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DESCRIPCION
Sistema de expresion para una terapia genética selectiva
Campo técnico

La presente invencion se refiere a la terapia genética, en particular al tratamiento de enfermedades que afectan a los
musculos esqueléticos, como por ejemplo la miopatia miotubular causada por mutaciones en el gen MTM1.

En este contexto, se describe un sistema de expresion que comprende un transgén que codifica la miotubularina,
que permitira asegurar la produccién de una cantidad terapéuticamente eficaz de la misma al nivel de los musculos
esqueléticos, y de una cantidad téxicamente aceptable de la misma a nivel del corazon.

Estado anterior de la técnica

La miopatia miotubular relacionada con el cromosoma X (“ X-linked myotubular myopathy ” o XLMTM, OMIN
310400) es la forma mas severa y mas frecuente de un grupo de enfermedades denominadas miopatias
centronucleares. Los sujetos enfermos ya estan afectados en el transcurso de su vida fetal, muestran una reduccién
de la movilidad en el transcurso de la gestacion y en el nacimiento presentan una miopatia que parece no progresiva
[1,2,3]. Tienen una debilidad muscular y una hipotonia generalizadas, que conducen a una insuficiencia respiratoria y
muchos mueren en el transcurso de los primeros afios de vida a pesar del tratamiento médico intensivo. De manera
mas atipica, las formas menos severas de miopatia miotubular también se producen en sujetos masculinos y
femeninos con sintomas leves durante la infancia que empeoran en el transcurso de la primera o segunda décadas
[4].

Los musculos esqueléticos de los sujetos enfermos contienen pequefias fibras con una distribucion alterada de los
organulos, tales como los nucleos y las mitocondrias, que de manera caracteristica se encuentran en el centro de las
fibras o, en los casos menos graves, se colocan en collar en la regién subsarcolemal [4,5].

La enfermedad se debe a mutaciones inactivantes en el gen MTM1 expresado de forma ubicua, que codifica una
fosfoinositido fosfatasa denominada miotubularina [6].

En la actualidad existen modelos animales de la enfermedad en pez cebra, ratén y perro [7,8,9,10]. Los estudios
realizados en estos modelos han mostrado que, en el musculo esquelético, la miotubularina desempefia un papel en
diversos mecanismos, incluyendo la organizacion del tibulo T y del filamento intermedio, el acoplamiento de
excitacidon-contraccion, la transmisién de la unién neuromuscular, la supervivencia y la proliferacion de células
satélite [11,12,13,14].

La terapia de reemplazo génico por medio de un vector representa un posible enfoque terapéutico para la miopatia
miotubular. Por lo tanto, como prueba de concepto se presentd de que una Unica inyeccion intramuscular de un
vector viral adeno-asociado (AAV) recombinante en un ratdn que presentaba una deficiencia sintomatica especifica
del musculo en miotubularina (mKO) era capaz de mejorar la patologia y la funcion de los musculos diana [15].

La cuestion del tratamiento de las patologias musculares sigue siendo crucial. La transferencia de genes, en
particular con la ayuda de vectores obtenidos a partir de virus asociados a los adenovirus que resultan ser
herramientas particularmente adecuadas para la transfeccion muscular, constituye una estrategia particularmente
prometedora. Se trata de administrar al sujeto enfermo una copia del gen intacto, destinado a la produccién de una
proteina funcional que compensa la proteina mutada e inactiva producida por el sujeto.

En el caso de las patologias musculares, la administracion se puede realizar mediante inyeccion local, a nivel
muscular, del vector que porta el transgén. Sin embargo, a nivel clinico, una administracion sistémica es preferente,
lo que implica que el transgén se pueda volver a encontrar a nivel de los diferentes tejidos del organismo.

De una manera convencional, el transgén se coloca bajo el control de secuencias reguladoras que gobiernan su
expresion, en particular con respecto al nivel de expresion o la especificidad tisular de la expresion. Por lo tanto y en
el caso de la terapia genética de una enfermedad muscular, puede ser preferente un promotor que gobierne una
expresion de forma mas especifica en el musculo. A modo de ejemplo, se ha desarrollado un promotor sintético C5-
12, bien conocido por el experto en la materia, que se supone que favorece la expresion de los genes al nivel de los
musculos.

Sin embargo, existe una necesidad evidente de desarrollar nuevas herramientas de terapia genética que permitan el
tratamiento de las enfermedades neuromusculares, lo que conduce a la produccién de cantidades eficaces de
proteina al nivel de los tejidos diana lo que permite compensar la falta de actividad de las proteinas mutadas, y que
ademas no sean peligrosos para los pacientes tratados.
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Beggs et al., (Neuromuscular Disorders, vol. 22, n.° 9-10, 2012, p. 907) desvelaron la inyeccién intravenosa, en un
raton KO Mtm1, de un vector AAV9 expresa la miotubularina bajo el control del promotor de la desmina, sin informar
de sus efectos a nivel cardiaco.

Objeto de la invencion

La presente invencion se basa en la puesta de manifiesto, por los inventores, de que después de la administracion
sistémica, un sistema de expresion destinado a la produccién de la proteina de interés al nivel de un tejido diana, de
forma ventajosa los musculos esqueléticos, puede comprender de manera simultanea una expresion al nivel de los
otros tejidos y érganos potencialmente toxica, haciendo que el sistema no sea adecuado para un uso terapéutico.

Se describen soluciones técnicas para este problema recientemente identificado, que se refieren en particular a las
filtraciones cardiacas relacionadas con la expresion de un transgén con enfoque muscular esquelético.

Mas ampliamente, se trata, por lo tanto, para un sistema de expresion dado:

- de determinar si éste presenta una toxicidad;
- de determinar en cual(s) tejido(s) éste presenta una toxicidad;
- proporcionar medios para reducir esta toxicidad a un nivel aceptable.

Por lo tanto, las proteinas a las que se refiere son aquellas que, cuando se expresan a partir de un sistema de
expresion, presentan una toxicidad en al menos un tejido, en particular en un tejido en Adriana.

De manera ventajosa, el sistema de expresion se administra de manera sistémica en el organismo, en particular en
un animal, incluso de forma mas ventajosa en el ser humano.

De manera preferente, el analisis de la toxicidad se realiza en un organismo que presenta una copia defectuosa de
la secuencia que codifica la proteina de interés, a saber, en un organismo que presentaba patologia a tratar, por
ejemplo, un modelo animal de tipo “Desactivacion genética” (KO). En efecto, si en el contexto de la presente
solicitud, se pudo observar una toxicidad cardiaca para sistemas de expresion que codifican la miotubularina o la
calpaina 3, en el caso de la miotubularina, ésta no se detectdé mas que en los ratones KO. En otros términos, un
analisis de toxicidad que, de acuerdo con la practica habitual, se hubiera realizado en un animal sano, no habria
puesto de manifiesto esta toxicidad.

Por lo tanto y de manera general, se describe un sistema de expresiéon que comprende una secuencia que codifica
una proteina, dicho sistema de expresion permitiendo:

la expresion a un nivel terapéuticamente aceptable de la proteina en el o los tejidos diana; y
la expresion a un nivel téxicamente aceptable de la proteina en otros tejidos distintos a los tejidos diana, es decir,
en los tejidos no diana.

De forma mas precisa, la presente invencion se refiere a un sistema de expresion para administracion sistémica que
comprende una secuencia que codifica la miotubularina, bajo el control de:

- una secuencia promotora que permite la expresion a un nivel terapéuticamente aceptable de miotubularina en
los musculos esqueléticos y que presenta una actividad promotora a un nivel toxicamente aceptable incluso nulo
en el corazoén; o

- una secuencia promotora que permite la expresion a un nivel terapéuticamente aceptable de miotubularina en
los musculos esqueléticos, y una secuencia diana de un ARNmi expresado en el corazon.

El tejido diana se define de forma ventajosa como el tejido o el érgano en el que la proteina debe desempefiar un
papel terapéutico, en particular en el caso en el que el gen nativo que codifica esta proteina es defectuoso. De
acuerdo con la invencion, el tejido diana tiene como objeto los musculos estriados esqueléticos, denominados en lo
sucesivo musculos esqueléticos, es decir, el conjunto de los musculos implicados en la motricidad, incluyendo el
diafragma. Estos musculos estan afectados en particular en las patologias denominadas miopatias. Otro tejido diana
de interés potencial es el tejido nervioso periférico, que también puede estar afectado en las enfermedades
neuromusculares. De acuerdo con la invencién, los tejidos diana comprenden los musculos esqueléticos.

Los tejidos no diana se definen de forma ventajosa como los tejidos u érganos en los que la proteina no tiene papel
terapéutico que desempenfar, y opcionalmente en los que la presencia de la proteina en cantidad superior a la
cantidad end6gena se puede considerar perjudicial, incluso mortal, y por lo tanto téxica.

Los tejidos que se deben proteger en particular de esta toxicidad funcional son de forma ventajosa:

- el corazén o musculo estriado cardiaco;
- el higado;
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- el cerebro;

- los pulmones;

- elrifdn; y/o

- los musculos lisos, en particular el tracto gastrointestinal.

Por lo tanto, de forma ventajosa se trata de 6rganos vitales o de tejidos en los que los sistemas de expresion
genética tienen tendencia a acumularse.

En el contexto de la invencion, el musculo cardiaco aparece como un tejido particularmente de interés, como se
demuestra al menos para la miotubularina y la calpaina 3. De acuerdo con la invencion, el sistema de expresion
Permite por lo tanto una expresion a un nivel toxicamente aceptable de la proteina en el corazon.

Por lo tanto, se describe un sistema de expresion que comprende una secuencia que codifica una proteina, dicho
sistema de expresién permitiendo:

- la expresion a un nivel terapéuticamente aceptable de la proteina en los tejidos diana que comprenden los
musculos esqueléticos y/o el tejido nervioso periférico; y

- la expresion a un nivel téxicamente aceptable de la proteina en otros tejidos que no son los tejidos diana, en
particular en el corazén.

De acuerdo con una primera caracteristica, el sistema de expresion comprende una secuencia que codifica una
proteina, que corresponde a un transgén. En el contexto de la invencion, por “transgén” se hace referencia a una
secuencia, de forma ventajosa un marco de lectura abierto, proporcionado en posicién trans con la ayuda del
sistema de expresién de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con un modo de realizacion particular, esta secuencia constituye una copia, idéntica o equivalente, de
una secuencia enddgena presente al nivel del genoma del organismo en el que se introduce el sistema de expresion.
De acuerdo con un modo de realizacién particular, la secuencia endégena presenta una o varias mutaciones que
hacen que la proteina codificada sea poco o nada funcional incluso ausente (defecto de expresion o de actividad de
la proteina endégena), en particular a nivel de los tejidos diana, en particular de los musculos esqueléticos. En otros
términos y de manera ventajosa, el sistema de expresion de acuerdo con la invencion estda destinado a su
administracion a un sujeto que presenta una copia defectuosa de la secuencia que codifica la proteina y que
presenta una patologia asociada. En este contexto, la proteina codificada por la secuencia portada por el sistema de
expresion de acuerdo con la invencion por lo tanto se puede definir como una proteina en la que la mutacidn
produce una enfermedad neuromuscular.

De acuerdo con otro modo de realizacion, se trata de una secuencia que codifica una proteina capaz de
“compensar” el defecto de una proteina defectuosa (al nivel de su expresion o de su actividad) en el sujeto al que se
le administra el sistema de expresion. Por lo tanto y a modo de ejemplo con respecto a las patologias
neuromusculares:

- la utrofina se puede usar para reemplazo de una distrofina mutada y deficiente;

- la decorina, la fibromodulina o el lumicano permiten compensar la fuente muscular observada en el caso de
patologias neuromusculares;

- la activina también permite aumentar la masa muscular en patologias cuya causa no es una mutacién de esta
proteina.

Por lo tanto y de manera mas general, la secuencia portada por el sistema de expresion se puede definir como
codificante de una proteina que presenta una actividad terapéutica en el contexto de una enfermedad
neuromuscular. La nocion de actividad terapéutica se define como se menciona a continuacién en relaciéon con la
expresion “nivel terapéuticamente aceptable”.

La secuencia que codifica la proteina es una secuencia de acido nucleico y en particular puede ser un ADN (acido
desoxirribonucleico), un ARN (acido ribonucleico) o un ADNc (acido desoxirribonucleico complementario).

De manera ventajosa, dicha secuencia codifica una proteina funcional, es decir, capaz de asegurar su funcién nativa
0 esencial, en particular al nivel del musculo esquelético. Para cada proteina de interés, se puede definir la actividad
buscada y la secuencia necesaria para la obtencién de esta actividad.

De acuerdo con un modo de realizacién preferente, dicha secuencia codifica la proteina nativa, dicha proteina siendo
de forma ventajosa de origen humano. También se puede tratar de un derivado o de un fragmento de esta proteina,
con la condicion de que este derivado o este fragmento conserven la actividad buscada. De manera ventajosa, por
“derivado” o “fragmento” se hace referencia a una secuencia proteica que presenta al menos un 60 %,
preferentemente un 70 %, incluso mas preferentemente un 80 %, incluso un 90 %, un 95 % o un 99 % de identidad
con la secuencia humana de la proteina de interés. Por ejemplo, de ese modo se hace referencia a las proteinas de
otro origen (de mamifero no humano...) o proteinas truncadas, incluso mutadas, pero activas. Por lo tanto y en el
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contexto de la invencidn, el término “ proteina ” se entiende como la proteina entera sea cual sea su origen, asi
como los derivados y fragmentos funcionales de la misma.

En el contexto de la presente solicitud se tiene como objeto en particular las proteinas que permiten la gestion de la
carga terapéutica de enfermedades denominadas neuromusculares, que pueden afectar a los musculos esqueléticos
y/o al tejido nervioso periférico. De forma mas particular se tiene como objeto las proteinas que permiten la gestion
de la carga terapéutica de enfermedades que afectan a los musculos esqueléticos, denominadas “ miopatias ” de
forma genérica.

De acuerdo con un aspecto particular, estas enfermedades estan causadas por mutaciones en al menos un gen que
comprende la no produccion de la proteina o la produccién de una proteina total o parcialmente no funcional. Por lo
tanto, el sistema de expresion permite producir esta proteina en una forma activa y en una cantidad que permite
compensar al menos parcialmente el defecto de la proteina nativa, u otra proteina capaz de compensar el defecto de
la proteina nativa. La administracion del sistema de expresidon permite de ese modo mejorar incluso restaurar un
fenotipo normal a nivel del o de los tejidos diana, en particular a nivel de los musculos esqueléticos en términos de
movilidad y respiracion.

Una proteina que presenta un interés totalmente particular en el contexto de la presente invencién es la
miotubularina de origen humano (SEQ ID NO: 1), murino (SEQ ID NO: 2) o canino (SEQ ID NO: 3). Cualquier
secuencia que codifique estas proteinas, derivados o fragmentos funcionales a nivel terapéutico de las mismas, se
puede usar por lo tanto en el contexto del sistema de expresion de acuerdo con la invenciéon. Por lo tanto y a modo
de ejemplo, las secuencias de nucleétidos correspondientes (ADNc) sonda secuencias SEQ ID NO: 4, 5 (o0 14) y 6,
respectivamente.

De manera conocida, las mutaciones en el gen MTM1 conllevan una enfermedad muscular denominada miopatia
miotubular (MTM o XLMTM). Por lo tanto y de acuerdo con la estrategia de reemplazo o de transferencia genética, la
provisiéon en trans de una secuencia que codifica una miotubularina terapéutica, por ejemplo, nativa, Permite tratar
esta patologia.

De acuerdo con otro modo de realizacion, se describe que la proteina de interés es la calpaina 3 (CAPN3) en la que
las mutaciones causan en particular una enfermedad genética autosémica recesiva denominada distrofia periférica
de tipo 2A (LGMD 2A o calpainopatia, OMIN 253600). A modo de ejemplo, la calpaina 3 humana presenta la
secuencia SEQ ID NO: 7. Por lo tanto y como se ha descrito anteriormente, cualquier secuencia que codifica una
calpaina 3 terapéutica, por ejemplo, la de secuencia SEQ ID NO: 7 o un derivado o fragmento de la misma, puede
estar presente en un sistema de expresion tal como se ha descrito. Por ejemplo, se puede tratar de la secuencia de
ADNCc representada por la secuencia SEQ ID NO: 8 o los nucledtidos 307 a 2772 de la misma que corresponden al
marco de lectura abierto.

Un listado no exhaustivo de proteinas implicadas en patologias que afectan a los musculos esqueléticos es la
siguiente: Sarcoglicanos (a, B, y, 8), Distrofina, Disferlina (DYSF), Selenoproteina 1 (SEPN1), Amfifisina 2 (BIN1),
dinamina 2 (DNM2), cofilina 2 (CFL2), troponina T (TNNT1), tropomiosina 3 (TPM3), ACTA1, contactina 1 (CNTN1),
TRIM32, Rapsina (RASPN), DOK7, Agrina (AGRN), COLQ, CHAT, receptores de Acetilcolina (CHRNE, CHRNA1,
CHRNB1, CHRND), GFPT1, MUSK.

De acuerdo con un modo de realizacién particular, la secuencia contenida en el sistema de expresion no codifica una
proteina de la familia de los sarcoglicanos, en particular el de a-sarcoglicano, de forma mas precisa la secuencia que
se describe en el documento Mendell et al., (Annals of Neurology, Vol. 68, N.° 5, pp 629-638, 2010).

De acuerdo con otro modo de realizacion particular, la secuencia contenida en el sistema de expresion no codifica
una proteina de tipo distrofina, en particular una minidistrofina, y en particular la que se describe en el documento
Wang et al., (Gene Therapy, Vol. 15, N.° 22, pp 1489-1499, 2008).

De forma mas general se hace referencia a cualquier proteina que presente una actividad terapéutica en una
enfermedad neuromuscular, por ejemplo en la que la mutacién causa una enfermedad a nivel de uno o varios tejidos
diana, y en el caso en el que su produccion a partir de un sistema de expresion presenta una toxicidad en al menos
un tejido, de forma ventajosa un tejido no diana, en particular al nivel del corazén, y de manera mas exhaustiva en al
menos un tejido elegido entre el siguiente grupo: el corazoén, el higado, el cerebro, los pulmones, el rifiéon y los
musculos lisos.

De acuerdo con la invencion, el sistema de expresion debe permitir la expresion a un nivel terapéuticamente
aceptable de la miotubularina en los musculos esqueléticos.

Ademas, debe permitir la expresién a un nivel téxicamente aceptable de la miotubularina al nivel del corazén.
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En el contexto de la presente invencidn, la expresién “expresion de la proteina” se puede entender como
“produccion de la proteina”. Por lo tanto, el sistema de expresion debe permitir a la vez la transcripcion y la
traduccion de la proteina a los niveles que se han definido anteriormente.

Los niveles que se definen en el contexto de la invencién, es decir “ terapéuticamente aceptable ” y “ tdxicamente
aceptable ” estan relacionados efectivamente con la cantidad de proteina y también con su actividad.

La evaluacién de la cantidad de proteina producida en un tejido dado se puede realizar por detecciéon inmunoldgica
con la ayuda de un anticuerpo dirigido contra dicha proteina, por ejemplo, por transferencia de Western o ELISA.
Como alternativa, se puede realizar la cuantificacién de los ARN mensajeros correspondientes, por ejemplo, por
PCR o RT-PCR. Esta cuantificacion se puede realizar en una muestra del tejido, incluso sobre varias muestras. Por
lo tanto y en el caso en el que los tejidos diana son los musculos esqueléticos, se puede realizar a nivel de un tipo
muscular o de varios tipos musculares (por ejemplo, cuadriceps, diafragma, tibial anterior, triceps, ...).

En el contexto de la invencién, por “nivel terapéuticamente aceptable ”, se hace referencia al hecho de que la
proteina producida a partir del sistema de expresion de acuerdo con la invencion permite mejorar el estado
patolégico del paciente en cuestion, en particular en términos de duracion de vida y calidad de vida. Por lo tanto y
con respecto a una patologia que afecta a los musculos esqueléticos, se trata de mejorar el estado muscular del
sujeto afectado con la enfermedad, incluso restaurar un fenotipo muscular aproximado al de un sujeto sano. Como
se ha mencionado anteriormente, el estado muscular, de forma ventajosa definido por la fuerza, tamafio, histologia Y
funcionalidad de los musculos, se puede valorar con uno de los siguientes métodos: realizacion de biopsia, medicion
de la fuerza, de la tonicidad, del volumen, o de la movilidad de los musculos, examen clinico, formacién de imagenes
médicas, biomarcadores, ...

Por lo tanto, los criterios que permiten evaluar un beneficio terapéutico al nivel de los musculos esqueléticos y que
se pueden evaluar en diferentes momentos después del tratamiento son en particular:

- el aumento de la esperanza de vida;

- elaumento de la fuerza muscular

- la mejora del aspecto histoldgico; y/o

- la mejora de la funcionalidad del diafragma.

En el contexto de la invencién, por “ nivel tdxicamente aceptable ”, se hace referencia al hecho de que la proteina
producida a partir del sistema de expresion de acuerdo con la invencién no comprende alteraciéon mayor del tejido no
diana, en particular al nivel histolégico, fisiolégico y/o funcional. En particular, la expresion de la proteina no debe ser
letal. De forma ventajosa, la cantidad de proteina producida en el tejido no diana no debe superar el nivel endégeno
de dicha proteina en este tejido, en particular en comparaciéon con un sujeto sano. Como ya se ha mencionado, la
toxicidad a nivel de un tejido se puede evaluar a nivel histoldgico, fisioldgico y funcional. En el caso particular del
corazon y a modo de ilustracion, la toxicidad funcional de una proteina se puede evaluar mediante el estudio de la
morfologia y la funcion cardiaca, mediante examen clinico, electrofisiologia, formacion de imagenes, biomarcadores,
la monitorizacién de la esperanza de vida o mediante analisis histolégicos, en particular la deteccion de fibrosis y/o
infiltrados celulares, por ejemplo, mediante correlacion con rojo Sirio o hematoxilina/eosina.

De manera ventajosa, el nivel de eficacia y/o de toxicidad del sistema de expresion de acuerdo con la invencion se
evalua in vivo en el animal, de forma ventajosa incluso mas ventajosa en un animal que presenta una copia
defectuosa del gen que codifica la proteina y por lo tanto afectado con la patologia asociada.

Preferentemente, el sistema de expresion se administra de manera sistémica, por ejemplo, mediante inyeccion
intravenosa.

Se describe un sistema de expresion que comprende al menos una secuencia que permite:

- evitar la expresion o disminuir el nivel de expresién de la proteina en los tejidos no diana, en particular En
aquellos en los que la expresion de la proteina es toxica; y/o
- mantener la expresion o aumentar el nivel de expresion de la proteina en el o los tejidos diana.

Se describe un sistema de expresion que comprende al menos una secuencia que permite:

- evitar la expresiéon o disminuir el nivel de expresion de la proteina en los tejidos que no son los musculos
esqueléticos y/o el tejido nervioso periférico, de forma ventajosa en aquellos en los que la expresion de la
proteina es toxica; y/o

- mantener la expresion o aumentar el nivel de expresion de la proteina en los musculos esqueléticos y/o el tejido
nervioso periférico.

En el contexto de la invencion, la expresion “ evitar la expresion ” se refiere de forma ventajosa al caso en el que,
incluso en ausencia de dicha secuencia, no hay expresion, mientras que la expresiéon “ disminuir el nivel de
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expresion ” se refiere al caso en el que la expresién se disminuye (0 se reduce) por la contribucién de dicha
secuencia.

De manera similar, la expresion “ mantener la expresion ” se refiere de forma ventajosa al caso en el que, incluso en
ausencia de dicha secuencia, hay expresion a un nivel comparable, mientras que la expresion “ aumentar el nivel de
expresion ” se refiera al caso en el que hay un aumento de la expresion por la contribucién de dicha secuencia.

En el contexto de la presente solicitud, se destacaron al menos tres medios, combinados opcionalmente, que
permiten alcanzar el objetivo buscado:

- el uso de una secuencia capaz evitar la expresion o de reducir el nivel de expresion en la proteina en los tejidos
no diana, sin reducir el nivel de expresion en el o los tejidos diana;

- el uso de una secuencia promotora capaz de asegurar un nivel de expresion elevado en el o los tejidos diana y
bajo, incluso nulo, en los tejidos no diana, en particular en aquellos en los que se demuestra que la expresion de
la proteina es toxica;

- el uso de un vector, de forma ventajosa viral, que presenta un tropismo adecuado, en ese caso para el o los
tejidos diana que para los tejidos no diana, en particular para los cuales se demuestra que la expresion de la
proteina es toxica.

De manera caracteristica, un sistema de expresion de acuerdo con la invencién comprende una secuencia
promotora que gobierna la transcripciéon de la secuencia que codifica la miotubularina, de forma ventajosa colocada
en la posicion 5 de este transgén y que se relaciona funcionalmente con la misma. De manera caracteristica, ésta
permite asegurar un nivel de expresion terapéuticamente aceptable de la miotubularina en los musculos
esqueléticos.

También se puede tratar de promotores naturales o sintéticos (artificiales), inducibles o constitutivos. De la misma
manera, pueden ser de cualquier origen, en particular humano, del mismo origen que el transgén en presencia o de
otro origen.

De acuerdo con un primer modo de realizacion, esta secuencia promotora correspondia un promotor denominado
ubicuo o0 no selectivo, es decir, que presenta una baja especificidad tisular y que asegura un nivel de expresion
globalmente similar en los diferentes tejidos, asi como en los tejidos diana que no son diana. A modo de ejemplo se
pueden mencionar: el promotor del citomegalovirus (pCMV), el promotor de Mtm1.

De acuerdo con un modo de realizacién particular, il se trata de un promotor adecuado para los musculos
esqueléticos y/o para el tejido nervioso periférico pero que se puede expresar en otros tejidos, en particular en otros
musculos. A modo de ejemplo se pueden mencionar: el promotor de la desmina, de forma ventajosa de secuencia
SEQ ID NO: 11, el promotor de la alfa-actina esquelética, de la creatina quinasa muscular (MCK), el promotor
sintético C5-12, el promotor sinapsina | (Syn) o el promotor CK6. En relacion a los musculos esqueléticos, también
se pueden mencionar los promotores troponina, factor 5 miogénico (Myf5), rapido 1/3 de cadena Ligera de miosina
(MLC1/3f), diferenciacion miogénica 1 (Myod1), miogenina (Myog), gen 7 de caja emparejada (Pax7), MEF2. En
relacion al tejido nervioso periférico, también se pueden mencionar los promotores PO y MBP (Proteina Basica de
Mielina).

De acuerdo con un modo de realizacion ventajoso, la secuencia promotora del sistema de expresion se elige por su
actividad promotora diferencial entre los tejidos diana y no diana, en el caso superior en los tejidos diana. En este
caso en concreto, esta secuencia permite por lo tanto aumentar la expresion de la proteina en los tejidos diana, de
forma ventajosa los musculos esqueléticos y/o el tejido nervioso periférico, siempre evitando la expresion en los
tejidos no diana, en particular en los que la expresion de la proteina es toxica.

A modo de ejemplo y en el caso en el que los tejidos diana son los musculos esqueléticos, el promotor es de forma
ventajosa un promotor denominado especifico de musculo. De acuerdo con otra caracteristica ventajosa, dicho
promotor presenta una actividad promotora baja incluso nula en los tejidos no diana, en particular en el corazon,
permitiendo una expresién a un nivel téxicamente aceptable de la proteina en estos tejidos.

De acuerdo con un modo de realizacion particular, dicha secuencia promotora puede corresponder al promotor del
gen de la calpaina 3, de forma ventajosa de origen humano, incluso de forma mas ventajosa de secuencia SEQ ID
NO: 12. Otra secuencia promotora adecuada es la del ARNmi 206 (miR206), de forma ventajosa de origen humano,
incluso de forma mas ventajosa de secuencia SEQ ID NO: 13.

Por lo tanto y en el contexto de la solicitud, se mostré al menos para la calpaina 3, que un sistema de expresién que
comprende la secuencia que codifica esta proteina, colocada bajo el control del promotor de la calpaina 3 o del
ARNmi 206, era capaz de asegurar la expresién a un nivel terapéuticamente aceptable de la proteina en los
musculos esqueléticos, y a un nivel toxicamente aceptable de la proteina en el corazén y el higado.
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De acuerdo con otro aspecto, por lo tanto se describe un sistema de expresién que comprende una secuencia que
codifica una proteina, colocada bajo el control de un promotor que presenta la secuencia SEQ ID NO: 12 o SEQ ID
NO: 13. También se hace referencia a secuencias promotoras obtenidas a partir de las secuencias SEQ ID NO: 12 y
SEQ ID NO: 13 o que corresponden a un fragmento de las mismas pero que presentan una actividad promotora
comparable, en particular en términos de especificidad tisular y opcionalmente de eficacia.

En el caso en el que esta secuencia promotora no permite la expresion a un nivel tdxicamente aceptable de la
proteina en los tejidos no diana, esta asociada de forma ventajosa a una secuencia que tiene como funcién reducir el
nivel de expresion en la proteina en los tejidos no diana, de forma ventajosa en los tejidos no diana en los que se ha
demostrado que expresion de la proteina es toxica.

Por lo tanto y a modo de ejemplo, tanto en el caso de la miotubularina como en el de la calpaina 3, se mostré que el
uso de un promotor de la desmina presentaba una toxicidad cardiaca. Por el contrario, y de acuerdo con la
invencioén, el uso de un promotor de la desmina, de forma ventajosa de secuencia SEQ ID NO: 11, asociada al
menos una secuencia diana del ARNmi-208a, de forma ventajosa de secuencia SEQ ID NO: 10, permite a la vez:

- Un nivel de expresion terapéuticamente aceptable de la proteina a nivel del tejido diana, de forma ventajosa los
musculos esqueléticos;

- un nivel de expresién toxicamente aceptable de la proteina al nivel de los tejidos no diana, de forma ventajosa el
corazon, incluso el higado.

Como ya se ha mencionado, dicha secuencia es capaz de evitar la expresion o de reducir el nivel de expresion en la
proteina en los tejidos no diana, de forma ventajosa en el o los tejidos no diana en los que la expresion de la
proteina es toxica. Esta accion se puede ejercer de acuerdo con diferentes mecanismos, en particular:

- al nivel de la transcripcion de la secuencia que codifica la proteina;

- anivel de los transcritos que resultan de la transcripcion de la secuencia que codifica la proteina, por ejemplo,
mediante su degradacion;

- al nivel de la traduccion de los transcritos en la proteina.

Una secuencia de ese tipo es de forma ventajosa una diana para una molécula pequefia de ARN elegida entre el
siguiente grupo:

- los microARN (“ microARNSs);

- pequefios ARN de interferencia endégenos (endogenous small interfering RNA o siRNAs);
- pequefios fragmentos del ARN de transferencia (ARNt);

- ARN de las regiones intergénicas;

- ARN ribosémico (ARNr);

- pequefios ARN nucleares (ARNsn);

- pequefios ARN nucleolares (ARNsno);

- ARN interactuan con las proteinas piwi (ARNpi);

De manera ventajosa, esta secuencia permite mantener la expresion, incluso aumentar el nivel de expresién de la
proteina en el o los tejidos diana, de forma ventajosa en los musculos esqueléticos.

Preferentemente, una secuencia de ese tipo se elige por su eficacia en el tejido no diana en el que se considera que
la expresion de la proteina es toxica. La eficacia de esta secuencia puede ser variable en funcion de los tejidos, por
lo tanto, puede ser necesario asociar varias de estas secuencias, elegidas por su eficacia en el conjunto de los
tejidos no diana que son objeto en los que se demuestra su toxicidad.

De acuerdo con un modo de realizacion preferente, esta secuencia es una secuencia diana para un microARN
(ARNmi). De manera conocida, una secuencia de ese tipo elegida con criterio permite reprimir la expresién genética
de forma especifica en tejidos seleccionados.

Por lo tanto y de acuerdo con un modo de realizacion particular, el sistema de expresién de acuerdo con la invencion
comprende una secuencia diana para un microARN (ARNmi) expresado un presente en el o los tejidos no diana en
los que se demuestra que la expresion de la proteina es téxica, por ejemplo, en el corazén. De manera adecuada, la
cantidad de este ARNmi presente en el tejido diana, de forma ventajosa en los musculos esqueléticos, Es inferior a
la presente en el tejido no diana, incluso si este ARNmi no se expresa en el tejido diana. De acuerdo con un modo
de realizacion particular, el ARNmi se expresa de forma especifica en el tejido no diana objeto, por ejemplo, el
corazon.

De manera conocida por el experto en la materia, la presencia o el nivel de expresion, en particular en un tejido
dado, de un ARNmi de interés se puede evaluar por PCR, de forma ventajosa por RT-PCR, o por transferencia
Northern.
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Los diferentes ARNmi Identificados en la actualidad, asi como su secuencia diana y su especificidad tisular, Son
conocidos por el experto en la materia y se describen por ejemplo en el documento WO 2007/000668.

De acuerdo con un modo de realizacién particular, el sistema de expresion de acuerdo con la invencién comprende
la secuencia diana del ARNmi-208a (también denominado miR208a, SEQ ID NO: 9). De forma ventajosa, esta
secuencia, idéntica en el ser humano, el perro y el ratén, presenta la secuencia SEQ ID NO: 10 de 22 pb. De forma
muy evidente, cualquier secuencia derivada o truncada, reconocida por el ARNmi-208a se puede usar en el contexto
de la invencién. Por lo tanto, en el contexto de la solicitud se mostré que el uso de esta secuencia diana, tanto con
respecto a la miotubularina como la calpaina 3, permitia resolver el problema de su toxicidad cardiaca incluso
hepatica en el caso de la calpaina 3.

Como ya se ha mencionado, una secuencia diana para un microARN se puede usar sola o en combinacién con otras
secuencias, de forma ventajosa secuencias diana para un microARN, idénticas son diferentes. Esta secuencia se
puede usar en tdndem o en orientacion inversa.

De acuerdo con un modo de realizacidn preferente, en particular para la secuencia diana del ARNmi-208a, se puede
usar una (1) o varias, en particular dos (2) o cuatro (4) secuencias. De forma ventajosa, éstas se usan en tandem, es
decir, todas en la misma orientacién. En el caso en el que se usa en varias secuencias diana, éstas se pueden
separar mediante un espaciador de ADN de secuencia aleatoria, de manera conocida por el experto en la materia.

De manera ventajosa, en el caso de una secuencia diana de un ARNmi, en particular del miR208a, ésta se coloca en
la posicion 3’ de la secuencia que codifica la proteina, e incluso de forma mas ventajosa se inserta en la regién en la
posicion 3' UTR (“ Regién Sin Traducir ”) del sistema de expresion, de forma ventajosa del ADNc que codifica la
proteina. Incluso de forma mas ventajosa y en el caso en el que el sistema de expresion comprende una sefal de
poliadenilacién en la posicién 3’ del ADNc que codifica la proteina, esta secuencia se inserta entre el codon de
parada del marco de lectura abierto y la sefial de poliadenilacion.

En el contexto de la invencion, se llevd a la conclusion de que al menos una secuencia diana del ARNmi-208a era
adecuada para obtener un nivel téxicamente aceptable de proteina al menos en el corazén, en particular con
respecto a la miotubularina y la calpaina 3.

De acuerdo con un modo de realizacion particular, el sistema de expresién comprende:

- una secuencia que codifica la miotubularina Colocada bajo el control de un promotor, de forma ventajosa el de la
desmina, incluso de forma mas ventajosa el de la desmina humana (SEQ ID NO: 11);

- al menos una secuencia diana de un ARNmi expresado en el corazén, de forma ventajosa ARNmi-208a, de
forma ventajosa una sola secuencia dia natal como la secuencia SEQ ID NO: 10.

De acuerdo con otro modo de realizacién, se describe un sistema de expresion que comprende:

- una secuencia que codifica la calpaina 3 colocada bajo el control de un promotor, de forma ventajosa el de la
desmina, incluso de forma mas ventajosa el de la desmina humana (SEQ ID NO: 11), o el de la calpaina 3,
incluso de forma mas ventajosa el de la calpaina 3 humana (SEQ ID NO: 12), o el del ARNmIi206, incluso de
forma mas ventajosa el del ARNmi206 humano (SEQ ID NO: 13);

- al menos una secuencia diana de un ARNmi expresado en el corazén, de forma ventajosa el ARNmi-208a,
incluso de forma mas ventajosa dos secuencias diana en tandem.

Por lo tanto, los diferentes tipos de secuencias que se han detallado anteriormente se pueden combinar en un
mismo sistema de expresion.

De acuerdo con la invencion, un sistema de expresion o casete de expresion comprende los elementos necesarios
para la expresién del transgén presente. Ademas, las secuencias tal como se han definido anteriormente permiten
asegurar y modular la expresion del transgén, un sistema de ese tipo puede comprender otras secuencias tales
como:

- una sefal de poliadenilacion, por ejemplo, la poliA del SV40 o de la hemoglobina en particular humana, de forma
ventajosa insertada en la posicion 3’ de la secuencia codificante, incluso en la posiciéon 3’ de la secuencia diana
del ARNmi;

- secuencias para estabilizar los transcritos, tales como el intrén 1 de la hemoglobina en particular humana;

- secuencias de amplificacion o “ potenciador ”;

Un sistema de expresion de acuerdo con la invencién se puede introducir a tanto en una célula, un tejido o un
organismo, en particular en el ser humano. De manera conocida por el experto en la materia, la introduccion se
puede realizar ex vivo o in vivo, por ejemplo, por transfeccion o transduccion. De acuerdo con otro aspecto, se
describe una célula o un tejido, de forma ventajosa de origen humano, que comprende un sistema de expresién de
acuerdo con la invencion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2698571 T3

El sistema de expresion de acuerdo con la invencién, en este caso un acido nucleico aislado, se puede administrar
en el estado en un sujeto, es decir, en forma de un ADN desnudo. Para facilitar la introduccion de este acido
nucleico en las células, éste se puede asociar a diferentes medios quimicos tales como sistemas de dispersion
coloidal (complejos macromoleculares, nanocapsulas, microesferas, perlas) o sistemas basados en lipidos
(emulsiones de aceite en agua, micelas, liposomas).

Como alternativa y de acuerdo con otro modo de realizacion preferente, el sistema de expresion de acuerdo con la
invencién comprende un plasmido o un vector. De manera ventajosa, un vector de ese tipo es un vector viral. Los
vectores virales usados normalmente en terapia genética en los mamiferos, en particular en el ser humano, son
conocidos por el experto en la materia. Los vectores virales de ese tipo se eligen de forma ventajosa entre el
siguiente listado: vector obtenido a partir del virus del herpes, vector baculoviral, vector lentiviral, vector retroviral,
vector adenoviral y vector viral adeno-asociado o AAV (“ virus adeno-asociado ”).

De manera preferente, se trata de un vector viral adeno-asociado o AAV (“ virus adeno-asociado ”), que corresponde
bien a serotipos naturales (AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8 y AAV9), a variantes de los
mismos o a serotipos artificiales. De manera conocida por el experto en la materia, también se pueden usar vectores
AAV quiméricos.

De forma ventajosa, el sistema de expresion de acuerdo con la invencién se inserta entre dos secuencias ITR
(“ Inverted Terminal Repeat ”) del vector AAV.

Con respecto a una administracion sistémica para la cual el sistema de expresion de acuerdo con la invencién
adquiere todo su sentido, son particularmente preferentes los vectores AAV de serotipo 8 o0 9. Por ejemplo se puede
tratar de vectores AAV2/8 o AAV2/9.

De manera conocida por el experto en la materia, las particulas virales recombinantes se pueden obtener, por
ejemplo, por tri-transfeccion de células 293 HEK o mediante el sistema de baculovirus. Las titulaciones de vector Se
expresan clasicamente en términos de 100 o mas virales por ml (vg/ml).

De acuerdo con un modo de realizacion preferente, el sistema de expresiéon de acuerdo con la invenciéon comprende
un vector que presenta un tropismo adecuado, en este caso tanto para el o los tejidos diana como para los tejidos no
diana, en particular aquellos en los que se ha demostrado que la expresion de la proteina es toxica. Se puede tratar
de un vector AAV que contienen a capside seleccionada para hacer de diana/transducir poco o nada, los tejidos no
diana tales como el corazén, incluso para hacer de diana/transducir de forma especifica los tejidos diana, en
particular los musculos esqueléticos.

Como se deduce a partir de lo que se ha mencionado anteriormente, los sistemas de expresion de acuerdo con la
invencién, en particular en forma de vectores AAV recombinantes o de particulas virales recombinantes, tienen
aplicaciones evidentes, en particular en el campo terapéutico.

Por lo tanto y de acuerdo con otro aspecto, la invencién se refiere al uso del sistema de expresion que se describe
como medicamento. En otros términos, también se hace referencia a una composicion farmacéutica que comprende
un sistema de expresion de ese tipo. De manera adecuada, ésta puede comprender ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable e inerte, de forma ventajosa adecuado para una administracién sistémica, por ejemplo,
intravenosa. A una composicion de ese tipo se pueden afadir diversos excipientes, estabilizantes, y otros
compuestos adecuados conocidos por el experto en la materia.

La presente invencion puso de manifiesto el interés del sistema de expresion que se describe en el caso en el que
su administracion no se realiza de manera local al nivel de los tejidos diana, sino al contrario de manera general al
nivel de todo el cuerpo, llevando su administraciéon a nivel de los tejidos no diana.

Por lo tanto y de manera ventajosa, un sistema de expresion de acuerdo con la invencion se administra por una de
las siguientes vias: administracion enteral, parenteral, oral, intravenosa, intra-arterial y por inhalacion.

De manera preferente, se trata de una administracion sistémica, de forma ventajosa una inyeccion intravenosa. Se
debe indicar que una administracion sistémica se puede realizar en las proximidades de un sitio de tratamiento, por
ejemplo, en las proximidades de un musculo esquelético.

De acuerdo con un modo de realizacion particular, no se trata de una administracién loco-regional. De forma mas
precisa, de ese modo se puede excluir una inyeccion intravascular en particular intravenosa (realizada bajo presion,
y en presencia de un torniquete, en las proximidades de un musculo diana), tal como se lo describe por ejemplo
Petrov et al., (Methods Mol Biol 2011; 709: 277-86), o intra-arterial (catéter en una arteria y hinchamiento de las
venas en las proximidades asi como de la arteria, torrente arriba, para evitar la difusién) tal como lo describe por
ejemplo Gonin et al., (J Gene Med 2005; 7: 782-791).
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Cuando la composiciéon de acuerdo con la invencidon se va a inyectar, ésta se presenta preferentemente en forma
liguida. La concentracion eficaz, en este caso el sistema de expresion de acuerdo con la invencion, la cantidad que
se va a inyectar y la frecuencia de las inyecciones las determina el experto en la materia. Una administracién unica
se puede considerar suficiente. Un efecto terapéutico se busca de forma ventajosa para un periodo de duracion de al
menos 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afio, 5 afilos o0 mas.

Los medicamentos de este tipo estan destinados en particular a la terapia genética, en particular para el tratamiento
de las enfermedades neuromusculares e incluso de forma mas particular las enfermedades que afectan
esencialmente a los musculos esqueléticos (miopatias). Mas generalmente, la invencion permite mejorar en
particular la funcién muscular en un sujeto.

Los pacientes a tratar son de forma ventajosa mamiferos, en particular seres humanos.

Una enfermedad que se tiene como objeto en particular en el contexto de la invencion es la miopatia centronuclear,
de forma mas precisa la miopatia miotubular relacionada con el cromosoma X (XLMTM). Ademas, que se pueden
tratar otras miopatias centronucleares y enfermedades neuromusculares asociadas a la miotubularina, tales como
ciertas formas de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

La distrofia de las cinturas de tipo 2A (LGMD2A) también se puede tratar con un sistema de expresién tal como se
ha descrito.

De forma mas general, un listado exhaustivo de las patologias que se tienen como objeto es el siguiente: distrofia
muscular congénita con déficit de selenoproteina N, distrofia muscular congénita con déficit primario de merosina,
distrofia muscular congénita de tipo Ullrich, distrofia muscular de Duchenne (DMD) o de Becker (BMD), miopatia
congénita de nucleo central, miopatia congénita de multiples minindcleos, miopatias centronucleares autosémicas,
miopatia con desproporcion de tipos de fibras, miopatia con bastoncillos, sindromes miasténicos congénitos, otras
enfermedades neuromusculares asociadas a las miotubularinas, distrofia de las cinturas de tipo 2B o 2D, miopatia
distal de tipo Miyoshi, disferlinopatias, sarcoglicanopatias.

De acuerdo con un modo de realizacién particular, la patologia no es la distrofia muscular de Duchenne (DMD) o de
Becker (BMD), incluso la LGMD2D.

Por lo tanto, lo que se espera del medicamento de acuerdo con la invencion es a la vez una mejora de la patologia,
asi como de la calidad de vida y de la longevidad del paciente, a la vez que se evitan los efectos secundarios
potenciales al nivel de los otros tejidos de un tratamiento de este tipo.

Como se va a demostrar a modo de ejemplo, la presente solicitud puso de manifiesto la posible toxicidad cardiaca de
los tratamientos mediante terapia genética de las enfermedades musculares y propone soluciones técnicas que
permitan superar este problema.

Ejemplos de realizacion

La invencion y las ventajas que resultan de la misma se destacaran mejor a partir de los ejemplos de realizacion que
siguen a continuacion, con el apoyo de las figuras adjuntas. Sin embargo, éstos no tienen ningun alcance limitante.

La presente invencion se ilustra con respecto al gen de la miotubularina (Mtm1) et de la calpaina 3 (CAPN3). Sin
embargo, la estrategia que se describe se puede aplicar a cualquier transgén que codifique una proteina de interés
al nivel de los musculos esqueléticos en los que se desvela una toxicidad en particular cardiaca.

Figura 1: Esquema de las construcciones vectoriales:

A/ casete de expresiéon de Mtm1 desprovisto de secuencias diana para el ARNmi-208a;
B/ casete de expresion que contiene 1, 2 o 4 secuencias diana para el ARNmi-208a (cajas) en la posicion 3’
del gen Mtm1.

Figura 2: Seccion transversal del corazén de un ratén XLMTM tratado con la ayuda de un vector AAV-pDES-
Mtm1. Las zonas de fibrosis se desvelan en color rojo gracias a una coloracién con rojo Sirio.

Figura 3:

- en la parte superior: distribucion del vector en los musculos esqueléticos (musculo tibial anterior = TA,;
cuadriceps = QUA,; triceps = TRI) y en el corazén de un ratén de tipo silvestre (WT), 1 mes después de la
administracion intravenosa de los vectores (vg/genoma diploide).

- en la parte inferior: nivel de proteina MTM1 en los musculos esqueléticos y el corazon de un ratén de tipo
silvestre (WT), 1 mes después de la administracion de los vectores. Los valores indican la tasa de
multiplicacion con respecto a los niveles endogenos. Como controles, los ratones se inyectaron con la
ayuda o bien de PBS o bien del vector AAV8 vacio (AAV-MCS).
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Figura 4: Curva de supervivencia (a la izquierda) y curva de masa corporal (a la derecha) de raton KO (“ Knock
Out ") Mtm1 inyectado con la ayuda de PBS, AAV8-Des-MCS, AAV8-Des-Mtm1 o AAV8-Des-Mtm1-miRHT1. Los
ratones de tipo silvestre (WT) recibieron PBS como control.

Figura 5: Analisis de las actividades promotoras de CAPN3 y miR-206 in vivo:

A/ Analisis histolégico del musculo cardiaco después de inyeccion de PBS o de los vectores AAV2/9-desm-
CAPN3 (pdes.C3), AAV2/9-pC3-CAPN3 (pC3.C3), AAV2/9-pmiR206-CAPN3 (p206.C3) y coloracion con rojo
Sirio (parte superior, escala = 500 ym) o Hematoxilina Floxina Azafran (HPS) (en la parte inferior, escala =
100 um).

B/ Evaluacién del nivel de ADN vectorial por gPCR en el corazén de razones de tipo silvestre WT después de
inyeccion.

C/ Evaluacion del nivel de ARNm CAPN3 por qPCR n el corazén de razones de tipo silvestre WT después de
inyeccion. La linea "H" corresponde al nivel endégeno de ARNm CAPN3 en el corazon de ratones de tipo
silvestre WT.

D/ Analisis de enzimas séricas. Los ensayos de alanina aminotransferasa (ALT) se realizaron en suelos de
ratones WT tratados con pC3.C3, a la izquierda o p206.C3, a la derecha. La media y el error tipico de la
media (ETM) para cada condicién se indican con un circulo y una barra vertical, respectivamente.

Figura 6: Andlisis de la actividad de miR-208aT in vivo:

A/ Andlisis histoldgico del musculo cardiaco, 35 dias después de inyeccion de PBS o de dosis idénticas de los
vectores AAV2/9-desm-CAPN3 (pdes.C3) o AAV2/9-desmina-CAPN3-miR208aT (pdes.C3-T) y tincidon con
rojo Sirio (en la parte superior, escala = 500 um) o HPS (en la parte inferior, escala = tiene micrometros).

B/ Evaluacion del nivel de ADN vectorial por gqPCR en el corazén de ratén WT después de inyeccién (en la
parte superior) y del nivel de ARNm del transgén CAPN3 (en la parte inferior). La linea "H" corresponde al
nivel endégeno de ARNm CAPN3 en el corazén de ratones de tipo silvestre WT.

C/ Anadlisis de la expresion de la calpaina 3 mediante transferencia de Western en el musculo esquelético y
en el corazén de ratones WT inyectados con PBS o con vectores AAV2/9-desmina-CAPN3 (pdes.C3) o
AAV2/9-desm-CAPN3-miR208aT (pdes.C3-T). La proteina completa se indica con una flecha y sus productos
de escision (60, 58 y 55 kDa) con un corchete.

D/ Cuantificacion de los niveles de ARNm de miR-208a (miR208a), HOP (Hop) y connexina 40 (Cnx40) en el
corazéon de ratones WT inyectados con AAV2/9-desmina-CAPN3 (pdes.C3) o AAV2/9-desmina-CAPN3-
miR208aT (pdes.C3-T). La cantidad de ARN en la condicion pdes.C3-T se proporciona como porcentaje con
respecto al nivel de ARN en la condiciéon pdes.C3.

Figura 7: Andlisis histolégico de la eficacia de la transferencia de la calpaina 3 en los musculos esqueléticos de
ratones con déficit de calpaina 3:

A/ Las secciones transversales de los musculos TA de ratones C3KO se tifieron con HPS, 4 o bien con PBS o
con vectores (1,2x 10" vg/kg) AAV2/9-desmina-CAPN3-miR208aT (pdes.C3-T), AAV2/9-pC3-CAPN3-
miR208aT (pC3.C3-T), AAV2/9-pmiR206-CAPN3-miR208aT (p206.C3-T). Escala = 100 pm.

B/ Numero de fibras centronucleadas (CNF/mm?) medido en secciones tefiidas con HPS en musculos TA (a
la izquierda) o PSO (a la derecha) de ratones C3KO inyectados con la ayuda de PBS o de los vectores
(1,2 x 10" vg/kg) AAV2/9-desmina-CAPN3-miR208aT (pdes.C3-T), AAV2/9-pC3-CAPN3-miR208aT (pC3.C3-
T), AAV2/9-pmiR206-CAPN3-miR208aT (p206.C3-T). Una diferencia con un valor P < 0,05 se indica con un
asterisco. TA: musculo tibial anterior; PSO: musculo Psoas.

I) MATERIAL Y METODOS
1) Generacion de vectores AAV recombinantes:

El vector rAAV-Des-Mtm1 se construy6 coronando el marco de lectura abierto del gen murino Mtm1 (SEQ ID NO: 14)
cadena abajo del promotor humano de la desmina (SEQ ID NO: 11) en un vector AAV de serotipo 2. Las secuencias
diana (1, 2 o 4 secuencias, miRHT1, miRTH2 y miRHT4, respectivamente) del ARNmi-208a de 22 pb (SEQ ID
NO: 10), cada una separada por espaciadores de ADN, se afadieron en la regiéon 3'UTR del ADNc de Mtm1. Un
vector vacio (rAAV-Des-MCS) también se generd como control. Las particulas virales recombinantes de serotipo 8
(AAV8) se obtuvieron usando un protocolo de ftri-transfeccion de las células 293 HEK como se ha descrito
anteriormente (15). Las titulaciones de vector se expresan entre menos deje no mas virales por ml (vg/ml).

De manera similar, el vector rAAV-desm-CAPN3 (o AAV-desmina-CAPN3 o AAV-pDes-CAPN3) se construyo
usando el ADNc de la calpaina 3 humana (SEQ ID NO: 8) bajo el control del promotor humano de la desmina (SEQ
ID NO: 11). Los vectores rAAV-pC3-CAPN3 y rAAV-pmiR206-CAPN3 se obtuvieron sustituyendo este promotor por
la region promotora de la calpaina 3 humana (SEQ ID NO:12) o la del ARNmi206 (SEQ ID NO: 13),
respectivamente. Los vectores AAV-desm-CAPN3-miR208aT, AAV-pC3-CAPN3-miR208aT y AAV-pmiR206-CAPN3-
miR208aT se obtuvieron afiadiendo 2 secuencias diana para el ARNmi208a (SEQ ID NO: 9) en tdandem (miR208aT),
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en la posicién 3’ del gen de la calpaina 3. Se produjeron particulas virales recombinantes de serotipo 1 (AAV1), 8
(AAVS) y/o 9 (AAVI).

2) Experimentos in vivo:

Los ratones se trataron de acuerdo con las legislaciones Francesa y Europea con respecto a la experimentacion
animal. En este estudio, se usaron ratones de tipo silvestre WT C57B1/6 (Laboratoires Charles River) y una linea de
ratéon inactivada de manera constitutiva para la miotubularina (desactivacion genética) KO-Mtm1, también
denominada BS53d4-129pas. Para la calpaina 3, se us6 el modelo murino C3KO, descrito por Laure et al., (Febs J.,
2010, 277: 4322-4337).

Los vectores recombinantes, a las dosis indicadas, se inyectaron en la arena de la cola de los ratones tal como se ha
indicado (edades de 3 semanas a 2 meses). Como control se administré un volumen equivalente de tampodn salino
(PBS). La situacion clinica y el peso de los animales se siguieron cada semana para los animales WT y tres veces a
la semana para los ratones mutantes. Los ratones se sacrificaron en los momentos indicados.

3) Transferencia de Western:

Los musculos congelados en isopentano se cortaron en secciones transversales de 30 um y se sometieron a lisis en
hielo en un tampén que contenia NaCl 150 mM, Tris HCI 10 mM (pH 7,4), EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, fluoruro de
sodio 100 mM, pirofosfato de sodio4 mM, ortovanadato de sodio 2 mM, Triton X100 al 1 %, e IGEPAL al 0,5 %
suplementado con un céctel completo de inhibidores de proteasas (Roche). Los extractos musculares se incubaron
1 h y se centrifugaron a 4 °C a 12.000 x g durante 30 min. Las concentraciones de proteinas en el sobrenadante se
determinaron con la ayuda del kit Bio-Rad "kit de ensayo de proteina". Las proteinas se sometieron a una migracion
en SDS-PAGE vy, después de transferencias sobre una membrana de nitrocelulosa, se incubaron con anticuerpos
policlonales dirigidos contra la miotubularina (p2348 [15]) y GAPDH (N.° MAB374, Millipore). Las bandas proteicas
Se visualizaron mediante fluorescencia de infrarrojos usando el sistema "Odyssey Imaging System" (LICOR
Biotechnology Inc.) y se cuantificaron con la ayuda del programa "Odyssey Infrared Imaging System Software"
(Application software, version 1.2, 2003).

Para la deteccion de la calpaina 3, se us6 un protocolo similar: Los musculos se homogeneizaron mediante FastPrep
usando el siguiente tampodn de lisis [Tris 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, EGTA 2 mM, un 0,1 % de Triton X-100, E64
2 uM (Sigma)] e inhibidores de proteasas (coctel completo de inhibidor de proteasa mini; Roche Applied Sciences;
25 pl por mg de tejido). Les muestras de ensayo se trataron con 250 U/100 ul de Benzonasa (Calbiochem) durante
30 min a 4 °C para digerir el ADN. Los elementos de lisado muscular se mezclaron con el tampén de carga [NuPage
LDS (Invitrogen), TNT 3M (Sigma)], seres naturalizaron durante 10 minutos a 70 °C y se centrifugaron brevemente.
Los sobrenadantes se separaron mediante gel de poliacrilamida NuPAGE Bis-Tris en gradiente de un 4-12 %
(Invitrogen). Después de la transferencia, las membranas se hibridaron con anticuerpos contra la calpaina 3
(anticuerpo monoclonal de ratén, Novocastra NCL-CALP-12A2, dilucion a 1/200), a 4 °C durante la noche o a
temperatura ambiente durante 2-3 horas. Por ultimo, las membranas se incubaron con IRDye ® para su revelacion
en el escaner de infrarrojos Odyssey (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA).

4) PCR:
4-1- Miotubularina:

El aislamiento del ADN a partir de musculos se realizdé usando el kit "Gentra Puregene Tissu Kit" (Qiagen), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN se determind usando un espectrofotometro
Nanodrop ND-8000 (Nanodrop Technologies, Francia), y se usaron 80 ng de ADN para cada muestra de ensayo
como matriz para la PCR en tiempo real. La PCR en tiempo real Tagman se realizé sobre cada muestra de ensayo
para a la vez una parte del esqueleto comun para el vector rAAV2/X para determinar las copias del genoma viral, y
del gen murino de la titina, para estandarizar el nUmero de gen o masculinos presentes en cada muestra de ensayo.
Los cebadores usados para la amplificacion de los vectores rAAV fueron: 5- CTCCATCACTAGGGGTTCCTTG -3
(directo; SEQ ID NO: 15), 5-GTAGATAAGTAGCATGGC -3’ (inverso; SEQ ID NO: 16). Las sondas MGB se
marcaron de manera doble (FAM-NFQ): 5- TAGTTAATGATTAACCC -3’ (sonda; SEQ ID NO: 17). Los cebadores y
una sonda usados para la titina fueron: 5-AAAACGAGCAGTGACGTGAGC-3’ (directo; SEQ ID NO: 18), 5'-
TTCAGTCATGCTGCTAGCGC-3’ (inverso; SEQ ID NO: 19), y 5-TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC-3’ (sonda;
SEQ ID NO: 20) (Applied Biosystem). La amplificacion es de la titina se realizaron usando 80 ng de ADN diluido en
una mezcla "Absolute QPCR ROX Mix" (Thermo Fischer scientific), 0,1 yM de sondas Tagman y 0,2 yM de
cebadores (directo e inverso), en un volumen final de 25 pl. Las condiciones de los ciclos consistieron en: una etapa
de activacion de la ADN Polimerasa Thermo-Start a 95 °C durante 15 min, seguido por 40 ciclos de 2 etapas, 15 s de
desnaturalizacion a 95 °C y 60 s de hibridacion y de extension a 60 °C. Las aplicaciones de los rAAV se realizaron
usando 0,1 yM de sondas Tagman, 0,3 pM de cebador inverso y 0,5 uM de cebador directo en un volumen final de
25 pl. Las condiciones de los ciclos consistieron en: una etapa de activacion de la ADN Polimerasa Thermo-Start a
95 °C durante 15 min, seguido por 40 ciclos de 2 etapas, 15 s de desnaturalizacion a 95 °C y 60 s de hibridacion y
de extension a 54 °C. La PCR se realiz6 sobre un termociclador 7900 HT (Applied Biosystem). Una gama de dilucién
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estandar de un plasmido que contenia las secuencias de un esqueleto de rAAV y de la titina se uso sobre cada placa
de PCR en tiempo real como control de numero de copias. Todas las muestras de ensayo y los controles se
duplicaron. Los datos se expresan el numero de copias del genoma viral por genoma diploide.

4-2- Calpaina 3:

Los musculos se extrajeron con la ayuda del método Trizol (Invitrogen). En el transcurso de la extraccion, una
fraccion de la muestra de ensayos y conservé para extraccion de ADN en vista de la cuantificacion por PCR
cuantitativa. EI ARN total se extrajo del extractor residual tratado con el kit “ ADN-free ” (Ambion) para eliminar el
ADN residual.

Para la cuantificacién de la expresién de los microARN enddgenos, 20 ng de ARN total se sometieron a una
transcripcion inversa usando el kit "microARN TagMan transcription inverse" (Applied Biosystems) y se analizaron
con el ensayo Tagman microARN ID511 para miR-208a (Applied Biosystems). La normalizacion de las masas de
ensayo se realiz6 con la expresion de snoRNA202 con el ensayo ID1232 (Applied Biosystems).

Para la amplificacién de los ARNm de la calpaina 3 enddgena o transgénica, un ug de ARN se transcribié mediante
transcripcion inversa usando hexameros aleatorios y oligodT y el kit Verso ADNc (Abgene) o el kit “ RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis" (Fermentas). La PCR en tiempo real se realizé con el método TagMan ®
usando el sistema ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems) y la solucién “ Absolute QPCR Rox Mix ” (ABgene) con la
ayuda de los siguientes pares de cebadores (.f et .r) y la sonda Tagman (.p): para la cuantificacién de la calpaina
transgénica: CAPN3sfr.f (SEQ ID NO:21) 5 _CGCCTCCAAGGCCCGT_3 ’; CAPNSsfrr (SEQ ID NO: 22)
5_GGCGGAAGCGCTGGCT_3’; MGBTUCAPNS.p (SEQ ID NO: 23) 5_CTACATCAACATGAGAGAGGT_3; para la
cuantificacion de la calpaina humana: CAPN3.f (SEQ ID NO: 24) 5_CGCCTCCAAGGCCAGG_3°’, CAPN3.r (SEQ ID
NO: 25) 5_ GGCGGAAGCGCTGGGA_3 y CAPN3.p (SEQ ID NO: 26) 5 TACATCAACATGCGGGAGGT_3. Una
dilucion en serie de un ARN de control se usé en cada experimento y se traté con las muestras de ensayos
experimentales para rodear la variabilidad de la eficacia de la preparacion de ADNc y de la PCR con el fin de estar
en condiciones de comparar los diferentes experimentos. Este ARN ase preparé mediante una reaccién de
transcripcion in vitro a partir de un pldsmido portador de una calpaina 3 ADNc mutada y amplificable con todos los
pares de cebadores.

El analisis de la expresion de la connexina 40 y HOP se realizé usando los siguientes ensayos TagMan ® Gene
Expression (Applied Biosystens): para Cnx40; Gja-5 [Mus musculus]: Mm00433619_s1 y hop: HOP homeobox [Mus
musculus]: Mm00558630_m1. Los resultados de qRT-PCR se expresan en unidades arbitrarias con respecto a la
expresion del gen murino ubicuo acido fosfoproteina ribosémica (PO Gl: 15029771; MH181PO.F (SEQ ID NO: 27):
5" _CTCCAAGCAGATGCAGCAGA_3 '/ M267PO.R (SEQ ID NO:28): 5_ACCATGATGCGCAAGGCTAT_3" /
M225P0O.p (SEQ ID NO: 29): 5“ CCGTGGTGCTGATGGGCAAGAA_3).

5) Histologia:

Las criosecciones transversales (8 um de grosor) de los musculos cardiaco, hepatico o esqueléticos se tifieron con
la ayuda de hematoxilina y eosina (HE), rojo Sirio o Hematoxilina Floxina Azafran (HFS) usando protocolos
convencionales.

Las secciones se montaron con el medio Eukitt (LABONORD). Las imagenes digitales se capturaron con la ayuda de
una camara CCD (Sony). Los analisis morfométricos de los musculos esqueléticos para definir los numeros de fibras
centronucleadas (CNF/mm?) se realizaron con la ayuda del software Histolab (Microvision, Evry).

6) Medicion de la actividad de ALT:

Se tomaron muestras de sangresin coagulante. Después de centrifugacion (8000g, 10 min, 4 °C), los sueros se
analizaron con la ayuda del dispositivo VITROS DT60 (Ortho Clinical Diagnostics, Reino Unido) con la ayuda de los
casetes “ Vitros ALT DT slides ” para la determinacion de la tasa de alanina aminotransferasa (ALT).

I) RESULTADOS

A - MIOTUBULARINA

1) Toxicidad cardiaca de la construccion AAV-pDES-Mtm1:

A partir del documento de Buj-Bello et al., [15] se conocia el efecto beneficioso de una inyeccion intramuscular Gnica
del gen de la miotubularina (Mtm1) colocado bajo el control del promotor de CMV en un vector AAV2/1.

Un enfoque de terapia genética por via sistémica en ratones KO (“ Desactivacion Genética ”) Mtm1 se intentd y

mostré que la administracién de un vector AAV8 (rAAV-Des-Mtm1) de expresa la miotubularina bajo el control del
promotor humano de la desmina (Fig. 1A) en un ratén mutante tenia éxito para un periodo de vida prolongado de al
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menos 6 meses, una mejora notable de la patologia en los musculos estriados en todo el cuerpo incluyendo el
diafragma, y una actividad motora normalizada (los resultados no se muestran).

Sin embargo, después de una administracién sistémica del vector AAV8-DES-Mtm1 en ratones KO Mtml, se
observé que el nivel de proteina miotubularina era muy elevado en el corazén en comparacién con los musculos
esqueléticos (los resultados no se muestran). Ademas, se observé la presencia de infiltrados inflamatorios y de
fibrosis en el corazén de los ratones XLMTM tratados con la ayuda de AAV en diferentes momentos después de la
inyeccion viral (Figura 2).

2) Desarrollos de sistemas de expresion sin toxicidad cardiaca

En vista de la dificultad para predecir la biodistribucién y la expresion del transgén a partir de un vector AAV8
después de administracion sistémica, en particular en el ser humano, se desarrollaron nuevos vectores que portaban
secuencias reguladoras que aumentan la especificidad muscular, para evitar los efectos secundarios potenciales a
nivel cardiaco.

Se desarrollaron tres construcciones virales (rAAV-Des-Mtm1-miRHT1; rAAV-Des-Mtm1-miRHT2 y rAAV-Des-Mm1-
miRHT4), tal como se muestran en la Figura 1B, que comprenden respectivamente 1, 2 o 4 secuencias diana para el
ARNmMI-208a. Esta secuencia presenta la secuencia SEQ ID NO: 10 y esta constituida por 22 pares de bases. De
manera notable, esta secuencia esta conservada en el ser humano, el perro y el ratén.

3) Produccion muscular y cardiaca de MTM1 después de inyeccion en un ratén WT

Con el objeto de seleccionar el vector de expresion mas adecuado para MTM1, una dosis Unica de 3x10"3 genomas
virales (vg)/kg de estos vectores se administré en la vena de la cola del ratéon de tipo silvestre (WT para “tipo
silvestre ”) con edades de 3 semanas. Un vector vacio (AAV-Des-MCS) y PBS (“ Solucién Salina Tamponada con
Fosfato ”) se usaron como controles internos.

La distribucion vectorial y el nivel proteico de miotubularina en el corazén y en diferentes musculos esqueléticos
(Tibial anterior = TA; cuadriceps = QUA; triceps = TRI) se evaluaron 1 mes después de la inyeccion. Los resultados
mediante transferencia de Western demuestran que todos estos vectores son capaces de disminuir el nivel de
miotubularina producida a partir de los vectores de manera especifica en el corazéon. Ademas, una sola secuencia
diana del ARNmIi208a es suficiente para reducir la expresién en este tejido (Figura 3 y Tabla 1).

Tabla 1: Cuantificacién semicuantitativa de la proteina MTM1 al nivel de los musculos esqueléticos y al nivel del

corazon, 1 meses después de la liberacion del vector en un rato WT.
PBS Mtm1 miRHT1 miRHT2 miRHT4
Musculos TA 1 50 70 100 30
esqueléticos
QUA 1 45 45 50 15
TRI 1 20 17 30 10
Corazén 1 >90 1,6 1,1 0,7

4) Validacion de la construccién vectorial después de inyeccion en un ratdon mutado Mtm1

Sobre la base de los resultados precedentes, la construccién rAAV-Des-Mtm1-miRHT1 se seleccioné para la
continuacion de los experimentos. Los ratones de tipo silvestre (WT para “ tipo silvestre ”) y con mutacion en el gen
Mtm1 (KO para “ Knock Out”) recibieron 3x10' vg/kg de AAV-Des-Mtm1, rAAV-Des-Mtm1-miRHT1 y rAAV-Des-
MCS, respectivamente, o PBS a la edad de 3 semanas, y se siguieron a nivel clinico durante 1 mes.

Todos los ratones mutantes que recibieron AAV8-Des-Mtm1-miRHT1 sobrevivieron hasta el final del estudio, con
una curva de crecimiento similar a la de los ratones KO tratados con la ayuda de AAV8-Des-Mtm1, lo que indica que
la inclusion de la secuencia miRHT1 no influyen la eficacia terapéutica del transgén (Fig. 4).

La histologia del corazén de los ratones WT y KO se analizé6 1 mes después del tratamiento, mediante tincion con
hematoxilina-eosina y con rojo Sirio. Se conservaron regiones de fibrosis en el corazén de 7 ratones KO de 9
tratados con AAV8-Des-Mtm1, pero no en los ratones KO tratados con AAV8-Des-Mtm1-miRHT1 (n=10). La
administracion del vector AAV8-Des-Mtm1 no comprendié fibrosis en los animales WT 1 mes después de la
inyeccion (n = 8).
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En conclusion, estos resultados indican que la inclusidon de una sola secuencia diana de ARNmi208a es suficiente
para reducir la toxicidad cardiaca de una construccion AAV8-Des-Mtm1.

Se realizaron experimentos similares con respecto a la calpaina 3 (CAPN3):

B - CALPAINA 3 (sin tener en cuenta la invencién)

A partir del documento Bartoli et al., (Molecular Therapy, 2006, Vol. 13, N.° 2, 250-259) se conocia el efecto
beneficioso y la no toxicidad de construcciones de tipo AAV portadoras del gen de la calpaina 3 colocado bajo el
control de promotores denominados especificos de musculo, después de administraciéon intramuscular o local. Sin
embargo, los experimentos realizados en el contexto de la invencion desvelaron la toxicidad de las construcciones
de este tipo después de administracion sistémica:

1) Toxicidad cardiaca de las construcciones AAV-desm-CAPN3:

La transformacioén de los ratones WT se siguio, después de la inyeccion intravenosa de diferentes construcciones, y
se presenta en la tabla 2 que sigue a continuacion:

Tabla 2: Consecuencias de las inyecciones intravenosas de diferentes AAV a diferentes dosis
Serotipo Dosis (vg/kg) Numero de muertes | Aspecto histolégico del corazén a los 35 dias
AAV9 4,0 x 10" 0/3 fibrosis
" 1,0 x 102 0/9 fibrosis
" 1,6 x 103 517 fibrosis
" 4,3x10™ 2/6 fibrosis
AAVS 7,0 x 102 2/4 fibrosis
AAV1 1,6 x 10" 0/3 fibrosis

Para todos los AAV sometidos a ensayo, se observa una destruccién del tejido cardiaco en caso de administracion
sistémica, excluyendo el uso de objeto terapéutico de estos sistemas de expresion genética.

2) Reduccion de la toxicidad cardiaca de las construcciones AAV-desm-CAPN3 o reemplazo del promotor:

Dos vectores se construyeron intercambiando el promotor de la desmina por el de CAPN3 (AAV2/9-pC3-CAPN3) o
miR-206 (AAV2/9-pmiR206-CAPN3). Después de la preparacion viral de los vectores, las consecuencias in vivo de
las modificaciones introducidas por inyeccion intravenosa (6 x 10'2 vg/kg) se analizaron en ratones C57BL/6 (WT)
con edades de 2 meses.

35 dias después de la inyeccion, no se observé ninguna fibrosis cardiaca en los ratones tratados con los vectores
AAV2/9-pC3-CAPN3 y AAV2/9-pmiR206-CAPN3, a diferencia de los ratones inyectados con AAV2/9-desm-CAPN3
(Fig. 5A), a pesar de un nivel de transduccién similar (Fig. 5B). El nivel de la ARNm del transgén CAPN3 en el
corazén de ratones tratados con AAV2/9-desm-CAPN3 era aproximadamente 15 veces mas elevado que el nivel
endogeno (Fig. 5C), mientras que permanece mas bajo para los ratones tratados con AAV2/9-pC3-CAPN3 y
AAV2/9-pmiR206-CAPN3 (un 13 % y un 30 %, respectivamente, Fig. 5C), lo que correlaciona el efecto perjudicial de
estos dos ultimos vectores.

Ademas, se verificd que estos dos promotores no presentaban toxicidad hepatica midiendo durante 5 semanas el
nivel de actividad de alanina aminotransferasa (ALT) en ratones WT que habian recibido una inyeccion injection de
10"3 vg/kg. No se observd ningun aumento de actividad enzimatica en los animales inyectados con respecto a los
inyectados con PBS (Fig. 5D).

En conclusion, los promotores CAPN3 y miR-206 reducen la toxicidad cardiaca del transgén CAPNS3, sin producir
toxicidad hepatica.

3) Reduccion de la toxicidad cardiaca de las construcciones AAV-desm-CAPN3 por adicion de dos secuencias diana
de miR208a:

Dos secuencias diana de ARNmi208a (SEQ ID NO: 10) se clonaron en tandem en un casete miR208aT. A

continuacion, éste se introdujo en la regién 3’'UTR de la construccion AAV2/9-desm-CAPN3, para proporcionar la
construccion AAV2/9-desm-CAPN3-miR208aT.
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Después de inyeccion de una dosis de 6 x 10" vg/kg, no se observo ninguna fibrosis cardiaca en los ratones
tratados, a diferencia de los ratones inyectados con AAV2/9-desm-CAPN3 (Fig. 6A), a pesar de un nivel de
transduccion similar y un nivel de ARNm 5 veces mas elevado con respecto al nivel enddgeno de la calpaina 3 en el
corazon (Fig. 6B). Al nivel proteico, la calpaina 3 no se expresa normalmente al nivel del miocardio y no se detecta
(Fig. 6C). En los ratones WT inyectados con AAV2/9-desm-CAPNS, la proteina completa no se detecta, pero los
fragmentos que resultan de su escision (60, 58 y 55 kDa) si se detectan (Fig. 6C). Por el contrario, no se observa ni
la proteina completa, ni fragmentos de escision en el corazén de raton WT inyectados con AAV2/9-desm-CAPN3-
miR208aT (Fig. 6C), lo que indica una regulacién a nivel de traduccion (Fig. 6D).

En conclusién, estos resultados muestran que miR208aT es capaz de reducir la toxicidad cardiaca del transgén
CAPNB3.

4) Combinacion de las dos estrategias:

Se construyeron nuevos vectores asociando los promotores CAPN3 y miR-206 y 2 copias de la secuencia diana de
miR-208a: AAV2/9-pC3-CAPN3-miR208aT y AAV2/9-pmiR206-CAPN3-miR208aT. Los ratones C3KO (desactivacion
genética para la calpaina 3) recibieron una inyeccion de 1,2 x 103 vg/kg de estos vectores.

Como se observé anteriormente en ratones silvestres, ninguno de los 3 vectores (AAV2/9-desm-CAPN3-miR208aT,
AAV2/9-pC3-CAPN3-miR208aT y AAV2/9-pmiR206-CAPN3-miR208aT) resultd ser tdxico para el corazon, 3 meses
después de la inyeccion (los resultados no se muestran).

Por el contrario, un examen histolégico y morfolégico de los musculos esqueléticos de ratones C3KO con una edad
de 4 semanas y a los que se les inyecté con ayuda de estos vectores desveld un efecto positivo de la expresion de
la calpaina 3 en los signos patoldgicos del modelo murino. Los musculos del tibial anterior (TA) inyectados con la
ayuda de estos vectores mostraron caracteristicas histolégicas mejoradas con respecto a los inyectados con PBS
(Fig. 7A). Un analisis morfométrico de secciones de musculos de TA coloreados con HPS desveld una disminucion
significativa de las fibras centronucleadas (CNF) en los musculos inyectados con la ayuda del vector (Fig. 9B a la
izquierda). Con los musculos PSO (musculo ilio-psoas) se obtuvieron resultados similares e incluso si la disminucion
observada con AAV2/9-pC3-CAPN3-miR208aT y AAV2/9-pmiR206-CAPN3-miR208aT no era estadisticamente
significativa.

En conclusién, estos resultados indican que la expresién de la calpaina 3 en los musculos esqueléticos transducidos
con la ayuda de estos vectores recombinantes puede corregir los signos patolégicos de un ratéon con déficit de
calpaina 3, sin presentar toxicidad cardiaca.

BIBLIOGRAFIA

1. Jungbluth H, Wallgren-Pettersson C, Laporte J (2008) Centronuclear (myotubular) myopathy. Orphanet J Rare
Dis 3: 26.

2. Wallgren-Pettersson C, Clarke A, Samson F, Fardeau M, Dubowitz V, et al.,, (1995) The myotubular
myopathies: differential diagnosis of the X linked recessive, autosomal dominant, and autosomal recessive forms
and present state of DNA studies. J Med Genet 32: 673-679.

3.Herman G, Finegold M, Zhao W, de Gouyon B, Metzenberg A (1999) Medical complications in longterm
survivors with X-linked myotubular myopathy. J Pediatr 134: 206-214.

4.Bevilacqua J, Bitoun M, Biancalana V, Oldfors A, Stoltenburg G, et al., (2009) Necklace" fibers, a new
histological marker of late-onset MTM1-related centronuclear myopathy. Acta Neuropathol 117: 283-291.

5. Fardeau M (1992) Congenital myopathies. En: Detchant MFLWo, editor. Skeletal muscle pathology. Edinburgh:
Churchill Livingstone. pp. 1488-1531.

6. Laporte J, Hu LJ, Kretz C, Mandel JL, Kioschis P, et al., (1996) A gene mutated in X-linked myotubular
myopathy defines a new putative tyrosine phosphatase family conserved in yeast. Nat Genet 13: 175-182.

7. Dowling JJ, Vreede AP, Low SE, Gibbs EM, Kuwada JY, et al., (2009) Loss of myotubularin function results in
T-tubule disorganization in zebrafish and human myotubular myopathy. PLoS Genet 5:e1000372.

8.Buj-Bello A, Laugel V, Messaddeq N, Zahreddine H, Laporte J, et al., (2002) The lipid phosphatase
myotubularin is essential for skeletal muscle maintenance but not for myogenesis in mice. Proc Natl Acad Sci U S
A 99: 15060-15065.

9. Pierson CR, Dulin-Smith AN, Durban AN, Marshall ML, Marshall JT, et al., (2012) Modeling the human MTM1
p.R69C mutation in murine Mtm1 results in exon 4 skipping and a less severe myotubular myopathy phenotype.
Hum Mol Genet 21: 811-825.

10. Beggs AH, Bohm J, Snead E, Kozlowski M, Maurer M, et al., (2010) MTM1 mutation associated with X-linked
myotubular myopathy in Labrador Retrievers. Proc Natl Acad Sci U S A 107: 14697-14702.

11. Al-Qusairi L, Weiss N, Toussaint A, Berbey C, Messaddeq N, et al., (2009) T-tubule disorganization and
defective excitation-contraction coupling in muscle fibers lacking myotubularin lipid phosphatase. Proc Natl Acad
Sci USA 106: 18763-18768.

17



10

15

20

25

30

35

ES 2698571 T3

12.Hnia K, Tronchere H, Tomczak KK, Amoasii L, Schultz P, et al., (2011) Myotubularin controls desmin
intermediate filament architecture and mitochondrial dynamics in human and mouse skeletal muscle. J Clin Invest
121: 70-85.

13. Dowling JJ, Joubert R, Low SE, Durban AN, Messaddeq N, et al., (2012) Myotubular myopathy and the
neuromuscular junction: a novel therapeutic approach from mouse models. Dis Model Mech.

14. Lawlor MW, Alexander MS, Viola MG, Meng H, Joubert R, et al., (2012) Myotubularin-deficient myoblasts
display increased apoptosis, delayed prolifération, and poor cell engraftment. Am J Pathol 181: advanced online.
15. Buj-Bello A, Fougerousse F, Schwab Y, Messaddeq N, Spehner D, et al., (2008) AAV-mediated intramuscular
delivery of myotubularin corrects the myotubular myopathy phenotype in targeted murine muscle and suggests a
function in plasma membrane homeostasis. Hum Mol Genet 17: 2132-2143.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> GENETHON CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
<120> SISTEMA DE EXPRESION PARA UNA TERAPIA GENETICA SELECTIVA
<130> G143-B-33520 PCT

<150> FR 13.53306
<151> 11-04-2013

<160> 29

<170> BiSSAP 1.2
<210> 1
<211>603

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> N.° de Registro NCBI: NP_000243.1

<400> 1

18



Met
Glu
Glu
Val
Ile
65

Leu
Gly
Cys
Ser
Ala
145
val
Gly
Glu
Ser
Ile
225
Asp
Lys

Lys

Ala
Ser
Ala
Ile
50

Thr
Ile
Gly
Lys
Arg
130
His
Asp
Leu
Leu
Asp
210
Pro
Cys
Glu

Leu

Ala
290

Ser
Ile
Vval
35

Tyr
Asn
Leu
Ala
Asp
115
Arg
Ser
Gly
Pro
Cys
195
Asp
val
Ser
Lys
Thr

275
Thr

Ala
Lys
20

Pro
Ile
Tyr
Asp
Thr
100
Met
Asp
Leu
Trp
Asn
180
Asp
Asp
Leu
Gln
Tyr
260
Ile

Gly

Ser
Arg
Arg
Cys
Arg
Val
85

Ser
Arg
Met
Pro
Thr
165
His
Thr
Leu
Ser
Pro
245
Leu

Tyr

Gly

Thr
Thr
Leu
Pro
Leu
70

Pro
Arg
Asn
Phe
Leu
150
Val
His
Tyr
Arg
Trp
230
Leu
Asp
Asp

Gly

ES 2698 571 T3

Ser
Ser
Pro
Phe
55

Tyr
Leu
Gly
Leu
Glu
135
Phe
Tyr
Trp
Pro
Arg
215
Ile
Val
Val

Ala

Tyr
295

Lys
Arg
Gly
40

Asn
Leu
Gly
Glu
Arg
120
Ile
Ala
Asn
Arg
Ala
200
Val
His
Gly
Ile
Arg

280
Glu

Tyr
Asp
25

Glu

Gly

Val
Asn

105
Phe

Phe
Pro
Ile
185
Leu

Ala

Pro

Arg
265
Pro

Ser

19

Asn
10

Gly
Thr
Pro
Ser
Ile
90

Ser
Ala
Thr
Leu
Val
170
Thr
Leu
Thr
Glu
Ser
250
Glu

Ser

Asp

Ser
Val
Leu
Ile
Leu
75

Ser
Tyr
Leu
Arg
Asn
155
Glu
Phe
vVal
Phe
Asn
235
Gly
Thr
Val

Asp

His
Asn
Ile
Lys

60
Glu

Gly
Lys
Tyr
140
Glu
Glu
Ile
Val
Arg
220
Lys
Lys
Asn

Asn

Ala
300

Ser
Arg
Thr
45

Gly
Thr
Ile
Leu
Gln
125
Ala
Glu
Tyr
Asn
Pro
205
Ser
Thr
Arg
Lys
Ala

285
Tyr

Leu
Asp
30

Asp
Arg
Asp
Glu
Asp
110
Glu
Phe
Lys
Arg
Lys
190
Tyxr
Arg
Val
Asn
Gln
270
val

His

Glu
15

Leu
Lys
Val
Ser
Lys
95

Ile
Gly
Pro
Phe
Arg
175
Cys
Arg
Asn
Ile
Lys
255
Ile
Ala

Asn

Asn
Thr
Glu
Tyr
Ser
80

Met
Thr
His
Leu
Asn
160
Gln
Tyr
Ala
Arg
Val
240
Asp
Ser

Asn

Ala



10

ES 2698 571 T3

Glu Leu Phe Phe Leu Asp Ile His Asn
305 310
Leu Lys Lys Val Lys Asp Ile Val Tyr
325
Trp Leu Ser Ser Leu Glu Ser Thr His
340 345
Val Leu Thr Gly Ala Ile Gln Val Ala
355 360
Ser Ser Val Leu Val His Cys Ser Asp
370 375
Leu Thr Ser Leu Ala Met Leu Met Leu
385 390
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Lys Phe Ala Ser Arg Ile Gly His Gly
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465 470
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Phe Tyr Thr Lys Glu Ile Asn Arg Val
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Arg His Leu Glu Leu Trp Val Asn Tyr
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545 550
Leu Ala Leu Arg Asp Glu Tyr Ile Lys
565
Ala Asn Ser Ala Lys Leu Ser Asp Pro
580 585
Ser Gln Met Met Pro His Val Gln Thr
595 600
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Met Ala Ser Ala Pro Thr Ser Lys Tyr Asn Ser His Ser Leu Glu Asn

Glu Ser Ile Lys Arg Thr Ser Arg Asp Gly Val Asn Trp Asp Leu Ser
20 25 30
Glu Ala Val Pro Arg Leu Pro Gly Glu Thr Arg Ile Thr Asp Lys Glu
35 40 45
Val Ile Tyr Ile Cys Pro Phe Asn Gly Pro Ile Lys Gly Arg Val Tyr
50 55 60
Ile Thr Asn Tyr Arg Leu Tyr Leu Arg Ser Leu Glu Thr Asp Ser Ala
65 70 75 80
Leu Ile Leu Asp Val Pro Leu Gly Val Ile Ser Arg Ile Glu Lys Met
85 90 95
Gly Gly Ala Thr Ser Arg Gly Glu Asn Ser Tyr Gly Leu Asp Ile Thr
100 105 110
Cys Lys Asp Met Arg Asn Leu Arg Phe Ala Leu Lys Gln Glu Gly His
115 120 125
Ser Arg Arg Asp Met Phe Glu Ile Leu Thr Arg Tyr Ala Phe Pro Leu
130 135 140
Ala His Ser Leu Pro Ile Phe Ala Phe Leu Asn Glu Glu Lys Phe Asn
145 150 155 160
Val Asp Gly Trp Thr Val Tyr Asn Pro Val Glu Glu Tyr Arg Arg Gln
165 170 175
Gly Leu Pro Asn His His Trp Arg Ile Thr Phe Ile Asn Lys Cys Tyr
180 185 190
Glu Leu Cys Asp Thr Tyr Pro Ala Leu Leu Val Val Pro Tyr Arg Ala
195 200 205
Ser Asp Asp Asp Leu Arg Arg Val Ala Thr Phe Arg Ser Arg Asn Arg
210 215 220
Ile Pro Val Leu Ser Trp Ile His Pro Glu Asn Lys Thr Val Ile Val
225 230 235 240
Arg Cys Ser Gln Pro Leu Val Gly Met Ser Gly Lys Arg Asn Lys Asp
245 250 255
Asp Glu Lys Tyr Leu Asp Val Ile Arg Glu Thr Asn Arg Gln Ile Ser
260 265 270
Lys Leu Thr Ile Tyr Asp Ala Arg Pro Asn Val Asn Ala Val Ala Asn
275 280 285
Lys Ala Thr Gly Gly Gly Tyr Glu Ser Asp Asp Ala Tyr His Asn Ala
290 295 300
Glu Leu Phe Phe Leu Asp Ile His Asn Ile His Val Met Arg Glu Ser
305 310 315 320
Leu Lys Lys Val Lys Asp Ile Val Tyr Pro Asn Val Glu Glu Ser His
325 330 335
Trp Leu Ser Ser Leu Glu Ser Thr His Trp Leu Glu His Ile Lys Leu
340 345 350
Val Leu Thr Gly Ala Ile Gln Val Ala Asp Arg Val Ser Ser Gly Lys
355 360 365
Ser Ser Val Leu Val His Cys Ser Asp Gly Trp Asp Arg Thr Ala Gln
370 375 380
Leu Thr Ser Leu Ala Met Leu Met Leu Asp Ser Phe Tyr Arg Ser Ile
385 390 395 400
Glu Gly Phe Glu Ile Leu Val Gln Lys Glu Trp Ile Ser Phe Gly His
405 410 415
Lys Phe Ala Ser Arg Ile Gly His Gly Asp Lys Asn His Ala Asp Ala
420 425 430
Asp Arg Ser Pro Ile Phe Leu Gln Phe Ile Asp Cys Val Trp Gln Met
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<210> 4
<211> 3452
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> fuente
<222>1..3452

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar” /nota=“N.° de Registro NCBI : NM_000252.2” /organismo="Homo sapiens"

<400> 4
agagggagcy

ccegagagtt
gaatgagtct
tecetegactt
caatggcece
ggaaacggat
aatgggagygc
catgagaaac
gatcctoacg
tgaagaaaag
gcagggcttg
tgacacttac
agttgcaact

taagacggtc

gagcagggcec
teccaggatgg
attaagagga
ccaggagaaa
attaagggaa
tcttectectaa
gogacaagta
ctgaggtteg
agatacgegt
tttaacgtgog
cccaatcace
cetgetettt
tttaggtece

attgtgcgtt

cggcagecga
cttetgeate
cgtctegaga
cactaatcac
gagtttacat
tacttgatgt
gaggagaaaa
ctttgaaaca
ttecectgge
atggatggac
attggagaat
tggtggttce
gaaatcgaat

gcagtcagcec

gecagectygge
aacttctaaa
tggagtcaat
tgacaaagaa
cacaaattat
tectetgggt
ttectatggt
ggaaggecac
tcacagtctyg
agtttacaat
aacttttatt
gtatcgtgece
tcecagtgetg

tcttgteggt

25

aacggeggty

tataattcac
cgagatctca
gttatttaca
cgtetetate
gtgatctega
ctagatatta
agcagaagag
ccattattty
ccagtggaag
aataagtget
tecagatgatg
teatggatte

atgagtggga

Jegcecggag
actcettgga
ctgaggcetgt
tatgtceccttt
taagaagttt
gaattgaaaa
cttgtaaaga
atatgtttga
catttttaaa
aatacaggag
atgagetectg
accteocggag
atecagaaaa

aacgaaataa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840



agatgatgag
catttatgat
tgaaagtgat
tgttatgegyg
tcattggttyg
aggagccatt
cagtgacgga
cttoctatagy
acataaattt
tectattttt
ttttgaattc
tggtacttte
tgttteottta
taaagaaate
gaattactac
gogttacatg
gctegocaac
gatgooccat
ataaaggcga
ctecatgtag
catattacaa
ttttggaaaa
ttacgtettg
ttattttaaa
agttgetttg
caaattgage
ttttatacca
atttggaaat
tatttttaaa
ttttattttc
gcaaaccoca

gttttcgeaa

aaatateteg
goaagaccoca
gatgcatatc
gaatctttaa
tccagtttgg
caagtagcag
tgggacagga
agcattgaag
gcatctcgaa
cteocagttta
aatgaacaat
ttattcaact
tggtcactga
aatcgagttt
attagatgga
gagcteottag
tctgecaage
gtgcaaacte
tagctgactt
aacttgaact
gaaaactaca
ccctgacace
agaaatacta
atcaaagggyg
gattetetaa
tcagcttect
tcatgagtgy
ttaggggtag
aaactgacag
taaattecttt
aagagagcac

atgttgeotot
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atgttatecag
gcegtaaatge
ataacgccga
aaaaagtgaa
agtctactca
acaaagtttc
ctgetcaget
ggttcgaaatk
taggtcatgg
ttgattgtgt
ttttgattat
gtgaatetge
taaacagtaa
tatatccagt
accccaggat
ccttacgoga
tttetgatcee
acttctgagg
tcatttgggg
aacataatet
gggteccacac
tttaaaaagec
tatatacaat
atatatgttt
gatgaatcea
aggcattacc
tgacttaagg
aaaatgtttt
ggoccagtta
catgagcttg
tgtccaagga

agtcagtcca

ggagactaat
agtggcocaac
acttttctte
ggacattgtt
ttggttagaa
ttcagggaag
gacatccttg
actggtacaa
tgataaaaac
gtggcaaaty
aattttggat
tcgagaaaga
taaagaaaaa
tgccagtatg
caagcaacaa
cgaatacata
cccaactteca
ggggacccty
catttgtaaa
taaactottg
ggcaatcaga
agtttttgaa
atatattttyg
gtggaatgga
aatgtgaaaqg
caaaagcaag
agaaatagct
ccoctaattt
aatatgattt
cctaaaattc
tgtegggage

gctecatctge

26

aaacaaattt
aaggcaacag
ttagacattc
tatcctaatg
catatcaagc
agttcagtge
gceatgetga
aaagaatgga
cacaccgatg
tcaaaacagt
catctgtata
cagaaggtta
ttecaaaaace
cgtcacttgg
cagccgaate
aagcggettg
ccttccagte
gcaccgcatt
aagtagatta
aatatgtgee
agaaaggage
agacaaaatt
tgggcttaat
ttttectgaa
atgcatgtta
gtgtttaagt
gtatagatga
tecagagaag
gecatttttta
ggaatggttt
atcctgetge

caaaatgtag

ctaaactcac
gaggaggata
ataatattca
tagaagaatc
tegttttgac
ttgtgcattg
tgttggatag
taagttttgg
ctgaccgttc
tecectacage
gttgocgatt
cagaaaggac
ccttectatac
aactctgggt
cagtggagca
aggaactgca
cttegcecaaat
agagctcgaa
aaatatttge
ttetagaata
tgagatgagy
tagatttaat
tgaaacaaca
gctgettaace
ctgccaaaarc
aattgccage
gttttteatt
ccetattttta
aatttgecag
tcgggttgtyg
ttaggggaat

ggctaccgte

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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ttggatgcat
gtgttgagcg
tececococteocce
aggeagtttg
agttotattt
gagttaaaac
ttttgtttte
gtttaattgyg
aagtataaga
aaattaacaa
tgaaatttca

attaactgaa

<210>5
<211> 3339
<212> ADN

gagctattge
tattctigaa
accccacgcg
ctttttcagg
gctatctgaa
aatgaagtgt
aatgaattaa
tetaccaagt
aattttatta
agtgtcactc
tgaaaactet

acctaaaaaa

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..3339

ES 2698571 T3

tagagcatca
agtattgtgt
tgcataaaaa
ttgttttgtt
ctaattcatt
tttacaatga
gaaagattaa
aagacatctce
gacattctct
cataaaaaga
ttaatggcaa

232232233232

tccttagaaa
ttatgcattt
ctggttctac
ttatagtatt
tattaagtat
tttgtaaagqg
atatatettt
aaatacagta
tactttttgt
aagctaatac
taatgactaa

aa

tecagtgoece
caatttcaat
aaatttttac
aagtgaaatt
atttgtaaaa
actatttata
gtaaattatt
gtataatgta
aaatgctgta
taatagccta

agacctgetg

agatgtacat
ggtgttggct
ttgaagtacc
ttaaatgcac
gctaaggete
actaatatgg
ttatgtcata
tgaattttgt
aatattteat
aaagattttg

taataaatgt

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3452

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="N.° de Registro NCBI : AF_073996" /organismo="Mus musculus"

<400> 5
cggtgagtte

tggaaaggtt
aatgaatcea
ccteggetec
aatggeecea
gaaacggatt
atgggaggcy
ttgagaaacce
atecttgtaa
gaagagaagt
cagggectge

gagacatacc

gotttottgg
ccaggatgge
ttaagaaagt
caggggagtt
ttaagggaag
ctgctctaat
cgactagtag
tgaggtttge
aacatgcoett
ttaacgtgga
ccaatcacca

ctgectcetttt

ctgacctggce
ttctgcatca
gtctcaagat
actaattact
agtttacatce
acttgatgtt
aggagaaaat
attgaagcaa
tectetggea

tgggtggact

ttggaggata

ggtggttece

tcggageocgyg
gcatctaagt
ggagtecagte
gaaaaagaaqg
acaaattate
cctetyggaty
tcctatgyte
gaaggccaca
cacaatctge
gtttataate
agttttatta

tatcggacct

27

gcattgegygg
ataattcaca
aggatgtgag
ttatttacat
gtetttattt
tgatatcaag
tagatattac
gcagaagaga
cattatttge
cagttgaaga
acaagtgcta

cagatgatga

gatccaggat
ctoecttggag
tgagactgte
atgtcecttte
aagaagtttg
aattgaatat
ttgtaaagat
tatgtttgag
atttgtaaat
atatagaagg
tgagctetgt

tcetaggagyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
€60

720



atcgcaacgt
aaaatggtca
gatgacgaga
atttatgatg
gaaagtgatg
gttatgcgag
cattggttagt
ggtgccattc
agtgacggat
ttctacagaa
cataaatttg
cctattttte
tttgagttca
ggtactttct
gtttctctat
aaagaaatca
aattattaca
cgttacatgg
ctggccaact
gtgccccatg
agataagtga
tgectececatt
catatcacaa
ttctggaaaa
taatttacct
attattttaa
aacagttgct
agccaaattg
aatttttatt
atttttgaaa
aaaaagtgat

atcccatgat

ttagatcceg
ttatgcgectg
aatacctgga
cacgacccag
acgcatatca
aatctttaaa
ccagtttgga
aagtggcaga
gggacaggac
ctattgaagg
catctagaat
ttcagtttat
atgaaggctt
tattcaactg
ggtcgctaat
atcgggtttt
tccgatggaa
agcttttgge
ccgccaagcet
tgcagacgca
aatagctgac
tagaagttca
gaaatcgatg
tcctecatact
ctatataaat
atccaggggg
ttggattatc
cactctgett
ttaccataag
ataaaaggtt
aaggtttgat

ttttgtctaa

ES 2698 571 T3

aaatcggcett
cagtcagcct
tgtgatcagg
tgtaaatgca
aaactcagaa
aaaagtgaaa
gtctactcat
ccaagtgtct
cgctcagcetg
ctttgagata
aggtcatggt
tgactgtgtg
tttgattacc
tgactcgget
taacagcaat
gtatccagtt
tceccagggte
cttgegtgac
tgctgatgcee
cttctgaggg
tctecattctg
actaacatct
gtgtcegtgt
tttttttaca
tctacatata
gagatttgtt
taaaattaat
cttcagcaaa
tggtaaggta
ctcccatcat
ttttttttee

cactgagtca

cctgtactgt
cttgtcggta
gaaactaaca
gtcgccaaca
cttteecttet
gatattgttt
tggttagaac
tcaggaaaga
acatccttgg
ttggtacaga
gataaaaacc
tggcagatgt
gttttggatc
cgagaaagac
aaagacaaat
gccagcatge
aagcagcaac
gattatataa
cccgecttega
gactcactte
ggcatgtgga
tagacttttg
ggcaatcata
aagcactttt
cagtatgtat
tgcaaaatgt
ccaaatgtga
ttccaagagc
aaaagaaaga
ttttcaagag
ctcaacatte

tactcaggtt

28

cgtggattca
tgagtggtaa
aacaaacttc
aggcaacagg
tagacattca
atcccaacat
atatcaagct
gctcggtact
ccatgctgat
aagagtggat
atgctgatge
cgaaacagtt
atctgtatag
agaaacttac
tcaaaaaccc
gtcacttgga
agcccaacce
agaggctcga
ctteccagtte
tggcactgca
caaagtagat
agtatgtgece
aggaaggagt
gcaaagataa
tttgtgggct
attttcctcee
aagatgggta
aaggcgttta
tgaacattte
aagcacattt
tcagctttge

gaaggaaacc

cccagaaaac
aagaaataaa
taagctcatg
aggaggatat
taatattcat
agaagaatct
tgttctgacce
tgtgcactge
gttggacagc
aagttttggce
tgatcgatct
ccccacaget
ctgtcgattt
agaaagaaca
cttctataca
actgtgggtg
agtggagcag
ggaattgcag
gtcacagatg
cttgaactct
ttaaagtgtec
ttctgtaata
Caagaggggyg
aacttaaatt
taattgaaat
agctgcttat
ttactgccaa
aataattgcc
atcattttga
ttatattaag
tttctaaatt

cataaatagc

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
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actgtgcgag gagctggectg gcttcectgetg cttagaggaa tatgttcgeca aacatgectc 2700
tagtcaattc gccttatctg ctgaagtgta ggggcaccgc cttgaatgga tgagctatgg 2760
ctagagcatc tttctttaca gtaatgcccc aggbtgtattc tgtttatgtc tctctgttta 2820
aatggtgtge gtgcataaaa acttgetetg cacattatta cttgaagtac tgggeaattt 2880
gotttttecag gtttttttte attttgtttt gtagtatgaa atggaatttt aaatgeacag 2940
ttctatttga tatccgaact aattcattta gtaaatatat ttgtaaaage taaagttaaa 3000
tcaattaatg ttttacagtg atttgtaaag gattatitat agctaatatg gtttitgtttt 3060
cagtgaatta agagagatta catttatett tgtaaattat tttatgtcat agettaatgg 3120
cctaccaaat gagacatcte aaatataata gtataatgta tggattttgt aagtataaaa 3180
attattagat attcgtttgc ttttitgtaaa cactgtaaat atttcataaa ttaaaatgtg 3240
tcactccata agaagaaaaa actaatacta atagttgaca ggaattggtg aaatttcatg 3300
aaaatatttt cattgcaata aatattaaaa gacctgctg 3339

<210> 6

<211> 1841

<212> ADN

<213> Canis lupus

<220>

<221> fuente

<222> 1..1841

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="N.° de Registro NCBI : XM_850116" /organismo="Canis lupus"

29

<400>

4ggg3ggcgcc cggaccccga gtttccagta tggettetge accaacttet aaatataatt &0
cacactcctt ggagaacgag tctattaaga ggacttctag ggatggagtt aattgggacc 120
tgagtgagge tgttcctega cttecaggag aaactogtat cactgacaaa gaagttattt 180
acatatgtec tttcaatgge cccattaagg gaagagttta catcacaaat tategtettt 240
atttaagaag tttggaaacg gattetgete taatacttga tgtteoctetg ggtgtgatet 300
ccagaattga aaaaatggga ggcgcgacaa gtagaggaga aaattegtat ggtctagata 360
ttacttgtaa agacatgagg aacttgaggt tcgegetgaa acaggaagge cacagcagga 420
gggatatgtt tgagatcctc acaagatacg cctttcecectt ggcocccacagt ctgccaatat 480
ttgecatttet aaacgaagaa aagtttaacg tggatgggtg gacagtttat aatccagteg 540
aagaatacag aaggcagggce ttgeccaate accactggag aataactttt atcaacaagt 600
gctatgaget ctgtgacact tatectgete tettggtggt tecatatoegt gectcagatg 660
acgatctcag gagagttgca acttttagat ccagaaatcg aattccagtg ctgtcatgga 720
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ttcatccaga aaacaagacg gtcattgtge getgcageca gectettgte ggaatgagtg 780
gtaaacggaa taaagatgat gagaagtatc tcgatgttat cagggagact aacagacaaa 840
tttctaaact cacaatctat gatgccagac ccaatgtaaa tgcegtggee aacaaggcaa 200
caggaggagqg atatgaaagt gatgatgcat atcataacge cgaacttttce ttcttagaca 960
ttcataacat tcatgttatg cgggaatctt taaaaaaagt caaagacatc gtttatcceta 1620
atgtggaaga gtctcactgg ctgtecagtt tggagtctac ccattggtta gaacatatca 1080
agettgtttt gacgggagec attcaagtag cagacagagt ttcttcaggg aagagetcag 1140
tgeoteogtgea ctgcagegat ggatgggaca ggactgecca getgacgtee ttggecatge 1200
tgatgetoga cagettctat cggagecatcg agggetttga aatattggta caaaaggaat 1260
ggataagttt tggacataag tttgcatcta gaataggtca tggtgataaa aaccacgeeg 1320
acgcetgaceg gtctceotatt tttotoccagt ttattgattg tgtatggcaa atgtcaaaac 1380
agtteccoctac agettttgaa ttcaatgaac gatttttgat tacaattttg gatcatetgt 1440
atagttgeog gtttggtace ttettgtaca actgtgaate tgotcgggaa aaacagaaag 1500
tgacggaacy aacagtatcet ttatggtcac tgataaacag taataaggac aaattcaaaa 1560
atcccttcta tactaaagaa atcaatcgag ttttatatcc agttgccagt atgcgtcact 1620
tggaactttg ggtgaattac tacattagat ggaaccccag gatcaagcaa caacagecca 1680
acccagtgga gcagcggtac gtggagetgt tggecttgeg tgacgaatac atacagegge 1740
tegaggaget gcagcetcegee ageteggceca agotgcocega cccoctcegace tcaccggecy 1800
ggccctegea gatgatgecg cacgtgegeca cacacttcectg a 1841
<210>7
<211> 821
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> N.° de Registro NCBI: NP_000061.1
<400> 7
Met Pro Thr Val Ile Ser Ala Ser Val Ala Pro Arg Thr Ala Ala Glu
1 5 10 15
Pro Arg Ser Pro Gly Pro Val Pro His Pro Ala Gln Ser Lys Ala Thr
20 25 30
Glu Ala Gly Gly Gly Asn Pro Ser Gly Ile Tyr Ser Ala Ile Ile Ser
35 40 45
Arg Asn Phe Pro Ile Ile Gly Val Lys Glu Lys Thr Phe Glu Gln Leu
50 55 60
His Lys Lys Cys Leu Glu Lys Lys Val Leu Tyr Val Asp Pro Glu Phe
65 70 75 80
Pro Pro Asp Glu Thr Ser Leu Phe Tyr Ser Gln Lys Phe Pro Ile Gln
85 90 95
Phe Val Trp Lys Arg Pro Pro Glu Ile Cys Glu Asn Pro Arg Phe Ile
100 105 110
Ile Asp Gly Ala Asn Arg Thr Asp Ile Cys Gln Gly Glu Leu Gly Asp

30



Cys
Leu
145
Gly
Val
Lys
Tyr
Thr
225
Ile
Glu

Thr

Asp
305
Gln

Ser

Trp
Ala
385
Tyr
Thr

val

Mat
Ala
Gln
545
Tyr
Lys

Pro

Trp
130
Phe
Ile
Ile
Ser
Ala
210
Glu
Arg
Arg
Tyr
Met

290
Pro

Tyr
val
val
Ser
370
Arg
Glu
Ala
Asn
Fhe
450
Glu
Val
Ser
His
Sar
530
Arg
Glu
Arg
Val

Asn
610

115
Phe

Arg
Phe
Asp
Asn
195
Lys
Ala
Asp
Gly
Gly
275
Val
Arg
Glu
Thr
Arg

355
Agp

Asp
Asp
Glu
435
Pro
Glu
Ala
Leu
Gly
515
Lys
Phe
Pro
Asn
Lys

595
Ser

Leu
Val
His
Asp
180
His
Leu
Met
Ala
Ser
260
Thr
Arg
Gly
Thr
Gly
340
Leu
Axg
Gln
Phe
Ala
420
Gly
Asp
Asp
Leuy
Phe
500
Asn

Ala

His
Leu
580
Lys

Asn

Ala
Tle
Phe

165
Cys

His
Glu
Pro
245
Leu
Ser
Asn
Ser
Arg
325
Leu
Arg
Trp
His
Ile
405
Leu
Arg
Thr
Asp
Met
485
Thr
Lys
Arg
Leu
Gln
565
Ser

Lys

Lys

Ala
Pro
150
Gln

Leu

Gly
Asp
230
Ser
Met
Pro
Met
Asp
310
Met
Asp
Asn
Lys
Gln
390
Tyr
Gln
Trp
FPhe
Asp
470
Gln
Ile
Gln
Ser
Pro
550
Glu
Glu
Lys

Glu
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Ile
135
His
Phe
Pro
Glu
Ser
215
Phe
Asp
Gly
Ser
Asp
295
Glu
Ala
Glu
Pro
Asp
375
val
His
Ser

val

TIp
455
Pro
Lys
Gly
His
Lys
535
Pro
Gly
Glu
Thr

Leu
615

120
Ala

Asp
Trp
Thr

Phe
200

Tyr
Thr
Met
Cys
Gly

280
Asn

Thr
Phe
Asp
Arg
440
Thr
Asp
Asn
Phe
Leu
520
Thr
Ser
Glu
val
Lys

600
Gly

Cys
Gln
Arg
Tyr
185
Trp
Glu
Gly
Tyr
Ser
265
Leu
Ser
Pro
Gly
Pro
345
Gly
Ser
Glu
Thr
Lys
425
Gly
Asn
Asp
Arg
Ala

505
Gln

Tyx
Glu
Phe
Glu
585

Pro

val

Leu
Ser
Tyr
170
Asn
Ser
Ala
Gly
Lys
250
Ile

Asn

Thr
Leu
330
Phe
Gln
Phe
Asp
Lys
410
Leu
Cys
Pro
Ser
Arg
490
Ile
Lys
Ile
Tyr
Ile
570
Asn

Ile

Asp

31

Thr
Phe
155
Gly
Asn
Ala
Leu
val
235
Ile
Asp
Met
Leu
Arg
315
val
Lys
val
Val
Gly
395
Leu
Gln
Ser
Gln
Glu
475
Lys
Tyr
Asp
Asn
val
555
Leu
Thr

Ile

Gln

Leu
140
Ile
Glu

Gln

Lys
220
Ala
Mat
Asp
Gly
Gln
300
Thr
Arg
Gly
Glu
Asp
380
Glu

Glu

Ala
Tyr
460
Val
Asp
Glu
Phe
Met
540
Ile
Arg
Ile

Phe

Glu
620

125
Asn

Glu
Tzp
Leu
Leu
205
Gly
Glu
Lys
Gly
Glu
285
Asp
Ile
Gly
Glu
365
Lys
Phe
Ile
Trp
Gly
445
Ile
Arg
val
Phe
525
Arg
val
Val
Ser
Val

605
Ser

Gln
Asn
Val
val
190
Glu
Gly
Phe
Lys
Thr
270
Leu
Ser
Ile
His
Lys
350
Asn
Asp
Trp
Cys
Thr

430
Gly

Cys
Lys
Pro
510
Leu
Glu
Pro
Phe
Val
590

Ser

Glu

His
Tyr
Asp
175
FPhe
Lys
Asn
Phe
Ala
255
Asn
Ile
Asp
Pro
Ala
33%
Val
Gly
Glu
Met
Asn
415
Val
Cys
Lys
Ser
Leu
495
Lys
Tyr
Val
Ser
Ser
575
Asp
Asp

Glu

Leun
Ala
160
Val
Thr
Ala
Thr
Glu
240
Ile
Mat
Ala
Leu
Val
320
Tyr
Lys
Ser
Lys
Ser
400
Leu
Ser
Arg
Leu
Phe
480
Gly
Glu
Asn
Ser
Thr
560
Glu
Arg
Arg

Gly
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Lys
625
Pro

Gly
Gly
Ile Phe

Leu Lys

Lys
Ser
Lys

Lys

Thr Ser

Ser Asp
645
Gln Ile
660

Val Leu

675

Thr His
690
Asp Thr
705

Trp Asn

Asp Gln

Asp Ala

Gly
Asp
Lys
Ser

Gly

Phe Thr

Gly Ser

Ile Lys
725
Gly Thr
740

Phe His

755

Tyr
770
Cys Phe
785
Lys Asp

Leu Thr

<210> 8
<211> 3316
<212> ADN

Ala
vVal
Gly

Met

Asp Lys

Arg Leu

Asp Gly
805
Tyr Ala
820

<213> Homo sapiens

<220>
<221> fuente
<222>1..3316

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="N.° de Registro NCBI: NM_000070 " /organismo="Homo sapiens"

<400> 8
cactctettt

ttgetteaga
ctoggttttt
ggatgtggac
tectttectt
cttgccatge
tecececaggge
ccaagtggca
aagacatteg
gagtteccace
tggaagagac

actgacatct

cteteteect
aatcctttag
aagatggaca
acttttetet
gaaggtaget
cgaccgteat
cagttecctea
tctattcage
agcaacttca
ecggatgagac
ctcoggaaat

gtcaaggaga
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Pro

630
Gln

Asp
Glu
Ala Gly
Asn Thr

Glu
695
Lys

Leu

Gly
710
Ala Trp

Ile Asn

Leu Asn
Met
775
Gly

His

Glu
790

Ile Ile

Lys
Ser
Asp
Val
680
Ser
Leu
Gln
Ser
Asn
760
Asn

Met

Lys

Gln
Glu
Asp
665
val
Cys
Asn
Lys
Tyr
745
Gln
Ile

Phe

Leu

Lys
Glu
650
Met
Asn
Arg
Leu
Ile
730
Glu
Leu
Asp

Arg

Asn
810

Gln
635
Gln
Glu
Lys
Ser
Gln
715
Phe
Met
Tyr
Phe
Ala

795
Val

Ser
Gln
Ile
His
Met
700
Glu

Lys

Asp
Asp
780
Phe

Leu

Pro
Gln
Cys
Lys
685
Ile
Phe
His
Asn
Ile
765
Ser
His

Glu

Gln
Phe
Ala
670
Asp
Ala
His
Tyr
Ala
750
Ile

Phe

Ala

Trp

Pro
Arg
655
Asp
Leu
Leu
His
Asp
735
val
Thr
Ile

Phe

Leu
815

Gln
640
Asn
Glu
Lys
Met
Leu
720
Thr
Asn
Met
Cys
Asp

800
Gln

ctggeatgea
cactcattte
taacctgtac
cagatgacag
gtatcttatt
tagcogeatet
cecggeceag
catcatcage
caagaaatgt
ctctetcttt
ttgcgagaat

gctaggggac

tgetgetyggt
tcaggagaac
gacettetga
aattactcecca
ttctttaaaa
gtggctccaa
agcaaggcca
cgeaatttte
ctagaaaaga
tatagccaga
ccecgattta

tgctggttec

32

aggagaccce
ttatggette
tgggetttea
acttecocctt
agetttttet
ggacageggce
ctgaggetgg
ctattategg
aagttcttta
agttccccat
tcattgatgg

tcgcagecat

caagtcaaca
agaatcacag
actttgaact
tgcagttget
tccaaageca
tgagececyg
qugtggaaac
agtgaaagag
tgtggacect
ccagttegte
agccaacaga

tgcctgectg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660

720



accctgaace
tacgcaggga
gatgactgec
gagttctgga
ctgasaggtg
tttgagatca
ggctooctaa
totggtotga
ctcocaggact
coggttoagt
acggggctag
ccgtggggee
gtggacaaag
atgtcctatg
gatgetotge
gtacggggtt
cagtagagte
agcttcocectgg
ctettocaceca
cacctgcaga
aacatgoggy
tccacctacg
aaccteotcotyg
accaagocoa
caggagtcag
ccacagoctyg
aagcagatag
acagtogtga
agcatgattg
cacctotgga

teceggeacea

ageaccttet
tottoccactt
tgccaacgta
gtgetectget
ggaacacoac
gggatgetoe
tgggctgcte
acatggggga
cagacetcga
atgagacaag
atgaggtcoce
aggtggagtg
atgagaaggc
aggatttcat
agtctgacaa
gcteotgeogy
tgaagotect
tggcocctgat
ttggeoctteoge
aggacttett
aggtgtccoa
agccccacca
aggaagttga
teatcttegt
aggagggcaa
goagototga
caggagatga
acaaacacaa
cgetcatgga
acaagattaa

tcaacagcta
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ttteagagte
ccagttetgy
cascaatcas
ggagaaggct
agaggccatyg
tagtgacatg
cattgatgat
gttgattgeoa
ccocagagge
aatggceotge
gttcazaggt
gaacggttct
caogtetgoag
ctaccattte
gottcagace
aggctgeoge
ggaggaggac
goagaagaac
catctacgag
cctgtacaac
gogottooge
goagggggaa
aaataccate
ttoggacaga
aggcaaaacs
toaggaaagt
catggagatc
ggacctgaag
tacagatggc
ggcctggeay

cgagatgaga

Ataccccatg
cgctatggag
ctggttttca
tatgctaage
gaggacttca
tacaagatca
ggcacgaaca
eggatggtaa
tcagatgaaa
gggetggtea
gagaaagtga
tggagtgata
caccaggtca
acaaagttgqg
tggacagtgt
aacttcccag
gatgacectg
cggcggaagg
gtteccaaag
gcctcocaagy
ctgectecca
ttcatectee
tocegtggate
grnaaacagca
agecctgata
gaggaacagc
tgtgcagatg
acacacgggt
tctggaaage
aaaattttca

aztgcagtca

33

atcaaagttt
agtgggtgga
ccaagtccaa
teccatggtte
caggaggggt
tgaagaaagc
tgacctatgg
ggaatatgga
gacegacceg
gaggtcacgc
agctggtgeg
gatggaagga
ctgaggatgg
agatctgcaa
ctgtgaacga
atactttctg
atgactcgga
accggaaget
agatgcacgg
ccaggagcaa
gcgagtacgt
gggtcttete
ggccagtgaa
acaaggagcet
agcaaaagca
aacaattceg
agctcaagaa
tcacactgga
tcaacctgca
aacactatga

acgacgcagg

catcgaaaac
cgtggttata
ccaccgeaat
ctacgaagct
ggcagagttt
catcgagaga
aacctctect
taactcactg
gacaatcatt
ctactctgte
gctgeggaat
ctggagettt
agagttctgg
cctcacggee
gggecgetyy
gaccaaccct
ggtgatttge

aggggccagt

gaacaagcag
aacctacatc
catcgtgece
tgaaaagagg
aaagaaaaaa
gggtgtggac
gtccccacag
gaacatttte
ggtecttaac
gteetgeegt
ggagttccac
cacagaccag

attccaccte

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580
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15

20

25

30

35

aacaaccagc
tttgacagtt
tttgacaagg
atgtatgoct
tttcaccata
gottecagge
cggtcatgec
cctttgeooat
gtgctoctge
cctoottgtyg
accagcactg

ttgggetgte

atgtgtatgg

<210>9
<211> 22
<212> ARN

tctatgacat
toatetgetyg
atggagatgg
gaaccaggot
tattteocaaa
acctcateag
tagcctgace
gtggaggaaa
ttaccttget
ctagagooot
ggttctactg

caactceataa

ctggte

<213> Homo sapiens

<220>
<221> fuente
<222>1..22

<223> /mol_tipo="otro ARN" /nota="N.° de Registro: MIMT0000241" /organismo="Homo sapiens"

<400> 9

auaagacgag caaaaagcuu gu

<210>10
<211> 22
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> fuente
<222>1..22
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cattaccatyg
cttegttagy
tatcatcaag
ggoctoatoo
gaoatttaoa
teatgetact
ctttagtaaa
gtgectgect
ctaggetgte
ccatcacett

octgtggggta

gtttggeotge

22

cggtacgcag
ctggagggca
ctcaacgttc
saagocatgo
tcaaaggace
cotocatttt
goaatgaggt
ctggtccgag
tgcagaagca
cacgotgteoo
aactaactca

attttgaaaa

acaaacacat
tgttcagage
tggagtggct
aggatcacte
cagcagatac
acccoctace
aggaagaaca
cegecteggt
cctgeeggtg
caccatggge

gtggaatagg

aagcetgatet

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /organismo="Homo sapiens"

<400> 10

acaagctitt tgctegtett at

<210> 11
<211> 1050
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> fuente
<222>1..1050

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="Promotor de Desmina" /organismo="Homo sapiens"

<400> 11

22

34

gaacatcgac
ttttcatgea
goagctcace
aggatttoag
accoctacag
catocttgat
aacccttgte
totgaagoga
gcactcagca
caggaaccaa
gotggttact

aaataaagge

2649
2700
2760
2820
28890
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3316
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cccccacage teoctetectg tgecttgttt cccagecatg cgttecteocte tataaatace 60
cgctetggta tttggggttg geagetgttg ctgccaggga gatggttggg ttgacatgeg 120
gcteoctgaca aaacacaaac cectggtgtg tgtgggegrtyg ggtggtgtga gtagggggat 180
gaatcaggga gggggcyggag gacccagggg geaggageca cacaaagtot gtgegggggt 240
gggagcegcac atagcaattg gaaactgaaa gettatcaga ccotttetgg aaatcagece 300
actgtttata aacttgaggc cccaccctcg acagtaccgg ggaggaagag ggcctgcact 360
agtccagagg gaaactgagg ctcagggcca gctcgocccat agacatacat ggcaggcagg 420
ctittggccag gatcectcoceg cctgoccagge gtectecctge ccteccttoc tgeoctagaga 480
ccececaccet caagectgge tggtettitge ctgagaccca aacectetteg acttcaagag 540
aatatttagg aacaaggtgg tttagggecect ttcocctgggaa caggcocttga cectttaaga 600
aatgacccaa agtetectect tgaccaaaaa ggggacccte aaactaaaqg gaagectete 660
ttctgctgte tcccocctgace ccactcccoce ccacccoccagg acgaggagat aaccagggcet 720
gaaagaggce cgoctggggg ctgcagacat gettgetgecce tgococctggeg aaggattggt 780
aggcttgcecece gtcacaggac cccegectgge tgactcaggg gegecaggect cttgoeggggg 840
agctggecte cecgeecceca cggecacggg cegeccttte ctggeaggac agegggatcet 500
tgeagctgte aggggagggg aggegggggce tgatgtcagg agggatacaa atagtgeoega 960
cggcetggggg cectgtectee cctegeegea tcocactetee ggecggecge ctgecegecyg 1020
cctecctecegt gocgoccgoca goctcgococg 1050
<210>12

<211> 1654

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..1654

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="Promotor de calpaina 3" /organismo="Homo sapiens"

<400> 12

cacatgcctec cactetgcca tacttgaaat gtgctcatcet cecttacagec cagggagcag 60
ctattgtggg tagaagacaa ggtggaggcc aggcaggcac ttcccttcecc cagagccact 120
tatgctctca tctaagagcc ctgaaaccag gtgtgacatc ccaggagttg acagacagtc 180

35
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tggttcagta
tcaacatata
gtgactttaa
goctggtite
gatgatgtta
agtotecttte
tgecctectgg
accogecgec
tggecatget
tgcagagatt
coccagtgtte
gagacaggga
caatgagcge
tctgatatee
tgtagaatte
catttgatgg
ttetcagett
accagcactt
ctettgeteot
atcttcagge
tgctggtagg
ggagaactta
cttotgatgg
tactccaact

tttaaaaage

<210>13
<211> 805
<212> ADN

tctaattcea
acctgtacag
cgaaaacata
actatacagt
agtgaggatt
tgtecacetgyg
gttcaagcaa
acaccogget
ggtctcgaac
agagacgtga
attttgtgga
ttttetcasaa
tgacccaaga
taaaatttta
agtacctcec
ccagtagttyg
ctttocagty
catggraaca
catactcaca
cactgaaaca
agacccccaa
tggettcaga
gettteoaact
toccotttge

tttttettec

<213> Homo sapiens

<220>
<221> fuente
<222>1..805

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="promotor de ARNmi206" /organismo="Homo sapiens"

<400> 13
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acttctgtet
taagtectca
cegtgtgety
acatcatttt
ttototgete
getggagtge
ttottetgte
tatttttgta
tecktgacete
gocacatgge
tggggagaga
tgaggactot
acattctaaa
ggactaaaaa
gttcacceta
ggtggtotgt
ttocaccttac
gaaatgtecoe
gtgtttette
caaccctcac
gtcaacattyg
atcacageto
ttgaactgga
agttgettoco

aaagocactt

cagatgocta
cttaacatca
tagggactta
gottaaagte
aggtgoactt
agtggogoga
tocagectoee
tttttagtag
atgtgatceca
coagcaggac
caagaggtgyg
gotgagtago
aaagatacca
tcatgttete
actagehttt
ataactgoet
tocagatacte
tagocaggtt
agatetattt
tetectttete
cttcagaaat
ggtttttaag
tgtggacact
tttocttgaa

goca

36

atgtggcatg
ttgataggtg
actettgttet
acagottacyg
tttttttttt
totgggtteoa
aagtagctgg
agacagggtt
cecgoctegy
cactttttag
caaggtcoaag
attttocatyg
aatctaacat
taaaattcac
ttgeaatatt
actcaataac
cattttoatt
ctotototac
ttagttttce
tetecetetg
cectttageoac
atggacataa

tttototoag

ggtagetgta

gctgaatgag
cttgtaaact
atatcagtta
agaacctate
tttaagacgg
ctacaacote
gattacagge
tcactattgt
cctoccaaag
cagattcagt
tgtgeaggta
cagacattta
tgaataatgt
agaatatttt
gttttccatt
atgtoagoag
ttetggeasac
catgecagtet
tggotcaage
gcatgecatge
tocatttetoa
coetgtacgac
atgacagaat

tottatttte

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1654
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gggggccaac
caaagttcaa
acagcetgeca
atgggcetagg
tggaatgcetg
gtaggaagta
gaaaatttct
ttaazaaaga
taacaaagga
ttatetgtga
cagatttatt
gtgatcttct
acttcoctgaga

tatccccata

<210> 14
<211>1812
<212> ADN

tcttcocctttg
aaccccatct
atgtcectea
gggagcagaa
gatgggecage
caggaggygcc
ctgttggatt
atcacattca
ctggatagac
acaaacagta
tcagcatgat
cgctaagagt
tgcgggetgc

tggattactt

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..1812
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gcatatgttt
ccctceccagee
tecottetgag
gocogacaaa
tgotgeccat
ggtgtgtttce
ctctcttctt
aaatgcacaa
tgtagetgea
ggaaggattt
ttggteggge
ttcctgectyg
ttctggatga

tgcta

ccccattttce
agggtggeca
gectcaggect
aggatcctte
caacaageac
taagcatgag
tttaattttc
aaacagcage
caagaataag
ggtcccaage
gggggggatt
ggcaaggagyg

cactgecttec

tggcagagaa
tccagaccct
cacagattgt
ccacagtgaa
ccaaaacaga
tggctctctg
cckttcactgg
agtgaattaa
ccagggaaac
agcactgeca
taggatgagt
aaagatgcta

cgaggcocaca

tcagatacca
gagtggctca
ggggcaggty
caatggtget
tagacgtaca
cgtgaatgtg
atcccaaaca
ttagtagtaa
gtggtgctge
ttectecacaa
tgagatccca
caagtggccc

tgecttettta

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="ORF MTM1" /organismo="Mus musculus"

<400> 14
atggettetg

aaagtgtectc
gagttactaa
ggaagagttt
ctaatacttg
agtagaggag
tttgeattga
goetttocte
gtggatgggt

caccattgga

catcageate
aagatggagt
ttactgaaaa
acatcacaaa
atgtteoctet
aaaattocta
agoaagaagyg
tggcacacaa
ggactgttta

ggataagttt

taagtataat
cagtcaggat
agaagttatt
ttatagtett
gggtgtgata
tggtotagat
gcacagoaga
tetgocatta
taatccagtt

tattaacaag

tcacactoot
gtgagtgaga
tacatatgte
tatttaagaa
tocaagaattg
attacttgta
agagatatgt
tttgeatttyg
gaagaatata

tgctatgage

37

tggagaatga
ctgtcecteg
ctttoaatgg
gtttggaaac
aaaaaatggg
aagatttgag
ttgagataot
taaatgaaga
gaaggcagygg

tctgtgagac

atccattaag
gotocccaggy
coccattaag
ggattetget
aggogogaca
saacctgagg
tgtaaaaocat
gaagtttaac
cctgeeccaat

ataccctgect

60
120
180
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780

805

60
120
180
240
300
3860
420
480
540

600
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20

25

cttttggtgg
tccoccgaaate
cgctgcagtc
ctggatgtga
cocagtgtaa
tatcaaaact
ttaaaazaag
ttggagtcta
goagaccaay
aggaccgete
gaaggcetttg
agaataggtc
tttattgact
ggctttttga
aactgtgact
ctaattaaca
gttttgtate
tggaatccea
ttggccttge
aagcttgectg
acgcacttct

<210> 15
<211> 22
<212> ADN

tteccctateg
ggcttcetgt
agcctcttgt
tcagggaaac
atgcagtege
cagaacttte
tgaaagatat
ctcattggtt
tgtcttcagg
agcetgacate
agatattggt
atggtgataa
gtgtgtggca
ttaccgtttt
cggctocgaga
gcaataaaga
cagttgecag
gggtcaagca
gtgacgatta
atgcccoccoege

ga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..22

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="directo de AAV" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 15

ctecatcact aggggttect tg

<210> 16
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..18

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="inverso de AAV" /organismo="Secuencia artificial"

ES 2698571 T3

gacctcagat
actgtcgtgg
cggtatgagt
taacaaacaa
caacaaggea
cttettagace
tgtttatecc
agaacatatc
aaagagcteg
cttggecatg
acagaaagag
aaaccatget
gatgtcgaaa
ggatcatectg
aagacagaaa
caaattcaaa
catgegteac
gcaacagooc
tataaagagg

ttcgacttecc

22

gatgatctta
attcacccag
ggtaaaagaa
acttetaage
acaggaggag
attcataata
aacatagaag
aagcttgttc
gtacttgtge
ctgatgttgg
tggataagtt
gatgcetgate
cagttccececa
tatagetgte
cttacagaaa
aacocottet
ttggaactgt
aacccagtgg
ctcgaggaat

agttegtcac

38

ggaggatcge
aaaacaaaat
ataaagatga
tcatgattta
gatatgaaag
tteocatgttat
aatctcattg
tgaccggtge
actgcagtga
acagcettceta
ttggocataa
gatctcotat
cagcttttga
gatttggtac
gaacagttte
atacaaaaga
gggtgaatta
agcagegtta
tgcagctgge

agatggtgce

aacgtttaga
ggtcattatyg
cgagaaatac
tgatgcacga
tgatgacgea
gogagaatcot
gttgtccagt
cattcaagtg
cggatgggac
cagaactatt
atttgeoatct
ttttetteag
gttcaatgaa
tttcttattc
tctatggtcy
aatcaategg
ttacatecga
catggagett
caactccgece

ccatgtgcag

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

igiz
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<400> 16
gtagataagt agcatgge 18

<210> 17

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..17

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="sonda de AAV" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 17
tagttaatga ttaaccc 17

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="directo de Titina" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 18
amaacgagca gtgacgigag c 21

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="inverso de Titina" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 19
ttcagtcatg ctgctagege 20

<210> 20

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="Sonda de titina" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 20
tgcacggaag cgtctegtcet cagtc 25

<210> 21

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<221> fuente

<222>1..16

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="CAPN3sfr.f " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 21
cgectecaag geeegt 16

<210> 22

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..16

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="CAPN3sfr.r " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 22
ggeggaagoeg ctggcet 16

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="MGBTUCAPN3.p " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 23
ctacatcaac atgagagagg t 21

<210> 24

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..16

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="CAPN3.f " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 24
cgcctccaag gecagg 16

<210> 25

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..16

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="CAPN3.r " /organismo="Secuencia artificial

<400> 25
ggeggaageg ctggga 16

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

40
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<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="CAPN3.p " /organismo="Secuencia artificial"

<400> 26
tacatcaaca tgcgggaggt 20

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="MH181PO.F" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 27
ctccaageag atgecagcaga 20

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="M267P0O.R" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 28
accatgatge gcaaggcetat 20

<210> 29

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..22

<223> /mol_tipo="ADN sin asignar" /nota="M225P0O.p" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 29
ccgtggtgcet gatgggeaag aa 22
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REIVINDICACIONES

1. Sistema de expresién para administraciéon sistémica que comprende una secuencia que codifica la miotubularina,
bajo el control de:

- una secuencia promotora que permite la expresion a un nivel terapéuticamente aceptable de miotubularina en
los musculos esqueléticos y que presenta una actividad promotora a un nivel téxicamente aceptable incluso nulo
en el corazén; o

- una secuencia promotora que permite la expresioén a un nivel terapéuticamente aceptable de miotubularina en
los musculos esqueléticos, y una secuencia diana de un ARNmi expresado en el corazon.

2. Sistema de expresion de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizado por que la miotubularina presenta la
secuencia SEQ ID NO: 1,20 3.

3. Sistema de expresion de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 caracterizado por que comprende al menos una
secuencia diana del miR208a, de forma ventajosa de secuencia SEQ ID NO: 10.

4. Sistema de expresion de acuerdo con la reivindicacion 3 caracterizado por que comprende el promotor de la
desmina, de forma ventajosa de secuencia SEQ ID NO: 11.

5. Sistema de expresién de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado por que comprende la
secuencia promotora del gen de la calpaina 3, de forma ventajosa de secuencia SEQ ID NO: 12, o la secuencia
promotora de miR206, de forma ventajosa de secuencia SEQ ID NO: 13.

6. Sistema de expresion de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes caracterizado por que comprende
un vector que presenta un tropismo superior para los musculos esqueléticos que para el corazoén.

7. Sistema de expresién de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes caracterizado por que comprende
un vector viral, de forma ventajosa un vector viral adeno-asociado (AAV).

8. Sistema de expresion de acuerdo con la reivindicacion 7 caracterizado por que comprende un vector AAV de
serotipo 8 0 9.

9. Composicion farmacéutica que comprende un sistema de expresion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a8.

10. Sistema de expresién de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso como medicamento.
11. Sistema de expresion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en terapia genética.
12. Sistema de expresion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento de una
enfermedad neuromuscular, de forma ventajosa una miopatia, de forma incluso mas ventajosa miopatia miotubular

(XLMTM).

13. Sistema de expresion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11 o 12 caracterizado por que el sistema de
expresion se administra por via sistémica, de forma ventajosa por inyeccion intravenosa.
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