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 2 

DESCRIPCIÓN 
 
Moléculas de ácido nucleico y métodos para intercambiar uno o más exones mediante corte y empalme en trans  
 
En la presente memoria se proporcionan métodos y composiciones para generar nuevas moléculas de ácidos 5 
nucleicos mediante corte y empalme en trans simple o doble mediado por empalmosoma dianizado ("targeted"). 
Entre dichas composiciones se incluyen moléculas pre-corte y empalme en trans (MPT, en la presente memoria 
también denominadas "molécula de CE" por "moléculas de corte y empalme en trans") diseñadas para interactuar 
con una molécula diana de ARN mensajero precursor (pre-ARNm diana) y para mediar en una reacción de corte y 
empalme en trans simple o doble que resulta en la generación de una nueva molécula de ARN recombinado 10 
("chimeric") (ARN recombinado). Este enfoque permite sustituir secuencias completas de nucleótidos, tales como 
secuencias exónicas, en un ARNm diana y, por lo tanto, resultaría muy interesante tratar trastornos causados por 
mutaciones dominantes, conservando simultáneamente los niveles y la especificidad de tejidos. Esta estrategia de 
reparación del ARN resulta útil, de esta manera, para sustituir secuencias de ácidos nucleicos mutadas por las 
normales y tratar de esta manera muchos trastornos genéticos.  15 
 
En particular, entre dichas MPT se incluyen las manipuladas genéticamente para interactuar con pre-ARNm diana de 
la DMD, de manera que resulta la corrección de los defectos genéticos de la DMD responsables de la distrofia 
muscular de Duchenne (DMD).  
 20 
Entre dichas composiciones se incluyen además sistemas de vectores recombinantes capaces de expresar dichas 
MPT y células que expresan dichas MPT. Dichos métodos comprenden poner en contacto las MPT de interés con un 
pre-ARNm diana de la DMD bajo condiciones en las que una parte de la MPT se corta y empalma en trans con una 
parte del pre-ARNm diana para formar una molécula de ARNm en la que el defecto genético en el gen de la DMD ha 
sido corregido. Dichos métodos y composiciones pueden utilizarse en terapia génica para la corrección de trastornos 25 
neuromusculares tales como la distrofia muscular de Duchenne. El principio de este tratamiento también puede 
aplicarse a cualquier enfermedad genética en la que la mutación patógena implica una alteración del transcrito que 
puede corregirse mediante corte y empalme en trans simple o doble.  
 
Antecedentes de la invención  30 
 
Las secuencias de ADN en el cromosoma se transcriben en pre-ARNm que contienen regiones codificantes 
(exones) y que generalmente contienen además regiones no codificantes intermedias (intrones). Los intrones se 
eliminan de los pre-ARNm en un procedimiento preciso denominado corte y empalme en cis. El corte y empalme 
tiene lugar como interacción coordinada de varias partículas de ribonucleoproteína nucleares pequeñas (PRNnp) y 35 
muchos factores proteicos que se ensamblan formando un complejo enzimático conocido como empalmosoma 
(Staley y Guthrie, 1998).  
 
En la mayoría de casos, la reacción de corte y empalme se produce dentro de la misma molécula de pre-ARNm, que 
se denomina corte y empalme en cis. El corte y empalme entre dos pre-ARNm transcritos independientemente se 40 
denomina corte y empalme en trans. El corte y empalme en trans fue identificado por primera vez en tripanosomas y 
posteriormente en nematodos, platelmintos y en mitocondrias vegetales, Drosophila, ratones y seres humanos 
(Takayuki Horiuchi y Toshiro Aigaki, 2006).  
 
El mecanismo de corte y empalme en trans del líder de corte y empalme, que es prácticamente idéntico al corte y 45 
empalme en cis convencional, se produce mediante dos reacciones de transferencia de fosforilos. El primero 
provoca la formación de un enlace 2',5'-fosfodiéster, produciendo un intermediario ramificado en forma de 'Y', 
equivalente al intermediario en lazo en el corte y empalme en cis. La segunda reacción, ligación de exones, se 
produce tal como en el corte y empalme en cis convencional. Además, las secuencias en el sitio 3' de corte y 
empalme y algunos de los PRNnp que catalizan la reacción de corte y empalme en trans, son estrechamente 50 
similares a sus contrapartidas implicadas en el corte y empalme en cis.  
 
El corte y empalme en trans también puede referirse a un procedimiento diferente, en el que un intrón de un pre-
ARNm interactúa con un intrón de un segundo pre-ARNm, potenciando la recombinación de sitios de procesamiento 
entre dos pre-ARNm convencionales. Este tipo de corte y empalme en trans se planteó como explicación de los 55 
transcritos codificantes de una secuencia de región variable de inmunoglobulina humana unida a la región constante 
endógena en un ratón transgénico (Shimizu et al., 1989). Además, se ha demostrado el corte y empalme en trans de 
pre-ARN cmyb (Vellard M. et al., 1992) y más recientemente, se han detectado en células y extractos nucleares en 
cultivo transcritos de ARN de SV40 clonado cortados y empalmados en trans entre sí. Sin embargo, se cree que el 
corte y empalme en trans de los pre-ARNm de mamífero sólo se produce naturalmente en raras ocasiones (Finta C. 60 
et al., 2002).  
 
Varios autores han utilizado el corte y empalme en trans in vitro como sistema modelo para examinar el mecanismo 
de corte y empalme. Se ha conseguido un corte y empalme en trans razonablemente eficiente (30% de análogo 
cortado y empalmado en cis) entre los ARN que pueden presentar apareamiento de bases entre ellos, mientras que 65 
el corte y empalme de los ARN no anclados por apareamiento de bases se redujo adicionalmente en un factor de 10. 
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Otras reacciones de corte y empalme en trans in vitro que no requieren interacciones ARN-ARN evidentes entre los 
sustratos han sido observados por, por ejemplo, Chiara y Reed (Nature, 1995). Estas reacciones se producen a 
frecuencias relativamente bajas y requieren elementos especializados tales como un sitio 5' de corte y empalme 
cadena abajo o intensificadores exónicos de corte y empalme.  
 5 
La presente invención se refiere a la utilización del corte y empalme en trans dirigido que está mediado por 
maquinaria de corte y empalme de mamífero natural, es decir, empalmosomas, para reprogramar o alterar la 
secuencia codificante de un ARNm diana.  
 
Un gran número de estudios (ver, por ejemplo, Mansfield et al., 2000; Puttaruju et al., 2001) ya han descrito MPT 10 
que pueden mediar en el corte y empalme en trans "simple", es decir, una tecnología que permite sustituir la parte 3' 
de un transcrito o, más raramente, la parte 5' (Mansfield et al., 2003; Kierlin-Duncan y Sullenger, 2007). Por ejemplo, 
las patentes US nº 6.083.702, nº 6.013.487 y nº 6.280.978 describen la utilización de MPT para mediar en una 
reacción de corte y empalme en trans "simple" mediante la puesta en contacto de un ARNm precursor diana para 
generar nuevos ARN recombinados. Resulta importante que las tecnologías de corte y empalme en trans "simple" 15 
permiten corregir varias mutaciones utilizando minigenes o transcritos endógenos en el contexto de enfermedades 
genéticas como la hemofilia A (Chao et al., 2003), la atrofia muscular espinal (Coady et al., 2008), la 
inmunodeficiencia ligada al X (Tahara et al., 2004) y la fibrosis quística, en las que la mutación extendida CFTR'F508 
es sustituida eficientemente in vivo por la secuencia normal mediante una reacción de corte y empalme en trans (Liu 
et al., 2005). 20 
 
En contraste con el corte y empalme en trans "simple", el corte y empalme en trans "doble" permite sustituir o 
introducir una secuencia, tal como una secuencia exónica, en un ARNm diana (en la presente memoria 
denominadas ExChange: reacciones de corte y empalme en trans 3' y 5' concomitantes). Más exactamente, el corte 
y empalme en trans doble puede modificar una secuencia exónica dada o sustituir una secuencia exónica faltante 25 
dentro de un transcrito de un gen dado, conservando simultáneamente las secuencias intrónicas reguladoras que se 
encuentran presentes en los lados 5' y 3' de la secuencia exónica que es diana del corte y empalme en trans doble, 
permitiendo de esta manera que se produzcan transcritos alternativos. A la inversa de la terapia génica 
convencional, los enfoques de corte y empalme en trans "doble" resultarían muy interesantes para tratar trastornos 
causados por mutaciones dominantes, conservando simultáneamente los niveles y la especificidad de tejidos. El 30 
intercambio de exones (ExChange) utilizando el corte y empalme en trans doble, a ambos lados de un exón diana, 
presentaría la ventaja de minimizar el material exógeno, además de conservar todos los elementos reguladores 
potencialmente presentes en los dominios 5' y/o 3' no traducidos del ARNm rescatado. Como estrategia de 
reparación del ARN, el enfoque ExChange producirá la proteína corregida en donde se expresa naturalmente. 
Presenta la ventaja complementaria respecto a otras estrategias de cirugía del ADN de que corrige con precisión el 35 
defecto de la secuencia sin modificar nada de la secuencia de todo el mensajero (es decir, el marco de lectura 
abierto y las regiones no traducidas). Por lo tanto, las secuencias reguladoras presentes en las RNT 5' y 3' se 
conservan, algo que nunca ocurre en la terapia génica clásica, en la que se amputan los ADNc de sus secuencias 
no codificantes. Es conocido actualmente que dichas regiones resultan esenciales para la estabilidad del ARNm y la 
regulación de la traducción; en particular, son dianas para los ARNip, los cuales ejercen una función importante en 40 
una diversidad de enfermedades (Zhang y Farwell, 2008).  
 
Sin embargo, ningún estudio ha descrito anteriormente hasta el momento un MPT eficaz que permita llevar a cabo 
un corte y empalme en trans "doble", es decir un MPT que contenga tanto una región 3' de corte y empalme y una 
región 5' de corte y empalme que deben insertarse en un ARNm diana. Además, ningún estudio ha demostrado que 45 
dicho MPT sea capaz de sustituir con elevada eficiencia una secuencia de nucleótidos dentro de un ARNm diana. 
Por ejemplo, dichas MPT sólo se conciben teóricamente en la solicitud publicada de patente US nº 2002/0193580 y 
en la solicitud de patente PCT WO 2004/050680.  
 
Los resultados presentados en la presente memoria demuestran por primera vez una MPT eficiente que permite un 50 
elevado nivel de ExChange (es decir, reacciones concomitantes de corte y empalme en trans 3' y 5') y, por lo tanto, 
la posibilidad de rescatar transcritos mutados mediante la sustitución específica de un exón mutado por su versión 
normal durante una doble reacción de corte y empalme en trans. Mediante la utilización de la presente MPT, puede 
obtenerse una eficiencia de ExChange que alcanza un nivel de como mínimo aproximadamente 50%, por ejemplo 
de 53%, de transcritos reparados con el minigén DMD como diana. Resulta importante que no se hayan detectado 55 
en ningún caso unos productos finales no específicos, sugiriendo que las secuencias hibridantes seleccionadas de la 
MPT no descifraron el sitio de corte y empalme críptico ni obstruyeron sucesos de corte y empalme.  
 
La tecnología de corte y empalme en trans utiliza una molécula de corte y empalme en trans que "engaña" al 
empalmosoma al utilizarlo como sustrato para el corte y empalme. En el enfoque ExChange, el juego resulta más 60 
"complejo" ya que el empalmosoma debe realizar un corte y empalme en trans doble entre el transcrito 
premensajero y la MPT. Tras someter a ensayo diversas combinaciones de moléculas antisentido, los presentes 
inventores encontraron que los dogmas siguientes: i) bloqueo de señales endógenas de corte y empalme en el pre-
transcrito de ARNm naciente mediante apareamiento de bases, o ii) por el contrario, llevar el exón sustituyente a una 
posición más próxima al sitio endógeno de corte y empalme que debe unirse, no producían resultados óptimos, tal 65 
como se muestra en los presentes ejemplos. En efecto, la mejor molécula antisentido para el primer corte y 
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empalme en trans (sustitución 3') se correspondía con la parte intermedia del primer intrón, mientras que la segunda 
(sustitución 5') funcionaba mejor al situarla en una posición próxima al extremo 3' del exón que debía sustituirse.  
 
Leyendas de las figuras  
 5 
La figura 1 expone la estrategia de corte y empalme en trans para la sustitución en 3': 
 
(A) Exones 22 a 24 (cajas E22 a E24) con intrones naturales (las líneas con círculos negros ilustran los sitios de 
corte y empalme) en el minigén DMD. La cruz representa la mutación sin sentido mdx en E23. La molécula de corte 
y empalme en trans (CET) ASE24 comprende una secuencia antisentido (SA) de 150 nt complementaria al intrón 22, 10 
así como un espaciador, una secuencia de punto de ramificación de levadura conservada fuerte, un tramo 
polipirimidina, un sitio aceptor 3' (los tres últimos elementos se representan como círculos negros) y E24. Los 
constructos de CET se generaron con tres secuencias antisentido diferentes, AS1 a AS3. Las flechas indican las 
posiciones de los cebadores de PCR directo A e inverso B en el minigén y en la molécula de CET. (B) Transcritos 
esperados que se generaron mediante corte y empalme en cis (inclusión de E23 y salto) y corte y empalme en trans, 15 
y los tamaños predichos de los productos de amplificación por PCR correspondientes detectados utilizando la 
estrategia de RT-PCR ilustrada en (A). (C) Análisis de RT-PCR utilizando los cebadores de PCR A y B de células 
NIH3T3 cotransfectadas con minigén DMD y construcciones pSMD2-GFP (Ctrl), pSMD2-U7-SD23-BP22 (U7), 
pSMD2-E24 (AS-), pSMD2-AS1-E24 (AS1), pSMD2-AS2-E24 (AS2) y pSMD2-AS3-E24 (AS3). RT-AS2: muestras 
que contienen minigén DMD y pSMD2-AS2-E24 sin transcripción inversa; H2O: control negativo de PCR. (D) Se 20 
confirmó una unión E22-E24 exacta mediante secuenciación del producto de 310 pb.  
 
La figura 2 representa el enfoque de sustitución de exón en transcritos informadores de DMD. 
 
(A) La molécula de intercambio de exón (EX) AS-E24-AS' comprende los mismos elementos que la molécula de CET 25 
(ver la figura 1A) seguido de un sitio donante 5' (círculos negros) y una segunda secuencia antisentido (AS') de 150 
nt complementaria al intrón 23. Los constructos EX se generaron con cinco secuencias antisentido AS' diferentes, 
AS4 a AS8. Las flechas indican las posiciones de los cebadores de PCR directo A e inverso B en el minigén. (B) 
Transcritos esperados que se generaron mediante corte y empalme en cis (inclusión de E23 y salto) e intercambio 
de exón, y tamaños predichos de los productos de amplificación por PCR correspondientes detectados utilizando la 30 
estrategia de RT-PCR ilustrada en (A). (C) Análisis de RT-PCR utilizando los cebadores A y C de células NIH3T3 
cotransfectadas con minigén DMD y construcciones pSMD2-GFP (Ctrl), pSMD2-U7-SD23-BP22 (U7), las 
construcciones de CET pSMD2-AS1-E24 (AS1), pSMD2-AS2-E24 (AS1) y la moléculas EX pSMD2-AS-E24-AS' que 
contenían AS1 o AS2 y AS4 a AS8. AS2-2XAS4, plásmido EX pSMD2-AS2-E24-2XAS4 que contenía dos copias de 
AS4; H2O: control negativo de PCR. (D) Se confirmaron uniones exactas E22-E24 y E24-E24 mediante 35 
secuenciación del producto de 408 pb.  
 
La figura 3 representa el efecto de las secuencias intrónicas intensificadoras de corte y empalme sobre la eficiencia 
de la sustitución de exón. 
 40 
(A) Moléculas de intercambio de exón SA-E24-AS' con secuencias intrónicas intensificadoras de corte y empalme 
IICE o DISE. (B) Análisis de RT-PCR utilizando los cebadores A y C de células NIH3T3 cotransfectadas con minigén 
DMD y constructos pSMD2-GFP (Ctrl), pSMD2-U7-SD23-BP22 (U7) y los plásmidos EX siguientes con AS4 o AS8: 
pSMD2-AS2-E24-AS’ (-), pSMD2-AS2-IICE-E24-AS’ (ISE), pSMD2-AS2-E24-DISE-AS’ (DISE) y pSMD2-AS2-E24-
2XAS’ (2XAS’). H2O: control negativo de PCR. (C) Eficiencia de intercambio de exón de DMD inducido por moléculas 45 
EX que contienen SA4 analizadas mediante RT-PCR en tiempo real cuantitativa absoluta.  
 
La figura 4 representa la estrategia de corte y empalme en trans para la reparación del transcrito de distrofina con la 
molécula de corte y empalme en trans simple SEC ID nº 71 (Ejemplo 2) 
 50 
El transcrito endógeno premensajero de distrofina se ilustra en la parte superior con cajas que representan exones y 
líneas negras que representan intrones. La molécula de ARNm de corte y empalme en trans (segunda línea) 
comprende una secuencia antisentido de 150 nt complementaria al intrón 58 del gen DMD, así como un espaciador, 
una secuencia de punto de ramificación (PR) de levadura conservado fuerte, un tramo polipirimidina (TPP), un 
aceptor 3' de corte y empalme (ACE) y el ADNc de distrofina humana normal entre el exón 59 y el codón de parada 55 
del exón 79.  
 
La figura 5 muestra la detección de transcritos de distrofina reparados con la molécula de corte y empalme en trans 
simple SEC ID nº 71 (Ejemplo 2) 
 60 
(A) El ARNm de distrofina mutado se representa en la parte superior, así como la molécula de ARNm de corte y 
empalme en trans SEC ID nº (segunda línea) y transcritos de distrofina esperados que se generaron mediante corte 
y empalme en cis y en trans (tercera línea). Las flechas indican las posiciones de los cebadores de PCR directos 
Fo/Fi e inversos Ro/Ri diseñados para detectar únicamente el ADNc de distrofina reparado mediante la generación 
de un producto de PCR de 2.443 pb. (B) Análisis de RT-PCR utilizando los cebadores de PCR Fo/Fi y Ro/Ri de ARN 65 
totales extraídos de miotubos de pacientes (DMD) transducidos por lentivirus que expresan las moléculas de ARNm 
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de corte y empalme en trans simple (MCET). Carril "-": miotubos de DMD no transducidos.  
 
La figura 6 muestra el rescate de distrofina en células de DMD utilizando la molécula de corte y empalme en trans 
simple SEC ID nº 71 (Ejemplo 2) 
 5 
Transferencia western de proteínas totales extraídas de miotubos de pacientes de DMD transducidos por lentivirus 
que expresan las moléculas de MCET, teñidas con el anticuerpo monoclonal NCL-DYS1. La distrofina de longitud 
completa de 427 kD se indica tal como se detecta en la muestra de miotubos de CHQ normales (WT). Carril "-": 
miotubos de DMD no transducidos. Se cargó cada carril con 50 µg de proteínas totales excepto Ctrl, 5 µg. Panel 
rojo: visualización de las proteínas totales presentes en la misma membrana mediante tinción roja de Ponceau.  10 
 
Sumario de la invención  
 
La invención se refiere a una MPT que presenta las características del ácido nucleico según la reivindicación 1.  
 15 
En un primer aspecto, la presente exposición se refiere a una molécula de ácido nucleico que comprende:  

 
a) dos dominios de unión a diana AS y AS' que dianizan ("target") la unión de la molécula de ácido nucleico a un 

pre-ARNm diana, en el que los dos dominios de unión a diana AS y AS' se encuentran situados en el extremo 
5' y en el extremo 3', respectivamente, de la molécula de ácido nucleico,  20 

 
b) una región de corte y empalme 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo polipirimidina y un sitio 

aceptor de corte y empalme 3',  
 
c) una región de corte y empalme 5' que comprende un sitio donante de corte y empalme 5',  25 
 
d) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana del 

extremo 5' AS,  
 
e) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 5' del dominio de unión a diana del 30 

extremo 3' AS', y  
 
f) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm diana, en el que dicha 

secuencia de nucleótidos codifica por lo menos una parte de un polipéptido normal y se encuentra situada 
entre la región de corte y empalme 3' y la región de corte y empalme 5' de dicho ácido nucleico.  35 

 
Dicha molécula de ácido nucleico en adelante se denomina "molécula de corte y empalme en trans doble" o "MPT 
doble".  
 
Preferentemente, dicha molécula de ácido nucleico comprende:  40 
 

a) dos dominios de unión a diana AS y AS' que dianizan la unión de la molécula de ácido nucleico a un pre-
ARNm del gen de la distrofina (DMD), en el que los dos dominios de unión a diana AS y AS' se encuentran 
situados en el extremo 5' y en el extremo 3', respectivamente, de la molécula de ácido nucleico,  

 45 
b) una región de corte y empalme 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo polipirimidina y un sitio 

aceptor de corte y empalme 3',  
 
c) una región de corte y empalme 5' que comprende un sitio donante de corte y empalme 5',  
 50 
d) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana del 

extremo 5' AS,  
 
e) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 5' del dominio de unión a diana del 

extremo 3' AS', y  55 
 
f) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm del gen de la distrofina 

(DMD), en el que dicha secuencia de nucleótidos codifica por lo menos una parte de un polipéptido distrofina 
normal y se encuentra situada entre la región de corte y empalme 3' y la región de corte y empalme 5' de 
dicho ácido nucleico. 60 

 
En un segundo aspecto, la presente exposición se refiere a una molécula de ácido nucleico que comprende:  
 

a) un dominio de unión a diana (AS) que dianiza la unión de la molécula de ácido nucleico al pre-ARNm del gen 
de la distrofina (DMD),  65 
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b) una región de corte y empalme 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo polipirimidina y un sitio 
aceptor de corte y empalme 3',  

 
c) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana AS,  
 5 
d) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm diana, en el que dicha 

secuencia de nucleótidos codifica por lo menos una parte del polipéptido DMD. 
 

Dicha molécula de ácido nucleico en adelante se denomina "molécula de corte y empalme en trans simple" o "MPT 
simple".  10 
 
La presente invención se refiere además a un vector recombinante que comprende la MPT de la invención y a una 
célula que comprende las MPT de la invención, o el vector recombinante que comprende las MPT de la invención. 
 
Las presentes composiciones y métodos pueden utilizarse para proporcionar un gen codificante de una molécula 15 
biológicamente activa funcional a células de un individuo con un trastorno genético heredado en el que la expresión 
del producto génico faltante o mutante produce un fenotipo normal.  
 
Concretamente, las presentes composiciones y métodos pueden utilizarse para sustituir in vitro un exón endógeno 
mutado 23 o 70 del gen DMD dentro de una célula, comprendiendo poner en contacto el pre-ARNm celular del gen 20 
DMD con las MPT de la presente invención, bajo unas condiciones en las que la secuencia de nucleótidos que debe 
cortarse y empalmarse en trans se corta y empalma en trans con el pre-ARNm diana del gen DMD formando un 
ARNm recombinado dentro de la célula.  
 
Adicionalmente, la presente invención da a conocer además un método para corregir in vivo un defecto genético de 25 
la DMD en un sujeto, comprendiendo administrar en dicho sujeto las MPT de la invención, o comprendiendo el 
vector las MPT de la invención, o comprendiendo la célula las MPT de la invención.  
 
Más concretamente, la presente invención da a conocer un método para corregir por lo menos una mutación 
genética presente en el exón 23 o 70 del gen DMD en un sujeto que lo necesita, comprendiendo la administración en 30 
dicho sujeto de las MPT de la invención, en la que la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en 
trans es por lo menos el exón 23 o por lo menos el exón 70 del gen DMD. 
 
La presente exposición proporciona además composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de 
las MPT de la invención y un portador farmacéuticamente aceptable.  35 
 
Descripción detallada de las formas de realización preferidas  
 
En un primer aspecto, la presente invención se basa en el diseño y la optimización de una MPT doble dedicada a 
reacciones concomitantes de corte y empalme en trans 3' y 5' con el fin de sustituir una secuencia de nucleótidos 40 
específica y por ejemplo un exón mutado, o de sustituir exones faltantes en el caso de mutaciones por deleción. Por 
lo tanto, dicha MPT doble contiene necesariamente una región de corte y empalme 3' y una región de corte y 
empalme 5'. Además, la MPT doble debe contener por lo menos dos dominios diferentes de unión a diana que 
permiten que la MPT reconozca y se sitúe en una posición muy próxima al ARNm diana. Estos dos dominios de 
unión a diana se denominan "AS" (por antisentido).  45 
 
En dicho primer aspecto, en la presente memoria se da a conocer una molécula de ácido nucleico que comprende:  

 
a) dos dominios de unión a diana AS y AS' que dianizan la unión de la molécula de ácido nucleico a un pre-

ARNm diana, en el que los dos dominios de unión a diana AS y AS' se encuentran situados en el extremo 5' y 50 
en el extremo 3', respectivamente, de la molécula de ácido nucleico,  

 
b) una región de corte y empalme 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo polipirimidina y un sitio 

aceptor de corte y empalme 3',  
 55 
c) una región de corte y empalme 5' que comprende un sitio donante de corte y empalme 5',  
 
d) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana del 

extremo 5' AS,  
 60 
e) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 5' del dominio de unión a diana del 

extremo 3' AS', y  
 
f) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm diana, en el que dicha 

secuencia de nucleótidos codifica por lo menos una parte de un polipéptido normal y se encuentra situada 65 
entre la región de corte y empalme 3' y la región de corte y empalme 5' de dicho ácido nucleico. 
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Dicha molécula de ácido nucleico en adelante se denomina "molécula de corte y empalme en trans doble" o "MPT 
doble".  
 
El dominio de unión a diana de una MPT dota a la MPT de una afinidad de unión para el pre-ARNm diana. Tal como 5 
se utiliza en la presente memoria, un dominio de unión a diana se define como cualquier molécula, es decir, 
nucleótido, proteína, compuesto químico, etc., que confiere especificidad de unión y ancla el pre-ARNm en una 
posición próxima a la MPT de manera que la maquinaria de procesamiento del empalmosoma del núcleo puede 
cortar y empalmar en trans de la MPT a una parte del pre-ARNm. Los dominios de unión a diana de la MPT 
preferentemente son secuencias de nucleótidos que son complementarios y en orientación antisentido respecto a la 10 
región diana del pre-ARNm diana seleccionado. Los dominios de unión a diana pueden comprender hasta varios 
miles de nucleótidos. En formas de realización preferentes, los dominios de unión a diana pueden comprender entre 
aproximadamente 100 y 200 nucleótidos, y preferentemente aproximadamente 150 nucleótidos.  
 
Una secuencia "complementaria" a una parte de un ARN, tal como se denomina en la presente memoria, se refiere a 15 
una secuencia que presenta suficiente complementariedad para poder hibridarse con el pre-ARNm diana, formando 
un dúplex estable. La capacidad de hibridarse dependerá tanto del grado de complementariedad como de la longitud 
del ácido nucleico (ver, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2a ed., Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989). Generalmente, cuanto más largo sea el ácido 
nucleico hibridante, más desapareamientos de bases con un ARN puede contener y formar sin embargo un dúplex 20 
estable. El experto en la materia podrá determinar un grado tolerable de desapareamientos o una longitud de dúplex 
mediante la utilización de procedimientos estándares de determinación de la estabilidad del complejo hibridado. Los 
dominios de unión pueden comprender cualesquiera o todas las secuencias situadas dentro del intrón diana y 
exones flanqueantes y puede consistir de una secuencia contigua o contener huecos de secuencia de tamaño 
comprendido entre unos cuantos y varios cientos de nucleótidos de longitud. En dichos casos, el dominio de unión 25 
puede considerarse comprendido de múltiples dominios de unión más pequeños que se encuentra situados dentro 
de la MPT en cualquier orientación (sentido o antisentido) respecto a la secuencia diana o entre sí. Cualquiera o 
todos los elementos de secuencia dentro del dominio de unión pueden contener una complementariedad significativa 
respecto a la región diana.  
 30 
Tras someter a ensayo diversas combinaciones de secuencias de nucleótidos antisentido, en el contexto de la 
presente invención se descubrió, al contrario de lo enseñado comúnmente en la técnica, que no resulta útil bloquear 
las señales endógenas de corte y empalme en el transcrito naciente de pre-ARNm mediante apareamiento de 
bases. Por lo tanto, en una forma de realización preferida, los dominios de unión a diana de la MPT doble no 
bloquean las señales endógenas de corte y empalme en el transcrito naciente de pre-ARN.  35 
 
En una primera forma de realización, el pre-ARN diana es un exón mutado de un gen, y la secuencia de nucleótidos 
que debe cortarse y empalmarse en trans con el pre-ARNm diana es el exón, o exones, normales correspondientes 
de dicho gen.  
 40 
El gen que es diana del corte y empalme en trans doble debe ser un gen que sea activamente transcrito en la célula 
que es diana del procedimiento. Debe estar compuesto por varios exones que se transcriben en una molécula de 
pre-ARNm.  
 
En este caso, se ha demostrado en la presente memoria por primera vez que situar el exón sustituyente en una 45 
posición más próxima al sitio endógeno de corte y empalme que debe unirse no produce los mejores resultados. Por 
lo tanto, los dominios de unión a diana AS y AS' preferentemente no son complementarios de las secuencias 
situadas próximas a los sitios endógenos de corte y empalme del exón mutado que debe sustituirse, es decir, a 
menos de 200 nucleótidos de los sitios endógenos de corte y empalme. 
 50 
La molécula de MPT doble contiene además una región de corte y empalme 3' que incluye una secuencia de punto 
de ramificación, un tramo polipirimidina (tal como SEC ID nº 28) y un sitio aceptor de corte y empalme 3'. La 
molécula de MPT doble contiene además una región de corte y empalme 5'.  
 
Las secuencias de consenso para el sitio donante de corte y empalme 5' y la región de corte y empalme 3' utilizadas 55 
en el corte y empalme del ARN son bien conocidas en la técnica (ver Moore et al., The RNA World, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, páginas 303 a 358, 1993). Además, pueden utilizarse secuencias de consenso 
modificadas que mantienen la capacidad de funcionar como sitios donantes de corte y empalme 5' y regiones de 
corte y empalme 3'. Brevemente, las secuencias de consenso de mamífero para el sitio donante de corte y empalme 
5' y el sitio aceptor de corte y empalme 3' son, respectivamente: GTAAGT y TCCCTCCAG. Por ejemplo, el sitio 60 
donante de corte y empalme 5' de la MPT doble puede ser GTAAGA (SEC ID nº 30) y el sitio aceptor de corte y 
empalme 3' de la MPT doble puede ser GGAAAACAG (SEC ID nº 29).  
 
La secuencia de consenso de punto de ramificación en mamíferos es YNYURAC (Y=pirimidina, N=cualquier 
nucleótido, R=purina). Por ejemplo, el punto de ramificación puede ser TACTAAC (SEC ID nº 25), correspondiente al 65 
punto de ramificación de levadura bien conservado (Mansfield et al., 2000). La A es el sitio de formación de 
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ramificación. Un tramo polipirimidina se encuentra situado entre el punto de ramificación y el sitio aceptor de corte y 
empalme 3' y resulta importante para la utilización de diferentes puntos de ramificación y el reconocimiento del sitio 
de corte y empalme 3'. Recientemente se han identificado intrones de pre-ARNm que se inician con el dinucleótido 
AU y que finalizan con el dinucleótido AC y que se denominan intrones U12. Las secuencias de intrón U12 así como 
cualesquiera secuencias que funcionen como secuencias aceptoras/donantes de corte y empalme también pueden 5 
utilizarse para generar las MPT doble.  
 
Una región espaciadora para separar el sitio de corte y empalme de ARN respecto del dominio de unión a diana 
también se encuentra incluida en la MPT doble. La MPT doble contiene por lo menos dos espaciadores diferentes: 
una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana AS y una 10 
secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 5' del dominio de unión a diana del extremo 3' AS'. 
Preferentemente son secuencias no codificantes y comprenden entre 10 y 100 nucleótidos, preferentemente entre 
20 y 70 nucleótidos, más preferentemente entre 30 y 50 nucleótidos. Las regiones espaciadoras pueden diseñarse 
para incluir elementos tales como codones de parada que bloquearían cualquier traducción de una MPT cortada y 
empalmada. En una forma de realización, los intensificadores de corte y empalme, tales como, por ejemplo, 15 
secuencias denominadas intensificadores de corte y empalme exónicos, también pueden incluirse en el diseño de la 
MPT doble. Los factores de corte y empalme de acción en trans, es decir, las proteínas ricas en serina/arginina (SR), 
se ha demostrado que interactúan con dichos intensificadores de corte y empalme exónicos y modulan el corte y 
empalme (Tacke et al., 1999). Además, el potenciador de corte y empalme intrónico rico en G del gen GH-1 humano 
(SEC ID nº 26) y/o la secuencia de DISE del gen FGFR2 de rata (SEC ID nº 27) pueden utilizarse como 20 
intensificadores de corte y empalme. 
 
En una forma de realización más preferida, la secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del 
dominio de unión a diana del extremo 5' AS contiene un IICE, por ejemplo el potenciador de corte y empalme 
intrónico rico en G del gen GH-1 humano (SEC ID nº 26) y la secuencia espaciadora que separa la región de corte y 25 
empalme 5' del dominio de unión a diana del extremo 3' AS contienen una secuencia DISE, por ejemplo la secuencia 
DISE del gen FGFR2 de rata (SEC ID nº 27), preferentemente muy próximo a la secuencia de nucleótidos que debe 
cortarse y empalmarse en trans, es decir, la secuencia DISE debería encontrarse situada a una distancia no superior 
a 60 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans.  
 30 
Pueden añadirse elementos adicionales a la molécula de MPT doble después, o antes, de la secuencia de 
nucleótidos codificante de una proteína traducible, tal como señales de poliadenilación para modificar la 
expresión/estabilidad del ARN, o secuencias de corte y empalme 5' para intensificar el corte y empalme, regiones de 
unión adicionales, regiones autocomplementarias "de seguridad", sitios de corte y empalme adicionales, o grupos 
protectores para modular la estabilidad de la molécula y evitar la degradación. Además, pueden incluirse codones de 35 
parada en la estructura de la MPT para evitar la traducción de las MPT no cortadas y empalmadas. Pueden 
incorporarse elementos adicionales, tales como una estructura de horquilla 3', ARN circularizado, modificaciones de 
bases nucleótidas, o análogos sintéticos en MPT dobles para fomentar o facilitar la localización nuclear y la 
incorporación empalmosómica, y la estabilidad intracelular.  
 40 
A título de ejemplo, se dan a conocer el diseño y la optimización de los constructos Exchange (MPT), en el que 
dichos constructos Exchange están diseñados para rescatar los ARNm mutados de genes muy grandes, tales como 
el gen de la distrofina DMD (por ejemplo el gen DMD humano, identificado como NC_0000232.10, o el gen DMD de 
ratón, identificado como NC_000086.6). Las mutaciones en el gen de la distrofina DMD causan la distrofia muscular 
de Duchenne (DMD), la patología muscular grave más común en la infancia. Recientemente, las estrategias de salto 45 
de exón han demostrado eficacia en la restauración de la expresión funcional de la distrofina en modelos de distrofia 
muscular, incluyendo mdx de ratón, GRMD de perro y células madre musculares de pacientes de DMD y en cuatro 
pacientes de DMD mediante inyección intramuscular local (Goyenvalle et al., 2004; Denti et al., 2006; Yokota et al., 
2009). En efecto, la estructura modular de la distrofina, con su dominio en barra central constituido por 24 
repeticiones similares a espectrina, tolera grandes truncados. Sin embargo, las estrategias de salto de exón sólo se 50 
refieren a pacientes en los que el corte y empalme forzado generaría una proteína más corta pero todavía funcional. 
Muchas situaciones patológicas no cumplen con dicho prerrequisito. En este contexto, las estrategias de ExChange 
resultarían de gran interés para sustituir con precisión un exón mutado de DMD por un exón correspondiente normal, 
y por ejemplo, el exón 23 mutado que porta una mutación de parada en el modelo de mdx de ratón de la DMD (ver la 
SEC ID nº 9) o una anomalía genética presente entre los exones 59 y 79, que representan el 8% de los pacientes de 55 
Duchenne. Además, las estrategias de ExChange podrían resultar útiles para sustituir exones ausentes, produciendo 
de esta manera un producto génico de longitud completa en lugar de un producto génico truncado como resultado 
de los enfoques de salto de exón.  
 
Desde esta perspectiva, se demuestra en la presente memoria por primera vez que una MPT que permita un 60 
intercambio de exones eficiente (por ejemplo un exón del gen DMD y más particularmente el exón 23 del gen DMD) 
demostrando destacadamente que resulta posible el intercambio de un exón específico de manera eficiente 
utilizando la tecnología de corte y empalme en trans "doble". 
 
En una forma de realización preferida, se da a conocer una molécula de ácido nucleico, que comprende:  65 
 

E10768910
27-06-2016ES 2 578 993 T3

 



 9 

a) dos dominios de unión a diana AS y AS' que dianizan la unión de la molécula de ácido nucleico a un pre-
ARNm del gen de la distrofina (DMD), en el que los dos dominios de unión a diana AS y AS' se encuentran 
situados en el extremo 5' y en el extremo 3', respectivamente, de la molécula de ácido nucleico,  

 
b) una región de corte y empalme 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo polipirimidina y un sitio 5 

aceptor de corte y empalme 3',  
 
c) una región de corte y empalme 5' que comprende un sitio donante de corte y empalme 5',  
 
d) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana del 10 

extremo 5' AS,  
 
e) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 5' del dominio de unión a diana del 

extremo 3' AS', y  
 15 
f) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm del gen de la distrofina 

(DMD), en el que dicha secuencia de nucleótidos codifica por lo menos una parte del polipéptido distrofina 
normal y se encuentra situada entre la región de corte y empalme 3' y la región de corte y empalme 5' de 
dicho ácido nucleico. 

 20 
El diseño general, construcción e ingeniería genética de las MPT y la demostración de su capacidad de mediar en 
reacciones exitosas de corte y empalme en trans dentro de la célula se describen en detalle en las patentes US nº 
6.083.706, nº 6.013.487 y nº 6.280.978, así como en las patentes nº de serie 09/941.492, nº 09/756.095, nº 
09/756.096 y nº 09/756.097, cuyas exposiciones se incorporan como referencia en su totalidad en la presente 
memoria.  25 
 
En una forma de realización particular, en la MPT doble de interés, la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y 
empalmarse en trans comprende por lo menos un exón del gen DMD normal, preferentemente la secuencia del exón 
23 del gen DMD normal, es decir, SEC ID nº 8 (del gen de ratón) o SEC ID nº 60 (del gen humano) o el gen 70 del 
gen DMD normal (SEC ID nº 72 para el gen humano, SEC ID nº 73 para el gen de ratón).  30 
 
En una forma de realización preferida, el dominio de unión a diana del extremo 5' AS dirige la unión del ácido 
nucleico al intrón 22 del pre-ARNm del gen DMD (SEC ID nº 11 para el gen de ratón, o SEC ID nº 61 para el gen 
humano) y el dominio de unión a diana del extremo 3' AS' dirige la unión del ácido nucleico al intrón 23 del pre-ARN 
del gen DMD (SEC ID nº 12 para el gen de ratón, SEC ID nº 62 para el gen humano).  35 
 
Preferentemente, la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico que comprende:  
 

a) dos dominios de unión a diana AS y AS' que dianizan la unión de la molécula de ácido nucleico al pre-ARNm 
del gen de la distrofina (DMD), en el que los dos dominios de unión a diana AS y AS' se sitúan en el extremo 40 
5' y en el extremo 3', respectivamente, de la molécula de ácido nucleico,  

 
b) una región de corte y empalme 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo polipirimidina y un sitio 

aceptor de corte y empalme 3',  
 45 
c) una región de corte y empalme 5' que comprende un sitio donante de corte y empalme 5',  
 
d) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana del 

extremo 5' AS,  
 50 
e) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 5' del dominio de unión a diana del 

extremo 3' AS', y  
 
f) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm diana, en el que dicha 

secuencia de nucleótidos codifica por lo menos una parte de un polipéptido distrofina y se encuentra situada 55 
entre la región de corte y empalme 3' y la región de corte y empalme 5' de dicho ácido nucleico, y en la que: 

 
- el dominio de unión a diana del extremo 5' AS dirige la unión del ácido nucleico al intrón 22 del pre-ARNm 

del gen DMD, o  
 60 

- el dominio de unión a diana del extremo 5' AS comprende por lo menos 20 nucleótidos sucesivos de una 
de las secuencias de nucleótidos seleccionadas de entre: SEC ID nº 13 y SEC ID nº 14, o  
 

- el dominio de unión a diana del extremo 3' AS' dirige la unión del ácido nucleico al intrón 23 del pre-ARN 
del gen DMD, o  65 
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- el dominio de unión a diana del extremo 5' AS dirige la unión del ácido nucleico al intrón 22 del pre-ARNm 
del gen DMD y el dominio de unión a diana del extremo 3' AS' dirige la unión del ácido nucleico al intrón 
23 del pre-ARN del gen DMD, o  
 

- el dominio de unión a diana del extremo 5' AS comprende por lo menos 20 nucleótidos sucesivos de una 5 
de las secuencias de nucleótidos seleccionadas de entre: SEC ID nº 13 y SEC ID nº 14, el dominio de 
unión a diana del extremo 3' AS' dirige la unión del ácido nucleico al intrón 23 del pre-ARN del gen DMD.  

 
En una forma de realización de la invención, los dominios de unión a diana AS y AS' comprenden entre 
aproximadamente 100 y aproximadamente 200 nucleótidos, preferentemente aproximadamente 150 nucleótidos.  10 
 
En una forma de realización preferida, el dominio de unión a diana del extremo 5' AS comprende por lo menos 20 
nucleótidos sucesivos de una de las secuencias de nucleótidos seleccionadas de entre: SEC ID nº 13 (en adelante 
denominada "AS1") y SEC ID nº 14 (en adelante denominada "AS2"). Preferentemente, el dominio de unión a diana 
del extremo 5' AS comprende por lo menos 20 nucleótidos sucesivos de SEC ID nº 15.  15 
 
Por otra parte, el dominio de unión a diana del extremo 3' AS' dirige preferentemente la unión del ácido nucleico a 
una secuencia de nucleótido situada en la mitad 5' de la secuencia de nucleótidos del intrón 23, y, más 
preferentemente, a una secuencia de nucleótidos situada en SEC ID nº 22 (para el gen de ratón) y comprende por lo 
menos 20 nucleótidos sucesivos de una de las secuencias de nucleótidos seleccionadas de entre: SEC ID nº 16 (en 20 
adelante denominada "AS4"), SEC ID nº 19 (en adelante denominada "AS7"), SEC ID nº 20 (en adelante 
denominada "AS8") y SEC ID nº 21 (en adelante denominada "2XAS4"). En una forma de realización preferente, el 
dominio de unión a diana del extremo 3' AS' comprende por lo menos 20 nucleótidos sucesivos de SEC ID nº 21.  
 
En otra forma de realización, la MPT doble de la invención comprende una secuencia de punto de ramificación de 25 
levadura conservada, por ejemplo el punto de ramificación de levadura de SEC ID nº 25.  
 
En otra forma de realización, el espaciador que separa el sitio donante de corte y empalme 5' y el dominio de unión a 
diana del extremo 3' AS' comprende entre 10 y 100 nucleótidos, preferentemente entre 20 y 70 nucleótidos, más 
preferentemente entre 30 y 50 nucleótidos. En una forma de realización preferente, dicho espaciador comprende un 30 
potenciador intrónico de corte y empalme posterior (DISE), que es preferentemente la secuencia de DISE del gen 
FGFR2 de rata, es decir, la SEC ID nº 27.  
 
La secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' respecto del dominio de unión a diana del 
extremo 5' AS comprende entre 10 y 100 nucleótidos, preferentemente entre 20 y 70 nucleótidos, más 35 
preferentemente entre 30 y 50 nucleótidos.  
  
Dichos espaciadores preferentemente son secuencias no codificantes aunque pueden diseñarse para incluir 
elementos tales como codones de parada que bloquearían cualquier traducción de una MPT cortada y empalmada. 
Se proporcionan ejemplos de espaciadores útiles en la parte experimental de la presente solicitud. Son, por ejemplo, 40 
la SEC ID nº 23 (extremo 3') y la SEC ID nº 24 (extremo 5').  
 
En una forma de realización específica, la presente invención se refiere a un vector recombinante que comprende el 
ácido nucleico anteriormente indicado. Más particularmente, la MPT doble de interés puede manipularse 
recombinantemente en una diversidad de sistemas de vector huésped que también permiten la replicación del ADN 45 
a gran escala y contienen los elementos necesarios para dirigir la transcripción de la MPT doble. La utilización de 
dicho constructo para transfectar las células diana en el paciente resultará en la transcripción de cantidades 
suficientes de MPT doble que formarán pares de bases complementarios con las dianas de pre-ARNm expresado 
endógenamente, tal como, por ejemplo, la diana de pre-ARNm de DMD, facilitando de esta manera una reacción de 
corte y empalme en trans entre las moléculas de ácidos nucleicos acomplejadas. Dicho vector puede mantenerse en 50 
forma episómica o integrarse cromosómicamente, con la condición de que pueda transcribirse para producir el ARN 
deseado, es decir, la MPT. Dichos vectores pueden construirse mediante métodos de la tecnología del ADN 
recombinante que son estándares de la técnica. Los vectores que comprenden la MPT doble de interés pueden ser 
plasmídicos, víricos u otros conocidos de la técnica, que se utilizan para la replicación y expresión en células de 
mamífero. La expresión de la MPT doble puede estar regulada por cualesquiera secuencias de 55 
promotor/intensificador conocidas de la técnica que actúan en células de mamífero, preferentemente humanas. 
Dichos promotores/intensificadores pueden ser inducibles o constitutivos. Dichos promotores incluyen de manera no 
limitativa: la región de promotor temprano del SV40, el promotor contenido en la repetición terminal larga 3' del virus 
del sarcoma de Rous, el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes, las secuencias reguladoras del gen 
metalotioneína, el promotor vírico del CMV, el promotor P de la gonadotropina coriónica humana, etc. Puede 60 
utilizarse cualquier tipo de vector plásmido, cósmido, YAC o virus para preparar el constructo de ADN recombinante 
que puede introducirse directamente en el sitio de tejido. Alternativamente, pueden utilizarse vectores víricos que 
infectan selectivamente la célula diana deseada. Entre los vectores para la utilización en la práctica de la invención 
se incluyen cualesquiera vectores de expresión eucarióticos, incluyendo de manera no limitativa, vectores de 
expresión vírica tales como los derivados de la clase de los retrovirus, adenovirus o virus adenoasociados.  65 
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En una forma de realización preferida, el vector recombinante de la invención es un vector de expresión eucariótico.  
 
En otra forma de realización específica, la MPT doble de la invención se administra en una célula diana. Se conocen 
diversos sistemas de administración que pueden utilizarse para transferir las composiciones de las invención al 
interior de las células, por ejemplo el encapsulado en liposomas, micropartículas, microcápsulas, células 5 
recombinantes capaces de expresar la composición, endocitosis mediada por receptores, la construcción de un 
ácido nucleico como parte de un retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado u otro vector, la inyección del ADN, la 
electroporación, la transfección mediada por fosfato de calcio, etc. En este caso, la MPT que puede ser utilizada en 
cualquier forma por el experto en la materia, por ejemplo una molécula de ARN, o un vector de ADN que se 
transcribe en una molécula de ARN, en el que dicha MPT se une a un pre-ARNm y media en la reacción de corte y 10 
empalme en trans doble, resultando en la formación de un ARN recombinado que comprende una parte de la 
molécula de MPT cortada y empalmada con una parte del pre-ARNm. La presente invención se refiere además a 
una célula que comprende la MPT doble de la invención o un vector recombinante que comprende la MPT doble de 
la invención.  
 15 
En una forma de realización preferida, la célula que comprende la MPT doble o el vector recombinante que 
comprende la MPT doble es una célula eucariótica.  
 
Las composiciones y métodos pueden utilizarse para proporcionar un gen codificante de una molécula 
biológicamente activa funcional a células de un individuo con un trastorno genético hereditario en el que la expresión 20 
del producto génico faltante o mutante produce un fenotipo normal.  
 
Concretamente, las presentes composiciones y métodos pueden utilizarse para sustituir in vitro un exón endógeno 
mutado del gen DMD dentro de una célula, comprendiendo poner en contacto el pre-ARNm celular del gen DMD con 
las MPT dobles de la presente invención, bajo condiciones en las que la secuencia de nucleótidos que debe cortarse 25 
y empalmarse en trans se corta y empalma en trans con el pre-ARNm diana del gen DMD formando un ARNm 
recombinado dentro de la célula. Dicho exón mutado preferentemente es el exón 23 del gen DMD.  
 
Adicionalmente, la presente invención da a conocer además un método para corregir in vivo un defecto genético de 
la DMD en un sujeto, comprendiendo administrar en dicho sujeto las MPT dobles de la invención, o un vector que 30 
comprende la MPT dobles de la invención, o la célula que comprende la MPT dobles de la invención.  
 
Más concretamente, la presente invención da a conocer un método para corregir por lo menos una mutación 
genética presente en por lo menos un exón mutado endógeno del gen DMD en un sujeto que lo necesita, 
comprendiendo administrar en dicho sujeto la MPT doble de la invención.  35 
 
Preferentemente, dicho exón mutado endógeno es el exón 23 del gen DMD, o el exón 70 del gen DMD, y la 
secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans comprende por lo menos el exón 23 del gen 
DMD (SEC ID nº 8 para el gen de ratón, SEC ID nº 60 para el gen humano) o por lo menos el exón 70 del gen DMD 
(SEC ID nº 72 para el gen de ratón, SEC ID nº 73 para el gen humano).  40 
 
En otras palabras, la presente invención da a conocer una MPT doble, un vector que la comprende, o una célula que 
la comprende, para la utilización de las mismas en la corrección de un defecto genético de la DMD en un sujeto que 
lo necesita, o más exactamente, para la utilización de las mismas en la corrección de por lo menos una mutación 
genética presente en por lo menos uno de los genes DMD en un sujeto que lo necesita, en el que, preferentemente 45 
dicho exón mutado endógeno es el exón 23 del gen DMD o el exón 70 del gen DMD, y la secuencia de nucleótidos 
que debe cortarse y empalmarse en trans comprende por lo menos el exón 23 del gen DMD (SEC ID nº 8 para el 
gen de ratón; SEC ID nº 60 para el gen humano) o por lo menos el exón 70 del gen DMD (SEC ID nº 72 para el gen 
de ratón; SEC ID nº 73 para el gen humano). 
 50 
La presente exposición proporciona además composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de 
las MPT doble de la invención y un portador farmacéuticamente aceptable. En una forma de realización específica, 
la expresión "farmacéuticamente aceptable" se refiere a autorizado por una agencia reguladora del gobierno federal 
o estatal o presentada en la U.S. Pharmacopeia u otra farmacopea generalmente reconocida para la utilización en 
animales, y más particularmente en seres humanos. El término "portadores" se refiere a un diluyente, adyuvante, 55 
excipiente o vehículo con el que se administra el terapéutico. Se describen ejemplos de portadores farmacéuticos 
adecuados en "Remington's Pharmaceutical Sciences", de E.W. Martin.  
 
Se da a conocer además un método para tratar la distrofia muscular de Duchenne en un sujeto que lo necesita, 
comprendiendo dicho método la administración en dicho sujeto de la composición farmacéutica que comprende la 60 
MPT doble de interés. Preferentemente, la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans 
comprende por lo menos un exón del gen DMD, por ejemplo el exón 23 del gen DMD (SEC ID nº 8 o SEC ID nº 60) 
o el exón 70 del gen DMD (SEC ID nº 72 o SEC ID nº 73). En otras palabras, la presente invención cubre la MPT 
doble de la invención para la utilización de la misma en el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne en un 
sujeto que lo necesita. Preferentemente, la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans es 65 
por lo menos un exón del gen DMD, por ejemplo el exón 23 del gen DMD (SEC ID nº 8 o SEC ID nº 60) o el exón 70 
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del gen DMD (SEC ID nº 72 o SEC ID nº 73).  
 
En una forma de realización específica, puede resultar deseable administrar las composiciones farmacéuticas 
localmente en el área que requiere tratamiento, es decir, en los músculos. Lo anterior puede llevarse a cabo 
mediante, por ejemplo, aunque de modo no limitativo, infusión local durante cirugía, infusión locorregional bajo 5 
presión en una extremidad en la que el flujo sanguíneo arterial y venoso se interrumpe intermitentemente con un 
torniquete, aplicación tópica, etc., conjuntamente con un vendaje sobre la herida tras la cirugía, mediante inyección, 
mediante un catéter, mediante un supositorio, o mediante un implante, siendo dicho implante de un material poroso, 
no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas sialásticas, o fibras. Existen otros sistemas 
de administración de fármaco de liberación controlada, tales como nanopartículas, matrices tales como polímeros de 10 
liberación controlada e hidrogeles. La MPT doble se administra en cantidades que resultan eficaces para producir el 
efecto deseado en la célula diana. Las dosis eficaces de las MPT dobles pueden determinarse mediante 
procedimientos bien conocidos de la técnica que se refieren a parámetros tales como la semivida biológica, la 
biodisponibilidad y la toxicidad. La cantidad de la composición que resultará eficaz dependerá de la gravedad de la 
DMD bajo tratamiento y podrá ser determinada mediante técnicas clínicas estándares.  15 
 
La MPT doble también puede administrarse en células o células madre ex vivo que pueden, en una segunda etapa 
después de la corrección ex vivo, transferirse en forma de trasplante celular a un individuo con el objetivo de corregir 
un órgano o un individuo afectado por una enfermedad genética mediante terapia celular.  
 20 
En un segundo aspecto, la presente exposición se refiere a una molécula de ácido nucleico destinada al corte y 
empalme en trans simple tal como se describe en los ejemplos siguientes.  
 
En la presente forma de realización particular, la molécula de ácido nucleico comprende:  
 25 

a) un dominio de unión a diana (AS) que dianiza la unión de la molécula de ácido nucleico al pre-ARNm del gen 
de la distrofina (DMD), 

 
b) una región de corte y empalme 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo polipirimidina y un sitio 

aceptor de corte y empalme 3', 30 
 
c) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana AS, 
 
d) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm diana, en el que dicha 

secuencia de nucleótidos codifica por lo menos una parte del polipéptido DMD. 35 
 
Dicha molécula de ácido nucleico en adelante se denomina "molécula de corte y empalme en trans simple" o "MPT 
simple".  
 
Las diferentes partes de dicha molécula de corte y empalme en trans simple (sitio aceptor de corte y empalme 3', 40 
punto de ramificación, tramo polipirimidina, secuencia espaciadora) son iguales a las indicadas anteriormente para la 
MPT que media en el corte y empalme en trans doble, es decir, por ejemplo, SEC ID nº 29 para el sitio aceptor de 
corte y empalme 3', SEC ID nº 25 para el punto de ramificación, SEC ID nº 28 para el tramo polipirimidina y SEC ID 
nº 23 para el espaciador del extremo 3'.  
 45 
De hecho, la presente exposición también muestra en la presente memoria por primera vez una MPT simple que 
permite la sustitución eficiente de uno o más exones (por ejemplo la sustitución del exón 70 anormal del gen DMD 
humano por el normal), demostrando de manera destacada que la sustitución del exón o exones específicos resulta 
posible y eficiente también con una tecnología de corte y empalme en trans "simple" (ver el Ejemplo 2).  
 50 
En dicha MPT simple, la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans con el pre-ARNm del 
gen de la distrofina (DMD) comprende preferentemente uno o varios exones del gen DMD normal, más 
preferentemente el exón 23 o cualquiera de los exones 59 a 79 del gen DMD. Todavía más preferentemente, la 
secuencia que debe cortarse y empalmarse en trans es el exón 70 del gen DMD, o el ADNc de todos los exones 59 
a 79 del gen DMD, tal como se muestra en el Ejemplo 2, a continuación.  55 
 
Más exactamente, en la MPT simple, la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans es la 
secuencia del exón 23 del gen DMD normal (es decir, SEC ID nº 8 para el gen de ratón o SEC ID nº 60 para el gen 
humano), o la secuencia del exón 70 del gen DMD (es decir, SEC ID nº 72 para el gen humano, y SEC ID nº 73 para 
el gen de ratón) o el ADNc correspondiente a los exones 59 a 79 del gen DMD (es decir, SEC ID nº 69 para el gen 60 
de ratón o SEC ID nº 70 para el gen humano).  
 
En una forma de realización preferida, el dominio de unión a diana del extremo 5' AS de las MPT simples dirige la 
unión del ácido nucleico al intrón 22 del pre-ARNm del gen DMD (SEC ID nº 11 para el gen de ratón, o SEC ID nº 61 
para el gen humano), o al intrón 58 del pre-ARN del gen DMD (SEC ID nº 66 para el gen de ratón, SEC ID nº 67 65 
para el gen humano).  
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En una forma de realización más preferida, el dominio de unión a diana del extremo 5' AS de la MPT simple presenta 
la secuencia SEC ID nº 68 (para dirigir la MPT al intrón 58 del gen DMD) o SEC ID nº 13, SEC ID nº 14, SEC ID nº 
15 o SEC ID nº 58 (para dirigir la MPT al intrón 22 del gen DMD).  
 5 
En una forma de realización todavía más preferida, la molécula de corte y empalme en trans simple presenta la SEC 
ID nº 71. 
 
En una forma de realización específica, la presente exposición se refiere a un vector recombinante que comprende 
la MPT simple mencionada anteriormente. Más particularmente, la MPT simple de interés puede manipularse de 10 
manera recombinante en una diversidad de sistemas de vector huésped que también permiten la replicación del 
ADN a gran escala y contienen los elementos necesarios para dirigir la transcripción de la MPT simple. La utilización 
de dicho constructo para transfectar las células diana en el paciente resultará en la transcripción de cantidades 
suficientes de MPT simples que formarán pares de bases complementarios con las dianas de pre-ARNm expresadas 
endógenamente, tal como, por ejemplo, la diana de pre-ARNm de DMD, facilitando de esta manera una reacción de 15 
corte y empalme en trans entre las moléculas de ácidos nucleicos acomplejadas. Dicho vector puede mantenerse en 
forma episómica o integrarse cromosómicamente, con la condición de que pueda transcribirse para producir el ARN 
deseado, es decir, la MPT. Dichos vectores pueden construirse mediante métodos de la tecnología del ADN 
recombinante que son estándares de la técnica. Los vectores que comprenden la MPT simple de interés pueden ser 
plasmídicos, víricos u otros conocidos de la técnica, que se utilizan para la replicación y expresión en células de 20 
mamífero. La expresión de la MPT simple puede estar regulada por cualesquiera secuencias de 
promotor/intensificador conocidas de la técnica que actúan en células de mamífero, preferentemente humanas. 
Dichos promotores/intensificadores pueden ser inducibles o constitutivos. Entre dichos promotores se incluyen, 
aunque sin limitarse a ellos: la región de promotor temprano del SV40, el promotor contenido en la repetición 
terminal larga 3' del virus del sarcoma de Rous, el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes, las 25 
secuencias reguladoras del gen metalotioneína, el promotor vírico del CMV, el promotor P de la gonadotropina 
coriónica humana, etc. Puede utilizarse cualquier tipo de vector plásmido, cósmido, YAC o virus para preparar el 
constructo de ADN recombinante que puede introducirse directamente en el sitio de tejido. Alternativamente, pueden 
utilizarse vectores víricos que infectan selectivamente la célula diana deseada. Entre los vectores para la utilización 
en la práctica de la exposición se incluyen cualesquiera vectores de expresión eucarióticos, incluyendo de manera 30 
no limitativa, vectores de expresión vírica tales como los derivados de la clase de los retrovirus, adenovirus o virus 
adenoasociados.  
 
En una forma de realización preferida, el vector recombinante de la exposición es un vector de expresión eucariótico.  
 35 
En otra forma de realización específica, la presente exposición comprende administrar la presente MPT simple en 
una célula diana. Se conocen diversos sistemas de administración que pueden utilizarse para transferir las 
composiciones al interior de las células, por ejemplo el encapsulado en liposomas, micropartículas, microcápsulas, 
células recombinantes capaces de expresar la composición, endocitosis mediada por receptores, la construcción de 
un ácido nucleico como parte de un retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado u otro vector, la inyección del ADN, 40 
la electroporación, la transfección mediada por fosfato de calcio, etc. En este caso, la MPT simple que puede ser 
utilizada en cualquier forma por el experto en la materia, por ejemplo una molécula de ARN, o un vector de ADN que 
se transcribe en una molécula de ARN, en el que dicha MPT se une a un pre-ARNm y media en la reacción de corte 
y empalme en trans simple, resultando en la formación de un ARN recombinado que comprende una parte de la 
molécula de MPT simple cortada y empalmada con una parte del pre-ARNm. La presente exposición se refiere 45 
además a una célula que comprende la MPT simple de interés, o el vector recombinante que comprende la MPT 
simple de interés.  
 
En una forma de realización preferida, la célula que comprende la MPT simple o el vector recombinante que 
comprende la MPT simple es una célula eucariótica.  50 
 
Dicha MPT simple aparentemente es una herramienta muy interesante con diana en pacientes de DMD 
independientemente de su mutación de DMD. Al permitir restaurar los exones mutados del gen DMD, dicha molécula 
aparentemente también es una herramienta eficiente para tratar los pacientes de DMD. 
 55 
Por lo tanto, la presente exposición se refiere además a un método de tratamiento de un paciente que sufre distrofia 
muscular de Duchenne, que comprende administrar en dicho paciente una composición farmacéutica que 
comprende dicha molécula de corte y empalme en trans simple o el vector recombinante que comprende la misma, o 
la célula que las comprende. Es decir, la presente exposición se refiere a la presente molécula de corte y empalme 
en trans o el vector recombinante que comprende la misma, o la célula que las comprende, para la utilización en una 60 
composición farmacéutica para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne en un sujeto que lo necesita.  
 
Más exactamente, la presente exposición se refiere además a un método para corregir un defecto genético de DMD 
en un sujeto, que comprende administrar en dicho sujeto dicha molécula de corte y empalme en trans simple, o el 
vector recombinante que comprende la misma, o la célula que las comprende. En otras palabras, la presente 65 
exposición se refiere a la presente molécula de corte y empalme en trans simple o el vector recombinante que 
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comprende la misma, o la célula que las comprende, para la utilización en la corrección de un defecto genético de la 
DMD en un sujeto que lo necesita.  
 
Preferentemente, la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans comprende por lo menos un 
exón del gen DMD y comprende más preferentemente por lo menos el exón 23 del gen DMD normal (es decir, SEC 5 
ID nº 8 para el gen de ratón, o SEC ID nº 60 para el gen humano) o el gen 70 del gen DMD (es decir, SEC ID nº 72 
para el gen humano, o SEC ID nº 73 para el gen murino) o cualquier exón seleccionado de entre los exones 59 a 79 
del gen DMD. En una forma de realización preferente, comprende el ADNc de los exones 59 a 79 del gen DMD (es 
decir, SEC ID nº 70 para el gen humano y SEC ID nº 69 para el gen de ratón).  
 10 
La presente exposición se refiere además a un método in vitro para sustituir in vitro un exón endógeno mutado del 
gen DMD dentro de una célula, comprendiendo poner en contacto el pre-ARNm celular del gen DMD con dicha 
molécula de corte y empalme en trans simple, bajo condiciones en las que la secuencia de nucleótidos que debe 
cortarse y empalmarse en trans se corta y empalma en trans con el pre-ARNm diana del gen DMD formando un 
ARNm recombinado dentro de la célula. Preferentemente, dicho exón mutado es el exón 23 del gen DMD, o el exón 15 
70 del gen DMD o cualquier exón seleccionado de entre los exones 59 a 79 del gen DMD. Más preferentemente, la 
secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans con el pre-ARNm diana del gen DMD 
comprende, de esta manera, por lo menos el exón 23 o el exón 70 del gen DMD, o cualquier exón seleccionado de 
entre los exones 59 a 79 del gen DMD. Todavía más preferentemente, la secuencia de nucleótidos que debe 
cortarse y empalmarse en trans con el pre-ARNm diana del gen DMD comprende el ADNc de los exones 59 a 79 del 20 
gen DMD humano.  
 
La presente exposición se refiere además a un método para corregir por lo menos una mutación genética presente 
en por lo menos un exón del gen DMD en un sujeto que lo necesita, comprendiendo administrar en dicho sujeto 
dicha molécula de corte y empalme en trans simple. Preferentemente, dicho exón o exones del gen DMD es el exón 25 
23 o el exón 70, y la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans comprende por lo menos el 
exón 23 del gen DMD (es decir, SEC ID nº 8 para el gen de ratón, o SEC ID nº 60 para el gen humano) o el gen 70 
del gen DMD (es decir, SEC ID nº 72 para el gen humano, o SEC ID nº 73 para el gen murino) o el ADNc entre los 
exones 59 y 79 del gen DMD humano normal (SEC ID nº 70).  
 30 
En dicho caso, en otras palabras, la exposición se refiere a la molécula de corte y empalme en trans simple, o al 
vector recombinante que comprende la misma, o a la célula que las comprende, para la utilización de los mismos en 
la corrección de por lo menos una mutación genética presente en el exón 23 o en el exón 70 del gen DMD humano 
normal en un sujeto que lo necesita, en el que la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans 
comprende por lo menos el exón 23 del gen DMD normal (es decir SEC ID nº 8 para el gen de ratón o SEC ID nº 60 35 
para el gen humano) o el exón 70 del gen DMD normal (es decir, SEC ID nº 72 para el gen humano, o SEC ID nº 73 
para el gen de ratón) o el ADNc entre los exones 59 y 79 del gen DMD humano normal (SEC ID nº 70).  
 
La presente exposición proporciona además unas composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad 
eficaz de las MPC simple y un portador farmacéuticamente aceptable. En una forma de realización específica, la 40 
expresión "farmacéuticamente aceptable" se refiere a autorizado por una agencia reguladora del gobierno federal o 
estatal o listada en la Farmacopea US u otra farmacopea generalmente reconocida para la utilización en animales, y 
más particularmente en seres humanos. El término "portador" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o 
vehículo con el que se administra el terapéutico. Se describen ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados en 
"Remington's Pharmaceutical Sciences", de E.W. Martin.  45 
 
En una forma de realización específica, puede resultar deseable administrar las composiciones farmacéuticas 
localmente en el área que requiere tratamiento, es decir, en los músculos. Esto puede llevarse a cabo mediante, por 
ejemplo, aunque de modo no limitativo, infusión local durante cirugía, infusión locorregional bajo presión en una 
extremidad en la que el flujo sanguíneo arterial y venoso se interrumpe intermitentemente con un torniquete, 50 
aplicación tópica, etc., conjuntamente con un vendaje sobre la herida tras la cirugía, mediante inyección, mediante 
un catéter, mediante un supositorio, o mediante un implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso 
o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas sialásticas, o fibras. Existen otros sistemas de 
administración de fármaco de liberación controlada, tales como nanopartículas, matrices tales como polímeros de 
liberación controlada e hidrogeles. La MPT simple se administra en cantidades que resultan eficaces para producir el 55 
efecto deseado en la célula diana. Las dosis eficaces de las MPT simples pueden determinarse mediante 
procedimientos bien conocidos de la técnica que se refieren a parámetros tales como la semivida biológica, la 
biodisponibilidad y la toxicidad. La cantidad de la composición de la invención que resultará eficaz dependerá de la 
gravedad de la DMD bajo tratamiento y podrá ser determinada mediante técnicas clínicas estándares.  
 60 
La MPT simple también puede administrarse en células o células madre ex vivo que pueden, en una segunda etapa 
después de la corrección ex vivo, transferirse en forma de trasplante celular a un individuo con el objetivo de corregir 
un órgano o un individuo afectado por una enfermedad genética mediante terapia celular.  
 

E10768910
27-06-2016ES 2 578 993 T3

 



 15 

Ejemplos  
 
1. Molécula de corte y empalme en trans doble 
 
1.1. Materiales y métodos 5 
 
Construcciones de plásmido  
 
Se construyó el minigén DMD murino diana (3.993 pb (SEC ID nº 39)) que comprendía los exones E22, E23 y E24 y 
las secuencias intrónicas flanqueantes E23 naturales se construyeron mediante amplificación por PCR a partir de 10 
ADN genómico mdx y se subclonaron en pSMD2 en el sitio KpnI. Se introdujo un ATG en el contexto Kozak 
ACCACCATGG y un codón de parada en ambos lados del minigén.  
 
La E24 para las moléculas de CET y EX (114 pb (SEC ID nº 10)) se amplificó a partir del minigén DMD. Los 
diferentes dominios de las moléculas de CET y EX detalladas en la sección de Resultados se construyeron mediante 15 
PCR y se subclonaron en pSMD2 en HindIII y EcoRI entre el promotor del CMV y la señal poliA. Las secuencias 
antisentido AS se unen a DMD intrón 22: AS1 presenta como diana los nucleótidos -763 a -614 (SEC ID nº 13); AS2, 
-463 a -314 (SEC ID nº 14); AS3 -159 a -10 (SEC ID nº 15); AS3bis -159 a +5 (SEC ID nº 58) (en la que el nucleótido 
+1 es el primer nucleótido de E23). El segundo dominio antisentido AS' se une a DMD intrón 23: AS4, +1801 a 
+1950 (SEC ID nº 16); AS5, +2101 a +2250 (SEC ID nº 17); AS6, +2401 a +2550 (SEC ID nº 18); AS7, -5 a +145 20 
(SEC ID nº 19); AS8, +151 a +300 (SEC ID nº 20) (en las que el nucleótido +1 es el primer nucleótido del intrón 23).  
 
Todos los casetes de expresión se encuentran bajo el c ontrol del promotor fuerte del CMV y una señal poliA y se 
verificaron mediante secuenciación.  
 25 
Cultivo celular y transfección 
 
Se mantuvieron células fibroblásticas NIH3T3 embrionarias de ratón en DMEM (Invitrogen) complementadas con 
SFB inactivado por calor al 10% (Invitrogen), 100 unidades/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. Para las 
transfecciones, las células se cultivaron hasta el 70% de confluencia en placas de 12 pocillos y se expusieron al 30 
complejo reactivo de ADN/lipofectamina 2000 (Invitrogen) durante 5 h en DMEM antes de devolverlas al medio de 
cultivo normal. Típicamente se utilizaron 0,5 µg de minigén DMD y 1,5 µg de moléculas de ADN de CET o EX en 
cada transfección. Las células se analizaron rutinariamente 72 h después de la transfección.  
 
Análisis de RT-PCR 35 
 
Se aisló el ARN total a partir de las células transfectadas mediante la utilización del minikit RNeasy (Qiagen). Se 
llevó a cabo la transcripción inversa en 200 ng de ARN mediante la utilización de Superscript II (Invitrogen) y el 
cebador inverso pSMD2-R1 (ver posteriormente) a 10 minutos a 25ºC, 50 minutos a 42ºC y una etapa final de 5 
minutos a 95ºC. Para detectar los transcritos de DMD no reparados y reparados, el ARN transcrito inversamente se 40 
amplificó por PCR bajo las condiciones siguientes: 95ºC durante 5 minutos, 30 ciclos de 30 s a 95ºC, 1 minuto a 
56ºC, 45 s a 1 minuto a 72ºC, y una etapa final de 7 minutos a 72ºC. 
 
Las secuencias de los cebadores eran las siguientes: E22-F GACACTTTACCACCAATGCGC (SEC ID nº 36) 
(cebador A en las figs. 1A-B y 2A-B), pSMD2-R1 CTTTCTGATAGGCAGCCTGC (SEC ID nº 37) (cebador B en la fig. 45 
1A-B) y pSMD2-R5 cTcAcccTGAAGTTcTcAGG (SEC ID nº 38) (cebador C en la fig. 2A-B). Se separaron los 
productos de RT-PCR mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio y se secuenciaron. 
 
RT-PCR en tiempo real cuantitativa 
 50 
Se midieron los niveles de ARNm mediante el método de RT-PCR en tiempo real cuantitativa absoluta utilizando la 
mezcla Absolute SYBR Green Rox (Thermo Scientific). Se clonaron dos fragmentos de ADNc de DMD de control 
positivo, E22-E23-E24 y E22-E24-E24, en pCR®2.1-TOPO®. Como muestras de referencias, dichos plásmidos se 
diluyeron en serie 10 veces (entre 107 y 103 copias) y se utilizaron para generar curvas estándares. Se llevó a cabo 
una PCR en tiempo real y se analizó en un DNA Engine Opticon 2 (Bio-Rad). En cada experimento, se amplificaron 55 
con cebadores específicos duplicados de series de dilución estándar de plásmidos de control y ADNc de primera 
cadena generado con Superscript II (Invitrogen) a partir de 200 ng de ARN total. Se utilizaron los cebadores para 
E23, E23-F AGATGGCCAAGAAAGCACC (SEC ID nº 32) y E23-R CTTTCCACCAACTGGGAGG (SEC ID nº 33) 
para medir el transcrito de DMD no reparado, y los cebadores para la unión E24-E24, E24-F 
TGAAAAAACAGCTCAAACAATGC (SEC ID n º 34) y E24-R AGCATCCCCCAGGGCAGGC (SEC ID nº 35), para el 60 
transcrito reparado.  
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1. 2. Resultados 
 
Diseño de moléculas de corte y empalme en trans (moléculas de TS) 
 
En moléculas ExChange, el exón sustituyente se encuentra flanqueado por secuencias intrónicas artificiales con 5 
sitios de corte y empalme aceptores y donantes fuertes, las cuales se encuentran conectadas con secuencias 
antisentido diseñadas para hibridarse con el ARNm diana. La hibridación resulta crucial para permitir la reacción de 
corte y empalme en trans, aunque por sí sola no resulta suficiente. Idealmente, el sitio de hibridación debe alterar la 
definición del exón diana en el pre-mensajero parental, potenciando simultáneamente el corte y empalme cruzado 
entre los dos ARNm independientes. En el caso de ExChange, existen más restricciones, ya que deben 10 
sincronizarse dos reacciones de corte y empalme en trans en ambos límites del exón diana.  
 
El modelo murino de DMD, el ratón mdx, porta una mutación sin sentido en el exón 23 (E23m: SEC ID nº 9) del gen 
de la distrofina. Con el fin de localizar el mejor sitio de hibridación en el intrón 22, cadena arriba del exón mutado, se 
diseñaron tres moléculas de corte y empalme en trans (CET) para la sustitución 3' que únicamente diferían en los 15 
dominios de unión de las mismas (fig. 1A). Se seleccionaron secuencias antisentido de aproximadamente 150 
nucleótidos (AS1=SEC ID nº 13, AS2=SEC ID nº 14 y AS3=SEC ID nº 15) para que fueran correspondientes con el 
extremo 5', la parte intermedia o el extremo 3' del intrón 22 (SEC ID nº 11). La idea era someter a ensayo si la 
situación de la molécula de CET próxima a su diana, el sitio donante de corte y empalme 5' del intrón 22, o por el 
contrario, enmascarando el sitio aceptor de corte y empalme 3', facilitaría el corte y empalme en trans. En las tres 20 
construcciones, el intrón artificial incluía una secuencia espaciadora (SEC ID nº 59), una secuencia de punto de 
ramificación de levadura conservado fuerte (SEC ID nº 25), un tramo polipirimidina (SEC ID nº 28) y un sitio aceptor 
de corte y empalme 3' canónico (SEC ID nº 29). Para facilitar la lectura, se decidió además utilizar el exón 24 (E24 
(SEC ID nº 10)) en la molécula de CET en lugar de la versión normal del exón 23 (E23). En efecto, E24 es más 
pequeño que E23 (114 frente a 213 pb), permitiendo una diferenciación inequívoca mediante RT-PCR del ARNm 25 
reparado (E22-E24-E24) de los transcritos parentales no reparados (E22-E23m-E24). De esta manera, se 
construyeron tres moléculas de CET para la sustitución 3': AS1-E24 (SEC ID nº 40), AS2-E24 (SEC ID nº 41) y AS3-
E24 (SEC ID nº 42). A modo de control se utilizó una molécula de corte y empalme en trans sin dominio de unión 
(AS-, SEC ID nº 43).  
 30 
Con el fin de facilitar el análisis del corte y empalme de DMD en el cultivo de tejidos, se generó un gen informador de 
DMD constituido por un fragmento genómico de 3.993 pb que comprendía E22 a E24 con intrones naturales de 
longitud completa (SEC ID nº 39). Los patrones de corte y empalme en cis y en trans se ilustran en la figura 1B. Se 
diseñó una estrategia de RT-PCR para detectar específicamente el ARN resultante de los sucesos de corte y 
empalme en cis y en trans mediante la utilización de un cebador directo E22-F (SEC ID nº 36) (flecha A en la fig. 1B) 35 
específico para E22, y un cebador inverso pSMD2-R1 (SEC ID nº 37) (flecha B) específico para una secuencia 
anterior a la señal poliA en el minigén DMD y las moléculas de CET. Resulta importante que dichos cebadores 
también permitieron discriminar los amplicones E22-E24 resultantes del corte y empalme en trans o el salto de 
exones.  
 40 
Sustitución 3' en transcritos de DMD 
 
Se cotransfectaron plásmidos con minigén informador de DMD y CET en la línea celular de fibroblastos NIH3T3 
embrionarios de ratón. Se recolectaron las células 72 h después de la transfección y se aisló el ARN total. Se 
evaluaron mediante RT-PCR los patrones de ARN cortado y empalmado en cis y en trans. Tal como se esperaba, 45 
las muestras que sólo recibieron el minigén DMD expresaron un único amplicón de 638 pb correspondiente al 
transcritp de DMD cortado y empalmado en cis E22-E23m-E24 (Ctrl en la fig. 1C). Además, los ADNc procedentes de 
las células transfectadas tanto con el minigén DMD como los constructos de corte y empalme en trans (AS2-E24) no 
proporcionaron productos de PCR al omitir la transcripción inversa (RT-AS2), garantizando la especificidad del 
presente ensayo. En presencia de plásmidos U7-SD23-BP22 (U7) que se ha descrito que inducen el salto de E23 50 
(Goyenvalle et al., 2004), se detectó una banda de 425 pb correspondiente al transcrito E22-E24 del corte y 
empalme en cis.  
 
En muestras que recibieron los plásmidos con minigén DMD y CET, se generó un producto de 310 pb, 
correspondiente específicamente a la variante E22-E24 cortada y empalmada en trans, y no a un producto de salto 55 
de exón tal como se obtuvo con U7. En presencia de AS1-E24 (SEC ID nº 40) o AS2-E24 (SEC ID nº 41), el 
amplicón E22-E23m-E24 correspondiente al minigén DMD parental prácticamente había desaparecido por completo, 
confirmando de esta manera que, en este caso, las eficacias de corte y empalme en trans eran prácticamente 
totales. Resulta importante que el corte y empalme en trans no se produjo al eliminar AS (AS-) de los constructos de 
CET, demostrando que esta reacción requería una interacción estrecha entre las dos cadenas de ARNm a combinar. 60 
La molécula de CET AS3-E24 (SEC ID nº 42) aparentemente resultó ser menos eficiente. Inesperadamente, la 
extensión de AS3 con el fin de cubrir el sitio aceptor 3' de E23m no mejoró la reacción de corte y empalme en trans 
(no mostrado). Estos experimentos demuestran que el corte y empalme en trans no podían prescindir de las 
secuencias AS, aunque situar en posiciones más próximas a los dos ARNm no resulta suficiente.  
 65 
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Reparación del ARNm mediante la utilización de ExChange 
 
Con el fin de someter a ensayo la posibilidad de reparación del ARNm mediante ExChange, se desarrollaron varias 
moléculas de ExChange (EX) AS-E24-AS' basadas en las moléculas de CET eficientes indicadas anteriormente, y 
se modificaron para que se uniesen tanto al intrón 22 como al intrón 23 del minigén informador de DMD (fig. 2A). Las 5 
moléculas EX contenían los mismos elementos que los indicados anteriormente en las moléculas de CET AS1-E24 y 
AS2-E24 seguido de un sitio donante de corte y empalme 5' (SEC ID nº 30) y un segundo intrón 23 director 
antisentido de 150 nt (SEC ID nº 12). Se seleccionaron cinco antisentido, AS4 (SEC ID nº 16), AS5 (SEC ID nº 17), 
AS6 (SEC ID nº 18), AS7 (SEC ID nº 19) y AS8 (SEC ID nº 20) dentro del intrón 23 (SEC ID nº 12), que cubrían 
2.607 pb. Se utilizaron las secuencias espaciadoras siguientes: para la secuencia espaciadora que separa la región 10 
de corte y empalme 3' del dominio de unión a diana del extremo 5' AS, se utilizó el espaciador 2 (SEC ID nº 24, 42 
nucleótidos) y para la secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme 5' del dominio de unión a 
diana del extremo 3' AS', se utilizó el espaciador 1 (SEC ID nº 23, 34 nucleótidos).  
 
Finalmente, se construyeron los MPT siguientes: AS1-E24-AS4 (SEC ID nº 44), AS1-E24-AS5 (SEC ID nº 45), AS1-15 
E24-AS6 (SEC ID nº 46), AS1-E24-AS7 (SEC ID nº 47), AS2-E24-AS4 (SEC ID nº 48), AS2-E24-AS5 (SEC ID nº 
49), AS2-E24-AS6 (SEC ID nº 50), AS2-E24-AS7 (SEC ID nº 51), AS2-E24-AS8 (SEC ID nº 52) y AS2-E24-2XAS4 
(SEC ID nº 53). 
 
Tal como se ha mencionado anteriormente, los constructos EX y minigén DMD se cotransfectaron en la línea celular 20 
NIH3T3. Se recolectaron las células 72 h después de la transfección y se aisló el ARN total. Con el fin de detectar 
específicamente el ARN resultante de los sucesos de corte y empalme en cis y/o de intercambio de exones, se 
utilizó un cebador directo E22-F (SEC ID nº 36) (flecha A en la fig. 2A-B) específico de E22 y un cebador inverso 
pSMD2-R5 (SEC ID nº 38) (flecha C) específico de una secuencia únicamente presente en el minigén DMD cadena 
arriba de su señal poliA. El direccionamiento de AS-E24-AS' en el pre-ARNm informador de DMD se ilustra en la 25 
figura 2A y los tamaños esperados de los diversos productos de amplificación se muestran en la figura 2B.  
  
Se detectó un producto de RT-PCR de 408 pb en las muestras transfectadas con plásmidos AS2-E24-AS' (fig. 2C). 
La secuenciación directa confirmó que dicho producto correspondía a la variante de ARNm intercambiado E22-E24-
E24 (fig. 2D). Dicho producto se encontraba ausente en caso de que se omitiese uno de los dos antisentidos, 30 
demostrando que el codireccionamiento de intrón 22 e intrón 23 resulta crucial para el intercambio. Entre las 
combinaciones de antisentidos sometidas a ensayo por los presentes inventores, los niveles de la banda de 408 pb 
fueron más fuertes con AS2-E24-2XAS4 (SEC ID nº 53), -AS7 (SEC ID nº 51) y -AS8 (SEC ID nº 52). Resulta 
interesante que la molécula AS2-E24-2XAS4 (SEC ID nº 53), que portaba dos AS4, resultó más eficiente que su 
contrapartida de un sólo AS4. En la muestra de AS2-E24-AS7, se detectó una banda complementaria de 294 pb 35 
correspondiente al transcrito E22-E24 generó por el salto del exón 23. Esto no resultó inesperado considerando que 
AS7 se unía al sitio donante de corte y empalme 5' del intrón 23 y que enmascararía su reconocimiento por parte del 
empalmosoma. Es probable que AS4, AS7 y AS8 volviesen a atraer moléculas EX a una posición más próxima a 
E23 que AS5 y AS6, sugiriendo que resulta esencial un marco estrecho para un intercambio eficiente.  
 40 
Optimización de la eficacia de ExChange mediante la adición de intensificadores intrónicos de corte y empalme  
 
Con el fin de mejorar la reacción de ExChange, se añadió el potenciador intrónico de corte y empalme (IICE, SEC ID 
nº 26) rico en G del gen GH-1 humano cadena arriba del sitio aceptor 3' de AS2-E24-E24 y AS2-E24-AS8 (McCarthy 
y Phillips, 1998) y la secuencia de DISE del gen FGFR2 de rata cadena abajo del sitio donante 5' (SEC ID nº 27) 45 
(Kierun-Duncan y Sullenger, 2007) (fig. 3A). Tal como se muestra en la figura 3B, el análisis de RT-PCR reveló que 
la inserción de la secuencia de DISE en las moléculas AS2-E24-AS4 (SEC ID nº 54) y AS2-E24-AS8 (SEC ID nº 55) 
incrementó significativamente la banda de 408 pb correspondiente a la variante de ARNm E22-E24-E24, mientras 
que la adición de la secuencia de IICE no incrementó la eficacia de intercambio. Tal como se esperaba, no se 
observó intercambio con los vectores de control que no presentan el AS' cadena abajo: AS2-IICE-E24 y AS2-E24-50 
DISE. La figura 3C muestra la eficacia de intercambio de diversos vectores mediante la utilización de RT-PCR 
cuantitativa. La molécula AS2-DISE-E24-E24 (SEC ID nº 54) permitió obtener un 53% de intercambio de exones. Se 
mejoró su eficacia en aproximadamente 7,5 veces en comparación con su contrapartida AS2-E24-AS4 (SEC ID nº 
48) que no presentaba el motivo DISE.  
 55 
Resulta interesante que la introducción de dos AS' cadena abajo redundantes (en la presente memoria AS4) mejoró 
la eficacia de intercambio, que era de aproximadamente 30%. Sin embargo, AS2-E24-DISE-2XAS4 (SEC ID nº 57) 
no resultó más eficiente que AS2-DISE-E24-AS4 (SEC ID nº 54) (datos no mostrados).  
 
2. Molécula de corte y empalme en trans simple 60 
 
2.1. Materiales y métodos: 
 
Construcciones de plásmido 
 65 
Se construyeron los diferentes dominios de las moléculas de MCET mediante PCR y se subclonaron en pSMD2. Se 
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amplificaron los exones de distrofina humana 59 a 79 hasta el codón de parada (2.390 pb, ver la SEC ID nº 70) a 
partir de ADNc de miotubos humanos, mientras que las secuencias antisentido procedían de ADN genómico 
humano. La secuencia antisentido se une al intrón 58 de la distrofina: nucleótidos -445 a -295 (en la que el 
nucleótido +1 es el primer nucleótido de E59, SEC ID nº 68). Los casetes de corte y empalme en trans se 
subclonaron en el plásmido pRRL-cPPT-mcs-WPRE bajo el promotor PGK_h (Zufferey R. et al., 1997). Todos los 5 
constructos se verificaron mediante secuenciación.  
 
Secuencias 
 
El intrón artificial incluía una secuencia espaciadora, una secuencia de punto de ramificación (PR) de levadura 10 
conservada fuerte, un tramo polipirimidina (TPP) y un sitio aceptor de corte y empalme (ACE) 3' canónico: las 
mismas secuencias ya indicadas para la MPT doble del Ejemplo 1.  
 
Cultivos celulares 
 15 
Se establecieron cultivos celulares de mioblastos DMD primarios a partir de explantes de bíceps tal como se ha 
descrito anteriormente (Mouly V. et al., 1993), siguiendo la legislación francesa sobre procedimientos éticos. Se 
cultivaron mioblastos CHQ de DMD y de control (Edom et al., 1994) en medio de crecimiento para células 
musculares esqueléticas (PromoCell). Para inducir la diferenciación, los cultivos se cambiaron a DMEM suero de 
caballo al 2% con apotransferrina (100 µg/ml) e insulina (10 µg/ml). Todos los cultivos se cultivaron en incubadores 20 
humidificados a 37ºC en 5% de CO2.  
 
Producciones lentivíricas 
 
Se produjeron vectores lentivíricos pseudotipados con la proteína VSV-G, mediante cuadri-transfección transitoria en 25 
células 293T, determinada mediante transducción de células HCT116 y sometidas a ensayo mediante PCR en 
tiempo real cuantitativa en ADN genómico [Charrier S. et al., 2005]. La  valoración de los lentivirus se expresa como 
genomas víricos/ml (vg/ml) (comprendida entre 2,5x109 y 5x109 vg/ml). Se utilizaron 5x106 vg para transducir 4x105 
mioblastos sembrados en placa el día anterior en placas de cultivo de tejidos de 24 pocillos en 500 µl de DMEM 
complementado con SFB al 10%. Cuatro horas después de la transducción, se diluyó el medio mediante la adición 30 
de 200 µl por pocillo del medio anterior. Las placas se incubaron durante 24 h a 37ºC y con 5% de CO2 antes del 
lavado.  
 
Análisis de RT-PCR 
 35 
Se extrajo el ARN total con miotubos transducidos con reactivo TRIzol (Invitrogen). Se transcribieron inversamente 
cinco microgramos de ARN utilizando la mezcla SuperScript III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen) y el 
cebador inverso Pst1-WPRE-Ro, AACTGCAGcaggcggggaggcggcccaaag (Ro en la fig. 2A). Los ADNc se sometieron 
a amplificación por PCR anidada con mezcla maestra de PCR de alta fidelidad Phusion con tampón GC (Finnzymes) 
bajo las condiciones siguientes: 95ºC durante 5 minutos, 20 ciclos de 30 s a 95ºC, 2 minutos a 56ºC, 45 s a 1 minuto 40 
a 72ºC, y una etapa final de 7 minutos a 72ºC, utilizando los cebadores externos E58-Fo 
CATGAGTACTCTTGAGACTG (Fo en la fig. 2A) y WPRE-Ro AGCAGCGTATCCACATAGCG (Ro). A continuación, 
cinco microlitros de cada una de dichas reacciones se reamplificaron durante 30 ciclos utilizando los cebadores 
internos E58-Fi, AGGACTAGAGAAACTCTACC (Fi) y WPRE-Ri, TTGTCGACCAGCGTTTCTAG (Ri) Se separaron 
los productos de RT-PCR mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio y se 45 
secuenciaron.  
 
Análisis de proteínas 
 
Se cargaron cuarenta mg de proteína en un gel Bis-Tris NuPAGE® Novex 4-12% (Invitrogen), se sometieron a 50 
electroforesis, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se sondearon con 1:50 NCL-DYS1 o NCL-DYS2 
(NovoCastra), seguido de la incubación con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano picante 
1:15.000 (Jackson ImmunoResearch) y el sistema de análisis SuperSignal® West Pico (Thermo Scientific).  
 
2.2. Resultados 55 
 
El objetivo del presente trabajo era reparar mediante corte y empalme en trans simple pre-ARNm de distrofina que 
portaban alguna anomalía genética entre los exones 59 y 79, lo que representa el 8% de los pacientes de 
Duchenne. Estos pacientes no pueden tratarse con la terapia de salto de exones, ya que estos exones son 
indispensables para la función de la proteína.  60 
 
La molécula de corte y empalme en trans simple contiene una secuencia antisentido de 150 nucleótidos 
complementaria al intrón 58 (SEC ID nº 68), un intrón artificial que incluye una secuencia espaciadora (SEC ID nº 
23), una secuencia de punto de ramificación (PR) de levadura conservada fuerte (SEC ID nº 25), un tramo 
polipirimidina (TPP) (SEC ID nº 28) y un sitio aceptor de corte y empalme 3' canónico (SEC ID nº 29) y el ADNc de 65 
distrofina humana normal del exón 59 al codón de parada del exón 79 (SEC ID nº 70) (ver la figura 4). Se diseñó una 
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estrategia de RT-PCR para amplificar específicamente un producto de 2.443 pb a partir del ARNm resultante de 
sucesos de corte y empalme en trans mediante la utilización de cebadores directos, E58-Fo y E58-Fi (flechas Fo/Fi 
en la figura 5A), específicos para E58, y cebadores inversos, WPRE-Ro y WPRE-Ri (Ro/Ri en la figura 5A), 
específicos para el elemento WPRE presente en las moléculas de corte y empalme en trans.  
 5 
Los mioblastos de pacientes de distrofia muscular de Duchenne que portaban una mutación sin sentido en el exón 
70 fueron transducidos con lentivirus que expresaban moléculas de corte y empalme en trans. Tras la diferenciación, 
se recolectaron los miotubos, se aisló el ARN total y los transcritos de distrofina cortados y empalmados en trans se 
investigaron mediante RT-PCR específica. Tal como se esperaba, las muestras que no habían recibido lentivirus no 
proporcionaron productos de PCR (carril "-" en la figura 5B). En las muestras que expresaban moléculas de corte y 10 
empalme en trans (MCET), se generó un producto de 2.443 pb correspondiente específicamente a la variante de 
DMD cortada y empalmada en trans, tal como se confirmó mediante secuenciación directa del amplicón (datos no 
mostrados).  
 
Con el fin de detectar específicamente la distrofina rescatada codificada por los transcritos cortados y empalmados 15 
en trans, se utilizó la transferencia western con el anticuerpo monoclonal NCL-DYS2, que reconoce las repeticiones 
R8 a R10 similares a espectrina. En concordancia con la generación de transcritos cortados y empalmados en trans, 
la proteína distrofina de longitud completa, de 427 kD, se detectó fácilmente mediante transferencia western en 
extractos de miotubos transducidos (los dos carriles MCET en la figura 6), mientras que no se observó ninguna 
banda en las células DMD no tratadas ("-").  20 
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<210> 1 
<211> 537 
<212> ADN 
<213> artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos de la proteína de molécula pre-corte y empalme en trans, exón 24 
 
<400> 1 10 
 

 
 
<210> 2 
<211> 636 15 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos de la proteína de molécula pre-corte y empalme en trans, exón 23 20 
 
<400> 2 
 

 
 25 
<210> 3 
<211> 71 
<212> PRT 
<213> mus musculus 
 30 
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<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia proteica del gen DMD de la distrofina murina, exón 23  
 
<400> 3  5 
 

 
 
<210> 4 
<211> 38 10 
<212> PRT 
<213> mus musculus 
 
<220> 
<221> misc_feature 15 
<223> Secuencia proteica del gen DMD de la distrofina murina, exón 24 
 
<400> 4 

 
 20 
<210> 5 
<211> 3678 
<212> PRT 
<213> mus musculus 
 25 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia proteica del gen DMD de la distrofina murina 
 
<400> 5 30 
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<210> 6 
<211> 3685  
<212> PRT 5 
<213> homo sapiens 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia proteica del gen DMD de la distrofina humana 10 
 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 13857 
<212> ADN 5 
<213> mus musculus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia de ARNm del transcrito del gen DMD de la distrofina murina 10 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 213 
<212> ADN 5 
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 52 

<213> mus musculus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen DMD de la distrofina murina, exón 23 5 
 
<400> 8 
 

 
 10 
<210> 9 
<211> 213 
<212> ADN 
<213> mus musculus 
 15 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen DMD de la distrofina mutado del ratón mdx, exón 23 
 
<400> 9 20 
 

 
 
<210> 10 
<211> 114 25 
<212> ADN 
<213> mus musculus 
 
<220> 
<221> misc_feature 30 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen DMD de la distrofina murina, exón 24 
 
<400> 10 
 

 35 
 
<210> 11  
<211> 913  
<212> ADN  
<213> mus musculus  40 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen DMD de la distrofina murina, intrón 22 
 45 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 2607 
<212> ADN 5 
<213> mus musculus 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen DMD de la distrofina murina, intrón 23 10 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 150 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220>  
<223> Secuencia antisentido SA1 
 10 
<400> 13 
 

 
 
<210> 14 15 
<211> 150  
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220>  20 
<223> Secuencia antisentido SA2 
 
<400> 14 
 

 25 
 
<210> 15 
<211> 150 
<212> ADN 
<213> artificial 30 
 
<220>  
<223> Secuencia antisentido SA3 
 
<400> 15 35 
 

 
 
<210> 16 
<211> 150  40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia antisentido AS4 45 
 
<400> 16 
 

 

E10768910
27-06-2016ES 2 578 993 T3

 



 56 

 
 
<210> 17 
<211> 150 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia antisentido AS5 
 10 
<400> 17 
 

 
 
<210> 18 15 
<211> 150 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 20 
<223> Secuencia antisentido AS6 
 
<400> 18 
 

 25 
 
<210> 19 
<211> 150 
<212> ADN 
<213> artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia antisentido AS7 
 
<400> 19 35 
 

 
 
<210> 20 
<211> 150 40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia antisentido AS8 45 
 
<400> 20 
 

 

 50 
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<210> 21 
<211> 306 
<212> ADN 
<213> artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia antisentido 2XAS4 
 
<400> 21 10 
 

 
 
<210> 22 
<211> 2250 15 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos situada en la mitad 5' de la secuencia de nucleótidos del intrón 23 20 
 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 34  
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Espaciador 1 (extremo 3') 
 10 
<400> 23 
 
acagctcttt ctttccatgg gttggcctga attc 34 
 
<210> 24 15 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> artificial 
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 59 

 
<220> 
<223> Espaciador 2 (extremo 5') 
 
<400> 24 5 
 
ctcgagagat ctccgcggaa cattattata acgttgctcg aa 42 
 
<210> 25 
<211> 7 10 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de punto de ramificación de levadura conservada 15 
 
<400> 25 
 
tactaac 7 
 20 
<210> 26 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> artificial 
 25 
<220> 
<223> Secuencia intrónica de intensificación de corte y empalme (IICE) 
 
<400> 26 
 30 
ggctgaggga aggactgtcc tggggactgg 30 
 
<210> 27 
<211> 24 
<212> ADN 35 
213> artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia intrónica de intensificación de corte y empalme posterior (DISE) 
 40 
<400> 27 
 
ctctttcttt ccatgggttg gcct 24 
 
<210> 28 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 50 
<223> Secuencia de tramo polipirimidina 
 
<400> 28 
 
tctcttcttt ttttttttcc 20 55 
 
<210> 29 
<211> 9 
<212> ADN 
<213> artificial 60 
 
<220> 
<223> Sitio aceptor de corte y empalme 3’ canónico 
 
<400> 29 65 
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 60 

ggaaaacag 9 
 
<210> 30 
<211> 6 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Sitio donante de corte y empalme 5’ 
 10 
<400> 30 
 
gtaaga 6 
 
<210> 31 15 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 20 
<223> Región de corte y empalme 3' del gen molécula pre-corte y empalme en trans 
 
<400> 31 
 
tactaactga tatctcttct tttttttttt ccggaaaaca g 41 25 
 
<210> 32 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> artificial 30 
 
<220> 
<223> Cebador directo para E23 
 
<400> 32 35 
 
agatggccaa gaaagcacc 19 
 
<210> 33 
<211> 19 40 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador inverso para E23 45 
 
<400> 33 
 
ctttccacca actgggagg 19 
 50 
<210> 34 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador directo para E24 
 
<400> 34 
 60 
tgaaaaaaca gctcaaacaa tgc 23 
 
<210> 35 
<211> 19  
<212> ADN 65 
<213> artificial 
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<220> 
<223> Cebador inverso para E24 
 
<400> 35 5 
 
agcatccccc agggcaggc 19 
 
<210> 36 
<211> 21  10 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador directo E22-F 15 
 
<400> 36 
 
gacactttac caccaatgcg c 21 
 20 
<210> 37 
<211> 20  
<212> ADN 
<213> artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador inverso pSMD2-R1 
 
<400> 37 
 30 
ctttctgata ggcagcctgc 20 
 
<210> 38 
<211> 20  
<212> ADN 35 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> Cebador pSMD2-R5 
 40 
<400> 38 
 
ctcaccctga agttctcagg 20 
 
<210> 39 45 
<211> 3996  
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 50 
<223> Diana minigén DMD murino que comprende los exones E22, E23 y E24 
 
<400> 39 
 

 55 
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<210> 40 
<211> 347 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
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<220>  
<223> Moléculas de CET AS1-E24 
 
<400> 40 5 
 

 
 
<210> 41 
<211> 347 10 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220>  
<223> Moléculas de CET AS2-E24 15 
 
<400> 41 
 

 
 20 
<210> 42 
<211> 347  
<212> ADN 
<213> artificial 
 25 
<220>  
<223> Moléculas de CET AS3-E24 
 
<400> 42 
 30 

 
 
<210> 43 
<211> 185  
<212> ADN 35 
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 65 

<213> artificial 
 
<220> 
<223> Molécula de corte y empalme en trans sin dominio de unión (AS-) 
 5 
<400> 43 
 

 
 
<210> 44 10 
<211> 515  
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220>  15 
<223> molécula de CET AS1-E24-AS4 
 
<400> 44 
 

 20 
 
<210> 45 
<211> 515  
<212> ADN 
<213> artificial 25 
 
<220>  
<223> Molécula de CET AS1-E24-AS5 
 
<400> 45 30 
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<210> 46 
<211> 515 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220>  
<223> Molécula de CET AS1-E24-AS6 
 10 
<400> 46 
 

 
 
<210> 47 15 
<211> 515 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220>  20 
<223> Molécula de CET AS1-E24-AS7 
 
<400> 47 
 

 25 
 
<210> 48 
<211> 515  
<212> ADN 
<213> artificial 30 
 
<220>  
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<223> Molécula de CET AS2-E24-AS4 
 
<400> 48 
 

 5 
 
<210> 49 
<211> 515 
<212> ADN 
<213> artificial 10 
 
<220>  
<223> Molécula de CET AS2-E24-AS5 
 
<400> 49 15 
 

 
 
<210> 50 
<211> 515  20 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220>  
<223> Moléculas de CET AS2-E24-AS6 25 
 
<400> 50 
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<210> 51 
<211> 515  
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220>  
<223> Molécula de CET AS2-E24-AS7 
 10 
<400> 51 
 

 
 
<210> 52 15 
<211> 515  
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220>  20 
<223> Molécula de CET AS2-E24-AS8 
 
<400> 52 
 

 25 
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<210> 53 
<211> 671  
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220>  
<223> molécula de CET AS2-E24-2XAS4 
 10 
<400> 53 
 

 
 
<210> 54 15 
<211> 543  
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220>  20 
<223> Molécula de CET AS2-E24-AS4 que comprende DISE 
 
<400> 54 
 

 25 
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<210> 55 
<211> 537 
<212> ADN 
<213> artificial 
 5 
<220>  
<223> Molécula de CET AS2-E24-AS8 que comprende DISE 
 
<400> 55 
 10 

 
 
<210> 56 
<211> 545  
<212> ADN 15 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> molécula de CET AS2-DISE-E24-AS4 
 20 
<400> 56 
 

 
 
<210> 57 25 
<211> 699 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220>  30 
<223> Moléculas de CET AS2-E24-DISE-2XAS4 
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<400> 57 
 

 
 
<210> 58 5 
<211> 164  
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 10 
<223> Secuencia antisentido AS3bis 
 
<400> 58 
 

 15 
 
<210> 59 
<211> 42  
<212> ADN 
<213> artificial 20 
 
<220> 
<223> Secuencia espaciadora 
 
<400> 59 25 
 
ctcgagagat ctccgcggaa cattattata acgttgctcg aa 42 
 
<210> 60 
<211> 213 30 
<212> ADN 
<213> homo sapiens 
 
<220> 
<221> misc_feature 35 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen DMD de la distrofina humana, exón 23 
 
<400> 60 
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<210> 61 
<211> 3453 
<212> ADN 5 
<213> homo sapiens 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen DMD de la distrofina humana, intrón 22 10 
 
<400> 61 
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<210> 62 
<211> 3798 
<212> ADN 5 
<213> homo sapiens 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen DMD de la distrofina humana, intrón 23 10 
 
<400> 62 
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<210> 63 
<211> 71 
<212> PRT 5 
<213> homo sapiens 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia humana del gen DMD de la distrofina, exón 23 10 
 
<400> 63 
 

 
 15 
<210> 64 
<211> 114 
<212> ADN 
<213> homo sapiens 
 20 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia de nucleótidos humana del gen DMD de la distrofina, exón 24 
 
<400> 64 25 
 

 
 
<210> 65 
<211> 38 30 
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<212> PRT 
<213> homo sapiens 
 
<220> 
<221> misc_feature 5 
<223> Secuencia humana del gen DMD de la distrofina, exón 24 
 
<400> 65 
 

 10 
 
<210> 66 
<211> 608 
<212> ADN 
<213> Mus musculus 15 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia murina del gen DMD de la distrofina, intrón 58 
 20 
<400> 66 
 

 
 
<210> 67  25 
<211> 608 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 30 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia humana del gen DMD de la distrofina, intrón 58 
 
<400> 67 
 35 
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<210> 68 
<211> 150 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia antisentido respecto al intrón 58 de DMD 
 10 
<400> 68 
 

 
 
<210> 69 15 
<211> 2390 
<212> ADN 
<213> Mus musculus 
 
<220> 20 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia murina del gen DMD de la distrofina, exones 59 a 79 
 
<400> 69 
 25 
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<210> 70 
<211> 2390 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 5 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<223> Secuencia humana del gen DMD de la distrofina, exones 59 a 79 
 10 
<400> 70 
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<210> 71 
<211> 2617  
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> MPT simple  
 10 
<400> 71 
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<210> 72 
<211> 137 
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<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<221> misc_feature 5 
<223> Secuencia humana del gen DMD de la distrofina, exón 70 
 
<400> 72  
 

 10 
 
<210> 73  
<211> 137 
<212> ADN  
<213> Mus musculus  15 
 
<220>  
<221> misc_feature  
<223> Secuencia murina del gen DMD de la distrofina, exón 70  
 20 
<400> 73 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Molécula de ácido nucleico que comprende:  
 

a) dos dominios de unión a diana AS y AS' que dianizan la unión de la molécula de ácido nucleico al pre-ARNm 5 
del gen de la distrofina (DMD), en la que los dos dominios de unión a diana AS y AS' están ubicados en el 
extremo 5' y en el extremo 3', respectivamente, de la molécula de ácido nucleico,  

 
b) una región de corte y empalme en 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo de polipirimidina y un 

sitio aceptor de corte y empalme en 3',  10 
 
c) una región de corte y empalme en 5' que comprende un sitio donante de corte y empalme en 5',  
 
d) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme en 3' del dominio de unión a diana de 

extremo 5' AS,  15 
 
e) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme en 5' del dominio de unión a diana de 

extremo 3' AS', y  
 
f) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm diana, en la que dicha 20 

secuencia de nucleótidos codifica por lo menos una parte del polipéptido distrofina y se encuentra ubicada 
entre la región de corte y empalme en 3' y la región de corte y empalme en 5' de dicho ácido nucleico, y en la 
que:  

 
• el dominio de unión a diana de extremo 5' AS dianiza la unión del ácido nucleico al intrón 22 del pre-25 

ARNm del gen DMD; o 
 
• el dominio de unión a diana de extremo 5' AS comprende por lo menos 20 nucleótidos sucesivos de una 

de las secuencias de nucleótidos seleccionadas de entre: SEC ID nº 13 y SEC ID nº 14; o  
 30 
• el dominio de unión a diana de extremo 3' AS' dianiza la unión del ácido nucleico al intrón 23 del pre-ARN 

del gen DMD; o  
 
• el dominio de unión a diana de extremo 5' AS dianiza la unión del ácido nucleico al intrón 22 del pre-

ARNm del gen DMD y el dominio de unión a diana de extremo 3' AS' dianiza la unión del ácido nucleico al 35 
intrón 23 del pre-ARN del gen DMD; o  

 
• el dominio de unión a diana de extremo 5' AS comprende por lo menos 20 nucleótidos sucesivos de una 

de las secuencias de nucleótidos seleccionadas de entre: SEC ID nº 13 y SEC ID nº 14, el dominio de 
unión a diana de extremo 3' AS' dianiza la unión del ácido nucleico al intrón 23 del pre-ARN del gen DMD.  40 

 
2. Molécula de ácido nucleico según la reivindicación 1, en la que cada uno de los dominios de unión a diana AS y 
AS' comprende entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 nucleótidos, preferentemente 
aproximadamente 150 nucleótidos.  
 45 
3. Molécula de ácido nucleico según las reivindicaciones 1 y 2, en la que la secuencia de nucleótidos que debe 
cortarse y empalmarse en trans comprende por lo menos un exón del gen DMD.  
 
4. Molécula de ácido nucleico según las reivindicaciones 1 a 3, en la que la secuencia de nucleótidos que debe 
cortarse y empalmarse en trans comprende por lo menos la secuencia del exón 23 del gen DMD o la secuencia del 50 
exón 70 del gen DMD.  
 
5. Molécula de ácido nucleico según la reivindicación 4, en la que la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y 
empalmarse en trans comprende el exón 23 del gen humano (SEC ID nº 60).  
 55 
6. Molécula de ácido nucleico según las reivindicaciones 1 a 5, en la que el dominio de unión a diana de extremo 3' 
AS' dianiza la unión del ácido nucleico a una secuencia de nucleótidos ubicada en la mitad 5' de la secuencia de 
nucleótidos del intrón 23.  
 
7. Molécula de ácido nucleico según la reivindicación 6, en la que el dominio de unión a diana de extremo 3' AS' 60 
comprende por lo menos 20 nucleótidos sucesivos de una de las secuencias de nucleótidos seleccionadas de entre: 
SEC ID nº 16, SEC ID nº 19 y SEC ID nº 20.  
 
8. Molécula de ácido nucleico según las reivindicaciones 1 a 7, en la que el dominio de unión a diana de extremo 3' 
AS' comprende por lo menos 20 nucleótidos sucesivos de la SEC ID nº 21.  65 
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9. Molécula de ácido nucleico según las reivindicaciones 1 a 8, en la que los dos espaciadores comprenden entre 
10 y 100 nucleótidos, preferentemente entre 30 y 50 nucleótidos.  
 
10. Molécula de ácido nucleico según las reivindicaciones 1 a 9, en la que el punto de ramificación es una secuencia 
de punto de ramificación de levadura conservada y es preferentemente la SEC ID nº 25.  5 
 
11. Molécula de ácido nucleico según las reivindicaciones 1 a 10, en la que el espaciador que separa el sitio donante 
de corte y empalme en 5' y el dominio de unión a diana de extremo 3' AS' comprende un potenciador intrónico de 
corte y empalme aguas abajo (DISE), preferentemente la secuencia de DISE del gen FGFR2 de rata (SEC ID nº 27).  
 10 
12. Molécula de ácido nucleico que comprende:  
 

a) un dominio de unión a diana (AS) que dianiza la unión de la molécula de ácido nucleico al pre-ARNm del gen 
de la distrofina (DMD),  

 15 
b) una región de corte y empalme en 3' que comprende un punto de ramificación, un tramo de polipirimidina y un 

sitio aceptor de corte y empalme en 3',  
 
c) una secuencia espaciadora que separa la región de corte y empalme en 3' del dominio de unión a diana AS,  
 20 
d) una secuencia de nucleótidos que debe cortarse y empalmarse en trans al pre-ARNm diana, en la que dicha 

secuencia de nucleótidos comprende por lo menos un exón seleccionado de entre los exones 59 a 79 del gen 
DMD (SEC ID nº 70), preferentemente el exón 70 del gen DMD (SEC ID nº 72).  

 
13. Vector recombinante que comprende el ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.  25 
 
14. Célula que comprende la molécula de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o el vector 
recombinante según la reivindicación 13.  
 
15. Método in vitro para sustituir un exón endógeno mutado del gen DMD dentro de una célula, que comprende 30 
poner en contacto el pre-ARNm celular del gen DMD con la molécula de ácido nucleico según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 12, bajo unas condiciones en las que la secuencia de nucleótidos que debe cortarse y 
empalmarse en trans se corta y empalma en trans al pre-ARNm diana del gen DMD para formar un ARNm 
recombinado dentro de la célula.  
 35 
16. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o vector según la reivindicación 13, o célula 
según la reivindicación 14, para la utilización en la corrección de un defecto genético de la DMD en un sujeto.  
 
17. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para la utilización en la corrección de por lo 
menos una mutación genética presente en por lo menos un gen DMD en un sujeto que la necesita. 40 
 
18. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para la utilización en el tratamiento de la distrofia 
muscular de Duchenne.  
 

ES 2 578 993 T3

 



 

 86 

ES 2 578 993 T3

 



 

 87 

ES 2 578 993 T3

 



 

 88 

ES 2 578 993 T3

 



 

 89 

ES 2 578 993 T3

 



 

 90 

ES 2 578 993 T3

 



 

 91 

ES 2 578 993 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos



