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DESCRIPCION
Eliminacion del exén del gen de la distrofina mediante nucleasas modificadas genéticamente
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de la biologia molecular y la tecnologia de acidos nucleicos recombinantes. En
particular, la invencién se refiere a una composicion para su uso en el tratamiento de un paciente con distrofia muscular
de Duchenne que comprende la eliminaciéon de un exén del gen de la distrofina usando nucleasas modificadas
genéticamente.

Antecedentes de la invencion

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

Se estan siguiendo varias estrategias terapéuticas para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne. Primero,
las estrategias de "reemplazo de genes" son un area activa de investigacion (Oshima, et al. (2009) J of the Am. Soc.
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 administracion de una copia funcional del gen
DMD a los pacientes usando un vector de administracion viral, tipicamente virus adenoasociado (AAV). Sin embargo,
el gran tamafio 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 porcion central repetitiva
del gen se elimina para dejar solo la proteina funcional minima. Sin embargo, no esta claro que la expresion de
"microdistrofina” sea suficiente para obtener un beneficio clinico. Ademas, este enfoque adolece de la posibilidad de
una integracion genética aleatoria en el genoma del paciente, lo que podria conducir a una mutagénesis de insercion
y al potencial de reacciones inmunes contra el vector de administracion.

Un segundo enfoque para tratar la distrofia muscular de Duchenne implica el trasplante de células precursoras
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 migracion ineficaz de los mioblastos trasplantados y
del potencial de rechazo inmunitario por parte del paciente.

Un tercer enfoque implica la eliminacion de mutaciones sin sentido usando PTC124 (Welch, et al. (2007) Nature 447:
87-91). Sin embargo, esto requeriria una dosificacion del farmaco de por vida, y el enfoque ain no ha mostrado ningun
beneficio clinico significativo.

Un cuarto tratamiento potencial, y mas prometedor, para la distrofia muscular de Duchenne se llama "Omision de
Exon" (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)
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 proteina 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 tipicamente con mutaciones en el gen
de la distrofina que introducen cambios de marco y/o codones de terminacion prematura, lo que da como resultado
una forma truncada de la proteina 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 tipicamente un
fenotipo de Becker mucho mas leve si mantienen el marco de lectura de manera que el dominio C-terminal de la
proteina esté intacto.

La distrofia muscular de Duchenne es causada con mayor frecuencia por la eliminaciéon de uno o mas exones
completos, lo que da como resultado un cambio del marco de lectura. Por ejemplo, el exén 45 esta eliminado con
frecuencia en pacientes con Duchenne. Debido a que el exdn 45 tiene 176 pb de largo, que no es divisible entre tres,
la eliminacién del exén desplaza los exones 46-79 al marco de lectura incorrecto. Lo mismo puede decirse del exén
44, que tiene 148 pb de longitud. Sin embargo, si se eliminan los exones 44 y 45, el tamafo total de la eliminacién es
324 pb, que es divisible por tres. Por tanto, la eliminaciéon de ambos exones no da como resultado un cambio del marco
de lectura. Debido a que estos exones codifican una parte del dominio de barra no esencial de la proteina distrofina,
se espera que eliminarlos de la proteina dé como resultado un fenotipo leve similar a Becker. Por tanto, un paciente
con el fenotipo Duchenne debido a la eliminacién de uno o mas exones puede, potencialmente, ser tratado eliminando
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uno o mas exones adyacentes para restaurar el marco de lectura. Este es el principio detras de "Omision de Exon",
en el que se utilizan oligonucledtidos modificados para bloquear los sitios aceptores de empalme en el pre-ARNm de
distrofina, de modo que uno o mas exones especificos estén ausentes del transcrito procesado. El enfoque se ha
utilizado para restaurar la expresion del gen de la distrofina en el modelo de raton mdx omitiendo el Exon 23, que
albergaba una mutacion sin sentido inductora de enfermedad (Mann, et al. (2001) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 98: 42-
47). Los analogos de oligonucleétidos que inducen la omision del Exén 51 también se han mostrado prometedores en
los primeros ensayos clinicos en humanos (Benedetti et al. (2013) FEBS J. 280: 4263-80). Las principales limitaciones
de este enfoque son: (1) el proceso de omision de exon es ineficaz, lo que resulta en niveles relativamente bajos de
expresion funcional de distrofina; y (2) el oligonucledtido que omite el exdn tiene una vida media relativamente corta,
por lo que el efecto es transitorio, lo que requiere una dosificacion repetida y de por vida. Por lo tanto, si bien los
enfoques de omision de exones se han mostrado prometedores en los ensayos clinicos, las mejoras en la progresion
de la enfermedad han sido minimas y variables.

La presente invencion mejora los enfoques actuales de omision de exdn al corregir la expresion génica al nivel del
ADN genodmico en lugar de pre-ARNm. La invencion es una composicion que comprende un par de endonucleasas
modificadas genéticamente, especificas de sitio o genes que codifican tales nucleasas, para su uso en un tratamiento
permanente para la distrofia muscular de Duchenne que implica la escisién de exones especificos de la secuencia
codificante de DMD. Dirigiendo un par de tales endonucleasas a sitios en las regiones intrénicas que flanquean un
exon, es posible eliminar permanentemente el fragmento intermedio que contiene el exén del genoma. La célula
resultante y su progenie expresaran distrofina mutante en la que se elimina una porcion del dominio de repeticion de
espectrina no esencial, pero los dominios N- y C-terminales esenciales estan intactos.

Se conocen en la técnica procedimientos para producir endonucleasas especificas 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 proteinas quiméricas que comprenden un dominio de unién al
ADN con dedos de zinc fusionado al dominio nucleasa de la enzima de restriccion Fokl. El dominio del dedo de zinc
se puede redisefiar mediante medios racionales o experimentales para producir una proteina que se una a una
secuencia de ADN predeterminada de aproximadamente 18 pares de bases de longitud. Al fusionar este dominio de
proteina modificado genéticamente a la nucleasa Fokl, es posible apuntar a rupturas de ADN con especificidad a nivel
de genoma. Las ZFN se han utilizado ampliamente para seleccionar como diana la adicion, eliminacion y sustitucion
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 especificos en el ADN
gendmico. Al igual que un ZFN, un TALEN comprende un dominio de unién a ADN especifico de un sitio modificado
genéticamente fusionado al dominio de nucleasa Fokl (revisado en Mak, et al. (2013) Curr Opin Struct Biol. 23: 93-9).
En este caso, sin embargo, el dominio de unién al ADN comprende una matriz en tandem de dominios efectores de
TAL, cada uno de los cuales reconoce especificamente un Unico par de bases de ADN. Una limitacién que tienen las
ZFN y TALEN para la practica de la presente invencion es que son heterodiméricas, de modo que la produccion de
una unica nucleasa funcional en una célula requiere la coexpresién de dos monémeros proteicos. Debido a que la
presente invenciéon requiere dos nucleasas, una para cortar a cada lado del exén de interés, esto necesitaria
coexpresar cuatro mondémeros de ZFN o TALEN en la misma célula. Esto presenta desafios importantes en la
administracion de genes porque los vectores de administracion de genes tradicionales tienen una capacidad de carga
limitada. También introduce la posibilidad de una "dimerizacion errénea" en la que los monémeros se asocian de
manera inapropiada para producir especies de endonucleasas diméricas no deseadas que podrian reconocer y cortar
las ubicaciones diana en el genoma. Esto puede, potencialmente, minimizarse generando heterodimeros ortogonales
obligados en los que los dominios de nucleasa Fokl de los cuatro mondmeros se modifican genéticamente
diferencialmente para dimerizar preferentemente con el monémero asociado pretendido.

Los Compact TALEN son una arquitectura de endonucleasa alternativa que evita la necesidad de dimerizacion
(Beurdeley, et al. (2013) Nat Commun. 4: 1762). Un Compact TALEN comprende un dominio de uniéon a ADN efector
de TAL especifico de sitio, modificado genéticamente, fusionado al dominio de nucleasa de la endonucleasa de
anidamiento de |-Tevl. A diferencia de Fokl, I-Tevl no necesita dimerizarse para producir una ruptura de ADN de doble
hebra, por lo que Compact TALEN es funcional como monémero. Por tanto, es posible coexpresar dos Compact
TALEN en la misma célula para poner en practica la presente invencion.

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, tipicamente Cas9 microbiana; y (2) un
"ARN guia" corto que comprende una secuencia de direccionamiento de ~20 nucledtidos que dirige la nucleasa a una
ubicacion de interés en el genoma. Al expresar multiples ARN guia en la misma célula, cada uno con una secuencia
de direccionamiento diferente, es posible apuntar rupturas de ADN simultaneamente a multiples sitios en el genoma.
Por tanto, las nucleasas CRISPR/Cas9 son adecuadas para la presente invencion. El principal inconveniente del
sistema CRISPR/Cas9 es su alta frecuencia informada de rupturas del ADN fuera de la diana, lo que podria limitar la
utilidad del sistema para tratar pacientes humanos (Fu, et al. (2013) Nat Biotechnol. 31: 822-6).

En la realizacion preferida de la invencion, el agente inductor de la ruptura del ADN es una endonucleasa de
anidamiento modificada genéticamente (también denominada "meganucleasa"). Las endonucleasas de anidamiento
son un grupo de nucleasas de origen natural que reconocen sitios de escision de 15-40 pares de bases que se
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encuentran comunmente en los genomas de plantas y hongos. Con frecuencia se asocian con elementos de ADN
parasitos, como los intrones e inteinas de autoempalme del grupo 1. Promueven de forma natural la recombinacion
homologa o la insercidon de genes en ubicaciones especificas del genoma del huésped al producir una ruptura de doble
hebra en el cromosoma, que recluta la maquinaria de reparacion del ADN celular (Stoddard (2006), Q. Rev. Biophys.
38: 49-95). Las endonucleasas de anidamiento se agrupan comunmente en cuatro familias: la familia LAGLIDADG, la
familia GIY-YIG, la familia de cajas His-Cys y la familia HNH. Estas familias se caracterizan por motivos estructurales
que afectan la actividad catalitica 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 Unica
copia del motivo LAGLIDADG forman homodimeros, mientras que los miembros con dos copias del motivo
LAGLIDADG se encuentran como mondmeros.

[-Crel (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 seleccion genética para modificar la preferencia del sitio de
escision I-Crel de tipo silvestre (Sussman et al. (2004), J. Mol. Biol. 342: 31-41; Chames et al. (2005), Nucleic Acids
Res 33: e178; Seligman et al. (2002), Nucleic Acids Res. 30: 3870-9, Arnould et a. (2006), J. Mol. Biol. 355: 443-58).
Mas recientemente, se describié un procedimiento de disefio racional de endonucleasas de anidamiento mono-
LAGLIDADG que es capaz de redisefar de forma integral I-Crel y otras endonucleasas de anidamiento para apuntar
a sitios de ADN ampliamente divergentes, incluidos sitios en genomas de mamiferos, levaduras, plantas, bacterias y
virus. (WO 2007/047859).

Como se describi6 por primera vez en el documento WO 2009/059195, I-Crel y sus derivados modificados
genéticamente son normalmente diméricos pero se pueden fusionar en un solo polipéptido usando un enlazador
peptidico 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 unica transcripcion. Al
administrar genes que codifican dos meganucleasas monocatenarias diferentes a la misma célula, es posible cortar
simultaneamente 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 invencion.

El uso de meganucleasas modificadas genéticamente para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne se
describié 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 expresara de forma constitutiva sin afectar la expresion génica enddgena.
En segundo lugar, los autores proponen que se podria hacer una meganucleasa para escindir el genoma en un sitio
cerca de una mutacion deletérea en la DMD y que esta ruptura del ADN estimularia la recombinacion homoéloga entre
el gen DMD mutante en el genoma y una copia sana del gen proporcionado en trans de manera que se corrija la
mutacion en el genoma. En tercer lugar, los autores de la solicitud '820 proponen que se puede hacer una
meganucleasa modificada genéticamente para insertar ADN extrafio en un intrén en el gen DMD y que tal
meganucleasa podria usarse para insertar el dominio C-terminal esencial de la distrofina en un intron temprano
corriente arriba de una mutacion 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 simultaneamente en las mismas células, ni proponen la eliminacién de ninguna secuencia de ADN
como en la presente invencion.

Finalmente, Ousterout et al. demostré 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 via mutagénica de unién de extremos no
homologa, lo que da como resultado la introduccion de pequefias 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 expresion del gen DMD en una parte de las células mutantes mediante la administracion de una ruptura
del ADN al exén inmediatamente después de la mutacion y confiando en la reparacion del ADN mutagénico para
restaurar el marco de lectura en algin porcentaje de células. A diferencia de la presente invencion, este enfoque
involucrd una sola nucleasa y se dirigié 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 unién de extremos no homologos
para reparar una mutacion 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 reparacion para reparar
una mutacion que causa la enfermedad por medio de recombinacion homaéloga.

Sumario de la invenciéon
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La invencion esta definida por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion es una composicion 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 exén del gen DMD, para
restaurar el marco de lectura normal. La primera nucleasa corta una primera secuencia de reconocimiento dentro de
un intrén que es adyacente y 5' corriente arriba del exén. La segunda nucleasa corta una segunda secuencia de
reconocimiento dentro de un intron que es adyacente y 3' corriente abajo del exén. 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 asi tratadas expresaran una forma abreviada de la
proteina distrofina en la que una parte del dominio central de repeticién de la espectrina esta ausente pero los dominios
N- y C-terminales estan intactos. Esto, en muchos casos, reducira 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. Ademas,
se divulgan Compact TALEN modificados genéticamente adecuados para practicar el procedimiento. También se
divulgan CRISPR para practicar el procedimiento. Se divulgan ademas vectores y técnicas para administrar nucleasas
modificadas genéticamente a células de pacientes.

Breve descripcion de las figuras

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

Figura 2. Estrategias para eliminar exones del gen DMD utilizando diferentes tipos de nucleasas. 2A) Estrategia
para eliminar un exo6n utilizando un par de CRISPR. Se utilizan un par de "ARN guia" ("ARNg") que son
complementarios a un par de sitios de reconocimiento que flanquean el exén de interés. Como se muestra en esta
figura, los ARNg pueden ser complementarios a las secuencias de reconocimiento que estan distales al motivo
"GG" conservado y al sitio de escision del ADN de Cas9. En esta orientacion, las secuencias de reconocimiento
de CRISPR se conservan en gran medida después de la escision del ADN, la escision del fragmento intermedio
de ADN gendmico y la reunion de los extremos del cromosoma. 2B) Un esquema alternativo para eliminar un exén
usando un par de CRISPR en el que los ARNg son complementarios a las secuencias de reconocimiento que estan
proximas al exén. En esta orientacion, las secuencias de reconocimiento de CRISPR se eliminan en gran medida
después de la escision del ADN, la escision del fragmento intermedio de ADN gendmico y la reunién de los
extremos del cromosoma. Se contempla en la invencién que también podria comprender un hibrido de los
esquemas mostrados en 2A y 2B. 2C) Estrategia para eliminar un exén utilizando un par de Compact TALEN
(cTALEN). Se utilizan un par de dominios de union al ADN efector de TAL ("TALE") que se unen a un par de sitios
de reconocimiento que flanquean el exén de interés. Como se dibuja en esta figura, los TALE pueden unirse a
secuencias de reconocimiento que estan distales al motivo conservado "CNNNG" que es reconocido y cortado por
el dominio de escision I-Tevl ("Tevl-CD"). En esta orientacion, las secuencias de reconocimiento de cTALEN se
conservan en gran medida después de la escision del ADN, la escision del fragmento intermedio del ADN genémico
y la reunion de los extremos del cromosoma. Ademas, los cTALEN de esta figura se muestran con los dominios
TALE y Tevl-CD en una orientacién N a C. También es posible generar cTALEN con estos dos dominios en una
orientacion C- a N-. 2D) Un esquema alternativo para eliminar un exén usando un par de cTALEN en el que los
dominios TALE se unen a secuencias de reconocimiento que estan proximas al exén. En esta orientacion, las
secuencias de reconocimiento de cTALEN se eliminan en gran medida después de la escision del ADN, la escision
del fragmento intermedio de ADN gendmico y la reunion de los extremos del cromosoma. Ademas, los cTALEN en
esta figura se dibujan con los dominios TALE y TevI-CD en una orientacién C- a N-. Se contempla en la invencion
que también podria comprender un hibrido de los esquemas mostrados en 2C y 2D. 2E) Estrategia para eliminar
un exon del gen DMD utilizando un par de meganucleasas monocatenarias. Las meganucleasas se dibujan como
proteinas 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 unién a la mitad de la secuencia de reconocimiento
que esta mas cerca del exén. En algunas realizaciones, sin embargo, el dominio N-terminal puede unirse a esta
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 escision por la meganucleasa. El subconjunto de secuencias de cuatro pares de bases preferidas
que comprenden esta region de la secuencia se identifica en el documento W0O/2010/009147. La escision del ADN
por el par de meganucleasas genera un par de salientes 3' de cuatro pares de bases en los extremos del
cromosoma. Si estos salientes son complementarios, pueden aparearse entre si 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
escision del exon. Debido a que las meganucleasas se escinden cerca de la mitad de la secuencia de
reconocimiento, la mitad de cada secuencia de reconocimiento se retendra frecuentemente en el cromosoma
después de la escision del exdn. La otra mitad de cada secuencia de reconocimiento se eliminara del genoma con
el exon.
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Figura 3. Escision del exén 44 de DMD usando las meganucleasas DYS-1/2 y DYS-3/4. 3A) Secuencia de DMD
Exon 44 y regiones flanqueantes. La secuencia del exon esta subrayada. Los sitios de reconocimiento para las
meganucleasas DYS-1/2 y DYS-3/4 estan sombreados en gris con los cuatro pares de bases centrales (que se
convierten en el saliente 3' después de la escision por la meganucleasa) en negrita. Los sitios de fusion para un
par de cebadores de PCR utilizados para el analisis estan en cursiva. 3B) Andlisis de electroforesis en gel de
agarosa de células HEK-293 que coexpresan DYS-1/2 y DYS-3/4. EI ADN gendmico se aisl6 de las células y se
evalu6 mediante PCR utilizando los cebadores indicados en (3A). Los productos de PCR se resolvieron en un gel
de agarosa y se encontré 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 mas grande. 3C)
secuencias de tres plasmidos que albergan el producto de PCR mas pequefio de (3B). Las tres secuencias se
muestran alineadas con la secuencia humana de tipo silvestre. Las ubicaciones de las secuencias de
reconocimiento DYS-1/2 y DYS-3/4 estan sombreadas en gris con los cuatro pares de bases centrales en negrita.

Figura 4. Escision del exén 45 de DMD usando las meganucleasas DYS-5/6 y DYS-7/8. 4A) Secuencia de DMD
Exon 45 y regiones flanqueantes. La secuencia del exon esta subrayada. Los sitios de reconocimiento para las
meganucleasas DYS-5/6 y DYS-7/8 estan sombreados en gris con los cuatro pares de bases centrales (que se
convierten en el saliente 3' después de la escision por la meganucleasa) en negrita. Los sitios de fusion para un
par de cebadores de PCR utilizados para el analisis estan en cursiva. 4B) Andlisis de electroforesis en gel de
agarosa de células HEK-293 que coexpresan DYS-5/6 y DYS-7/8. EI ADN gendmico se aislé de las células y se
evaluoé mediante PCR utilizando los cebadores indicados en (4A). Los productos de la PCR se resolvieron en un
gel de agarosa y se encontré 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 mas grande.
4C) secuencias de 16 plasmidos que albergan el producto de PCR mas pequefio 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 estan sombreadas en gris con los cuatro pares de bases centrales en negrita.

Figura 5. Evaluacion de las meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14 en un ensayo indicador en células CHO. A)
Esquema del ensayo. Para cada una de las dos meganucleasas, producimos una linea celular CHO en la que se
integro de manera estable un casete indicador en el genoma de la célula. El casete informador comprendia, 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 estable
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 si para producir un gen GFP funcional. El porcentaje de células
que expresan GFP podria determinarse luego mediante citometria de flujo como una medida indirecta de la
frecuencia de escision del genoma por las meganucleasas. B, C) Las dos lineas indicadoras de CHO se
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 transfeccion, las células
se evaluaron mediante citometria de flujo para determinar el porcentaje de células positivas para GFP en
comparacion con un control negativo no transfectado (vacio). El ensayo se realiz6 por triplicado y se muestran las
desviaciones estandar. Se encontré que las meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14 producen células GFP+ en sus
respectivas lineas celulares a frecuencias que exceden significativamente tanto el control negativo (vacio) 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 ratén C2C12 en los que una porcion del gen
DMD se elimind mediante cotransfeccion con las meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14. La ubicacién del Exon
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 aline6 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 plasmido pAAV-MDX. Este plasmido de "empaquetamiento” se uso junto con un
plasmido auxiliar de Ad para producir virus AAV capaz de administrar simultdneamente los genes que codifican las
meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14.

Descripcion detallada de la invencion

1.1 Referencias y definiciones

Como se usa en este documento, el término "meganucleasa” se refiere a una endonucleasa que se deriva de |-Crel.
El término meganucleasa, como se usa en este documento, se refiere a una variante modificada genéticamente de |-
Crel que se ha modificado con respecto a la I-Crel natural con respecto a, por ejemplo, especificidad de union al ADN,
actividad de escision del ADN, afinidad de union al ADN o propiedades de dimerizacion. 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 homodimero, como es el caso del I-Crel de tipo silvestre,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 821 149 T3

o puede unirse al ADN como un heterodimero. Una meganucleasa también puede ser una "meganucleasa
monocatenaria" en la que un par de dominios de unién a ADN derivados de |-Crel se unen en un Unico polipéptido
usando un enlazador peptidico.

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 la
organizacion: subunidad N-terminal - Enlazador - subunidad C-terminal. Las dos subunidades de meganucleasa, cada
una de las cuales se deriva de I-Crel, generalmente no seran idénticas en la secuencia de aminoacidos y reconoceran
secuencias de ADN no idénticas. Por tanto, las meganucleasas monocatenarias escinden tipicamente secuencias de
reconocimiento pseudopalindrémicas o no palindromicas. Una meganucleasa monocatenaria puede denominarse
"heterodimero monocatenario” o "meganucleasa heterodimérica monocatenaria" aunque, de hecho, no es dimérica.
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 unién a ADN con 16-22 repeticiones de dominio TAL fusionadas en cualquier orientacién a cualquier
porcion de la endonucleasa de anidamiento de I-Tevl.

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 guia que dirige la escision del ADN de la caspasa hibridando con
un sitio de reconocimiento en el ADN gendmico.

Como se usa en este documento, con respecto a una proteina, el término "recombinante" significa que tiene una
secuencia de aminoacidos alterada como resultado de la aplicacion de técnicas de ingenieria genética a los acidos
nucleicos que codifican la proteina, y las células u organismos que expresan la proteina. Con respecto a un acido
nucleico, el término "recombinante” significa que tiene una secuencia de acido nucleico alterada como resultado de la
aplicacién de técnicas de ingenieria genética. Las técnicas de ingenieria genética incluyen, entre otras, tecnologias
de clonaciéon de ADN y PCR; transfeccion, transformacion y otras tecnologias de transferencia de genes;
recombinacién homologa; mutagénesis dirigida al sitio; y fusion de genes. De acuerdo con esta definicion, una proteina
que tiene una secuencia de aminoacidos idéntica a una proteina de origen natural, pero producida por clonacion y
expresion en un huésped heterdlogo, 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 mas comun de la enzima en la
naturaleza sino, mas bien, cualquier variante alélica encontrada en la naturaleza. Las endonucleasas de anidamiento
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
esta 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 estan separados por cuatro pares de bases.
En el caso de una meganucleasa monocatenaria, el dominio N-terminal de la proteina contacta con un primer medio
sitio y el dominio C-terminal de la proteina contacta con un segundo medio sitio. La escisién 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 escisidon por endonucleasa de una secuencia de ADN
bicatenario. En el caso de meganucleasas y meganucleasas monocatenarias derivadas de [-Crel, el saliente
comprende las bases 10-13 de la secuencia de reconocimiento de 22 pares de bases. En el caso de un Compact
TALEN, la secuencia de reconocimiento comprende una primera secuencia CNNNGN que es reconocida por el
dominio I-Tevl, seguida de un espaciador no especifico 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 tipicamente tiene
una base 5' T). La divisién 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 une
el ARN guia para dirigir la escision de Cas9. La escision por un CRISPR produjo extremos romos.

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

Como se usa en este documento, el término "recombinacion homoéloga" 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 homoéloga como plantilla de
reparacion (véase, por ejemplo, Cahill et al. al. (2006), Front. Biosci. 11: 1958-1976). La secuencia de ADN homologa
puede ser una secuencia cromosomica enddgena o un acido nucleico exdégeno que se suministré a la célula.

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

Como se usa en este documento, el término "religacion” 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 si 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 ligacion puede proceder
mediante el apareamiento de salientes complementarias seguido de la unién covalente de los extremos 5'y 3' mediante
un ADN ligasa. La nueva ligacion se distingue de NHEJ en que no da como resultado la adicién o eliminaciéon no
planificada de ADN del sitio de reparacion.

Como se usa en el presente documento, a menos que se indique especificamente lo contrario, la palabra "0" se usa
en el sentido inclusivo de "y/0" y no en el sentido exclusivo de "uno u otro".

2.1 Principio de eliminacion de exones

La presente invencion se basa, en parte, en la hipoétesis de que ciertas eliminaciones en el gen DMD que dan lugar al
fenotipo Duchenne se pueden compensar eliminando uno mas exones adicionales inmediatamente arriba o debajo de
la mutacion. La base de datos DMD-Leiden indica que la mayoria de las mutaciones que causan la distrofia muscular
de Duchenne son eliminaciones de uno o mas exones completos que provocan un cambio en el marco de lectura. En
muchos casos, el marco de lectura se puede restaurar eliminando el exén inmediatamente antes o después de la
mutacion. Como se muestra en la Tabla 1, 29 diferentes mutaciones causantes de Duchenne, que representan
aproximadamente el 65% de los pacientes, pueden compensarse eliminando un solo exén adyacente a la mutacion.
Por ejemplo, un paciente con enfermedad debido a la eliminacion del Exéon 45 de DMD, que ocurre en
aproximadamente el 7% de los pacientes, puede tratarse con un tratamiento que elimina el Exén 46. En particular, un
tratamiento capaz de eliminar el Exén 51 o el Exon 45 podria ser utilizado para tratar el 15% y el 13% de los pacientes,
respectivamente.

Tabla 1

Exon(es) eliminado en el paciente Exén Frecuencia en la base de datos DMD-Leiden (%)

adicional para

eliminar
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 eliminacién de exones

Se sabe en la técnica que es posible usar una nucleasa de sitio especifico para hacer una ruptura del ADN en el
genoma de una célula viva y que dicha ruptura del ADN puede resultar en una modificaciéon permanente del genoma
mediante reparacion de NHEJ mutagénico o a través de HR con una secuencia de ADN transgénico. Sin embargo, la
presente invencion implica la coexpresion de un par de nucleasas en la misma célula. Sorprendentemente,
descubrimos que un par de nucleasas dirigidas a sitios de ADN muy proximos entre si (con menos de 10.000 pares
de bases de separacion) pueden eliminar el fragmento de ADN intermedio del genoma. También sorprendentemente,
encontramos que la escision de ADN usando un par de nucleasas procede con frecuencia a través de un mecanismo
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 encontré que la
secuencia de salientes se conservaba frecuentemente después de la escision del fragmento y la reparacion de los
extremos del cromosoma resultantes (véanse Ejemplos 1y 2). El mecanismo de reparacion del ADN, en este caso,
parece dirigir la ligacion de los extremos rotos, lo que no se ha observado en células de mamiferos. No se observo tal
eliminacion y religacion precisas cuando se usé un par de meganucleasas que generaron salientes no idénticas (véase
Ejemplo 3). Por tanto, el par de nucleasas utilizadas para la escision del exén de DMD se selecciona para generar
salientes complementarias.

Para escindir un exén de manera eficaz, el par de sitios de corte de nucleasa deben estar relativamente juntos. En
general, cuanto mas cerca estén los dos sitios, mas eficiente sera el proceso. Por lo tanto, la realizacién preferida de
la invencién usa un par de nucleasas que cortan secuencias que tienen menos de 10.000 pares de bases o, mas
preferiblemente, 5.000 pares de bases o, aun mas preferiblemente, menos de 2.500 pares de bases, o, lo mas
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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 utiles para poner en practica la
invencion. Las Figuras 2A y 2B muestran ejemplos de como se puede practicar la invencion usando un par de
nucleasas CRISPR. En este caso, la invencion se puede poner en practica administrando tres genes a la célula: un
gen que codifica la proteina Cas9 y un gen que codifica cada uno de los dos ARN guia. Los CRISPR escinden el ADN
para dejar extremos romos que generalmente no se vuelven a ligar de forma limpia, de modo que el producto final
generalmente tendra mutaciones de insercion y/o eliminacion ("indel") adicionales en la secuencia. En una realizacion
alternativa, se puede usar una "Nickasa CRISPR", como se informa en Ran, et al. (2013) Cell. 154: 1380-9. Para
practicar esta realizacion, es necesario expresar cuatro ARN guia en la célula, dos de los cuales son complementarios
a la secuencia cadena arriba del exé6n y dos de los cuales son complementarios a la secuencia corriente abajo del
exon. En esta realizacion, los dos pares de ARN guia se hibridan con hebras complementarias en la region diana y
cada miembro del par produce una muesca de ADN de hebra Unica en una de las hebras. El resultado es un par de
muescas (equivalente a una ruptura de doble hebra) que se pueden desplazar entre si para producir un saliente de
una hebra que es ventajoso para la practica de la invencion. Se conocen en la técnica procedimientos para fabricar
CRISPR y Nickasas CRISPR que reconocen sitios de ADN predeterminados, por ejemplo, Ran, et al. (2013) Nat
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 unién al ADN efector de TAL (TALE) fusionado en
su extremo N- o C-terminal al dominio de escision de I-Tevl, que comprende al menos los residuos 1-96 y
preferiblemente los residuos 1-182 de I-Tevl. El dominio de escision I-Tevl reconoce y corta secuencias de ADN de la
forma 5'-CNbNNtG-3', donde "b" representa el sitio de escision de la hebra inferior y "t" representa el sitio de escision
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 realizacion preferida, el par Compact TALEN usado para la
escision del exdén 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 la
técnica, por ejemplo, Reyon et al. (2012) Nat Biotechnol. 30: 460-5.

En la realizacién preferida, como se muestra en el diagrama de la Figura 2E, las nucleasas utilizadas para practicar la
invencion 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 escision del ADN esta en el medio de la secuencia de reconocimiento
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 escision del ADN por una meganucleasa genera un par de cuatro pares de bases, salientes de
hebra unica 3'. Se seleccionan meganucleasas monocatenarias que cortan las secuencias de reconocimiento con
salientes complementarias, como en los ejemplos 1y 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 exén 44, por ejemplo, se puede seleccionar una
primera meganucleasa que corta una secuencia de reconocimiento de la tabla 2, que enumera las secuencias de
reconocimiento corriente arriba del exon 44. A continuacion, se puede seleccionar una segunda meganucleasa que
corta una secuencia de reconocimiento de la tabla 3, que enumera Secuencias de Reconocimiento corriente abajo del
exon 44. La coexpresion de las dos meganucleasas en la misma célula escindira asi el exdn 44. Se seleccionan
meganucleasas que cortan el ADN para dejar salientes complementarias de hebra uUnica. Por ejemplo, SEQ ID NO:
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 coexpresion de una primera
meganucleasa que escinde la SEQ ID NO: 19 con una segunda meganucleasa que escinde la SEQ ID NO: 42 escindira
el Exon 44 de DMD del genoma de una célula humana, de modo que se produzcan salientes complementarias que
puedan repararse mediante religacion directa.

Tabla 2. Ejemplos de secuencias de reconocimiento de meganucleasas corriente arriba del exén 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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(continuacion)

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 exén 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

10
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(continuacion)
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 exén 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 exén 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

11
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(continuacion)
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 exén 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

12
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(continuacion)
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 exén 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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(continuacion)

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 invencion requiere que un par de nucleasas se expresen
en una célula muscular. Las nucleasas se pueden administrar como proteina purificada o como ARN o ADN que
codifica las nucleasas. En una realizacion, las proteinas de nucleasa o ARNm o vector que codifica las nucleasas se
suministran a las células musculares mediante inyeccion intramuscular (Maltzahn, et al. (2012) Proc Natl Acad Sci
U.S. A. 109: 20614-9) o inyeccion hidrodinamica (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 absorcion celular, las proteinas o los acidos nucleicos se
pueden acoplar a un péptido que penetra en las células para facilitar la absorcion por las células musculares. Ejemplos
de péptidos de penetracion 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 penetracion celular se puede facilitar
mediante la encapsulacion en liposomas (véase, por ejemplo, Lipofectamine™, Life Technologies Corp., Carlsbad,
CA) La formulacion de liposomas se puede usar para facilitar la fusion de la bicapa lipidica con una célula diana,
permitiendo asi que el contenido del liposoma o las proteinas 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, los
vectores virales se inyectan directamente en el tejido muscular. En realizaciones alternativas, los vectores virales se
administran sistémicamente. El Ejemplo 3 describe una realizacién preferida en la que se inyecta al mdsculo 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-tropicos incluyen AAV1,
AAV9 y AAV2,5 (Bowles, et al. (2012) Mol Ther. 20: 443-55). Por tanto, estos serotipos se prefieren para el suministro
de nucleasas al tejido muscular.

Si los genes de nucleasa se administran en forma de ADN (por ejemplo, plasmido) 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 enddgenos 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 realizacién preferida, los genes
de nucleasa estan operativamente unidos a un promotor que dirige la expresion génica preferentemente en células
musculares. Ejemplos de promotores especificos de musculo incluyen C5-12 (Liu, et al. (2004) Hum Gene Ther. 15:
783-92), el promotor de creatina quinasa especifico de musculo (MCK) (Yuasa, et al. (2002) Gene Ther. 9: 1576-88),
o el promotor de musculo liso 22 (SM22) (Haase, et al. (2013) BMC Biotechnol. 13: 49-54). En algunas realizaciones,
los genes de nucleasa estan bajo el control de dos promotores separados. En realizaciones alternativas, los genes
estan bajo el control de un solo promotor y estan 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 Unico tratamiento eliminara permanentemente los exones de un porcentaje de las células del paciente.
En realizaciones preferidas, estas células seran mioblastos u otras células precursoras musculares que son capaces
de replicarse y dar lugar a fibras musculares completas que expresan distrofina funcional (o semifuncional). Sin
embargo, si la frecuencia de eliminacion del exdn es baja, puede ser necesario realizar multiples tratamientos en cada
paciente, como multiples rondas de inyecciones intramusculares.

Ejemplos
Esta invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitantes.
Ejemplo 1

Eliminacién del exén 44 de DMD mediante un par de meganucleasas monocatenarias modificadas genéticamente

1. Meganucleasas que reconocen SEQ ID NO: 19y 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). Cada
meganucleasa comprende una sefial de localizacién 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. Eliminacién del exon 44 de DMD en células HEK-293

Se cotransfectaron células de rifién embrionario humano (HEK-293) con ARNm que codifica DYS-1/2 y DYS-3/4. El
ARNmM se preparé produciendo primero una plantilla de PCR para una reaccion de transcripcion in vitro (SEQ ID NO:
139 y SEQ ID NO: 140. Cada producto de PCR incluia un promotor T7 y 609 pb de secuencia de vector corriente abajo
del gen de la meganucleasa. El producto de PCR se purifico en gel para asegurar una Unica plantilla. Se generé ARN
protegido (m7G) usando el kit RiboMAX T7 (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se incluy6 el
analogo del protector Ribo m7G (Promega) en la reaccion y 0,5 ug de la meganucleasa purificada El producto de PCR
sirvid como plantilla de ADN. El ARN protegido se purifico usando el Sistema de aislamiento de ARN total SV
(Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se nucleofectaron 1,5x10° células HEK-293 con 1,5x10'? copias de ARNm de DYS-1/2 y 1,5x10'2 copias de ARNm
de DYS-3/4 (2x108 copias/célula) usando un dispositivo Amaxa Nucleofector |l (Lonza) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion, se aisld el ADN gendmico de las células usando un
kit FlexiGene (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacién, el ADN gendmico se sometié
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 las
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 genémico de las células HEK-293 no transfectadas produjo
solo el producto mas grande (Figura 3B). El producto mas grande es consistente con el tamafo esperado de un
fragmento de PCR de células con DMD Exon 44 intacto. El producto mas pequefio es consistente con el tamafo
esperado de un fragmento de PCR de células en las que el Exon 44 ha sido escindido del gen DMD.

El producto de PCR mas pequefio se aislé del gel y se clond en un plasmido bacteriano (pUC-19) para el analisis de
secuencia. Se secuenciaron tres clones de plasmido, y se encontré que todos tenian el exén 44 eliminado (Figura 3C).
Sorprendentemente, dos de los tres plasmidos portaban productos de PCR de células en las que la eliminaciéon
consistia precisamente en la regidon 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'-
GTAC-3' compatibles, se perdid el fragmento intermedio que comprendia el Exén 44 y, a continuacion, se volvieron a
ligar los dos extremos del cromosoma. El tercer clon de plasmido llevaba un producto de PCR de una célula en la que
se escindio la regién que interviene en los dos sitios de escision junto con 10 bases adicionales.

3. Conclusiones

Se ha demostrado que es posible utilizar un par de meganucleasas monocatenarias modificadas genéticamente para
escindir un fragmento del genoma humano en una linea celular cultivada. El proceso de eliminacion y reparacion 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 mas eficiente cuando los salientes son complementarios y capaces de aparearse
entre si.

Ejemplo 2

Eliminacién del exén 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). Cada
meganucleasa comprende una sefial de localizacién de nucleasa N-terminal derivada de SV40, una primera subunidad
de meganucleasa, una secuencia enlazadora y una segunda subunidad de meganucleasa.

2. Eliminacion del exéon 45 de DMD en células HEK-293

Se cotransfectaron células de rifién embrionario humano (HEK-293) con ARNm que codifica DYS-5/6 y DYS-7/8. El
ARNmM se preparé produciendo primero una plantilla de PCR para una reaccioén de transcripcion in vitro (SEQ ID NO:
143(20) y SEQ ID NO: 144(21). Cada producto de PCR incluia un promotor T7 y 609 pb de secuencia de vector
corriente abajo del gen de la meganucleasa. El producto de la PCR se purificd en gel para asegurar una unica plantilla.
Se generd 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 sirvi6 como molde de ADN. El ARN protegido se purificd
usando el SV Total RNA Isolation System (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se nucleofectaron 1,5x10° células HEK-293 con 1,5x10'? copias de ARNm de DYS-5/6 y 1,5x10'2 copias de ARNm
de DYS-7/8 (2x108 copias/célula) usando un dispositivo Amaxa Nucleofector Il (Lonza) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. 48 horas después de la transfeccion, se aisld el ADN gendmico de las células usando un
kit FlexiGene (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacién, el ADN gendmico se sometié
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:
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 gendémico de HEK-293 no transfectado las células
produjeron solo el producto mas grande (Figura 4B). El producto mas grande es consistente con el tamafio esperado
de un fragmento de PCR de células con DMD con Exén 45 intacto. El producto mas pequefio es consistente con el
tamafio esperado de un fragmento de PCR de células en las que el Exdn 45 ha sido escindido del gen DMD.

El producto de PCR mas pequefio se aisld del gel y se clond en un plasmido bacteriano (pUC-19) para el analisis de
la secuencia. Se secuenciaron 16 clones de plasmido, y se encontré que todos tenian el exén 45 eliminado (Figura
4C). Sorprendentemente, 14 de los 16 plasmidos portaban productos de PCR de células en las que la eliminacion
consistia precisamente en la regidon 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'-
GTAC-3' compatibles, se perdid el fragmento intermedio que comprendia el Exon 45y, a continuacion, se volvieron a
ligar los dos extremos del cromosoma. Los dos clones de plasmido restantes llevaron el producto de la PCR de las
células en las que se corto la regidon que interviene en los dos sitios de escision junto con 36 bases adicionales.

3. Conclusiones

Se ha demostrado que es posible utilizar un par de meganucleasas monocatenarias modificadas genéticamente para
escindir un fragmento del genoma humano en una linea celular cultivada. El proceso de eliminacion y reparacion 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 mas eficiente cuando los salientes son complementarios y capaces de aparearse
entre si.

Ejemplo 3

Eliminacién del exén 23 de DMD en un ratén utilizando meganucleasas administradas por AAV

1. Desarrollo de nucleasas para eliminar el exéon 23 de DMD de ratén

El modelo de ratén estandar de DMD es el ratén mdx, que tiene una mutacién puntual en el exén 23 que introduce un
codon de parada prematuro (Sicinski et al. (1989) Science. 244: 1578-80). En el raton, el Exon 23 de DMD tiene 213
pares de bases, equivalentes a 71 aminoacidos. Por lo tanto, se considera que deberia ser posible eliminar el Exén
23 en su totalidad y, por lo tanto, eliminar el codon 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 Exén 23 de DMD de
raton (SEQ ID NO: 149) mientras que el ultimo reconoce una secuencia de ADN corriente abajo del Ex6n 23 de DMD
de raton (SEQ ID NO: 150). Las nucleasas se probaron, inicialmente, usando un ensayo indicador llamado "iGFFP"
en células CHO como se muestra en la Figura 5. Se encontré que ambas nucleasas cortaban eficientemente sus sitios
de ADN deseados usando este ensayo.

2. Eliminacién del exén 23 de DMD de ratén en células de mioblastos de ratéon

Se cotransfectd una linea celular de mioblastos de raton (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 16 C2C12
se sometieron a nucleofeccién 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 dilucién limitante en placas de 96 pocillos. Después de aproximadamente 2 semanas de
crecimiento, se recolectaron las células y se aisl6 el ADN gendmico usando un kit FlexiGene de Qiagen. A
continuacion, se generd un producto de PCR para cada clon usando un cebador directo en DMD Intrén 22 (SEQ ID
NO: 151) y un cebador reverso en Intrén 23 (SEQ ID NO: 152). A continuacién, se clonaron y secuenciaron 60 de los
productos de PCR. 20 de las secuencias tenian eliminaciones consistentes con la escision inducida por meganucleasa
del gen DMD seguida de reparacién 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, asi como el Exén 23 (SEQ ID NO:
153-163). Estas secuencias probablemente se derivaron de células en las que ambas nucleasas cortaron sus sitios
previstos y se elimind la secuencia intermedia. A 4 de las secuencias les faltaba el ex6n 23 pero tenian una secuencia
de reconocimiento MDX-1/2 intacta (SEQ ID NO: 164-167). Estos parecen deberse a la escision del ADN por MDX-
13/14 solo seguido de la eliminacidon de una gran cantidad de secuencia. Cinco de las secuencias tenian un sitio de
reconocimiento MDX-1/2 intacto y todo o una parte del Exén 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 escision del ADN por MDX-
13/14 solo seguido de la eliminaciéon de una cantidad menor de secuencia insuficiente para eliminar todo el Exén 23.
En marcado contraste con los experimentos de los Ejemplos 1 y 2, no obtuvimos una secuencia de ADN consistente
después de la eliminacion del Exéon 23 de DMD en las células de ratdon. 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 los
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. Generacién de vectores AAV recombinantes para el suministro de un par de nucleasas modificadas genéticamente.
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Para producir vectores AAV para la administracion simultanea de genes MDX-1/2 y MDX-13/14, primero se produjo
un plasmido de "empaquetamiento” llamado "pAAV-MDX" (Figura 7, SEQ ID NO. 173) que comprende un par de
secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) de AAV2, asi como las secuencias de codificacion 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
utilizé para producir virus AAV2 recombinante mediante cotransfeccién de células HEK-293 con un plasmido Ad
auxiliar de acuerdo con el procedimiento de Xiao, et al. (Xiao, et al. (1998) J. Virology 72: 2224-2232). A continuacion,
se aislo el virus mediante centrifugacion en gradiente de cloruro de cesio como describen Grieger and Samulski
(Grieger and Samulski (2012) Methods Enzymol. 507: 229-254). Para confirmar que las particulas de virus resultantes
eran infecciosas y capaces de expresar ambas meganucleasas modificadas genéticamente, se afadieron a células
iGFFP CHO cultivadas que llevaban casetes informadores para MDX-1/2 o MDX-13/14 (véase Figura 5A). La adicion
de particulas de virus recombinantes a la linea CHO que lleva un casete indicador para MDX-1/2 dio como resultado
la expresion del gen GFP en el 7.1% de las células. La adicién de virus a la linea CHO que lleva un indicador de MDX-
13/14 dio como resultado la expresion 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. Eliminacién del exén 23 de DMD en musculo de ratén después de la administracion de AAV de un par de genes de
meganucleasa.

Se produjeron particulas de virus AAV1 recombinantes que portaban los genes MDX-1/2 y MDX-13/14 como se
describié anteriormente. Se inyectaron virus a tres musculos 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 musculo de un ratén no se inyecté como
control negativo. Los musculos de los dos ratones se recogieron a los 4 o 7 dias después de la inyeccion y se aisl6 el
ADN genomico del tejido muscular. La region gendmica que rodea al Exdn 23 de DMD se amplific6 mediante PCR
usando un primer par de cebadores (SEQ ID NO: 151 y SEQ ID NO: 152). Esta reaccion se us6 luego para moldear
una segunda reaccion de PCR usando un par de cebadores "anidados" (SEQ ID NO: 174 y SEQ ID NO: 175) para
eliminar productos de PCR no especificos. Luego, los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa y se
encontré que el ADN gendmico de los tres musculos inyectados con AAV1, pero no el musculo de control no inyectado,
producia productos de PCR mas pequefios que eran consistentes en tamafio con el producto esperado después de la
eliminacion de DMD Exon 23 por las meganucleasas MDX-1/2 y MDX-13/14. A continuacion, se clonaron vy
secuenciaron los productos de PCR mas pequefios. Se obtuvieron tres secuencias Unicas, cada una de las cuales
comprendia una parte del gen DMD de ratén que incluia parte de Intrén 22 e Intrén 23 pero que carecia 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-
178). Por tanto, se ha demostrado que un par de meganucleasas liberadas por AAV pueden usarse para eliminar una
porcién del gen DMD in vivo del musculo del raton.

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 asi
administradas pueden escindir el ADN gendmico en la célula y eliminar fragmentos de ADN del genoma. Ademas, se
ha demostrado que un par de rupturas de ADN inducidas por meganucleasa que no generan salientes compatibles no
volveran a ligarse para producir un resultado de secuencia definido después de la eliminacién 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.

Listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 (I-Crel de tipo silvestre, Genbank Acceso # P05725)
1 MNTKYNKEFL LYLAGEVDGD GSIIAQIKPN QSYKFKHQLS LAFQVTQKTQ RRWFLDKLVD
61 EIGVGYVRDR CSVSDYILSE IKPLHNFLTQ LQPFLKLKQK QANLVLKIIW RLESAKESPD
121 KFLEVCTWVD QTIAALNDSKT RKTTSETVRA VLDSLSEKKK SSP

SEQ ID NO: 135 (DYS-1/2)
1

6l
221
81
241
301
361

MAPKKKRKVH
RRWFLDKLVD
QLPSAKESPD
ASSASSSPGS
TLYFRVTQKT
KQANLVLKII
Ks5sP

MNTKYNKEFL
EIGVGYVQDC
KFLEVCTWVD
GISEALRAGA
QRRWFLDKLV
EQLPSAKESP

LYLAGFVDGD
G3VSEYRLSE
QIAALNDSKT
GSGTGYNKEF
DEIGVGYVLD
DEKEFLEVCTWV

17

GSIYAWISPS
IKPLHNEFLTQ
RKTTSETVRA
LLYLAGEVDG
FGSV3SCYSLS
DOIAALNDSK

QTCKFKHRLM
LOPFLKLEKQK
VLDSLPGSVG
DGSIYACILP
QIKPLHNFLT
TRETTSETVR

TLRFIVSQKTQ
QANLVLKIIE
GLSPSQASSA
TQROKFKHGL
QLOPFLELKQ
AVLDSLSEKK
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SEQ ID NO 136 (DYS-3/4)

61

221
.81
241
301
361

MAPKKKRKVH
RRWFLDKLVD
QLPSAKESPD
ASSASSSPGS
CLSFCVYQKT
KQANLVLKII
Ks5sP

MNTKYNKEFL
EIGVGYVYDR
KFLEVCTWVD
GISEALRAGA
QRRWFLDKLV
EQLPSAKESP

SEQ ID NO 137 (DY S-5/6)

61

221
.81
241
301
361

MAPKKKRKVH
RRWELDEKLVD
QLPSAKESPD
ASSASSSPGS
TLRESVSQKT
KOANTLVLKIT
KSsP

MNTKYNKEFL
EIGVGYVNDS
KFLEVCTWVD
GISEALRAGA
ORRWEFLDKLV
EQLPSAKESP

SEQ ID NO 138 (DYS-7/8)

61

221
281
241
301
361

MAPKKKRKVH
RRWFLDKLVD
QLPSAKESPD
ASSASSSPGS
ALRFNVVQKT
KOANLVLKIL
KSsP

MNTKYNKEFL
EIGVGYVYDC
KFLEVCTWVD
GISEALRAGA
QRRWEFLDKLV
EQLPSAKESP

LYLAGFVDGD
GSVSVYQLSO
QIAALNDSKT
GSGTGYNKEE
DEIGVGYVTD
DKEFLEVCTWV

LYLAGEVDGD
GSVSKYRLS50Q
QIAALNDSKT
GSGTGYNKEF
DEIGVGYVCD
DEFLEVCTWV

LYLAGEVDGD
GSVSEYRLSE
QIAALNDSKT

GSIFASIRPR
IKPLHNFLTQ
RKTTSETVRA
LLYLAGEVDG
AGSVSSYRLS
DOIAALNDSK

GSIFACIQPED
IKPLHNFLTQ
RKTTSETVRA
LLYLAGEVDG
KGSVSEYMLS
DOQIAALNDSK

GSIYACILPY
IKPLHNFLTQ
RKTTSETVRA

QTSKFKHALA
LOPFLKLKQK
VLDSLPGSVG
DGSIIACIRP
EIKPLHNFLT
TRETTSETVR

QRAKFKHTLE
LOPFLKLKQK
VLDSLEGSVGE
DGSIYATIQP
EIXKPLHNFLT
TRKTTSETVR

QRCKFKHGLS
LOPFLKLKQK
VLDSLEGSVGE

TLEFVVGOKTO
QANLVLKXIIE
GLSPSQASSA
HOAYKFKHQL
QLOPFLXLKQ
AVLDSLSEKK

LSFEVGQKTOQ
QANLVLKITE
GLSPSQASSA
TQCAKFKHQL
QLOPFLKLEKQ
AVLDSLSEKK

LRFMVSQKTQ
QANLVLKITE
GLSP3QASSA

GSGTGYNKEF
DEIGVGYVYD
DRFLEVCTWV

SEQID NO 139 (DYS-1/2 Plantilla PCR para ARNm)

661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
156l
le21
lesl
1741

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

CACAGGTGTC
ACTATAGGCT
AATACAARAT
TCCATCTATG
CGGTTCATTG
ATCGGTGTGG
AAGCCTTTGC
GCAAATTTAG
TTCTTAGAAG
AAAACAACTT
CTATCGCCAT

CACTCCCAGT
AGCCTCGAGC
ATAATANAGA
CCTGGATCAG
TCTCGCAGAA
GTTACGTGCA
ATAATTTTTT
TTTTAAAAAT
TTTGTACATG
CTGAAACCGT
CTCAGGCATC

TCAATTACAG
CGCCACCATG
GTTCTTACTC
TCCTTCGCAA
GACACAGCGC
GGACTGTGGC
AACACAACTA
TATTGAACAA
GGTGGATCAA
TCGTGCTGETG
CAGCGCCGCA

LLYLAGEVDG
QGSVSEYRLS
DQIAALNDSK

CTCTTAAGGC
GCACCGAAGA
TACTTAGCAG
ACGTGTAAGT
CGTTGGTTCC
AGCGTCTCCG
CAACCTTTTC
CTTCCGTCAG
ATTGCAGCTC
CTAGACAGTT
TCCTCGGCTT

DGSIFASTVP
ETKPLHNFLT
TRETTSETVR

TAGAGTACTT
AGAAGCGCAA
GGTTTGTAGA
TCAAGCACAG
TCGACAAGCT
AGTACCGGCT
TAAARCTAAA
CAAANGAATC
TGAATGATTC
TACCAGGATC
CCTCAAGCCC

DORSKFKHGL
QLOPFLKLKQ
AVLDSLSEKK

AATACGACTC
GGTGCATATG
CGGTGACGGT
GCTGATGCTC
GGTGGACGAG
GTCCGAGATC
ACAAAARCAA
CCCGGACANA
GAAGACGCGT
CGTGGGAGGT
GGGTTCAGGG

ATCTCCGAAG
CTCTACCTGG
CAGCGTCAGA
CGCCGTTGGT
GGCAGCGTCT
CTCCAGCCCT
CAGCTGCCCT
CAGATCGCCG
GTTCTAGACA
AGAAGTCGTC
GACAAACCAC
TTGCTTTATT
ATTTTATGTT
ACAAATGTGG
CACCGATCGC
GGCGCATTAA
GCCCTAGCGC
CCCCGTCAAG
CTCGACCCCA

CACTCAGAGC
CGGGCTTCGT
AGTTCAAGCA
TCCTCGACAA
CCTGTTACTC
TCCTGAAGCT
CCGCCAAGGA
CTCTGAACGA
GTCTCTCCGA
CCCCTAGCGG
AACTAGAATG
TGTAACCATT
TCAGGTTCAG
TAAAATCGAT
CCTTCCCAAC
GCGCGGCGGG
CCGCTCCTTT
CTCTAAATCG
AAAAACTTGA

TGGAGCAGGT
CGACGGGGAC
CGGGCTGACG
GCTGGTGGAC
TCTGTCCCAG
CAAGCAGAAG
ATCCCCGGAC
CTCCAAGACC
GAAGAAGAAG
CCGCTTCGAG
CAGTGAAAAA
ATAAGCTGCA
GGGGAGATGT
AAGATCTTGA
AGTTGCGCAG
TGTGGTGGTT
CGCTTTCTTC
GGGGCTCCCT
TTAGGGTGAT

18

TCCGGCACTG
GGCTCCATCT
CTCTATTTCC
GAGATCGGTG
ATCAAGCCTC
CAGGCCAACC
AAGTTCCTGG
CGCAAGACCA
TCGTCCCCCT
CAGACATGAT
AATGCTTTAT
ATAAACAAGT
GGGAGGTTTT
TCCGGGCTGG
CCTGAATGGC
ACGCGCAGCG
CCTTCCTTTC
TTAGGGTTCC
GGTTCACGTA

GATACAACAA
ATGCCTGTAT
GGGTCACTCA
TGGGTTACGT
TGCACAACTT
TCGTGCTGAA
AGGTGTGCAC
CTTCCGAAAC
AAACAGTCTC
AAGATACATT
TTGTGAAATT
TAACAACAAC
TTAARAGCAAG
CGTAATAGCG
GAATGGACGC
TGACCGCTAC
TCGCCACGTT
GATTTAGTGC
GTGGGCCATC

GGAATTCCTG
CCTTCCGACT
GAAGACACAG
GCTGGACTTT
CCTGACCCAG
GATCATCGAG
CTGGGTGGAC
CGTCCGCGCC
TCCGAGAAGA
GATGAGTTTG
TGTGATGCTA
AATTGCATTC
TAAAACCTCT
AAGAGGCCCG
GCCCTGTAGC
ACTTGCCAGC
CGCCGGCTTT
TTTACGGCAC
G
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SEQ ID NO 140 (DYS-3/4 Plantilla PCR para ARNm)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
66l
721
781
341
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
legl
1741

CACAGGTGTC
ACTATAGGCT
AATACAAANT
TCCATCTTTG
TTTTTCGTGG
ATCGGTGTGG
AAGCCTTTGC
GCAAATTTAG
TTCTTAGAAG
AAANCAACTT
CTATCGCCAT
ATCTCCGAAG
CTCTACCTGG
CAAGCTTATA
CGCCGTTGGT
GGCAGCGTCT
CTCCAGCCCT
CAGCTGCCCT
CAGATCGCCG
GTTCTAGACA
AGAAGTCGTC
GACAAACCAC
TTGCTTTATT
ATTTTATGTT
ACAAATGTGG
CACCGATCGC
GGCGCATTAA
GCCCTAGCGC
CCCCGTCAAG
CTCGACCCCA

CACTCCCAGT
AGCCTCGAGC
ATAATAAAGA
CCTCTATCCG
TCGGGCAGAA
GTTACGTGTA
ATAATTTTTT
TTTTAAAAAT
TTTGTACATG
CTGAAACCGT
CTCAGGCATC
CACTCAGAGC
CGGGCTTCGT
AGTTCAAGCA
TCCTCGACAA
CCTCTTACCG
TCCTGAAGCT
CCGCCAAGGA
CTCTGAACGA
GTCTCTCCGA
CCCCTAGCGG
ARACTAGAATG
TGTAACCATT
TCAGGTTCAG
TAAANTCGAT
CCTTCCCAAC
GCGCGGCGGGE
CCGCTCCTTT
CTCTAAATCG
ARAAACTTGA

TCAATTACAG
CGCCACCATG
GTTCTTACTC
GCCTCGGCAA
GACACAGCGC
TGACCGTGGC
AACACAACTA
TATTGAACARA
GGTGGATCAA
TCGTGCTGTG
CAGCGCCGCA
TGGAGCAGGT
CGACGGGGAC
CCAGCTGTGT
GCTGGTGGAC
GCTGTCCGAG
CAAGCAGAAG
ATCCCCGGAC
CTCCAAGACC
GAAGAAGAAG
CCGCTTCGAG
CAGTGAAAAA
ATAAGCTGCA
GGGGAGATGT
AAGATCTTGA
AGTTGCGCAG
TGTGGTGGTT
CGCTTTCTTC
GGGGCTCCCT
TTAGGGTGAT

CTCTTAAGGC
GCACCGAAGA
TACTTAGCAG
ACGAGTAAGT
CGTTGGTTCC
AGCGTCTCCG
CAACCTTTTC
CTTCCGTCAG
ATTGCAGCTC
CTAGACAGTT
TCCTCGGCTT
TCCGGCACTG
GGCTCCATCA
CTCTCTTTCT
GAGATCGGTG
ATCAAGCCTC
CAGGCCAACC
AAGTTCCTGG
CGCAAGACCA
TCGTCCCCCT
CAGACATGAT
AATGCTTTAT
ATAAACAAGT
GGGAGGTTTT
TCCGGGCTGG
CCTGAATGGC
ACGCGCAGCG
CCTTCCTTTC
TTAGGGTTCC
GGTTCACGTA

TAGAGTACTT
AGAAGCGCAA
GGTTTGTAGA
TCAAGCACGC
TCGACAAGCT
TGTACCAGCT
TAAANMCTAAR
CAARAAGAATC
TGAATGATTC
TACCAGGATC
CCTCAAGCCC
GATACAACAA
TTGCCTGTAT
GTGTCTATCA
TGGGTTACGT
TGCACAACTT
TCGTGCTGAA
AGGTGTGCAC
CTTCCGAAAC
AANCAGTCTC
AAGATACATT
TTGTGAAATT
TAACAACAAC
TTAAAGCAAG
CGTAATAGCG
GAATGGACGC
TGACCGCTAC
TCGCCACGTT
GATTTAGTGC
GTGGGCCATC

AATACGACTC
GGTGCATATG
CGGTGACGGT
GCTGGCTCTC
GGTGGACGAG
GTCCCAGATC
ACAAMAACAR
CCCGGACAAA
GAAGACGCGT
CGTGGGAGGT
GGGTTCAGGG
GGAATTCCTG
CCGGCCTCAT
GAAGACACAG
GACGGACGCT
CCTGACCCAG
GATCATCGAG
CTGGGTGGAC
CGTCCGCGCC
TCCGAGAAGA
GATGAGTTTG
TGTGATGCTA
AARTTGCATTC
TAAANCCTCT
AAGAGGCCCG
GCCCTGTAGC
ACTTGCCAGC
CGCCGGCTTT
TTTACGGCAC
G

SEQ ID NO: 141 (cebador de PCR directo del exén 44)
1 GAAAGAAAAT GCCAATAGTC CAAAATAGTT G
SEQ ID NO: 142 (cebador de PCR reverso del exon 44)
1 CATATTCAAA GGACACCACA AGTTG

19
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SEQ ID NO 143 (DYS-5/6 Plantilla PCR para ARNm)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661l
721
781
841
901
96l

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
le21
1681
1741

CACAGGTGTC
ACTATAGGCT
AATACAAAAT
TCCATCTTTG
TCTTTCGAGG
ATCGGTGTGG
AAGCCTTTGC
GCAAATTTAG
TTCTTAGAAG
AAAACAACTT
CTATCGCCAT
ATCTCCGAAG
CTCTACCTGG
CAATGTGCGA
CGCCGTTGGT
GGCAGCGTCT
CTCCAGCCCT
CAGCTGCCCT
CAGATCGCCG
GTTCTAGACA
AGAAGTCGTC
GACARACCAC
TTGCTTTATT
ATTTTATGTT
ACAAATGTGG
CACCGATCGC
GGCGCATTAA
GCCCTAGCGC
CCCCGTCAAG
CTCGACCCCA

CACTCCCAGT
AGCCTCGAGC
ATAATADAGA
CCTGTATCCA
TCGGGCAGAA
GTTACGTGAA
ATAATTTTTT
TTTTAAAAAT
TTTGTACATG
CTGAAACCGT
CTCAGGCATC
CACTCAGAGC
CGGGCTTCGT
AGTTCAAGCA
TCCTCGACAA
CCGAGTACAT
TCCTGAAGCT
CCGCCAAGGA
CTCTGAACGA
GTCTCTCCGA
CCCCTAGCGG
AACTAGAATG
TGTAACCATT
TCAGGTTCAG
TAAAATCGAT
CCTTCCCAAC
GCGCGGCGGE
CCGCTCCTTT
CTCTAAATCG
AAARACTTGA

TCAATTACAG
CGCCACCATG
GTTCTTACTC
GCCTGATCAA
GACACAGCGC
TGACTCTGGC
AACACAACTA
TATTGAACAA
GGTGGATCAA
TCGTGCTGTG
CAGCGCCGCA
TGGAGCAGGT
CGACGGGGAC
CCAGCTGACT
GCTGGTGGAC
GCTGTCCGAG
CAAGCAGAAG
ATCCCCGGAC
CTCCAAGACC
GAAGAAGAAG
CCGCTTCGAG
CAGTGAAAAR
ATAAGCTGCA
GGGGAGATGT
ARAGATCTTGA
AGTTGCGCAG
TGTGGTGGTT
CGCTTTCTTC
GGGGCTCCCT
TTAGGGTGAT

SEQ ID NO 144 (DYS-7/8 Plantilla PCR para ARNm)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501
961

1021
logl
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

CACAGGTGTC
ACTATAGGCT
AATACAAAAT
TCCATCTATG
CGATTCATGG
ATCGGTGTGG
AAGCCTTTGC
GCAAATTTAG
TTCTTAGAAG
AAAACAACTT
CTATCGCCAT
ATCTCCGAAG
CTCTACCTGG
CAGCGTAGTA
CGCCGTTGGT
GGCAGCGTCT
CTCCAGCCCT
CAGCTGCCCT
CAGATCGCCG
GTTCTAGACA
AGAAGTCGTC
GACARACCAC
TTGCTTTATT
ATTTTATGTT
ACAAATGTGG
CACCGATCGC

CACTCCCAGT
AGCCTCGAGC
ATAATAAAGA
CCTGTATCTT
TCAGTCAGAA
GTTACGTGTA
ATAATTTTTT
TTTTAAAAAT
TTTGTACATG
CTGAAACCGT
CTCAGGCATC
CACTCAGAGC
CGGGCTTCGT
AGTTCAAGCA
TCCTCGACAA
CCGAGTACAG
TCCTGAAGCT
CCGCCAAGGA
CTCTGAACGA
GTCTCTCCGA
CCCCTAGCGG
AACTAGAATG
TGTAACCATT
TCAGGTTCAG
TAAAATCGAT
CCTTCCCAAC

TCAATTACAG
CGCCACCATG
GTTCTTACTC
GCCGGTGCAG
GACACAGCGC
TGACTGTGGC
AACACAACTA
TATTGAACAA
GGTGGATCAA
TCGTGCTGTG
CAGCGCCGCA
TGGAGCAGGT
CGACGGGGAC
CGGTCTGGCT
GCTGGTGGAC
GCTGTCCGAG
CAAGCAGAAG
ATCCCCGGAC
CTCCAAGACC
GAAGAAGAAG
CCGCTTCGAG
CAGTGAAARA
ATAAGCTGCA
GGGGAGATGT
AAGATCTTGA
AGTTGCGCAG

20

CTCTTAAGGC
GCACCGAAGA
TACTTAGCAG
AGGGCGAAGT
CGTTGGTTCC
AGCGTCTCCA
CAACCTTTTC
CTTCCGTCAG
ATTGCAGCTC
CTAGACAGTT
TCCTCGGCTT
TCCGGCACTG
GGCTCCATCT
CTCCGTTTCT
GAGATCGGTG
ATCAAGCCTC
CAGGCCAACC
ARAGTTCCTGG
CGCAAGACCA
TCGTCCCCCT
CAGACATGAT
AATGCTTTAT
ATARACAAGT
GGGAGGTTTT
TCCGGGCTGG
CCTGAATGGC
ACGCGCAGCG
CCTTCCTTTC
TTAGGGTTCC
GGTTCACGTA

CTCTTAAGGC
GCACCGAAGA
TACTTAGCAG
CGTTGTAAGT
CGTTGGTTCC
AGCGTCTCCG
CAACCTTTTC
CTTCCGTCAG
ATTGCAGCTC
CTAGACAGTT
TCCTCGGCTT
TCCGGCACTG
GGCTCCATCT
CTCAGGTTCA
GAGATCGGTG
ATCAAGCCTC
CAGGCCAACC
AAGTTCCTGG
CGCAAGACCA
TCGTCCCCCT
CAGACATGAT
AATGCTTTAT
ATAAACAAGT
GGGAGGTTTT
TCCGGGCTGG
CCTGAATGGC

TAGAGTACTT
AGAAGCGCAA
GGTTTGTAGA
TCAAGCACAC
TCGACAAGCT
AGTACAGGCT
TAAAACTAAA
CAADAGAATC
TGAATGATTC
TACCAGGATC
CCTCAAGCCC
GATACAACAA
ATGCCACTAT
CGGTCTCTCA
TGGGTTACGT
TGCACAACTT
TCGTGCTGAA
AGGTGTGCAC
CTTCCGAAAC
AAARCAGTCTC
AAGATACATT
TTGTGAAATT
TAACAACAAC
TTAAAGCAAG
CGTAATAGCG
GAATGGACGC
TGACCGCTAC
TCGCCACGTT
GATTTAGTGC
GTGGGCCATC

TAGAGTACTT
AGAAGCGCAA
GGTTTGTAGA
TCAAGCACGG
TCGACAAGCT
AGTACAGGCT
TAAAACTARA
CAARAAGAATC
TGAATGATTC
TACCAGGATC
CCTCAAGCCC
GATACAACAA
TTGCCTCTAT
ATGTCGTTCA
TGGGTTACGT
TGCACAACTT
TCGTGCTGAA
AGGTGTGCAC
CTTCCGAAAC
AARRCAGTCTC
AAGATACATT
TTGTGAAATT
TAACAACAAC
TTAAAGCAAG
CGTAATAGCG
GAATGGACGC

AATACGACTC
GGTGCATATG
CGGTGACGGT
GCTGCGGCTC
GGTGGACGAG
GTCCCAGATC
ACAAAAACARA
CCCGGACAAA
GAAGACGCGT
CGTGGGAGGT
GGGTTCAGGG
GGAATTCCTG
CCAGCCTACT
GAAGACACAG
GTGTGACAAG
CCTGACCCAG
GATCATCGAG
CTGGGTGGAC
CGTCCGCGCC
TCCGAGAAGA
GATGAGTTTG
TGTGATGCTA
AATTGCATTC
TAAAACCTCT
AAGAGGCCCG
GCCCTGTAGC
ACTTGCCAGC
CGCCGGCTTT
TTTACGGCAC
G

AATACGACTC
GGTGCATATG
CGGTGACGGT
GCTGTCTCTC
GGTGGACGAG
GTCCGAGATC
ACAAANACAR
CCCGGACAAA
GAAGACGCGT
CGTGGGAGGT
GGGTTCAGGG
GGAATTCCTG
CGTGCCGGAT
GAAGACACAG
GTATGACCAG
CCTGACCCAG
GATCATCGAG
CTGGGTGGAC
CGTCCGCGCC
TCCGAGAAGA
GATGAGTTTCG
TGTGATGCTA
AATTGCATTC
TAAAACCTCT
AAGAGGCCCG
GCCCTGTAGC
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GGCGCATTAA GCGCGGLGGG TGTGGTGGTT

ACGCGCAGCG TGACCGCTAC ACTTGCCAGC
GCCCTAGCGC CCGCTCCTTT CGCTTTCTTC CCTTCCTTTC TCGCCACGTT CGCCGGCTTT
CCCCGTCAAG CTCTAAATCG GGGGCTCCCT TTAGGGTTCC GATTTAGTGC TTTACGGCAC

SEQ ID NO: 145 (cebador de PCR directo del exén 45)

1 CTAACCGAGA GGGTGCTTTT TTC

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

1 GTGTTTAGGT CAACTAATGT GTTTATTTTG

SEQ ID NO 147 (MDX-1/2 Meganucleasa)

61
121
181
241
301
361

MAPKKKRKVH
RRWELDKLVD
QLPSAKESPD
ASSASSSPGS
GLREYVSQKT
KOANLVLKIT
KSSP

MNTKYNKEFL
EIGVGYVQDV
KFLEVCTWVD
GISEALRAGA
QRRWEFLDKLV
EQLPSAKESP

LYLAGEVDGD
GSVSQYRLSQ
QIAALNDSKT
GSGTGYNKEF
DEIGVGYVSD
DEKFLEVCTWV

GSIFACIHPS QAYKFKHRLT
IKPLHNFLTQ LOQPFLKLKQK
RKTTSETVRA VLDSLPGSVG
LLYLAGEVDG DGSISATIAP
QGSVSRYCLS QIKPLHNFLT
DOQIAATLNDSK TRKTTSETVR

CTCGACCCCA AAAAACTTGA TTAGGGTGAT GGTTCACGTA GTGGGCCATC G

LHETVTQKTQ
QANLVLKIIE
GLSPSQASSA
AQYGKFKHYL
QLOPFLKLKQ
AVLDSLSEKK

SEQ ID NO 148 (MDX-13/14 Meganucleasa)

61
121
181
241
301
36l

MAPKKKRKVH
RRWELDKLVD
QLESAKESFED
ASSASSSPGS
RLGESVYQKT
KOANLVLKII
KSSP

MNTKYNKEFL
EIGVGYVYDR
KFLEVCTWVD
GISEALRAGA
QRRWELDKLV
EQLPSAKESP

LYLAGEVDGD
GSVSSYRLSE
QIAALNDSKT
GSGTGYNKEF
DEIGVGYVRD
DKFLEVCTHWV

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

TTCTGTGATG TGAGGACATA TA

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

1 ACTAATGAAA CACCACTCCA CA

SEQ ID NO: 151 (cebador directo Intrén 22 de DMD de raton)

1 GTCTTATCAG TCAAGAGATC ATATTG

SEQ ID NO: 152 (cebador reverso DMD Intrén 23 de ratén)

1 GTGTCAGTAA TCTCTATCCC TTTCATG

GSIYACIRPT
IKPLHNFLTQ
REKTTSETVRA
LLYLAGEVDG
TGSVSCYCLS
DOIAATNDSK

SEQ ID NO: 153 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

181 GTCTGGAAAT TAAATACTAG TAAGAGAAAC TTCT

SEQ ID NO: 154 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

61 GAAGCAAAAA TGAGATCTIT

21

QSVKFKHDLL
LOPFLKLKQK
VLDSLPGSVE
DGSTWASTEP
QIKPLHNFLT
TRKTTSETVR

LCFDVSQKTQ
QANLVLKIIE
GLSPSQASSA
ROQSKFKHQOL
QLOPFLKLKQ
AVLDSLSEKK

1 AGAATTTAAA TATTAACAAA CTATAACACT ATGATTAAAT GCTTGATATT GAGTAGTTAT
61 TTTAATAGCC TAAGTCTGGA AATTAAATAC TAGTAAGAGA AACTTCTAGA ATTTAAATAT
121 TAACAAACTA TAACACTATG ATTAAATGCT TGATATTGAG TAGTTATTTT AATAGCCTAA

1 TTTAATAGCC TAAGTCTGGA AATACTCCAC AGGTGATTTC AGCCACTTTA TGAACTGCTG
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SEQ ID NO: 155 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratdn)

1 TTAGTTAGAA TTTAAATATT AACAAACTAT AACACTATGA
61 AGTTATTTTA ATAGCCTAAG TCTGGAAATT AAATACTAGT
121 GACCACTCCA CAGGTGATTT CAGCCACTTT ATGAACTGCT
181 T

SEQ ID NO: 156 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Raton)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
66l

TATAACACTA
GATTGTCTGT
ACATAATAAT
TTAGCTCACA
GACATATGTT
CATATTTCCT
ARTAATAACC
TTAGTTAAAT
CGAAANGANA
TTTCATTCTG
ARAAGTGTCA
ATGAACTGCT

TGATTAAATG
ATAAATGAAT
TTAAMATATC
GCATACATAT
TTCACTACCA
TCCCTACATT
TAGACTCAAT
TCATAGGTTG
GTTCAAAAAT
GCCATGCTAG
AATCCATGAT
GGAAGCAAAR

CTTGATATTG
TGATTTTTTT
CTTATTCCAT
ATACACATGT
TATTTCACTT
GACTTCTATT
ACAGTAATCT
TGTTTCTCAT
GTCATGACTT
TGACTTGATC
CTACATGTTT
ATGAGATCTT

AGTAGTTATT
TCACCAACTC
TATGTTCATT
ATTACATATG
TTGAATTATG
AATTTAGTAT
AACAATTATA
AGTTGGCCAT
CATATAGAGT
ATTCTTGTAT
GACCACTCCA
T

TTAAATGCTT
AAGAGAAACT
GGAAGCAAAR

TTATGTGTCA
CAAGTATACT
TTTTAAGTITG
CATATATTAT
AATATATGTT
TTCAGTAGTT
TTTGTGCCTG
TTGTGAAATA
TATTGAAACA
TTTACAGCTA
CAGGTGATTT

GATATTGAGT
TCTGTGATGT
ATGAGATCTT

TACCTTCTTG
TAACATTTTA
TAGATATGAT
ATATATGGCA
TAATTTCTGC
CTAACACATT
TAATTCTAAG
TAATAATATC
GTGCCCTTAC
AAACACTACC
CAGCCACTTT

SEQ ID NO: 157 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

1 TTGAGTAGTT ATTTTAATAG CCTAAGTCTG GAAATTAAAT
61 TGATGTGCAC AGGTGATTTC AGCCACTTTA TGAACTGCTG

SEQ ID NO: 158 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Raton)

1 GATATTGAGT AGTTATTTTA ATAGCCTAAG TCTGGAAATT
61l CACTTTATGA ACTGCTGGAA GCAAAAATGA

SEQ ID NO: 159 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

1 AATACTAGTA AGAGAAACTT CTGTGATGTG AGGACTCCAC
61 TGAACTGCTG GAAGCAAAAM TGAGATCTTT GCAACATGAA
121 ACTGTGTTCA ATATTTCAGC CATAACATAC ATTAGAGAAT
181 TT

SEQ ID NO: 160 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

1 AATACTAGTA ACAGAAACTT CTGTGATGTG AGGACATTTC
61 GAAGCAAAAA TGAGATCTTT GCAACATGAA GCAGTTGCTC
121 ATATTTCAGC CATAACATAC ATTAGAGCAAT GATTTATATT

SEQ ID NO: 161 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Raton)

1 AATACTAGTA AGAGAAGATT TCAGCCACTT TATGAACTGC
©l TTGCAACATG AAGCAGTTGC TCAGTTCATT AAACTGTGTT
121 ACATTAGAGA ATGATTTATA TTGTTCAAAC ATTT

SEQ ID NO: 162 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Rat6n)

1 TTTAATAGCC
&1 AACTGCTGGA AGCAAAAATG A

22

ACTAGTAAGA
GAAGCAAAARA

AAATACTAGT

AGGTGATTTC
GCAGTTGCTC
GATTTATATT

AGCCACTTTA
AGTTCATTAA
GTTCAAACAT

TGGAAGCAAA
CAATATTTCA

GAARACTTCTG
TG

AGATTTCAGC

AGCCACTTTA
AGTTCATTAA
GTTCAAACAT

TGAACTGCTG
ACTGTGTTCA
TT

AATGAGATCT
GCCATAACAT

TAAGTCTGGA AATTAAATAC TAGTAAGAGA GTGATTTCAG CCACTTTATG
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SEQ ID NO: 163 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

1 TTAGTTAGAA TTTAAATATT AACAAACTAT
61 AGTTATTTTA ATAGCCTAAG TCTGGAAATT
121 TGGAAGCARA AATGAGATCT CATTAAACTG
181 GAGAATGATT TATATTGTTC AAACATTTGG

AACACTATGA
AANTACTAGT
TGTTCAATAT
TGCTCTATTT

SEQ ID NO: 164 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Raton)

1
61
121
181
241
301

TTAGTTAGAA

TTTAAATATT

AGTTATTTTA ATAGCCTAAG
GAGGACATAT AAAGACTAAT

CTTTATGAAC
ATTAAACTGT
AACATTTGGT

TGCTGGAAGC
GTTCAATATT
GCTCTATTTT

AACARACTAT
TCTGGAAATT
TTTTTTGTTG
AAARAATGAGA
TCAGCCATAA
TGCATGACGT

AACACTATGA
ARATACTAGT
ATTCTARARAA
TCTTTGCAAC
CATACATTAG
GGGA

SEQ ID NO: 165 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Raton)

1 TTAGTTAGAA TTTAAATATT AACAAACTAT AACACTATGA
61 AGTTATTTTA ATAGCCTAAG TCTGGAAATT AAATACTAGT
AAAGACTAAT TTTTTCACTC CACAGGTGAT
181 CTGGAAGCAA AAATGAGATC TTIT

121

GAGGACATAT

SEQ ID NO: 166 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

1
6l
121
181
241
301
361
421

TTATTTTAAT
GGACATATAA
TTTTAAATCT
TAGGTAAGTT
GTAAAATTAT
TTATTCATAA
ARTTACATAA
GTTAGTGTAA

AGCCTAAGTC
AGACTAATTT
GAAAATATAT
AAAATGTATC
GACTTCTAAA
GAATACATAT
ACTTTTATTT
ATGAACTTCT

TGGAAATTAA
TTTTGTTGAT
TAATCATATA
ACATATATAR
TTTCTGTCTA
ATATTGCTTT
ACCTTCTTCT
ATTTAAACTC

ATACTAGTAA
TCTAAAAATC
TTGCCTAAAT
TAAACATAGT
AATATAATAT
ATCAGATATT
TGATATGAAT
CACAGGTGAT

SEQ ID NO: 167 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

1
ol
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661

TTAGTTAGAA
AGTTATTTTA
GAGGACATAT
CTTTTTAAAT
TGTAGGTAAG
CAGTAAAATT
AATTATTCAT
TAAATTACAT
GTGTTAGTGT
TTTCAGCCAC
GCTCAGTTCA
TATTGTTCAA

TTTAAATATT
ATAGCCTAAG
AAAGACTAAT
CTGAAAATAT
TTAAAATGTA
ATGACTTCTA
AAGAATACAT
AAACTTTTAT
AAATGAACTT
TTTATGAACT
TTAAACTGTG
ACATTTGGTG

AACAAACTAT
TCTGGAAATT
TTTTTTGTTG
ATTAATCATA
TCACATATAT
AATTTCTGTC
ATATATTGCT
TTACCTTCTT
CTATTTAATT
GCTGGAAGCA
TTCAATATTT
CTCTATTTTT

AACACTATGA
ARATACTAGT
ATTCTAAARA
TATTGCCTAA
AATARACATA
TAAATATAAT
TTATCAGATA
CTTGATATGA
TTGAGGCTCT
AAAATGAGAT
CAGCCATAAC
GCATGCACGTG

SEQ ID NO: 168 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Raton)

1 AATACTAGTA AGAGAAACTT CTGTGATGTG AGGACATATA
CCCATGTTGT ATACTTATTC TTTTTAAATC
121 ATTGCCTAAA TGTCTTAATA ATGITTCACT GTAGGTAAGT

6l

TTCTAAAAAT

23

TTAAATGCTT
TCAGCCACTT
TTCAGCCATA
TTGCATGACG

TTAAATGCTT
AMGAGARACT
TCCACAGGTG
ATGAAGCAGT
AGAATGATTT

TTAAATGCTT
AAGAGAAACT
TTCAGCCACT

GAGAAACTTC
CCATGTTGTA
GTCTTAATAA
TATTAATGCA
GCCCTGTAAT
CTACTTTGTT
GAAACTCATC
TTCAGCCACT

TTAAATGCTT
AAGAGAAACT
TCCCATGTTG
ATGTCTTAAT
GTTATTAATG
ATGCCCTGTA
TTCTACTTTG
ATGAAACTCA
GCAAAGTTCT
CTTTGCAACA
ATACATTAGA
GGA

AAGACTAATT
TGAAAATATA
TAAAATGTAT

GATATTGAGT
TATGAACTGC
ACATACATTA
TGGCA

GATATTGAGT
TCTGTGATGT
ATTTCAGCCA
TGCTCAGTTC
ATATTGTTCA

GATATTGAGT
TCTGTGATGT
TTATGAACTG

TGTGATGTGA
TACTTATTCT
TGTTTCACTG
TAGATATTCA
ATAATAGARAA
TAGATCTCTA
AAATATGCGT
TTATGAAC

GATATTGAGT
TCTGTGATGT
TATACTTATT
AATGTTTCAC
CATAGATATT
ATATAATAGA
TTTAGATCTC
TCAAATATGC
CCACAGGTGA
TGAAGCAGTT
GAATGATTTA

TTTTTGTTGA
TTAATCATAT
CACATATATA



181
241
301
361
421
481
541
601

ATAAACATAG
AAATATAATA
TATCAGATAT
TTGATATGAA
TGAGGCTCTG
TTCAGCCACT
CTCAGTTCAT
ATTGTTCAAA

TTATTAATGC
TGCCCTGTAA
TCTACTTTGT
TGAAACTCAT
CAAAGTTCTT
TTATGAACTG
TAAACTGTGT
CATTT
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ATAGATATTC
TATAATAGAA
TTAGATCTCT
CAAATATGCG
TGAAAGAGCA
CTGGAAGCAA
TCAATATTTC

AGTAAAATTA
ATTATTCATA
AAATTACATA
TGTTAGTGTA
ACAAAATGGC
AAATGAGATC
AGCCATAACA

TGACTTCTAA
AGAATACATA
AACTTTTATT
AATGAACTTC
TTCACCACTC
TTTGCAACAT
TACATTAGAG

ATTTCTGTCT
TATATTGCTT
TACCTTCTTC
TATTTAATTT
CACAGGTGAT
GAAGCAGTTG
AATGATTTAT

SEQ ID NO: 169 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Raton)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
66l
121

TTAGTTAGAA
AGTTATTTTA
GAGGACATAT
CTTTTTAAAT
TGTAGGTAAG
CAGTAAAATT
AATTATTCAT
TAAATTACAT
GTGTTAGTGT
AACARRATGG
CAGAAATATG
ACATGAAGCA
AGAGAATGAT

TTTAAATATT
ATAGCCTAAG
AAAGACTAAT
CTGAAAATAT
TTARARATGTA
ATGACTTCTA
AAGAATACAT
AAACTTTTAT
AAATGAACTT
CTTCAACTAT
CCATTTCAGC
GTTGCTCAGT
TTATATTGTT

AACARACTAT
TCTGGAAATT
TTTTTTGTTG
ATTAATCATA
TCACATATAT
AATTTCTGTC
ATATATTGCT
TTACCTTCTT
CTATTTAATT
CTGAGTGACA
CACTTTATGA
TCATTAAACT
CAAAMCATTTG

AACACTATGA
AAATACTAGT
ATTCTAARAA
TATTGCCTAA
AATAAACATA
TAAATATAAT
TTATCAGATA
CTTGATATGA
TTGAGGCTCT
CTGTGAAGGA
ACTGCTGGAA
GTGTTCAATA
GTGCTCTATT

SEQ 1D NO: 170 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

1
ol
121
181
241
301
36l
421
481
541
601

GTCTGGAAAT
TTTTTTTGTT
TATTAATCAT
ATCACATATA
AARATTTCTGT
TATATATTGC
TTTACCTTCT
TCTATTTAAT
TCTGAGTGAC
TCTGTCAGAA
AAACACCACT

TAAATACTAG
GATTCTAAAA
ATATTGCCTA
TAATAAACAT
CTAAATATAA
TTTATCAGAT
TCTTGATATG
TTTGAGGCTC
ACTGTGAAGG
TTTGAAGAGA
CCACAGGTGA

TAAGAGAAMAC
ATCCCATGTT
AATCGTCTTAA
AGTTATTAAT
TATGCCCTGT
ATTCTACTTT
AATGAAACTC
TGCAAAGTTC
AGATGGCCAA
TTGAGGGGCA
TTTCAGCCAC

TTCTGTGATG
GTATACTTAT
TAATCTTTCA
GCATAGATAT
AATATAATAG
GTTTAGATCT
ATCARATATG
TTTGAAAGAG
GAAAGCACCT
CTGGAAGAAA
TTTAT

SEQ ID NO: 171 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

1
el
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661

TGGAAATTAA
TTTTGTTGAT
TAATCATATA
ACATATATAA
TTTCTGTCTA
ATATTGCTTT
ACCTTCTTCT
ATTTAATTTT
GAGTGACACT
GTCAGAATTT
CTGCCAAAAG
GGCCTTTAAA

ATACTAGTAA
TCTAAAAATC
TTGCCTAAAT
TAAACATAGT
AATATAATAT
ATCAGATATT
TGATATGAAT
GAGGCTCTGC
GTGAAGGAGA
GAAGAGATTG
CTAGAAGAAC
CTATATTTTT

GAGAAACTTC
CCATGTTGTA
GTCTTAATAA
TATTAATGCA
GCCCTGTAAT
CTACTTTGTT
GAAACTCATC
AARAGTTCTTT
TGGCCAAGAA
AGGGGCACTG
ATATGAATAA
CCACTCCACA

TGTGATGTGA
TACTTATTCT
TGTTTCACTG
TAGATATTCA
ATAATAGAAR
TAGATCTCTA
AMATATGCGT
GAAAGAGCAA
AGCACCTTCA
GAAGARACTT
ACTTCGAAAA
GGTGATTTCA

SEQ ID NO: 172 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)
1 CCTAAGTCTC GAAATTAAAT ACTAGTAAGA GAAACTTCTG

24

TTAAATGCTT
ARGAGAAACT
TCCCATGTTG
ATGTCTTAAT
GTTATTAATG
ATGCCCTGTA
TTCTACTTTG
ATGAAACTCA
GCAAAGTTCT
GATGGCCAAG
GCAAAMANTGA
TTTCAGCCAT
TTTGCATGAC

GATATTGAGT
TCTGTGATGT
TATACTTATT
AATGTTTCAC
CATAGATATT
ATATAATAGA
TTTAGATCTC
TCAAATATGC
TTGAAAGAGC
ARAGCACCTT
GATCTTTGCA
AACATACATT
GTGGGA

TGAGGACATA
TCTTTTTAAA
CTGTAGGTAA
TCAGTAARAT
ARATTATTCA
CTAAATTACA
CGTGTTAGTG
CAACARAATG
TCAGAAATAT
CTTTCCTCCC

GGACATATAA
TTTTAAATCT
TAGGTAAGTT
GTAAAATTAT
TTATTCATAA
AATTACATAA
GTTAGTGTAA
CAAAATGGCT
GAAATATGCC
TCCTCCCAGT
TTTCAGGTAA
GCCACTTTAT

TGATGTGAGG

TAAAGACTAA
TCTGAAAATA
GTTAAAATGT
TATGACTTCT
TAAGAATACA
TAAACTTTTA
TAAATGAACT
GCTTCAACTA
GCCAGAAATA
AGTTGGTGGA

AGACTAATTT

GAAAATATAT

AAMNATGTATC

GACTTCTAAA
GAATACATAT
ACTTTTATTT
ATGAACTTCT
TCAACTATCT
AGAAATATCT
TGGTGGAAAG
GCCGAGGTTT
GAAC

ACATATAARG



6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

ACTAATTTTT
AAATATATTA
AATGTATCAC
CTTCTAAATT
ATACATATAT
TTTTATTTAC
GAACTTCTAT
AACTATCTGA
AAATATCTGT
GTGGAAAGCT
CGAGGTTTGG
AAACAGATAT
TTCAAAGGAT
GGATTGTCTG
AACATAATAA
TTTAGCTCAC
AGACATATGT
CCATATTTCC
TAATAATAAC
GTTAGTTAAA
CCGAAAAGAA
TG

TTGTTGATTC
ATCATATATT
ATATATAATA
TCTGTCTAAA
ATTGCTTTAT
CTTCTTCTTG
TTAATTTTGA
GTGACACTGT
CAGAATTTGA
GCCAAAAGCT
CCTTTAAACT
TTTACCCAGA
TGCAACTTGC
TATAAATGAA
TTTAAAATAT
AGCATACATA
TTTCACTACC
TTCCCTACAT
CTAGACTCAA
TTCATAGGTT
AGTTCAAAAA
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TAAAAATCCC
GCCTAAATGT
AACATAGTTA
TATAATATGC
CAGATATTCT
ATATGAATGA
GGCTCTGCAA
GAAGGAGATG
AGAGATTGAG
AGAAGAACAT
ATATTTTTTC
GTCCTTCAAA
CTATTTTTCC
TTGATTTTTT
CCTTATTCCA
TATACACATG
ATATTTCACT
TGACTTCTAT
TACAGTAATC
GTGTTTCTCA
TGTCATGACT

SEQ ID NO: 173 (pAAV-MDX Plasmido)

ATGTTGTATA
CTTAATAATG
TTAATGCATA
CCTGTAATAT
ACTTTGTTTA
AACTCATCAA
AGTTCTTTGA
GCCAAGAAAG
GGGCACTGGA
ATGAATAAAC
ACATAGCAAT
GATATTGATG
TATGAAAACA
TTCACCAACT
TTATGTTCAT
TATTACATAT
TTTGAATTAT
TAATTTAGTA
TAACAATTAT
TAGTTGGCCA
TCATATAGAC

1

6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861l
1921
1881

GGGGGGGEEE
GGCGACCAAA
CGCGCAGAGA
ATTAGTCATC
GCGGTTTGAC
TTGGCACCAA
AATGGGCGGT
TCAGATCACT
TGCTTCTGAC
GGTAAGTATC
ACAGAGAAGA
CTTTCTCTCC
GGCACCCCAG
ATAACAATTT
GCGCAAGGTG
TGTAGACGGT
GCACCGGCTG
CAAGCTGGTG
CCGGCTGTCC
ACTAARACAA
AGAATCCCCG
TGATTCGAAG
AGGATCCGTG
AAGCCCGGGT
CARCAAGGAA
CACTATCGCT
CAGTCAGAAG
TTACGTGAGT
CAACTTCCTG
GCTGAAGATC
GTGCACCTGG
CGARAACCGTC
TACCAGCGGC
ACTAGAATGC

GGGGGGGTTG
GGTCGCCCGA
GGGAGTGGCC
GCTATTACCA
TCACGGGGAT
ARTCAACGGG
AGGCGTGTAC
AGAAGCTTTA
ACAACAGTCT
ARGGTTACAA
CTCTTGCGTT
ACAGGTAATT
GCTTGACACT
CACACAGGAG
CATATGAATA
GACGGTTCCA
ACTCTCCATT
GACGAGATCG
CAGATCAAGC
ARACAAGCAA
GACAAATTCT
ACGCGTAAAA
GGAGGTCTAT
TCAGGGATCT
TTCCTGCTCT
CCGGCTCAGT
ACACAGCGCC
GACCAGGGCA
ACCCAGCTCC
ATCGAGCAGC
GTGGACCAGA
CGCGCCGETTC
CGCTTCGAGC
AGTGAAAARR

GCCACTCCCT
CGCCCGGGCT
AACTCCATCA
TGATGATGCG
TTCCAAGTCT
ACTTTCCAAA
GGTGGGAGGT
TTGCGGTAGT
CGAACTTAAG
GACAGGTTTA
TCTGATAGGC
GTGAGCGGAT
TTATGCTTCC
ATATATATAT
CAAAATATAA
TCTTTGCCTG
TCACGGTCAC
GTGTGGGTTA
CTTTGCATAA
ATTTAGTTTT
TAGAAGTTTG
CAACTTCTGA
CGCCATCTCA
CCGAAGCACT
ACCTGGCGGG
ATGGTAAGTT
GTTGGTTCCT
GCGTCTCCAG
AGCCCTTCCT
TGCCCTCCGC
TCGCCGCTCT
TAGACAGTCT
AGACATGATA
ATGCTTTATT

25

CTCTGCGCGC
TTGCCCGGGC
CTAGGGGTTC
GTTTTGGCAG
CCACCCCATT
ATGTCGTAAT
CTATATAAGC
TTATCACAGT
CTGCAGAAGT
AGGACACCAA
ACCTATTGGT
AACAATTGAT
GGCTCGTATA
GGGCTAGGCC
TAAAGAGTTC
TATCCATCCT
TCAGAAGACA
CGTGCAGGAC
TTTTTTAACA
ARAAATTATT
TACATGGGTG
AACCGTTCGT
GGCATCCAGC
CAGAGCTGGA
CTTCGTCGAC
CAAGCACTAT
CGACAAGCTG
GTACTGTCTG
GAAGCTCAAG
CAAGGAATCC
GAACGACTCC
CTCCGAGAAG
AGATACATTG
TGTGAAATTT

CTTATTCTTT
TTTCACTGTA
GATATTCAGT
AATAGAAATT
GATCTCTAAA
ATATGCGTGT
AAGAGCAACA
CACCTTCAGA
AGAAACTTTC
TTCGAAAATT
TAATTGGAAA
ATATCAAAAG
GTAATGTGTC
CCAAGTATAC
TTTTTAAGTT
GCATATATTA
GAATATATGT
TTTCAGTAGT
ATTTGTGCCT
TTTGTGAAAT
AGGTGATTTC

TCGCTCGCTC
GGCCTCAGTG
CTAGATCTTC
TACACCAATG
GACGTCAATG
AACCCCGCCC
AGAGCTCGTT
TAAATTGCTA
TGGTCGTGAG
TAGARACTGG
CTTACTGACA
GTCGCACAGG
TTGTGTGGAA
ACCATGGCAC
TTACTCTACT
AGTCAAGCGT
CAGCGCCGTT
GTGGGCAGCGE
CAACTACAAC
GAACAACTTC
GATCAAATTG
GCTGTGCTAG
GCCGCATCCT
GCAGGTTCCG
GGGGACGGCT
CTGGGGCTCC
GTGGACGAGA
TCCCAGATCA
CAGAAGCAGG
CCGGACAAGT
AAGACCCGCA
AAGAAGTCGT
ATGAGTTTGG
GTGATGCTAT

TTAAATCTGA
GGTAAGTTAA
AAAATTATGA
ATTCATAAGA
TTACATAAAC
TAGTGTAAAT
AAATGGCTTC
AATATGCCAG
CTCCCAGTTG
TCAGGTAAGC
ATGTGATGGG
CCAAATCTAT
ATACCTTCTT
TTAACATTTT
GTAGATATGA
TATATATGGC
TTAATTTCTG
TCTAACACAT
GTAATTCTAA
ATAATAATAT
AGCCACTTTA

ACTGAGGCCG
AGCGAGCGAG
AATATTGGGT
GGCGTGGATA
GGAGTTTGTT
CGTTGACGCA
TAGTGAACCG
GCGCAGTCAG
GCACTGGGCA
GCTTGTCGAG
TCCACTTTGC
CCACGGATTA
TTGTGAGCGG
CGAAGAAGAA
TAGCAGGGTT
ATAAGTTCAA
GGTTCCTCGA
TCTCCCAGTA
CTTTTCTAAA
CGTCAGCAAA
CAGCTCTGAA
ACAGTTTACC
CGGCTTCCTC
GCACTGGATA
CCATCTCTGC
GGTTCTATGT
TCGGTGTGGGE
AGCCTCTGCA
CCAACCTCGT
TCCTGGAGGT
AGACCACTTC
CCCCCTAAGG
ACAAACCACA
TGCTTTATTT



2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
516l
5221
5281
5341
5401
5461
5521

GTAACCATTA
CGGTTTTGGC
CTCCACCCCA
AAATGTCGTA
GTCTATATAA
GTTTATCACA
AGCTGCAGAA
TAAGGACACC
GCACCTATTG
ATAACAATTG
CCGGCTCGTA
ATGGGCTAGG
AATAAAGAGT
TGTATCAGGC
TCTCAGAAGA
TACGTGTATG
AATTTTTTAA
TTAAAAATTA
TGTACATGGG
GAAACCGTTC
CAGGCATCCA
CTCAGAGCTG
GGCTTCGTCG
TTCAAGCACC
CTCGACAAGC
TGTTACTGTC
CTGAAGCTCA
GCCAAGGAAT
CTGAACGACT
CTCTCCGAGA
TAAGATACAT
TTTGTGAAAT
TTAACAACAA
TTTAAAGCAA
GTGATGGAGT
AAGCCCGGGC
GAGGGAGTGG
CGCACCGATC
TGTAGCGGCG
GCCAGCGCCC
GGCTTTCCCC
CGGCACCTCG
TGATAGACGG
TTCCAAACTG
TTGCCGATTT
TTTAACAAAA
GCGGTATTTC
TAAGCCAGCC
CGGCATCCGC
CACCGTCATC
TTAATGTCAT
GCGGAACCCC
AATAACCCTG
TCCGTGTCGC
AAACGCTGGT
AACTGGATCT
TGATGAGCAC
AAGAGCAACT
TCACAGAAAA

TAAGCTGCAA
AGTACACCAA
TTGACGTCAA
ATAACCCCGC
GCAGAGCTCG
GT'TAAATTGC
GTTGGTCGTG
AATAGAAACT
GTCTTACTGA
ATGTCGCACA
TATTGTGTGG
CCACCATGGC
TCTTACTCTA
CGACGCAGAG
CACAGCGCCG
ACCGTGGCAG
CACAACTACA
TTGAACAACT
TGGATCAAAT
GTGCTGTGCT
GCGCCGCATC
GAGCAGGTTC
ACGGGGACGG
AGCTGCGGCT
TGGTGGACGA
TGTCCCAGAT
AGCAGAAGCA
CCCCGGACAA
CCAAGACCCG
AGAAGAAGTC
TGATGAGTTT
TTGTGATGCT
CAATTGCATT
GTAAAACCTC
TGGCCACTCC
GTCGGGCGAC
CCAACCCCCC
GCCCTTCCCA
CATTAAGCGC
TAGCGCCCGC
GTCAAGCTCT
ACCCCAAAAA
TTTTTCGCCC
GAACAACACT
CGGCCTATTG
TATTAACGTT
ACACCGCATA
CCGACACCCG
TTACAGACAA
ACCGAAACGC
GATAATAATG
TATTTGTTTA
ATAAATGCTT
CCTTATTCCC
GAAAGTAAAA
CAACAGCGGT
TTTTAAAGTT
CGGTCGCCGC
GCATCTTACG
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TAAACAAGTT
TGGGCGTGGA
TGGGAGTTTG
CCCGTTGACG
TTTAGTGAAC
TAGCGCAGTC
AGGCACTGGG
GGGCTTGTCG
CATCCACTTT
GGCCACGGAT
AATTGTGAGC
ACCGAAGAAG
CTTAGCAGGG
TGTGAAGTTC
TTGGTTCCTC
CGTCTCCTCG
ACCTTTTCTA
TCCGTCAGCA
TGCAGCTCTG
AGACAGTTTA
CTCGGCTTCC
CGGCACTGGA
CTCCATCTGG
CGGGTTCTCG
GATCGGTGTG
CAAGCCTCTG
GGCCAACCTC
GTTCCTGGAG
CAAGACCACT
GTCCCCCTAA
GGACAAACCA
ATTGCTTTAT
CATTTTATGT
TACAAATGTG
CTCTCTGCGC
CTTTGGTCGC
CCccceceececce
ACAGTTGCGT
GGCGGGTGTG
TCCTTTCGCT
AAATCGGGGG
ACTTGATTAG
TTTGACGTTG
CAACCCTATC
GTTAAAAAAT
TACAATTTCC
TGGTGCACTC
CCAACACCCG
GCTGTGACCG
GCGAGACGAA
GTTTCTTAGA
TTTTTCTAAA
CAATAATATT
TTTTTTGCGG
GATGCTGAAG
AAGATCCTTG
CTGCTATGTG
ATACACTATT
GATGGCATGA

GTATTAGTCA
TAGCGGTTTG
TTTTGGCACC
CAAATGGGCG
CGTCAGATCA
AGTGCTTCTG
CAGGTAAGTA
AGACAGAGAA
GCCTTTCTCT
TAGGCACCCC
GGATAACAAT
AAGCGCAAGG
TTTGTAGACG
AAGCACGATC
GACAAGCTGG
TACAGGCTGT
AAACTAAAAC
AAAGAATCCC
AATGATTCGA
CCAGGATCCG
TCAAGCCCGG
TACAACAAGG
GCCTCGATCG
GTCTATCAGA
GGTTACGTGC
CACAACTTCC
GTGCTGAAGA
GTGTGCACCT
TCCGAAACCG
GGTACCAGCG
CAACTAGAAT
TTGTAACCAT
TTCAGGTTCA
GTAAAATCGA
GCTCGCTCGC
CCGGCCTCAG
CCTGCAGCCT
AGCCTGAATG
GTGGTTACGC
TTCTTCCCTT
CTCCCTTTAG
GGTGATGGTT
GAGTCCACGT
TCGGTCTATT
GAGCTGATTT
TGATGCGCTA
TCAGTACAAT
CTGACGCGCC
TCTCCGGGAG
AGGGCCTCGT
CGTCAGGTGG
TACTTTCAAA
GAAAAAGGAA
CATTTTGCCT
ATCAGTTGGG
AGAGTTTTCG
GCGCGGTATT
CTCAGAATGA
CAGTAAGAGA

26

TCGCTATTAC
ACTCACGGGG
AAAATCAACG
GTAGGCGTGT
CTAGAAGCTT
ACACAACAGT
TCAAGGTTAC
GACTCTTGCG
CCACAGGTAA
AGGCTTGACA
TTCACACAGG
TGCATATGAA
GTGACGGTTC
TGCTGCTCTG
TGGACGAGAT
CCGAGATCAA
AAAAACAAGC
CGGACAAATT
AGACGCGTAA
TGGGAGGTCT
GTTCAGGGAT
AATTCCTGCT
AGCCTAGGCA
AGACACAGCG
GTGACACTGG
TGACCCAGCT
TCATCGAGCA
GGGTGGACCA
TCCGCGCCGT
GCCGCTTCGA
GCAGTGAAAA
TATAAGCTGC
GGGGGAGATG
TAAGGATCTA
TCACTGAGGC
TGAGCGAGCG
GGCGTAATAG
GCGAATGGCG
GCAGCGTGAC
CCTTTCTCGC
GGTTCCGATT
CACGTAGTGG
TCTTTAATAG
CTTTTGATTT
AACAAAAATT
TTTTCTCCTT
CTGCTCTGAT
CTGACGGGCT
CTGCATGTGT
GATACGCCTA
CACTTTTCGG
TATGTATCCG
GAGTATGAGT
TCCTGTTTTT
TGCACGAGTG
CCCCGAAGAA
ATCCCGTATT
CTTGGTTGAG
ATTATGCAGT

CATGATGATG
ATTTCCAAGT
GGACTTTCCA
ACGGTGGGAG
TATTGCGGTA
CTCGAACTTA
AAGACAGGTT
TTTCTGATAG
TTGTGAGCGG
CTTTATGCTT
AGATATATAT
TACAAAATAT
CATCTATGCC
TTTCGATGTC
CGGTGTGGGT
GCCTTTGCAT
AAATTTAGTT
CTTAGAAGTT
AACAACTTCT
ATCGCCATCT
CTCCGAAGCA
CTACCTGGCG
ACAGTCTAAG
CCGTTGGTTC
CAGCGTCTCC
CCAGCCCTTC
GCTGCCCTCC
GATCGCCGCT
TCTAGACAGT
GCAGACATGA
AAATGCTTTA
AATAAACAAG
TGGGAGGTTT
GGAACCCCTA
CGCCCGGGCA
AGCGCGCAGA
CGAAGAGGCC
CGACGCGCCC
CGCTACACTT
CACGTTCGCC
TAGTGCTTTA
GCCATCGCCC
TGGACTCTTG
ATAAGGGATT
TAACGCGAAT
ACGCATCTGT
GCCGCATAGT
TGTCTGCTCC
CAGAGGTTTT
TTTTTATAGG
GGAAATGTGC
CTCATGAGAC
ATTCAACATT
GCTCACCCAG
GGTTACATCG
CGTTTTCCAA
GACGCCGGGC
TACTCACCAG
GCTGCCATAA



5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901

CCATGAGTGA
TAACCGCTTT
AGCTGAATGA
CAACGTTGCG
TAGACTGGAT
GCTGGTTTAT
CACTGGGGCC
CAACTATGGA
GGTAACTGTC
AATTTAAAAG
GTGAGTTTTC
ATCCTTTTTT
TGGTTTGTTT
GAGCGCAGAT
ACTCTGTAGC
GTGGCGATAA
AGCGGTCGGG
CCGAACTGAG
AGGCGGACAG
CAGGGGGAAA
GTCGATTTTT
CCTTTTTACG
CCCCTGATTC

TAACACTGCG
TTTGCACAAC
AGCCATACCA
CAAACTATTA
GGAGGCGGAT
TGCGGATAAA
AGATGGTAAG
TGAACGAAAT
AGACCAAGTT
GATCTAGGTG
GTTCCACTGA
TCTGCGCGTA
GCCGGATCAA
ACCAAATACT
ACCGCCTACA
GTCGTGTCTT
CTGAACGGGG
ATACCTACAG
GTATCCGGTA
CGCCTGGTAT
GTGATGCTCG
GTTCCTGGCC
TGTGGATAAC
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GCCAACTTAC
ATGGGGGATC
AACGACGAGC
ACTGGCGAAC
AAAGTTGCAG
TCTGGAGCCG
CCCTCCCGTA
AGACAGATCG
TACTCATATA
AAGATCCTTT
GCGTCAGACC
ATCTGCTGCT
GAGCTACCAA
GTCCTTCTAG
TACCTCGCTC
ACCGGGTTGG
GGTTCGTGCA
CGTGAGCATT
AGCGGCAGGG
CTTTATAGTC
TCAGGGGGGC
TTTTGCTGGC
CGTATTACCG

TTCTGACAAC
ATGTAACTCG
GTGACACCAC
TACTTACTCT
GACCACTTCT
GTGAGCGTGG
TCGTAGTTAT
CTGAGATAGG
TACTTTAGAT
TTGATAATCT
CCGTAGAAAA
TGCAAACAAA
CTCTTTTTCC
TGTAGCCGTA
TGCTAATCCT
ACTCAAGACG
CACAGCCCAG
GAGAAAGCGC
TCGGAACAGG
CTGTCGGGTT
GGAGCCTATG
CTTTTGCTCA
CCTTTGAGTG

SEQ ID NO: 174 (cebador directo Intrén 22 de DMD de raton)

1 CATTTCATAT TTAGTGACAT AAGATATGAA GTATG

SEQ ID NO: 175 (cebador reverso DMD Intrén 23 de ratén)

1 GTGTCAGTAA TCTCTATCCC TTTCATG

SEQ ID NO 176 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratoén)

GATCGGAGGA
CCTTGATCGT
GATGCCTGTA
AGCTTCCCGG
GCGCTCGGCC
GTCTCGCGGT
CTACACGACG
TGCCTCACTG
TGATTTAAAA
CATGACCAAA
GATCAAAGGA
AAAACCACCG
GAAGGTAACT
GTTAGGCCAC
GTTACCAGTG
ATAGTTACCG
CTTGGAGCGA
CACGCTTCCC
AGAGCGCACG
TCGCCACCTC
GAAAAACGCC
CATGTTCTTT
AGCTGATA

CCGAAGGAGC
TGGGAACCGG
GCAATGGCAA
CAACAATTAA
CTTCCGGCTG
ATCATTGCAG
GGGAGTCAGG
ATTAAGCATT
CTTCATTTTT
ATCCCTTAAC
TCTTCTTGAG
CTACCAGCGG
GGCTTCAGCA
CACTTCAAGA
GCTGCTGCCA
GATAAGGCGC
ACGACCTACA
GAAGGGAGAA
AGGGAGCTTC
TGACTTGAGC
AGCAACGCGG
CCTGCGTTAT

61
121
181
241
301

CATTTCATAT

TTAGTGACAT

TGGAAGCAAA AATGAGATCT

CAATATTTCA

CTATTTTTGC

GCCATAACAT
ATGACGTGGG

ATTACAAGTA TTTTTTCTTT

CATCATGAARA GGGATAGAGA

ANGATATGAA
TTGCAACATG
ACATTAGAGA
ATTAAACACA
TTAAAACAGG
TTACTGACAC

GTATGATTAT
AAGCAGTTGC
ATGATTTATA
GCACCAACAA
AAAGTATACT

SEQ ID NO 177 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Ratén)

61
121
181
241
301
361

CATTTCATAT
TTATTATAAT
ARATGAGATC
AGCCATAACA
CATGACGTGG
ATTTTTTCTT
AGGGATAGAG

TTAGTGACAT
TACTTTACTC
TTTGCAACAT
TACATTAGAG
GATTAAACAC
TTTAAAACAG
ATTACTGACA

AAGATATGAA
CACAGGTGAT
GAAGCAGTTG
AATGATTTAT
AGCACCAACA
GAAAGTATAC
c

GTATGATTAT
TTCAGCCACT
CTCAGTTCAT
ATTGTTCAAA
ATCAAACAAT
TTATATTTCC

SEQ ID NO: 178 (Secuencia Mutante de Gen DMD de Raton)

1
ol
121
181
241
301
361

CATTTCATAT
TTATTATAAT
TGAGATCTTT
CATAACATAC
GACGTGGGAT
TTTTCTTTTT
GATAGAGATT

TTAGTGACAT AAGATATGAA
TACTTTACAC AGGTGATTTC
GCAACATGAA GCAGTTGCTC
ATTAGAGAAT GATTTATATT
TAAACACAGC ACCAACAATC
AAMMCAGGAA AGTATACTTA

ACTGACAC

27

GTATGATTAT
AGCCACTTTA
AGTTCATTAA
GTTCAAACAT
ARACAATTGC
TATTTCCATT

TCAGCCACTT
TCAGTTCATT
TTGTTCAAAC
TCAAACAATT
TATATTTCCA

TAAAATTAAA
TTATGAACTG
TAAACTGTGT
CATTTGGTGC
TGCAAAGATG
ATTGTCCAAA

TAAAATTAAA TCACATTATT
TGAACTGCTG GAAGCAARRA
ACTGTGTTCA ATATTTCAGC
TTGGTGCTCT ATTTTTGCAT
ARAAGATGTAT TACAAGTATT
GTCCAAACCA TCATGAAAGG

TATGAACTGC
AAACTGTGTT
ATTTGGTGCT
GCAAAGATGT
TTGTCCAAAC

TCACATTATT
CTGGAAGCAA
TCAATATTTC
TCTATTTTTG
TATTACAAGT
CCATCATGAA
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién 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 composicion:

(i) una primera nucleasa que corta una primera secuencia de reconocimiento o ARN o ADN que codifica dicha
primera nucleasa; y
(i) 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 esta dentro de un intrén que es adyacente y 5' corriente arriba
de un primer exén en el gen de la distrofina de una célula muscular de dicho sujeto;

en la que dicha segunda secuencia de reconocimiento esta dentro de un intrén que es adyacente y 3' corriente abajo
de dicho primer exon 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 exén de dicho gen
de distrofina en dicha célula muscular de manera que se restaure el marco de lectura normal de dicho gen de distrofina.

2. La composicién para el uso de la reivindicacion 1, en la que dicho primer exén es el exdn 44, el exén 45 o el exén
51.

3. La composicion para el uso de la reivindicacion 2, en la que dicho primer exén es el exén 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;

(b) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de las SEQ ID NO: 3, 11, 17, 21y 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 secuencia
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;

(9) 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 reconocimiento
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 composicion para el uso de la reivindicacion 2, en la que dicho primer exén es el exon 45y en la que:

(a) dicha primera secuencia de reconocimiento se selecciona de SEQ ID NO: 50, 51, 53 y 56, y en la que dicha
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; o

(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 composicion para el uso de la reivindicacion 2, en la que dicho primer exén es el exén 51y 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;

(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, 111y 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: 85y 99, y en el que dicha segunda
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

(9) 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 de
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;

(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

() 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 composicion para su uso de la reivindicacion 3, en la que dicha primera nucleasa es SEQ ID NO: 135 y dicha
segunda nucleasa es SEQ ID NO: 136.

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

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

GRAAGAAAATGCCAATAGTCCAARATAGTTGCTT TATC T TCTT TTARTCARTAAATATATTCAT TP TAAAGGCAARAATTGCAACCTIC
CATTTAARATCAGC T T TTAT AT TG A T T T T T TARAR TG T TG TG T CTACATGCTACC TG TATATT A TT TTTAT PTG TTACT TGARA

CTARACTCTGCARATGCAGGARRCTATCAGACTGATATCTT TCTCAGTATAACCARARAATATACCCTATATCTCTATARTCTGTTTTA
CATA%TCCATCTA’I'PTITCTT\;ATLCATATGC'I‘['I‘I‘ACCTGCAGGCGAT’I’I‘GA\.AGATCTG‘I‘I‘GAGAP z&TG(.‘wCGGCuT'I"'I‘CA’I‘TikTGA’l’

CTT'CTGHmGGAAATTAC”I"ITGALTG‘I'I‘GTI‘CTCP‘ICATI’ATA”TACTAGAAAGAAAA‘I’I‘F'[‘CFTAATGATAATATTA
GGG TATGGAC T T TTC TC T AGCATCAGAGAC TR TG CCTGGACOOACCTGCTT TATC TGATARACT GCAARATATAATTGRATC
TOT CACAGAGGGANGCATC G TRACAGCAAGO T CT T PTG TOGC TITGOGCCAGTGTCTATITCGAC TP TATCTIGGARCCTTTCCAGA
AGGAGAAC T TGECATAC TTAGC TAAAKTGRAGT TG TAGAAATATCCATCATGATARAATTACAGTTCTGTTTTCCTARAGACAATT
TG TG TGO TG TAGC AATA P T TC TATATATIC TATTGACARAATGCCTTCTGARATAGTC CAGAGGCCARRACAATGC AGACTTRATG]
ATGCT T TA TG T AATAGGGARACAGCATATCRATGAT RACCAGTC TG TAGTITAR TR T CAACTTGTGET

G TC"TI‘TGAATATV

[ Ass_ri $1 ¢

C.

D"&“Z

Tipo silvestze:AAAA”GTTGTGIGTACATGCTAGGLTG—818 do baces™
CLOK 1:ARARTGTTGICTGL, . :
CLoN 2 :MR‘I'G’“"’GTGTGT e F S
CLON 3:AAARTGTT By OO .' S rehececeenrrrranerecns
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A.

CTAACCGAGAGGETCCTTITTTCCCTGACACATRARACGTCTCTTTCTGTCTTGTATCCTTTGGATATGCGC ATGTCAGTTTCATAGCG

AT AC AT AGC T T TG T AT T T TG AT ACAAC TCCATG TG TAGC ACAC TGTTT A TC TTTTCTC ARATARRAAGA
CATGGRGC T T C AT TGP T T TGO T TG TATC TR ACAGGAACTC CAGGATGACATTCRGCACCOOCAAACTATTCTC AGRACATT
mmmmwmmm&mmmmmmmmm

mmm&%mmwAC"‘AACATTAR%MLCTATCAACCATI’AATCA
ACAGCAGTARAGAAATTTTTTATTTCTTTT T TTCATATACTAAARTATATACTTCTGCC TAGTTACTGGT TTTCTCC TATT TTARACTTGA
AGTITCCTTTAARAATCACCCATGATTGCTTARAGGTGARTATCTTCAATATATTT TAACTTCARCARGCTCARTCTCAGT TGTTTTTCA
AGAAGATTTTAGAAAGCAATTATRAATGATTGTTT TCTAGCAAAGACAGATC T TGCTTAGT TT TAAARATAGC TATGARTATGACTAT
GAAGCTAAARARAGTGATAGTGTCACTTACCTC TAGTTTCACCACATTTCTGAATACATTCTTGAACGCCRACTTCAGCCARAGAGGT
ACARGTTTAATGCGGAARACAARRCCTCAARARGGTTACTGTC ARATTCARTCATCATTTARATTICCCTTGGAATGTATTGAAGCCA
CAGAAAGCCARATGCOTCCTGCTGCAGTTGCAARGCCTAGAGAGTTTATARATGCGATTTTGTATTATGCTTCCAGT TGTTGATGTTA
ATCTGTCTTGTTTCCTAAAGGAAGACTTOGCCTTTATT TACCARATCAGACTATTGTTATGAACAATGARARCTTCGTTCTTTTGCCAR
GCTCTTGCATCCCACCCATCATCCACATAATAGCTGGAT TTTAATATTCAGGARGCTAGAACARCTCATTGATGAATATCTTTCGTTAR
GATGTATTAAAAAGARGATTTTGGART TATCTCAGTTGTCTTTGCCCACCTCCTCTTTCCCTCTTTATTICATGTTACATTATICAGARAG

TAGATACAATTCATATY ARATAAACACATTAGTTGACCTAARCAC

DYS-66: . +

' s s
Tipo silvestre: cfmmccmmmccmm-ms P CIACAAL) ACACATT
CLONES. 1-14:CTITORTTECAGE. .o enseecrvnesosers - ACAANTARCACATT
CLONHS 15 16 ve c!o':n"g rcnn 04 ’ m . ; naw nnnnnnnnnnnnnnnnnnn | CACATr
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