQ ID NO: 149 (secuencia de reconocimiento MDX-1/2)1

TTCTGTGATG TGAGGACATA TA

SEQ ID NO: 150 (Secuencia de reconocimiento MDX-13/14)10

1 ACTAATGAAA CACCACTCCA CA

SEQ ID NO: 151 (cebador directo Intrón 22 de DMD de ratón)

1 GTCTTATCAG TCAAGAGATC ATATTG

SEQ ID NO: 152 (cebador reverso DMD Intrón 23 de ratón)

1 GTGTCAGTAA TCTCTATCCC TTTCATG15
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SEQ ID NO: 174 (cebador directo Intrón 22 de DMD de ratón)

1 CATTTCATAT TTAGTGACAT AAGATATGAA GTATG

SEQ ID NO: 175 (cebador reverso DMD Intrón 23 de ratón)

1 GTGTCAGTAA TCTCTATCCC TTTCATG5
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REIVINDICACIONES

1. Una composición para su uso en el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne asociada con un cambio del
marco de lectura en un gen de la distrofina en un sujeto que lo necesita, comprendiendo la composición:

(i) una primera nucleasa que corta una primera secuencia de reconocimiento o ARN o ADN que codifica dicha
primera nucleasa; y5
(ii) una segunda nucleasa que corta una segunda secuencia de reconocimiento o ARN o ADN que codifica dicha
segunda nucleasa;

en la que dicha primera secuencia de reconocimiento está dentro de un intrón que es adyacente y 5' corriente arriba
de un primer exón en el gen de la distrofina de una célula muscular de dicho sujeto;
en la que dicha segunda secuencia de reconocimiento está dentro de un intrón que es adyacente y 3' corriente abajo10
de dicho primer exón en el gen de la distrofina de una célula muscular de dicho sujeto;
en la que dicha primera secuencia de reconocimiento y dicha segunda secuencia de reconocimiento tienen salientes
complementarias cuando se cortan mediante dicha primera nucleasa y dicha segunda nucleasa; y
en la que dicha primera nucleasa y dicha segunda nucleasa son capaces de eliminar dicho primer exón de dicho gen
de distrofina en dicha célula muscular de manera que se restaure el marco de lectura normal de dicho gen de distrofina.15

2. La composición para el uso de la reivindicación 1, en la que dicho primer exón es el exón 44, el exón 45 o el exón
51.

3. La composición para el uso de la reivindicación 2, en la que dicho primer exón es el exón 44 y en la que:

(a) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 2, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento es SEQ ID NO: 38;20
(b) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 3, 11, 17, 21 y 27, y dicha segunda
secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 29 y 41;
(c) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 5, y dicha segunda secuencia de reconocimiento
es SEQ ID NO: 31;
(d) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 8 y 12, y dicha segunda secuencia25
de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 32, 37, 43 y 44;
(e) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de SEQ ID NO: 14 y 26, y dicha segunda secuencia
de reconocimiento es SEQ ID NO: 34;
(f) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 18, y dicha segunda secuencia de reconocimiento
es SEQ ID NO: 36;30
(g) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 19, y dicha segunda secuencia de reconocimiento
es SEQ ID NO: 42;
(h) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 20, y dicha segunda secuencia de reconocimiento
es SEQ ID NO: 40;
(i) dicha primera secuencia de reconocimiento es la SEQ ID NO: 23, y dicha segunda secuencia de reconocimiento35
se selecciona de las SEQ ID NO: 30 y 35; o
(j) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 28, y dicha segunda secuencia de reconocimiento
es SEQ ID NO: 33.

4. La composición para el uso de la reivindicación 2, en la que dicho primer exón es el exón 45 y en la que:

(a) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de SEQ ID NO: 50, 51, 53 y 56, y en la que dicha40
segunda secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 73;
(b) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 54 y 60, y en la que dicha segunda
secuencia de reconocimiento es la SEQ ID NO: 67;
(c) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 55, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento es SEQ ID NO: 66; o45
(d) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 62, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento es SEQ ID NO: 74.

5. La composición para el uso de la reivindicación 2, en la que dicho primer exón es el exón 51 y en la que:

(a) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 76, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento es SEQ ID NO: 134;50
(b) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 78 y 83, y en el que dicha segunda
secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 110, 111 y 117;
(c) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de SEQ ID NO: 79 y 82, y en la que dicha segunda
secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 119;
(d) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 85 y 99, y en el que dicha segunda55
secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 120, 124 y 131;
(e) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 87, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento es SEQ ID NO: 126;
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(f) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 88, 93 y 103, y en la que dicha
segunda secuencia de reconocimiento es la SEQ ID NO: 114
(g) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de SEQ ID NO: 89 y 100, y en la que dicha segunda
secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 128
(h) dicha primera secuencia de reconocimiento es la SEQ ID NO: 91, y en la que dicha segunda secuencia de5
reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 108, 127 y 133;
(i) dicha primera secuencia de reconocimiento es la SEQ ID NO: 92, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 116 y 129;
(j) dicha primera secuencia de reconocimiento es la SEQ ID NO: 96, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 112, 123 y 130;10
(k) dicha primera secuencia de reconocimiento es SEQ ID NO: 97, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento es SEQ ID NO: 118; o
(l) dicha primera secuencia de reconocimiento es la SEQ ID NO: 105, y en la que dicha segunda secuencia de
reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 106 y 107.

6. La composición para su uso de la reivindicación 3, en la que dicha primera nucleasa es SEQ ID NO: 135 y dicha15
segunda nucleasa es SEQ ID NO: 136.

7. La composición para su uso de la reivindicación 4, en la que dicha primera nucleasa es SEQ ID NO: 137 y dicha
segunda nucleasa es SEQ ID NO: 138.

8. La composición para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la composición comprende un virus
adenoasociado recombinante (AAV) que contiene los genes que codifican dicha primera y segunda nucleasas.20
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