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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para el tratamiento de trastornos por expansion de repeticiones de nucleétidos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para el tratamiento de trastornos por expansion de
repeticiones de nuclestidos tales como la distrofia miotdnica.

Antecedentes de la invencion

Las expansiones de repeticiones de nucleétidos, especialmente las expansiones de repeticiones de trinucledtidos,
estan implicadas en mas de dos docenas de trastornos neurolégicos y del desarrollo. Un enfoque que se ha propuesto
para tratar estas enfermedades es acortar las repeticiones a longitudes no patoldgicas utilizando nucleasas altamente
especificas (véase, para una revision, Richard G.F., Trends Genet. 31(4):177-186, abril de 2015).

Se han utilizado en tales estrategias nucleasas altamente especificas, tales como meganucleasas, y las nucleasas
ZFN, TALEN y CRISPR-Cas9. Sin embargo, estas ultimas fueron consideradas por el experto en la materia como
inapropiadas para la escisién de expansiones de repeticiones de trinucledtidos (véase Richard, citado supra).
Globalmente, los TALEN se han considerado una herramienta mas prometedora para el acortamiento de las
repeticiones de nucleétidos.

Contra este fuerte prejuicio los presentes inventores demuestran que el sistema CRISPR-Cas9 puede implementarse
para escindir expansiones de repeticiones de nucledtidos del ADN gendmico, proporcionando de esta manera una
potente e inesperada herramienta para el tratamiento de los trastornos por expansion de repeticiones de nucledétidos.

Compendio de la invencion

Los inventores han demostrado que, frente al fuerte prejuicio desarrollado anteriormente, el sistema CRISPR-Cas9
puede resultar eficiente para el tratamiento de los trastornos por expansion de repeticiones de nucleétidos.

En un aspecto, en la presente memoria se describen moléculas de ARN guia monocatenario (ARNgm) utiles para
escindir especificamente una expansién de repeticiones de nucledtidos, especialmente una expansion de repeticiones
de trinucledtidos, de una region no codificante de un gen de interés. Las moléculas de ARNgm descritas en la presente
memoria son capaces de unir mediante apareamiento de bases un complemento de secuencia a una secuencia
(protoespaciador) diana de ADN gendmico que se encuentra situada 5’ o 3’ respecto a la expansion de nucleétidos
diana y son capaces de atraer una endonucleasa Cas9 a, o a un sitio proximo a, el sitio de hibridacion entre el ARNgm
y el ADN genomico. Las moléculas de ARNgm de la invencién comprenden la totalidad de los elementos de secuencia
apropiados para inducir roturas en la doble cadena mediadas por Cas9 en la vecindad del sitio de complementariedad.
En particular, la presente solicitud describe parejas de ARNgm apropiadas para realizar una escision de la expansion
de repeticiones de nucledétidos presente en la region no codificante del gen de interés, en el que la pareja de ARNgm
comprende un primer ARNgm que es complementario a una secuencia de ADN gendmico situada 5’ respecto a la
expansion de repeticiones de nucledtidos y un segundo ARNgm que es complementario a una secuencia de ADN
genodmico situado 3’ respecto a la expansion de repeticiones de nucledtidos.

En una realizacion particular, la molécula de ARNgm comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO:1 a NO:4. En otra realizacion particular, la molécula de ARNgm presenta la secuencia mostrada en
cualquiera de las SEQ ID NO:5 a NO:8.

Otro aspecto descrito en la presente memoria es la utilizacion del sistema CRISPR-Cas9 para escindir una expansion
de repeticiones de nucleétidos. En particular, la expansion de repeticiones de nucledtidos se encuentra dentro del
ADN gendmico de una célula diana, mas particularmente dentro de una region no codificante de un gen presente en
dicho ADN gendémico.

Segun un aspecto adicional, en la presente memoria se describe un método para escindir una expansion de
repeticiones de nucledtidos respecto de una region no codificante de un gen en el ADN genémico de una célula,
implementando dicho método el sistema CRISPR-Cas9. El método puede comprender la introduccién en la célula de
una pareja de moléculas de ARNgm y un gen codificante de una endonucleasa Cas9.

En otro aspecto, en la presente memoria se describe un método para el tratamiento de un trastorno por expansién de
repeticiones de nucledétidos, en el que dicha repeticion se escinde respecto de un gen de interés, que comprende tal
expansion de repeticiones de nucledtidos, utilizando al menos una pareja de moléculas de ARNgm tal como se ha
descrito anteriormente y una endonucleasa Cas9.

Mas especificamente, los usos y métodos de la invencidon pueden comprender la introduccién en una célula, tal como
una célula de un sujeto que lo necesita:

(i)  Una primera molécula de ARNgm,
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(i)  Una segunda molécula de ARNgm, y
(iii) Una endonucleasa CRISPR/Cas9,

en donde dichos primer y segundo ARNgm son complementarios a una secuencia situada 5’ y 3’ respecto a dicha
expansion de repeticiones de nucleétidos, respectivamente, resultando apropiados de esta manera para escindir dicha
expansion de repeticiones de nucleétidos.

En una realizacion particular, la expansion de repeticiones de nucleétidos se encuentra dentro de un intrén o una
region 3’ no traducida del gen de interés. En una realizacion mas particular, la expansion de repeticiones de nucleotidos
se encuentra dentro de la regiéon 3’ no traducida del gen de interés.

En una realizacion particular adicional, el gen de interés es FMR1, AFF2 o FMR2, AFF3, FXN, ATXN80S/ATXNS,
ATXN10, PPP2R2B, BEAN1/TK2, NOP56, C90RF72, ZN9/CNBP o DMPK. En una realizacion particular, el gen de
interés es DMPK. En una variante de esta realizacion, la expansion de repeticiones de nucleétidos se encuentra en la
region 3’ no traducida del gen codificante DMPK.

En algunas otras realizaciones especificas, el trastorno por expansion de repeticiones de nucleodtidos es la distrofia
miotdnica, en particular la distrofia mioténica de tipo 1 (DM1) o de tipo 2 (DM2), mas particularmente DM1.

En algunas realizaciones, la molécula de ARNgm comprende una secuencia de ARN guia que presenta 15 a 40
nucledtidos, en particular 20 a 30 nucledtidos, en particular 22 a 26 nucleétidos, tal como 22, 23, 24, 25, 26 nucleétidos
y una secuencia de ARN de andamiaje. En una realizacion particular, la molécula de ARNgm comprende una
secuencia de ARN guia que consiste en 24 nucledtidos.

En algunas realizaciones, las moléculas de ARNgm estan disefiadas para unir mediante apareamiento de bases el
complemento a la secuencia diana de ADN gendmico (de otro modo denominada secuencia diana). Esta secuencia
diana se denomina protoespaciador y se encuentra situada contiguamente a un motivo de nucleétidos denominado
PAM (por sus siglas en inglés, motivo contiguo a protoespaciador) que resulta reconocido por la endonucleasa Cas9
implementada.

En algunas realizaciones, la endonucleasa Cas9 y/o las moléculas de ARNgm se expresan a partir de uno o varios
vectores, tales como uno o varios plasmidos o vectores viricos. Por ejemplo, la endonucleasa Cas9 puede expresarse
a partir de un primer vector, y la primera y segunda moléculas de ARNgm puede expresarse a partir de un Unico
segundo vector o0 a de un segundo vector y la otra molécula a partir de un tercer vector. En ofra realizacion, todos los
elementos necesarios para la implementacién del sistema CRISPR-Cas9 estan contenidos en un unico vector.

En un aspecto adicional, en la presente memoria se describe un kit que comprende una endonucleasa Cas9 y una
primera y segunda moléculas de ARNgm tal como se ha indicado anteriormente. En otro aspecto, en la presente
memoria se describe un kit que comprende un vector codificante de una endonucleasa Cas9 y un vector que codifica
la primera y/o la segunda moléculas de ARNgm tal como se ha indicado anteriormente, o un Unico vector que expresa
la endonucleasa Cas9 y una o ambas moléculas de ARNgm. Tal como se ha mencionado anteriormente, el vector o
vectores en el kit pueden ser un vector plasmido o un vector virico. Ademas, el kit segun la invencién puede incluir
cualquier reactivo adicional (tal como uno o mas tampones y/o uno o mas reactivos de transfeccion) o dispositivos
utiles en la implementacion de los métodos y usos descritos en la presente memoria.

Otros aspectos y realizaciones de la invencion resultaran evidentes en la siguiente descripcion detallada.
Leyendas de las figuras

Figura 1. Casetes de expresion de Cas9 y ARNgm. Ay B: Cas9 de Neisseria meningitidis (NMCas9) se cloné bajo un
promotor sintético especifico muscular (C5-12) o un promotor ubicuo (EFS: EF-1a mas corto). Int: intrén quimérico;
NLS: sefial de localizacion nuclear; HA: epitopo hemaglutinina de influenza humana; 3XFLAG: 3 epitopos FLAG en
tandem; SVpoliA: sefial de poliadenilacion del virus 40 del simio. C y D: casete de expresion para dos ARNgm, ambos
bajo el control del promotor U6 pero que contiene diferentes sitios de clonacién para el protoespaciador de ARNgm,
Bbsl y BspMI. Una secuencia codificante de GFP nuclear (AcGFP) bajo el promotor desmina (Des) también se
encuentra presente en el constructo D.

Figura 2. Deteccion de NMCas9 en lineas celulares. Analisis de transferencia western de NMCas9 (PM: 130,6 KDa)
expresado en células Hela (carriles 1 a 4) y C2C12 (carriles 5 a 7) transfectadas con plasmido de control ((-); carril 1:
pC512-Int-smSV40; carriles 2 y 5: pEFS-Int-SVpolyA)) o con un plasmido que aloja NMCas9 (carriles 3 'y 6: pC512-
Int-NMCas9-smSVpolyA, ver la fig. 1 constructo A; carriles 4 y 7: pEFS-Int-NMCas9-SVpolyA, ver la fig. 1 constructo
B). La deteccioén especifica de la proteina se llevé a cabo con un anticuerpo dirigido contra los 3 epitopos FLAG en
tandem situados en el extremo C-terminal de la proteina. HelLa: linea celular de carcinoma epitelial humano; C2C12:
linea celular de mioblastos de ratén; C5-12: promotor especifico muscular sintético; EFS: promotor ubicuo mas corto
EF-1a.

Figura 3. Region gendmica circundante a las repeticiones de CTG del gen DMPK. La secuencia de las dianas de ADN
genomico (protoespaciadores) 1, 7, E y N esta subrayada; los PAM (motivos contiguos a protoespaciador) respectivos
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estan circundados por un rectangulo. La repeticion de CTG se destaca en negrita. Las posiciones de los cebadores
utilziados para amplificar por PCR esta region también estan subrayados. Cromosoma: 19; cadena: menos; posicion:
46.272.967 (inicio) — 46.273.898(final); referencia gendmica humana: feb.2009 (GRCh37/hg19).

Figura 4. Deteccion de la region gendmica que contiene la delecion de CTG. La region 3’UTR de DMPK se amplificd
por PCR a partir de ADNg extraido de células HeLa o HEK 293T (no mostradas) con los cebadores F1- y R1-DMPK-
3'UTR (mostrados en la fig. 3). Las células han sido transfectadas unicamente con EFS-NMCas9 (Cas9) o
cotransfectadas con EFS-NMCas9 y los ARNgm indicados (Cas9 + ARNgm no especificos, ’->8’; Cas9 + ARNgm, -
>0) y se recolectaron 48 horas después. Los productos de PCR de longitud completa y los que contiene la delecion
de CTG se indican con una flecha verde y una flecha roja, respectivamente. Los tamafios esperados de los productos
de PCR se muestran en la Tabla 2. Los ARNgm no especificos presentan como diana una secuencia desplazada
cuatro nucleotidos en comparacion con la que secuencia diana del ARNgm correspondiente (N24 del ARNgm no
especifico corresponde a N2o del ARNgm).

Figura 5. La delecion de la expansion de repeticiones de CTG de células primarias procedentes de pacientes de DM1.
Se transfectaron células primarias fetales procedentes de un individuo de control (Ctrl) y de un paciente de DM1 que
alojaba 200 repeticiones de CTG (DM200), con un plasmido de control de GFP, carril 1, o se cotransfectaron con los
ARNgm vy (constructo pAAV-Des-AcGFP-U6sgRNA-NM-7E-DMPK) y EFS-NMCas9 (constructo pEFS-Int-NMCas9-
SVpolyA), carriles 2 y 3. Se recolectaron las células dos dias después de la transfeccion y se extrajo el ADNg a partir
de las células separadas como positivas para GFP. La region 3'UTR de DMPK se amplifico por PCR tal como en la
fig. 4. Los productos de PCR de longitud completa y parcial y los productos de PCR que contienen las deleciones de
CTG se indican con una flecha verde, una flecha azul y una flecha roja, respectivamente. Los tamafios esperados de
productos de PCR se muestran en la Tabla 2.

Figura 6. Secuenciacion de la regiéon genémica que contiene la delecion de CTG. EI ADNg extraido a partir de las
células HEK 293T transfectadas con EFS-NMCas9 (constructo pEFS-Int-NMCas9-SVpoliA) y las parejas de ARNgm
indicadas (B:1 y N; &: 7 y N) se amplificaron por PCR y se subclonaron en un plasmido. Los clones individuales se
secuenciaron mediante secuenciacion estandar (Beckman Coulter Genomics) y se alinearon sus secuencias con la
secuencia original de tipo silvestre para mostrar las posiciones de corte. La mayoria de los clones presentaban un
corte entre el 3° y 4° nucledtido de las dianas contiguas a la secuencia de PAM (indicadas mediante las flechas negras).

Descripcion detallada de la invencién

Los inventores en la presente memoria muestran que el sistema CRISPR-Cas9 puede utilizarse eficientemente para
escindir repeticiones de nucledtidos del ADN gendmico, proporcionando de esta manera una potente herramienta para
el tratamiento de los trastornos por expansion de repeticiones de nucleétidos tal como la distrofia mioténica.

Por consiguiente, en un primer aspecto se describe en la presente memoria:

(i)  Una molécula de ARNgm que es capaz de unir mediante apareamiento de bases el complemento de secuencia
a una secuencia diana (protoespaciador) en el ADN genémico, que esta situado 5’ respecto a una repeticion de
nucleétidos localizada dentro de una region no codificante de un gen de interés,

(i)  Una molécula de ARNgm que es capaz de unirse mediante apareamiento de bases al complemento de secuencia
a una secuencia diana (protoespaciador) en el ADN gendmico que esta situado 3’ respecto a una repeticion de
nucledtidos localizada dentro de una regién no codificante de un gen de interés, y

(iii) Una pareja de moléculas de ARNgm cada una de las cuales es capaz de unirse mediante apareamiento de bases
secuencias que complementan las secuencias diana en el ADN gendmico que estan situadas 5 y 3,
respectivamente, respecto a una repeticion de nucleétidos situada dentro de una regién no codificante de un gen
de interés.

Sistema CRISPR-Cas9

El sistema de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y espaciadas regularmente (CRISPR, por sus siglas en
inglés) de tipo Il es una tecnologia de endonucleasa guiada por ARN que ha emergido recientemente como
prometedora herramienta de ediciéon genémica. Existen dos componentes diferenciados en este sistema: (1) un ARN
guia y (2) una endonucleasa, en este caso la nucleasa asociada a CRISPR (Cas, por sus siglas en inglés), Cas9. El
ARN guia es una combinacion de ARN de CRISPR bacteriano (ARNcr) y un ARNcr trans-activador (ARNtracr)
construido en un ARN guia monocatenario (ARNgm) quimérico (Jinek et al., Science 337(6096):816-21, 7 de agosto
de 2012). EI ARNgm combina la especificidad de reconocimiento del ARNcr con las propiedades de andamiaje del
ARNTtracr en un unico transcrito. Al expresarse el ARNgm y Cas9 en la célula, la secuencia diana genémica puede
modificarse o interrumpirse permanentemente.

El complejo ARNgm/Cas9 es atraido a la secuencia diana por el apareamiento de bases entre la secuencia guia
ARNgm y el complemento de la secuencia diana en el ADN genémico (protoespaciador). Para la unién con éxito de
Cas9, la secuencia diana gendémica también debe contener la secuencia de motivo contiguo a protoespaciador (PAM)
correcta inmediatamente después de la secuencia diana. La unién del complejo ARNgm/Cas9 localiza Cas9 en la
secuencia diana genémica de manera que la endonucleasa Cas9 pueda cortar ambas cadenas de ADN, provocando
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una rotura de doble cadena (DSB, por sus siglas en inglés). Cas9 cortara 3-4 nucleétidos cadena arriba de la secuencia
de PAM. De acuerdo con el sistema implementado en la presente invencion, el DSB a continuacion puede ser reparada
mediante la ruta de reparacion de unién de extremos no homaologos (NHEJ, por sus siglas en inglés).

La presente invencion implementa este potente sistema de una manera innovadora, a fin de escindir secuencias de
repeticiones que se ha informado que estan asociadas a varias enfermedades o trastornos.

Endonucleasa Cas9

Los mecanismos de reconocimiento de ADN del sistema CRISPR-Cas de tipo Il implican un ARN guia que dirige la
endonucleasa Cas9 para cortar el ADN diana de una manera especifica de secuencia, dependiente de la presencia
de un motivo contiguo a protoespaciador (PAM) en el ADN diana.

La secuencia de PAM varia dependiendo de la especie de bacteria a partir de la que se ha obtenido la endonucleasa
Cas9. Entre las secuencias de PAM de consenso se incluyen PAM tanto primarias como secundarias, las cuales puede
considerarse que identifican secuencias de interés dentro del gen diana de interés. La tabla a continuacion proporciona
una lista de secuencias de PAM para algunas endonucleasas Cas9 obtenidas de diferentes especies.

Especie Secuencias de PAM

S. pyogenes NGG, NAG

S. thermophilus NNRGAA, NNAGGA, NNANAA, NNGGGA, NGGNG,
NNAAAAW

N. meningitidis NNNNGATT, NNNNGNTT, NNNNGANT, NNNNGTTN,
NNNNGANN, NNNNGNNT, NNNNGTNN, NNNNGNTN

S. mutans NGG

C. jejuni NNNNACA
P. multocida GNNNCNNA
F. novicida NG

En una realizacion particular de la invencion, la endonucleasa Cas9 utilizada en la invencion se deriva de S. pyogenes,
S. thermophilus, N. meningitidis, S. mutans, C. jejuni, F. novicida, S. aureus, P. multocida, P. bettyae, H.
parainfluenzae, H. pittmaniae o L. crispatus. En una realizacion especifica, en la que la expansion de repeticiones de
nucledtidos para escindir se encuentra presente en la region 3’ no traducida del gen DMPK, la endonucleasa Cas9 se
obtiene de N. meningitidis, S. aureus, S. thermophilus o C. jejuni (Zhang et al., Mol. Cell 50(4):488-503, 23 de mayo
de 2013; Hou et al., 24 de sept. de 2013, 110(39):15644-9).

ARN guia

En la presente memoria se describen ARN guia monocatenarios (0 ARNgm) que estan disefiados especificamente
para la escision de una expansion de repeticiones de trinucleétidos.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el ARNgm es la parte del sistema CRISPR-Cas9 que proporciona
especificidad de reconocimiento de ADN gendmico al sistema. La secuencia de ADN gendmico diana comprende 15
a 40 nucleodtidos, en particular 20 a 30 nucledtidos, en particular 22 a 26 nucledtidos, tal como 22, 23, 24, 25, 26
nucledtidos, dependiendo de la endonucleasa Cas9 especifica utilizada en el sistema, seguido de un motivo contiguo
a protoespaciador (PAM) tal como se descrito anteriormente. En una realizacion particular, la molécula de ARNgm
comprende una secuencia de ARN guia que es complementaria a la secuencia del complemento de una secuencia
gendmica de 15 a 40 nucledtidos, en particular de 20 a 30 nucleétidos, en particular de 22 a 26 nucleétidos, tal como
22, 23, 24, 25, 26 nucleotidos, mas especificamente de 24 nucledtidos, que precede a un PAM dentro de la regién no
codificante diana del gen de interés. En una realizacion particular, la secuencia de ARN guia es idéntica, o al menos
80% idéntica, preferentemente al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o al menos 99% idéntica a dicha secuencia
gendmica y es capaz de hibridarse con la secuencia de complemento de dicha secuencia genémica de 15 a 40
nucleétidos, en particular de 20 a 30 nucledtidos, en particular de 22 a 26 nucleétidos, tal como 22, 23, 24, 25, 26
nucleétidos, mas especificamente a 24 nucleétidos que preceden a PAM dentro de la regiéon no codificante diana del
gen de interés. Tal como es conocido por el experto en la materia, el ARNgm no contiene el motivo PAM y, en
consecuencia, no une el complemento de secuencia a PAM. La secuencia diana puede encontrarse en cualquiera de
las cadenas del ADN gendmico, dentro de una region no codificante de un gen de interés.
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En una realizacion particular, el PAM y al menos 4 nucleétidos cadena arriba de PAM se encuentran en la region no
codificante del gen de interés. En una realizacion particular adicional, la secuencia diana entera y el PAM se
encuentran en la regién no codificante del gen de interés.

Se encuentran disponibles herramientas bioinformaticas para identificar las secuencias de ADN genémico diana que
comprenden el PAM o los PAM apropiados, dependiendo del origen de la endonucleasa Cas9 utilizado en la practica
de la invencion, y la secuencia de hibridacion, tales como las proporcionadas mediante las herramientas de internet
siguientes: CRISPR Design (http://crispr.mit.edu), E-CRISP (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/designcrispr.html),
CasFinder (http://arep.med.harvard.edu/CasFinder/), y CRISPOR (http://tefor.net/crispor/crispor.cgi). El experto en la
materia también puede hacer referencia a Doench et al., Nat. Biotechnol. 32(12):1262-7, dic. de 2014, o Prykhozhij et
al., PLoS One 10(3):e0119372, 5 de marzo de 2015, y pueden encontrar mas informacion y recursos sobre el sistema
CRISPR-Cas9 y sobre la identificacion de ADN genémico diana que comprende el PAM o los PAM apropiados en el
sitio de internet siguiente: http://www.cnb.csic.es/~montoliu/CRISPR/. Las secuencias de PAM pueden identificarse
alternativamente mediante la utilizacion de dicha secuencia como pregunta en herramientas de alineacion de
secuencias, tales como el algoritmo BLAST o FASTA, dentro de un gen de interés.

Tal como es bien conocido, un ARNgm es una fusion de un ARNcr y un ARNtracr que proporciona tanto especificidad
de reconocimiento de diana (proporcionada por el apareamiento de bases de la secuencia guia con la secuencia del
complemento de la secuencia diana de ADN gendémico) como andamiaje/capacidad de unidon a una nucleasa Cas9.
En una realizacion, la fraccion ARNtracr y la endonucleasa Cas9 seleccionada se derivan del mismo subgrupo
filogénico. Se describe un arbol filogénico de ortdlogos de Cas9 representativos en particular en Fonfara et al., Nucleic
Acids Res. 42(4):2577-90, feb. de 2014. A titulo de realizacion ilustrativa, pueden citarse componentes derivados de
un sistema CRISPR-Cas de tipo Il bacteriano II-A, 1I-B o 1I-C. Por ejemplo, el ARNtracr puede obtenerse de N.
meningitidis, C. jejuni o P. multocida y la endonucleasa Cas9 implementada se deriva de N. meningitidis. En una
realizacion especifica, la fraccion de ARNtracr y la endonucleasa Cas9 seleccionada se corresponden, en el sentido
de que ambas se derivan de la misma especie para funcionar juntas. Por ejemplo, el ARNtracry la endonucleasa Cas9
se derivan ambas de S. pyogenes, S. thermophilus, N. meningitidis, S. mutans, C. jejuni, F. novicida, S. aureus, P.
multocida, P. bettyae, H. parainfluenzae, H. pittmaniae o L. crispatus en una realizacion particular de la invencion. Mas
particularmente, tanto la fraccion de ARNtracr como la endonucleasa Cas9 se obtienen de N. meningitidis.

Se encuentran disponibles kits y herramientas de biologia molecular, tales como los plasmidos apropiados, para
producir faciimente un ARNgm de la especificidad deseada en términos de tanto la secuencia diana de ADN genémico
como de la endonucleasa Cas9. Por ejemplo, se encuentran disponibles varios plasmidos y herramientas de Addgene.
En una realizacion particular, el ARNgm o la pareja de ARNgm se expresan a partir de un plasmido bajo el control de
un promotor U6. En una realizacion particular, ambos ARNgm de la pareja de ARNgm de la invencion se expresan a
partir de un Unico casete de expresion que contiene los dos andamiajes de ARNgm, cada uno bajo el control de un
promotor, en particular el promotor U6, en el mismo vector (por ejemplo, en el mismo plasmido o en el mismo genoma
virico recombinante, tal como en un genoma de VAA). En una realizacion particular, los dos andamiajes de ARNgm
se proporcionan en posicion inversa o en tandem, en particular en tandem. En otra realizacion, el gen codificante de
la endonucleasa Cas9 se liga operablemente a un promotor, tal como un promotor inducible o constitutivo, en particular
un promotor ubicuo o especifico de tejido, en particular un promotor especifico muscular. Entre los promotores ubicuos
se incluyen, por ejemplo, el promotor EFS, CMV o CAG. Entre los promotores especificos musculares se incluyen,
aunque sin limitarse a ellos, el promotor creatin-quinasa muscular (MCK, por sus siglas en inglés), el promotor desmina
o el promotor C5.12 sintético, tal como es bien conocido de la técnica. Ademas, el promotor utilizado para la expresion
de la endonucleasa Cas9 puede ser un promotor inducible, tal como un promotor inducible por tetraciclina, por
tamoxifeno o por ecdisona.

En una realizacion particular, cada uno de la primera y segunda moléculas de ARNgm es complementario a una region
situada 5’ y 3’ respecto a la expansion de repeticiones de nucledtidos que debe extraerse, respectivamente. De esta
manera, las moléculas de ARNgm se disefian para unirse especificamente a regiones situadas cadena arriba y cadena
debajo de la expansién de repeticiones de nucledtidos, encontrandose el PAM, y al menos 4 nucledtidos situados
cadena arriba del PAM, en la regidn no codificante del gen de interés y preferentemente en donde la secuencia diana
entera y el PAM se encuentran dentro de una region no codificante del gen de interés. La distancia de la secuencia
diana (region de homologia + PAM) de la regiéon escindida puede no ser critica, aunque a fin de minimizar la
desestabilizacion de la estructura génica, la secuencia diana puede seleccionarse de manera que se encuentre a
menos de 500, 400, 300, 200, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o menos de 10 nucledtidos del extremo considerado
de la expansion de repeticiones de nucledtidos. Por ejemplo, considerando el ARNgm que se disefia para dirigir la
inducciéon de un DSB situado 5’ respecto a la expansién de repeticiones de nucleétidos, el nucleétido mas 3’ del PAM
de la secuencia diana se encuentra a menos de 500, 400, 300, 200, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o a menos de
10 nucledtidos del nucleétido mas 5’ del primer (en direccion 5’ a 3’) nucledtido de la expansion de repeticiones de
nucledtidos que debe escindirse. Ademas, considerando el ARNgm que esta disefiado para dirigir la induccién de un
DSB 3’ respecto a la expansion de repeticiones de nucleotidos, el nucleétido mas 5 de la region de homologia de la
secuencia diana se encuentra a menos de 500, 400, 300, 200, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o a menos de 10
nucledtidos del nucledtido mas 3’ del dltimo (en direccion 5 a 3’) nucledtido de la expansion de repeticiones de
nucledtidos que debe escindirse. Preferentemente, en la practica de la presente invencion, al disefiar el ARNgm o los
ARNgm descritos en la presente memoria, el experto en la materia evitara la escision de elementos reguladores
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conocidos presentes en la secuencia de ADN gendmico no codificante en torno a la expansion de repeticiones de
nucledtidos que debe escindirse, tal como regiones para el procesamiento/estabilidad del ARN, tal como poliA,
regiones de corte y empalme en intrones, etc.

En una realizacion particular, las moléculas de ARNgm estan disefiadas para escindir una expansion de repeticiones
de trinucledtidos situada dentro de la region 3’ no traducida del gen DMPK. En una variante particular de la presente
realizacion, la invencion se refiere a una molécula de ARNgm que comprende una secuencia guia seleccionada del
grupo que consiste en GCGCUCCCUGAACCCUAGAACUGU (SEQ ID NO:1),
ACGGGGCUCGAAGGGUCCUUGUAG (SEQ ID NO:2), UGGGGAGCGUCUGGCGCGAUCUCU (SEQ ID NO:3) y
GUCGGGGUCUCAGUGCAUCCAAAA (SEQ ID NO:4).

La invencion se refiere ademas a un vector tal como se ha definido anteriormente, que comprende una secuencia
codificante de una molécula de ARNgm que comprende una secuencia guia seleccionada del grupo que consiste en
SEQ ID NO:1 a NO:4.

En otra realizacion particular, la pareja de moléculas de ARNgm es una pareja de un ARNgm que comprende una
secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO:1y SEQ ID NO:2 y de un ARNgm que comprende una secuencia guia
seleccionada de SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4.

En una realizacién particular adicional, el ARNgm utilizado para inducir DSB cadena arriba (o 5’) de la region de
repeticiones de trinucledtidos se selecciona del grupo que consiste en:

- SEQ ID NO:5 (también denominada ARNgm 1 en la parte experimental, secuencia de uniéon a ADN, es decir, la
secuencia guia, subrayada):

GCGCUCCCUGAACCCUAGAACUGUGUUGUAGCUCCCUUUCGAAAGAACCGUUG

CUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCCUUAAAGCU
UCUGCUUUAAGGGGCAUCGUUUAUUUUUUUU
- SEQ ID NO:6 (también denominada ARNgm 7 en la parte experimental, secuencia de union a ADN subrayada):

GACGGGGCUCGAAGGGUCCUUGUAGGUUGUAGCUCCCUUUCGAAAGAACCGUU

GCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCCUUAAAGC
UUCUGCUUUAAGGGGCAUCGUUUAUUUUUUUU

En una realizacién particular adicional, el ARNgm utilizado para inducir DSB cadena abajo (o 3’) de la regién de
repeticiones de trinucledtidos se selecciona del grupo que consiste en:

- SEQ ID NO:7 (también denominado ARNgm E en la parte experimental, secuencia de union a ADN subrayada):

GUGGGGAGCGUCUGGCGCGAUCUCUGUUGUAGCUCCCUUUCGAAAGAACCGUU

GCUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCCUUAAAGC
UUCUGCUUUAAGGGGCAUCGUUUAUUUUUUUU
- SEQ ID NO:8 (también denominado ARNgm N en la parte experimental, secuencia de unién a ADN subrayada):

GUCGGGGUCUCAGUGCAUCCAAAAGUUGUAGCUCCCUUUCGAAAGAACCGUUG

CUACAAUAAGGCCGUCUGAAAAGAUGUGCCGCAACGCUCUGCCCCUUAAAGCU
UCUGCUUUAAGGGGCAUCGUUUAUUUUUUUU

La invencion se refiere ademas a un vector tal como se ha definido anteriormente, que comprende una secuencia que
codifica una molécula de ARNgm que presenta una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:5
a 8.

En otra realizacion, la pareja de moléculas de ARNgm de la invencion es una pareja seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO:5y SEQ ID NO:7; SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:8; SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7, y SEQ ID
NO:6 y SEQ ID NO:8. En una realizacion preferente, la pareja de moléculas de ARNgm se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:8; SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7, y SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:8.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el ARNgm de la invencién puede expresarse a partir de un casete de
expresion. La expresion del ARNgm puede controlarse en particular mediante un promotor, tal como un promotor U6.
Por consiguiente, la invencion incluye ademas un casete para la expresion de un ARNgm, que comprende una
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secuencia codificante de ARNgm situada bajo el control de un promotor, tal como el promotor U6 mostrado en la SEQ
ID NO:9.

En una realizacion particular, el casete de expresion comprende la siguiente secuencia para la expresion del ARNgm
mostrado en la SEQ ID NO:5 a partir de un promotor U6:

AGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACG
ATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATA
TTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTT
TAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTC
GATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGCGCTCCCTGAAC
CCTAGAACTGTGTTGTAGCTCCCTTTCGAAAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCGT
CTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCCCCTTAAAGCTTCTGCTTTAAGGGGCAT
CGTTTATTTTTTTTAA (SEQ ID NO:10)

En una realizacion particular, el casete de expresién comprende la siguiente secuencia para la expresion del ARNgm
mostrado en la SEQ ID NO:6 a partir de un promotor U6:

AGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACG
ATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATA
TTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTT
TAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTC
GATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGACGGGGCTCGAA
GGGTCCTTGTAGGTTGTAGCTCCCTTTCGAAAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCG
TCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCCCCTTAAAGCTTCTGCTTTAAGGGGCA
TCGTTTATTTTTTTTAA (SEQ ID NO:11)

En una realizacion particular, el casete de expresién comprende la siguiente secuencia para la expresion del ARNgm
mostrado en la SEQ ID NO:7 a partir de un promotor U6:

AGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACG

ATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATA
TTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTT

TAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTC
GATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTGGGGAGCGTCT

GGCGCGATCTCTGTTGTAGCTCCCTTTCGAAAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCG

TCTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCCCCTTAAAGCTTCTGCTTTAAGGGGCA

TCGTTTATTTTTTTTAA (SEQ ID NO :12).

En una realizacion particular, el casete de expresion comprende la siguiente secuencia para la expresion del ARNgm
mostrado en la SEQ ID NO:8 a partir de un promotor U6:
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AGGTCGGGCAGGAAGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACG

ATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATA
TTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTT

TAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTC
GATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGTCGGGGTCTCAG

TGCATCCAAAAGTTGTAGCTCCCTTTCGAAAGAACCGTTGCTACAATAAGGCCGT

CTGAAAAGATGTGCCGCAACGCTCTGCCCCTTAAAGCTTCTGCTTTAAGGGGCAT

CGTTTATTTTTTTTAA (SEQ ID NO :13).

En las SEQ ID NO:11 y 12 tal como se han representado anteriormente, se introdujo la base G subrayada debido a
que se requiere una G para iniciar la transcripcion a partir del promotor U6. Sin embargo, el experto en la materia
entendera que otros promotores pueden no requerir una G en esta posicion inmediatamente antes de la secuencia
codificante guia, o pueden requerir una o mas otras bases nucleétidas, tal como es bien conocido en la técnica.

Métodos y usos de la invencion

La presente invencion contempla diversas maneras de alcanzar una secuencia diana de ADN genémico con una
endonucleasa Cas9 y moléculas de ARNgm. En algunas realizaciones, la endonucleasa Cas9 se introduce dentro de
una célula en una forma polipeptidica. En una variante, la endonucleasa Cas9 se conjuga o se fusiona con un péptido
de penetracion celular, que es un péptido que facilita la incorporacion de una molécula en una célul. Las moléculas
de ARNgm pueden administrarse ademas en la célula como oligonucleétido aislado, directamente o utilizando
reactivos de transfeccion, tal como derivados lipidicos, liposomas, fosfato de calcio, nanoparticulas, microinyeccion o
electroporacion.

En otra realizacion, la presente invencion contempla introducir la endonucleasa Cas9 y/o moléculas de ARNgm en la
célula diana en forma de un vector que expresa dicha endonucleasa y/o moléculas de ARNgm. Los métodos de
introduccion y expresion de genes en una célula son conocidos en la técnica. El vector de expresion puede transferirse
dentro de una célula anfitriona por medios fisicos, quimicos o biolégicos. El vector de expresion puede introducirse en
la célula utilizando métodos fisicos conocidos, tales como la precipitacion con fosfato de calcio, la lipofeccion, el
bombardeo con particulas, la microinyeccion y la electroporacion. Los medios quimicos para introducir un
polinucledtido en una célula anfitriona incluyen sistemas de dispersion coloidal, fales como complejos de
macromoléculas, nanocapsulas, microesferas, perlas y derivados lipidicos y liposomas. En otras realizacbnes, la
endonucleasa Cas9 y/o las moléculas de ARNgm se introducen por medios biolégicos, en particular mediante un
vector virico. Entre los vectores viricos representativos Utiles en la practica de la invencién se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, un vector derivado de adenovirus, retrovirus, en particular lentivirus, poxvirus, virus del herpes simplex
tipo 1 y virus adenoasociados (VAA). La seleccion del vector virico apropiado evidentemente dependera de la célula
diana y del tropismo virico.

En una realizacion, la endonucleasa Cas9 y las moléculas de ARNgm se proporcionan dentro de diferentes vectores
(tales como dos vectores: uno que contiene un gen codificante de la endonucleasa Cas9, y un segundo codificante de
ambas moléculas de ARNgm, o tres vectores, uno codificante de la endonucleasa Cas9 y unvector para cada molécula
de ARNgm). En otra realizacion, la totalidad de los vectores del sistema CRISPR-Cas9, incluyendo la endonucleasa
Cas9 y ambas moléculas de ARNgm requeridas para la escision de la expansion de repeticiones de trinucledtidos, se
expresan a partir de un Unico vector de expresion.

El sistema de la presente invencion se utiliza para escindir una expansion de repeticiones de nucleétidos dentro de
una region no codificante de un gen de interés. En una realizaciéon, el motivo de nucleotidos repetidos es un
binucledtido, trinucledtido, tetranucledtido, pentanucledtido o hexanucleétido repetido, tal como una repeticion CAG,
CTG, CGG, GAA, AGG, CCG, CCTG, ATTCT, TGGAA, GGCCTG o GGGGCC. En una realizacion particular, la
repeticion se encuentra dentro de un gen de interés seleccionado de FMR1, AFF2 o FMR2, AFF3, FXN,
ATXNBOS/ATXNS, ATXN10, PPP2R2B, BEAN1/TK2, NOP56, C9ORF72, ZN9/CNBP o DMPK. En una realizacion
particular, la expansion de repeticiones de nucledtidos es una repeticion de trinucleodido, tal como una repeticion CAG,
CTG, CGG, GAA, AGG o CCG. En una realizacion particular adicional, la repeticion de nucleétidos, en particular la
repeticion de trinucledtidos, se encuentra presente dentro de la region 3’ no traducida del gen DMPK. En una
realizacion particular, la expansion de repeticiones de nucledtidos (p.ej., una expansion de repeticiones de
trinucledtidos) comprende entre 20 y 10000 repeticiones del motivo nucleétido, mas particularmente de 50 a 5000
repeticiones. Por ejemplo, la expansion de repeticiones de nucledtidos que debe escindirse (p.ej., una expansion de
repeticiones de trinucledtidos) puede comprender cualquier nimero de repeticiones, tal como al menos 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 o al menos mas de 2000 repeticiones del motivo de
nucledtidos. Mas especificamente, el nimero de repeticiones es un nimero patoldgicos de repeticiones, que significa
que dicha repeticion de nucledtidos (p.ej., una repeticion de trinucledtidos) esta asociada, o puede estar asociada, a
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un estado de enfermedad. En una realizacion particular, la repeticion es una repeticion de CTG dentro de la region 3’
no traducida del gen DMPK y es patologica a partir de 50 o mas repeticiones.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “tratar” y “tratamiento” se refieren a administrar en un sujeto
una cantidad eficaz de una composicion de manera que el sujeto presenta una reduccion de por lo menos un sintoma
de la enfermedad o una mejora de la enfermedad, por ejemplo, resultados clinicos beneficiosos o deseados. Para los
fines de la presente invencion, entre los resultados clinicos beneficiosos o deseados se incluyen, aunque sin limitarse
a ellos, el alivio de uno o mas sintomas, la reduccion de la extension de la enfermedad, la estabilizacion (es decir, el
no agravamiento) del estado de la enfermedad, el retardo o enlentecimiento de la progresion de la enfermedad, la
mejora o paliacion del estado de la enfermedad, y la remision (parcial o total), detectable o no detectable. El tratamiento
puede referirse a la prolongacion de la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no recibe
tratamiento. Alternativamente, el tratamiento resulta “eficaz” en el caso de que la progresion de la enfermedad se
reduzca o se detenga. “Tratamiento” también puede significar la prolongacion de la supervivencia en comparacion con
la supervivencia esperada en caso de no recibir tratamiento. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen los pacientes
en los que ya se ha diagnosticado un trastorno asociado a la expresién de una secuencia polinucleétida, asi como
aquellos que es probable que desarrollen tal trastorno debido a susceptibilidad genética u otros factores. Tal como se
utiliza en la presente memoria, los términos “tratar” y “tratamiento” también se refieren a la prevencion de una
enfermedad o trastorno, que significa retardar o evitar la aparicion de tal enfermedad o trastorno.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un “trastorno por expansion de repeticiones de nucleétidos” es una
enfermedad o trastorno que estd causado o ligado a una expansion de repeticiones de nucledtidos donde las
repeticiones de nucledtidos en determinados genes exceden el umbral estable normal, que difiere segun gen. Entre
los trastornos por expansion de repeticiones de nucleétidos se incluyen el sindrome del X fragil (FXS, por sus siglas
en inglés) y el sindrome de temblor y ataxia asociado al X fragil (FXTAS, por sus siglas en inglés), ataxia
espinocerebelar tipos 8, 10, 12, 31 y 36, distrofia miotdnica de tipo 1 y de tipo 2, ataxia de Friedreich, enfermedad
similar a Huntington de tipo 2 (HDL-2) y esclerosis lateral amiotréfica (C9-ELA).

En una realizacion particular, los métodos de la presente invencion se refieren al tratamiento de un trastorno por
expansion de repeticiones de nucledtidos en el que la expansién de repeticiones de nucleétidos asociada al trastorno
se localiza dentro de una region no codificante de un gen. Entre ellos se incluyen, por ejemplo, expansiones de
repeticiones de nucleétidos localizadas dentro de un intrén, una regién 5’ no traducida o una regiéon 3’ no traducida de
un gen codificante de proteina.

En una realizacién particular, el trastorno de expansion de repeticiones de nucledtidos es la distrofia miotdnica,
asociada a una expansion de repeticion trinucletoide (tal como un CTG) dentro de la region 3’ no traducida del gen
DMPK.

En una realizacion particular, la expansion de repeticion de nucleétidos dentro del gen DMPK se escinde utilizando
una pareja apropiada de moléculas de ARNgm y una endonucleasa Cas9 apropiada, correspondiente a los ARNgm
seleccionados.

La molécula de ARNgm, la pareja de moléculas de ARNgm, el vector (codificante de una o mas moléculas de ARNgm
y/o una endonucleasa Cas9) y la célula segun la invencion pueden formularse y administrarse para tratar una
diversidad de estados de enfermedad por expansién de repeticiones de nucledtidos por cualesquiera medios que
produzcan el contacto de la molécula de ARNgm, la pareja de moléculas de ARNgm, el vector y la célula con su sitio
de accion en el sujeto que lo necesita.

La presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden un ARNgm o una pareja
de ARNgm de la invencion, o el vector de la invencion (codificante de un ARNgm de la invencién, o una pareja de
ARNgm solos o junto con una secuencia codificante de una endonucleasa Cas9), o la célula de la invencion. Tales
composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz del terapéutico (el o los ARNgm, el vector o la célula
de la invencién) y un portador farmacéuticamente aceptable. En una realizacion especifica, la expresion
“farmacéuticamente aceptable” se refiere a aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o
listada en la Farmacopea estadounidense o europea u otra farmacopea generalmente reconocida para el uso en
animales y seres humanos. El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que
se administra el terapéutico. Tales portadores farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites,
incluyendo los originados en petréleo o de origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite
de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similar. El agua es un portador preferente en el caso de que la composicion
farmacéutica se administre por via intravenosa. También pueden utilizarse soluciones salinas y soluciones acuosas
de dextrosa y glicerol como portadores liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Entre los excipientes
farmacéuticos adecuados se incluyen almidoén, glucosa, lactosa, sucrosa, estearato soédico, monoestearato de glicerol,
talco, cloruro sodico, leche desnatada seca, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares.

La composicion, si se desea, también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes,
o0 agentes tamponadores del pH. Estas composiciones pueden adoptar la forma de soluciones, suspensiones,
emulsiones, tabletas, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacién sostenida y similares. La formulacion oral
puede incluir portadores estandares, tales como grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de
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magnesio, sacarina sodica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Se describen ejemplos de portadores farmacéuticos
adecuados en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, por E.W. Martin. Tales composiciones contendran una
cantidad terapéuticamente eficaz del terapéutico, preferentemente en forma purificada, junto con una cantidad
adecuada de portador, de manera que proporcione la forma para la administracion apropiada en el sujeto.

En una realizacién preferida, la composicién se formula de acuerdo con procedimientos rutinarios como composicion
farmacéutica adaptada para la administracion intravenosa en seres humanos. Tipicamente, las composiciones para la
administracién intravenosa son soluciones en tampoén acuoso isoténico estéril. En caso necesario, la composicion
puede incluir ademas un agente solubilizador y un anestésico local, tal como lignocaina para aliviar el dolor en el sitio
de la inyeccion.

La cantidad del terapéutico de la invencién que resultara eficaz en el tratamiento de una expansion de repeticiones de
nucledtidos puede determinarse mediante técnicas clinicas estandares. Ademas, pueden utilizarse opcionalmente
ensayos in vivo ylo in vitro para ayudar a predecir los intervalos de dosis 6ptimos. La dosis precisa para la utilizacion
en la formulacidon también dependera de la via de administracion y de la gravedad de la enfermedad, y deberia
decidirse de acuerdo con el criterio del profesional y las circunstancias de cada paciente. La dosis de uno o mas
ARNgm, vector o célula administrada en el sujeto que lo necesita variara segun varios factores, entre ellos, aunque
sin limitacion, la via de administracion, la enfermedad especifica tratada, la edad del sujeto o el nivel de expresion
necesario para obtener el efecto terapéutico requerido. El experto en la materia puede determinar facilmente,
basandose en sus conocimientos en el campo, el intervalo de dosis requerido basandose en estos factores y otros
factores.

Objetos no limitativos de la invencién

La presente solicitud proporciona los siguientes objetos no limitativos:

1. Una pareja de moléculas de ARNgm, en donde dicha pareja comprende una primera y una segunda moléculas de
ARNgm que es capaz de unir mediante apareamiento de bases un complemento de secuencia a una secuencia diana
de ADN gendmico localizadas en los lados 5’ y 3’ de una expansion de repeticiones de nucleétidos localizada dentro
de uan regién no codificante de un gen de interés, respectivamente, resultando apropiada de esta manera para escindir
dicha expansién de nucleétidos con un sistema CRISPR/Cas9.

2. Un ARNgm que comprende una secuencia que es capaz de unir mediante apareamiento de bases el complemento
de secuencia a una secuencia diana de ADN genémico localizada en el lado 5’ 0 3’ de una expansion de repeticiones
de nucledtidos dentro de una region no codificante de un gen de interés.

3. La pareja de moléculas de ARNgm segun el objeto 1, o el ARNgm segun el objeto 2, en donde dicha repeticion de
nucledtidos esta localizada dentro de un intrén o dentro de la regiéon 5" o 3’ no traducida (5'UTR o0 3'UTR, por sus siglas
en inglés) de dicho gen de interés.

4. La pareja de moléculas de ARNgm o el ARNgm segun el objeto 3, en donde la repeticion de nucledtidos esta
localizada dentro de la 3'-UTR de dicho gen de interés.

5. Un vector codificante del ARNgm o una pareja de moléculas de ARNgm segun cualquiera de los objetos 1 a 4,
siendo el vector preferentemente un plasmido o un vector virico, tal como un vector VAAr.

6. Una célula diana, que se transfecta o transduce con el vector segun el objeto 5.

7. Un método para la produccién de un ARNgm o pareja de ARNgm, que comprende cultivar la célula diana segun el
objeto 6 bajo condiciones que permiten la produccién de dicho ARNgm o pareja de ARNgm, y la recuperacion de dicho
ARNgm o dicha pareja de moléculas de ARNgm a partir de dicha etapa de cultivo.

8. Un método in vitro para escindir una repeticion de nucleétidos localizada dentro de una region no codificante de un
gen en una célula, que comprende introducir en dicha célula una pareja de moléculas de ARNgm segun cualquiera de
los objetos 1y 3 a 4, o un vector segun el objeto 5, y una endonucleasa CRISPR/Cas9.

9. El método segun el objeto 8, en donde la endonucleasa Cas9 se deriva de S. pyogenes, S. thermophilus, S. aureus,
N. meningitidis, S. mutans, C. jejuni, F. novicida, P. multocida, P. beftyae, H. parainfluenzae, H. pittmaniae o L.
crispatus, preferiblemente de N. meningitidis.

10. Una pareja de ARNgm segun cualquiera de los objetos 1 y 3 a 4, o un vector segun el objeto 5, para el uso en
combinacién con una endonucleasa Cas9 en un método para el tratamiento de un trastorno por expansion de
repeticiones de nucledtidos, en donde las moléculas de ARNgm de la pareja de ARNgm se disefian para escindir una
expansion de repeticiones de nucledtidos asociada a dicho trastorno respecto de una region no codificante de un gen
de interés.
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11. La pareja de ARNgm para el uso segun el objeto 10, en donde la expansién de repeticiones de nucledtidos es una
expansion de repeticiones de binucledtidos, trinucledtidos, tetranucleétidos, pentanucleétidos o hexanucleétidos, en
particular una expansion de repeticiones de trinucledtidos.

12. La pareja de ARNgm para el uso segun el objeto 10 o 11, en donde la expansion de repeticiones de nucledtidos
se localiza dentro de la 3’-UTR de dicho gen de interés.

13. La pareja de ARNgm para el uso segun cualquiera de los objetos 10 a 12, en donde dicho trastorno es sindrome
de X fragil y sindrome de temblor y ataxia asociado al X fragil, ataxia espinocerebelar de tipo 8, 10, 12, 31 y 36, distrofia
mioténica de tipo 1 y 2, ataxia de Friedreich, enfermedad similar a Huntington tipo 2 y esclerosis lateral amiotrofica
tipo C9-ELA.

14. El ARNgm segun los objetos 2 a 4, o la pareja de ARNgm para el uso segun cualquiera de los objetos 10 a 13, en
donde el gen de interés es FMR1, AFF2 o FMR2, AFF3, FXN, ATXN80S/ATXNS8, ATXN10, PPP2R2B, BEAN1/TK2,
NOP56, COORF72, ZN9/CNBP o DMPK.

15. La pareja de ARNgm para el uso segun cualquiera de los objetos 10 a 14, en donde el trastorno es distrofia
mioténica tipo 1y el gen de interés es el gen DMPK.

Ejemplos

Materiales y métodos

Construccién de plasmidos

La lista de plasmidos utilizados y construidos en el presente estudio se proporciona en la Tabla 3. Se han llevado a
cabo experimentos de clonaciéon en Escherichia coli DH10B quimicamente competentes (Invitrogen). Los casetes de
expresion para la proteina Cas9 de Neisseria meningitides (NM) se listan como pC512-Int-NMCas9-smSVpolyA y
pEFS-Int-NMCas9-SVpolyA. Ambos contienen la secuencia optimizada humana de NMCas9 bajo el control del
promotor especifico muscular sintético C5-12 o el promotor EFS ubicuo (versién mas corta del promotor EF-1a). La
secuencia de NMCas9 contiene ademas dos sefiales de localizacion nuclear (SLN), uno por extremo, el epitopo
hemaglutinina (HA) de influenza humana vy tres epitopos FLAG en tandem (3XFLAG) en el extremo C-terminal. La
secuencia de NM Cas9 se amplificd por PCR a partir de plasmido JDS246NMCas9 (proporcionado por Jean Paul
Concordet) y se clon6 en los plasmidos de VAA pC512-Int-smSVpoliA y pEFS-Int-SVpolyA, cada uno de los cuales
contiene el promotor indicado, un intrén quimérico y una sefal de poliadenilacion de SV40 (sm: versidn mas corta).

Casete de expresion para el ARN guia monocatenario (ARNgm) NM, pBlue_Double_U6sgRNAs_NM, se disefié con
el fin de contener dos veces en tandem la secuencia optimizada humana para el andamiaje (parte constante) del
ARNgm NM bajo el control del promotor U6. El constructo contiene dos sitios de clonacién por restriccion diferentes
donde se introduce la cadena del ARNgm especifico para la diana gendmica (protoespaciador), Bbs/ y BspMI. La
secuencia del andamiaje de ARNgm fue proporcionada por Jean Paul Concordet y modificada en los sitios de clonacion
del protoespaciador. El constructo Double_U6sgRNAs_NM se sintetizé sintéticamente y fue clonada en el plasmido
pBluescript SK(+) por GeneCust.

Los protoespaciadores ARNgm 1, 7, E y N se disefiaron tal como se describe en la seccion “Disefio de los ARNgm”
(ver posteriormente). En primer lugar, se clonaron los ARNgm 1 y 7 en el sitio Bbsl del plasmido
pBlue_Double_U6sgRNAs_NM para originar los plasmidos pBlue-U6gRNA-NM-1-DMPK y pBlue-U6gRNA-NM-7-
DMPK. Se clonaron los ARNgm E y N en el sitio BsbM/ de este ultimo, originando las siguientes combinaciones: pBlue-
U6gRNA-NM-1N-DMPK, pBlue-U6gRNA-NM-7E-DMPK y pBlue-U6gRNA-NM-7N-DMPK. Con el fin de seleccionar
mediante separacion las células transfectadas con los ARNgm, los constructos indicados anteriormente se digirieron
enzimaticamente en SnaBly se clonaron en un plasmido que contenia un GFP nuclear, pAAV-Des-AcGFP.

Diseno de los ARNgm

La regiéon genomica de la 3'UTR de DMPK circundante a las repeticiones de CTG se cribé manualmente para la
presencia de motivos contiguos a protoespaciador (PAM) especificos para Neisseria meningitidis (NM). Aparte de la
secuencia de consenso del NM PAM (NNNNGATT) [Zhang Y. et al., Mol. Cell., 2013], también se consideraron las
siguientes variantes, sometidas a ensayo por Esvelt y colaboradores en Escherichia coli [Esvelt K.M. et al., Nature
Methods, 2013]: NNNNGNTT, NNNNGANT, NNNNGTTN. Considerando ambos, las posiciones de las dianas y los
PAM dentro de la region 3' UTR y también el nimero de potenciales fuera-de-diana (calculado por CasOFFinder fijando
el numero de corte de no correspondencias en < 6), se seleccionaron cuatro ARNgm, dos con diana en la region
cadena arriba de la repeticion de CTG (ARNgm 1y 7) y los otros con diana en la regién cadena debajo de la repeticion
de CTG (ARNgm E y N). Sélo uno de ellos es respecto a un PAM de consenso (ARNgm N); en efecto los demas son
respecto, dos a la variante NNNNGANT (ARNgm 1y 7) y uno respecto a la variante NNNNGNTT (ARNgm E) (fig. 3).
Se disefiaron ARNgm de manera que su diana fuese una secuencia gendémica de 24 nty con el fin de clonarla en el
sitio Bsbl (ARNgm 1y 7) o en el sitio BspMI (ARNgm E y N) del plasmido pBlue_Double_U6sgRNA_NM. Ademas, se
afnadi6 el nucledtido G al 5 de ARNgm 7 y E (ya presente en el 5’ del otro ARNgm) para optimizar la transcripcion
controlada por U6. Todos los ARNgm se sintetizaron sintéticamente como cebadores directos e inversos simples (ver
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la lista de cebadores) y después se hibridaron in vifro antes de la ligacion con el plasmido
pBlue_Double_U6sgRNA_NM (o derivados) digeridos con los enzimas de restriccion apropiados.

Cultivo celular y ensayo de transfeccion para someter a ensayo la actividad de nucleasa

Se sembraron células 1 dia antes de la transfeccion, se recolectaron 2 dias después de la transfeccion y se
mantuvieron a -80°C hasta la extraccion del ADN gendmico, a menos que se indique lo contrario. Se utilizé una
temperatura estandar de 37°C y 5% de CO- para cultivar y mantener las células en cultivo. Se proporcionan los datos
para los ensayos de transeccion posteriormente.

Se cultivaron células HelLa y células HEK 293T en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) rico en glucosa
y con GlutaMAX (Invitrogen), complementado con suero de feto bovino al 10% (FBS, Invitrogen). Las células se
sembraron en placa de 12 pocillos, 0,5-1,0x10%/pocillo para las células HelLa, 0,25x10° células/pocillo para las HEK
293T, en un volumen final=1 ml (~80% de confluencia el dia de la transfeccién). Las reacciones de transfeccion se
prepararon de la manera siguiente: 3 pl de reactivo de transfeccion FUGENE HD y 1 pug de ADN total (proporcion
FUuGENE-ADN de 3:1) en 50 pl de medio sin suero. La proporcion de NMCas 9 y ARNgm era de 3:1.

Se cultivaron mioblastos fetales humanos primarios en medio de crecimiento de células musculares esqueléticas
(PromoCell) complementadas con FBS al 15%. Con el fin de alcanzar ~50% de confluencia, el dia de la transfeccion
se sembraron ~0,3-0,5x10° células/placa Petri de 10 cm (volumen final=8 ml). Las células se transfectaron con reactivo
de transfeccion JetPEl (transfeccion Polyplus) en una proporcion 2:1 con el ADN en un volumen final de 500 pl de
NaCl 150 mM (12 ul de reactivo de transfeccion para 6 ug de ADN total; proporcion NMCas9-ARNgm de 1:1). Las
reacciones de transfeccion se incubaron durante 30 min a TA y se cambié el medio de cultivo antes de su adicion.

Ensayo de PCR para someter a ensayo la delecién gendmica

Se extrajo el ADN gendmico de células HelLa y de células HEK 293T utilizando el kit de purificacion de ADN genémico
GeneJET (Thermo Scientific) y se eluyeron en un volumen final de 150 .

Se extrajo el ADN gendmico de mioblastos fetales humanos primarios separados y no separados, utilizando el kit
QlAamp DNA Micro and Mini (QIAGEN) y se eluyeron en un volumen final de 30 y 200 pl, respectivamente.

Se llevé a cabo la PCR utilizando la ADN polimerasa Taq de alta fidelidad Platinum (Invitrogen), DMSO al 10%, 100-
150 ng de ADNg total y los cebadores F1- y R1-DMPK-3'UTR. Los productos de PCR se separaron mediante
electroforesis: 15-20 pl de cada reaccion de PCR se cargaron en un gel de agarosa al 1,5% que contenia la tincion de
ADN GelRed (la tanda de electroforesis se realizé a 90-100 voltios durante 1 h 15-30 min). Tras adquirir las imagenes
de los geles de electroforesis tras la exposicion a UV, se ajustod el brillo y el contraste.

Se llevé a cabo la secuenciacion de los productos de PCR que contenian la deleciéon de la repeticion de CTG,
subclonando en orden para secuenciar clones individuales. Se llevdo a cabo la PCR tal como se ha indicado
anteriormente con los cebadores F1-DMPK-3UTR-Kpnl y R1-DMPK-3UTR-Xbal. Los productos de PCR se separaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa a baja temperatura de fusién al 2% y se extrajeron en gel bandas de
ADN respecto a los productos de PCR que contenian la delecion de las repeticiones de CTG, se digirieron con Kpnl'y
Xbal y se clonaron en el plasmido pBluescript Il SK(+) digerido con los mismos enzimas de restriccion. Los plasmidos
se extrajeron de los clones positivos y se enviaron para secuenciacion con el cebador pBlue_MCS_before2.

Transferencia western

Las células se lisaron sobre hielo en 100 pl de tampodn de lisis que contenia NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 7,4),
EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, fluoruro sédico 100 mM, pirofosfato sddico 4 mM, ortovanatado sédico 2 mM, Triton X-100
al 1% e IGEPAL al 0,5% complementado con un céctel inhibidor de proteasas completo (Roche). Las concentraciones
del extracto de proteinas totales se determinaron mediante el kit de ensayo de proteinas de Bio-Rad (Bio-Rad). Las
proteinas se separaron mediante electroforesis en SDS-PAGE en gel premoldeado al 10% (Bio-Rad) y después se
transfirieron a membrana de nitrocelulosa. Con el fin de evitar la union no especifica, las membranas se sumergieron
en una solucion de blogueo (solucion Odyssey al 50%, solucion TBST al 50% [Tween al 0,1% en Tris-HCI 1 M, pH
7,6) durante 2 horas antes de la incubacién durante la noche con anticuerpos dirigidos contra epitopo Flag (anticuerpo
monoclonal M2 anti-Flag, 1:3.000, Sigma). El dia después, se lavo el exceso de anticuerpos en TBST y la membrana
se incubd con un anticuerpo secundario conjugado con Alexa (anticuerpo de cabra antiratén-Alexa Fluor 680, 1:10.000,
Invitrogen) durante 1 hora. Las bandas de proteinas se visualizaron mediante fluorescencia de infrarrojos utilizando el
sistema de adquisicion de imagenes Odyssey (LICOR Biotechnology, Inc.).

Resultados

Constructos de expresion de Cas9 y ARNgm

Entre todos los sistemas de CRISPR/Cas9 disponibles, los presentes inventores seleccionaron uno originado en la
bacteria Neisseria meningitidis (NM) debido a que NMCas9 es de pequefio tamario y puede caber dentro de un vector
virus adenoasociado (VAA). Ademas, los presentes inventores encontraron mediante cribado manual la presencia de
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sitios diana potenciales para NMCas9 dentro de la region 3’ no traducida (3-UTR) del gen DMPK humano. Los
presentes inventores generaron dos constructos de VAA que contenian la secuencia codificante de NMCas 9
optimizada humana (3,25 Kb) bajo el promotor ubicuo EFS (versién mas corta del factor 1 alfa de elongacion) o el
promotor especifico muscular C5-12. Los presentes inventores incluyeron ademas otras secuencias reguladoras en
los constructos, un intrén quimérico situado cadena debajo de cada promotor para estabilizar el ARNm de Cas9, y una
sefial de poliadenilacion del virus 40 del simio (poliA de SV40). Se fusion6 Cas9 con dos sefiales de localizacion
nuclear (NLS), uno en cada extremo, con el fin de transportar la proteina hasta dentro del nucleo y HA (derivado de
hemaglutinina de influenza humano) y epitopos Flag, los cuales resultan utiles para la deteccién de proteinas. El
esquema de los constructos se representa en la fig. 1, Ay B.

Los presentes inventores sometieron a ensayo la funcionalidad de los casetes de expresion de Cas9in vitro en las
lineas celulares (fig. 2) e in vivo en ratones C57B1/6 de tipo salvaje (datos no mostrados). Brevemente, las células se
transfectaron con constructos de Cas9 y, dos dias después de la transfeccion, se lisaron para la extraccion de las
proteinas totales o se fijaron para experimentos de marcaje. Se detectdé NMCas9 en células HeLa y C2C12 en el
tamafio molecular esperado mediante analisis de transferencia western (fig. 2) y en el nucleo de las células mediante
inmunofluorescencia (datos no mostrados) con anticuerpos dirigidos contra el epitopo Flag.

Con el fin de delecionar la repeticion de CTG de la region 3'UTR del gen DMPK humano, los presentes inventores
disefiaron ARNgm situados cadena arriba y cadena debajo de esta region de repeticion de CTG, que podria controlar
el corte doble de ADN mediado por NMCas9 después de la secuencia del codon de parada de DMPK y antes de la
sefial de poliA. De esta manera, los presentes inventores disefiaron un casete de expresion que contenia dos
andamiajes de ARNgm, cada una bajo el control del promotor U6 y localizado en tandem en el mismo plasmido (fig.
1, constructo C). Los presentes inventores seleccionaron cuatro protoespaciadores ARNgm que minimizaban los
efectos fuera-de-diana (ver las dianas gendmicas respectivas en la fig. 3 y en la Tabla 1) y se clonaron en los sitios de
clonacioén Bsl'y Bspml que precedian a los andamiajes de ARNgm.

Tabla 1: secuencias de ADN de protoespaciador y de motivo contiguo a protoespaciador (PAM)

Nombre de | Secuencia del ADN diana (protoespaciador) + Posicion# Cadena
diana secuencia de ADN de PAM (subrayado) (inicio-final)

1 GCGCTCCCTGAACCCTAGAACTGTCTTCGACT | 46273725- -
46273756

7 ACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCGGGAAT | 46273524~ -
46273555

E TGGGGAGCGTCTGGCGCGATCTCTGCCTGCTT | 46273258- -
46273289

N GTCGGGGTCTCAGTGCATCCAAAACGTGGATT | 46273057- +
46273088

# Referencia del genoma humaNO:feb. de 2009 (GRCh37/hg19)

Los presentes inventores generaron tres parejas de ARNgm diferentes que potencialmente podrian controlar la
delecion de la expansion de repeticiones de CTG (B, y y 6, Tabla 2).

Tabla 2: parejas de ARNgm y tamarfio de delecion esperado

Ningin ARNgm Cas9+ARNgm
B Y o)
Pareja de ARNgm
(1+N) (7+E) (7+N)
Numero total de

potenciales fuera- 9+8=17 6+6=12 6+8=14

de-diana

Tamaiio del

fragmento de ADN 658# 266# 457#

escindido
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Tamafio esperado
de producto de 891* 233# 625# 434%#
PCR (pb)***

+

Considerando un numero de no correspondencias < 6, comprobado mediante Cas-OFFinder
http://www.rgenome.net/cas-offinder/

*** Con cebadores F1-DMPK-3UTR y R1-DMPK-3UTR

* Tamanio calculado para un numero de repeticiones de CTG (n CTG)=20

(861* para células HeLa [n CTG=10]; 846* para células 293T [n CTG=5])

#tamafio calculado considerando un corte preciso entre el 3° y 4° nucledtido cadena arriba de la secuencia de PAM

Estos constructos también se subclonaron en un plasmido de VAA que alojaba la secuencia para una proteina
fluorescente verde (fig. 1, constructo D y materiales y métodos).

Delecién mediada por Cas9 de la expansién de repeticiones de CTG en el gen DMPK humano

Con el fin de someter a ensayo si los ARNgm disefiados eran capaces de dirigir NMCas9 a las regiones diana de ADN
genomico correspondientes, los presentes inventores cotransfectaron células HelLa (o HEK 293T) con el plasmido que
contenia el casete de expresion EFS-NMCas9 y cada uno de los tres plasmidos que alojaban una pareja de ARNgm
y controles apropiados (Tabla 2 y figura 4). A continuacioén, se extrajo el ADN de las células y se utiliz6 como molde
en una reaccion de PCR para amplificar una regién de 891 pb de longitud que incluia todas las dianas de ADN
genodmico (cebadores F1- y R1-DMPK-3'UTR, fig. 3). El gel de agarosa de los productos de PCR se muestra en la fig.
4. Las parejas de ARNgm (B, y y 0) resulté en la amplificacion por PCR del fragmento de ADN de 891 pb y un fragmento
mas pequefio correspondiente a la region de ADN esperada después de la escision mediada por CRISPR/Cas9 (fig.
4, flecha roja). Estos productos de PCR de tamafio mas pequefio se subclonaron y se secuenciaron para verificar su
identidad. Estos productos de PCR de tamafio mas pequefio se subclonaron y se secuenciaron para verificar su
identidad. Los resultados de la secuenciacion de los productos de PCR obtenidos con las parejas de ARNgm 3 (1 mas
N) y 8 (7 mas N) se representan en la fig. 6 y demuestran que, en la mayoria de los clones, los sitios de corte de
NMCas9 se localizan en el nucledtido N3 o N4 de la secuencia diana contiguos al PAM (#n). Por tanto, estos resultados
demuestran la eficacia de los ARNgm disefiados en el control de la delecion mediada por NMCas9 del ADN gendmico
flanqueante de la repeticion de CTG de DMPK.

Los presentes inventores también sometieron a ensayo la eficacia de este sistema CRISPR/Cas9 en el locus DMPK
humano en presencia de una expansion de CTG patoldgica. Con este fin, células primarias derivadas de un paciente
de DM1 portador de una repeticion de 200 CTG (DM200) se cotransfectaron con los plasmidos EFS-NMCas9 y ARNgm
Yy (ARNgm 7 mas E, constructo D) y se utilizaron células primarias procedentes de un individuo normal (Ctrl) como
control (fig. 1). Se extrajo ADN gendémico de las células Ctrl y DM200 separadas si GFP-positivas con el fin de
incrementar la proporcién de ADN originado de células que expresaban los ARNgm. Se llevé a cabo una PCR tal como
se ha indicado anteriormente y resultd en la amplificacion de pequefios fragmentos de ADN en células Ctrl y DM200
que correspondian en tamafo a los fragmentos originados de la region de ADN gendémico escindida esperada (fig. 5,
flecha roja).

Los presentes inventores observaron, ademas, productos de PCR de longitud completa y de longitud parcial
correspondientes a ADN gendmico no cortado (fig. 5, flechas verde y azul, respectivamente). Los ultimos es probable
que sean una amplificacion parcial de la regién del ADN gendmico completo del paciente de DM1, ya que las
repeticiones de 200 CTG no pueden amplificarse facilmente mediante PCR.

Globalmente estos resultados demuestran que el sistema Cas9-ARNgm descrito resulta adecuado para escindir las
repeticiones de CTG de la region 3'UTR del gen DMPK humano.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<110> GENETHON et al.

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE TRASTORNOS POR EXPANSION DE

REPETICIONES DE NUCLEOTIDOS

<130> B2019PC00

<160> 14

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 24

<212> ARN

<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ARNgm 1 guia

<400> 1

gcgeucccug aacccuagaa cugu 24

<210> 2
<211> 24
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ARNgm 7 guia

<400> 2
acggggcucg aaggguccuu guag

<210> 3
<211> 24
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ARNgm E guia

<400> 3
uggggagcgu cuggcgcgau cucu

<210> 4
<211> 24
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ARNgm N guia

<400> 4
gucggggucu cagugcaucc aaaa

<210>5
<211>137
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNgm 1

24

24

24
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<400> 5
gcgcucccug aacccuagaa cuguguugua gcucccuuuc gaaagaaccg uugcuacaau

aaggccgucu gaaaagaugu gccgcaacgc ucugccccuu aaagcuucug cuuuaagggg

caucguuuau uuuuuuu

<210> 6
<211>138
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNgm 7

<400> 6
gacggggcuc gaaggguccu uguagguugu agcucccuuu cgaaagaacc guugcuacaa

uaaggccguc ugaaaagaug ugccgcaacg cucugccccu uaaagcuucu gcuuuaaggg

gcaucguuua uuuuuuuu

<210>7
<211> 138
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNgm E

<400>7
guggggagcg ucuggcgcga ucucuguugu agcucccuuu cgaaagaacc guugcuacaa

uaaggccguc ugaaaagaug ugccgcaacg cucugccccu uaaagcuucu gcuuuaaggg

gcaucguuua uuuuuuuu

<210> 8
<211>137
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> ARNgm N

<400>8
gucggggucu cagugcaucc aaaaguugua gcucccuuuc gaaagaaccg uugcuacaau

aaggccgucu gaaaagaugu gccgcaacgc ucugccccuu aaagcuucug cuuuaagggg

caucguuuau uuuuuuu

<210>9
<211> 263
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> promotor U6

<400> 9

17
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20

25

30

35

aggtcgggca
aggctgttag
atacgtgacg
aaatggacta

tecttgtggaa

<210> 10
<211> 402
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ggaagagggc
agagataatt
tagaaagtaa
tcatatgett

aggacgaaac

<223> casete de ARNgm 1

<400> 10
aggtcgggca

aggctgttag
atacgtgacg
aaatggacta
tecttgtggaa
ttcgaaagaa

cttaaagcett

<210> 11
<211> 403
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ggaagagggc
agagataatt
tagaaagtaa
tcatatgcett
aggacgaaac
ccgttgetac

ctgctttaag

<223> casete de ARNgm 7

<400> 11
aggtcgggca

aggctgttag
atacgtgacg
aaatggacta
tcttgtggaa
tttcgaaaga

ccttaaaget

<210> 12
<211> 403
<212> ADN

ggaagagggc
agagataatt
tagaaagtaa
tcatatgcett
aggacgaaac
accgttgcta

tctgetttaa

<213> artificial

<220>

<223> casete de ARNgm E

<400> 12

ctatttccca
agaattaatt
taatttcttg
accgtaactt

acc

ctatttccca
agaattaatt
taatttcttg
accgtaactt
accgegcetee
aataaggccg

gggcatcgtt

ctatttccca
agaattaatt
taatttcttg
accgtaactt
accgacgggg

caataaggcce

ggggcatcegt

ES 2732100 T3

tgattccttce
tgactgtaaa
ggtagtttgc

gaaagtattt

tgattcctte
tgactgtaaa
ggtagtttge
gaaagtattt
ctgaacccta
tctgaaaaga

tatttttttt

tgattcctte
tgactgtaaa
ggtagtttge
gaaagtattt
ctcgaagggt
gtctgaaaag

ttattttttt

atatttgcat
cacaaagata
agttttaaaa

cgatttcttg

atatttgcat
cacaaagata
agttttaaaa
cgatttcttg
gaactgtgtt
tgtgccgcaa

aa

atatttgcat
cacaaagata
agttttaaaa
cgatttcttg
ccttgtaggt
atgtgccgea

taa

18

atacgataca
ttagtacaaa
ttatgtttta

gctttatata

atacgataca
ttagtacaaa
ttatgtttta
gctttatata
gtagctcecct

cgctetgece

atacgataca
ttagtacaaa
ttatgtttta
gctttatata
tgtagctcce

acgctctgee

60

120

180

240

263

60

120

180

240

300

360

402

60

120

180

240

300

360

403
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15

20

aggtcgggca
aggctgttag
atacgtgacg
aaatggacta
tcttgtggaa
tttcgaaaga

ccttaaagcet

<210> 13
<211> 402
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ggaagagggc
agagataatt
tagaaagtaa
tcatatgctt
aggacgaaac
accgttgceta

tctgetttaa

<223> casete de ARNgm N

<400> 13
aggtcgggca

aggctgttag
atacgtgacg
aaatggacta
tcttgtggaa
ttcgaaagaa

cttaaagcett

<210> 14
<211> 932
<212> ADN

ggaagagggc
agagataatt
tagaaagtaa
tcatatgett
aggacgaaac
ccgttgetac

ctgctttaag

<213> homo sapiens

<400> 14

gtccctagge ctggectatce

cgtgececgeeg cecctgggetg

tggcgecgee caggagecge

ctatttccca
agaattaatt
taatttcttg
accgtaactt
accgtgggga
caataaggcc

ggggeatcegt

ctatttccca
agaattaatt
taatttcttg
accgtaactt
accgtegggg
aataaggccg

gggcatcgtt

ggaggcgctt
cattgggttg

ccgegetece

ES 2732100 T3

tgattccttce
tgactgtaaa
ggtagtttgce
gaaagtattt
gcgtetggeg
gtctgaaaag

ttattttttt

tgattcctte
tgactgtaaa
ggtagtttge
gaaagtattt
tctcagtgca
tctgaaaaga

tatttttttt

tcecectgetcee

gtggcccacg

tgaaccctag

atatttgcat atacgataca 60
cacaaagata ttagtacaaa 120
agttttaaaa ttatgtttta 180
cgatttcttg gctttatata 240
cgatctetgt tgtagctcce 300
atgtgcegeca acgetcetgee 360
taa 403
atatttgcat atacgataca 60
cacaaagata ttagtacaaa 120
agttttaaaa ttatgtttta 180
cgatttecttg getttatata 240
tccaaaagtt gtagctccct 300
tgtgccgcaa cgctctgece 360
aa 402
tgttcgeegt tgttctgtet 60
ccggccaact caccgcagtc 120
aactgtcttce gactccgggg 180

19



cccegttgga
ttcacaaccg
ccctagegge
cttgtagecceg
gctgetgetg
tgacgtggat
tcctecacge
gcecetgetet
gccaaaccceg
cccagcegge
ctgacaggct
acattccteg

taaaaggccce

agactgagtg
ctccgagegt
cggggaggga
ggaatgctge
ctgctggggg
gggcaaactg
acccccacct
ggggagcgtc
cttttteggg
tcegeceeget
acaggacccc
gtatttattg

tccatctgee

ccecggggeac
gggtctecege
ggggccgggt
tgctgectget
gatcacagac
caggcetggg
atcgttggtt
tggcgcgatc
gatccecgege
tecggeggttt
caacaacccc
tctgtcecca

caaagctctg

ES 2732100 T3

ggcacagaag
ccagctccag
ccgeggeegg
gctgctgetg
catttcttte
aaggcagcaa
cgcaaagtgc
tctgectget
ccecectecte
ggatatttat
aatccacgtt
cctaggaccce

ga

ccgegeccac
tcectgtgatce
cgaacggggc
ctgctgetge
tttcggecag
gcegggecgt
aaagctttct
tactcgggaa
acttgcgetg
tgacctegtce
ttggatgcac

ccacccececga

20

cgcctgecag
cgggcccgece
tcgaagggtce
tgctgectget
gctgaggeccce
ccgtgttcca
tgtgcatgac
atttgetttt
ctcteggage
ctcegacteg
tgagaccccg

ccctegegaa

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

932
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REIVINDICACIONES

Una pareja de moléculas de ARNgm, en donde dicha pareja comprende una primera y una segunda
moléculas de ARNgm que son capaces de unir mediante apareamiento de bases un complemento de
secuencia a una secuencia diana de ADN gendmico que esta localizada en el lado 5’ y 3’ de una expansion
de repeticiones de nucleodtidos localizada dentro de una regién no codificante de un gen de interés,
respectivamente, resultando apropiada de esta manera para escindir dicha expansién de nucleétidos con un
sistema CRISPR/Cas9,

en donde el gen de interés es el gen DMPK,

en donde la pareja de moléculas de ARNgm es una pareja de:

- un ARNgm que comprende una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO:1y SEQ ID NO:2y
- un ARNgm que comprende una secuencia guia seleccionada de SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4.

La pareja de ARNgm segun la reivindicacién 1, en donde la pareja de moléculas de ARNgm es una pareja
de:

- un ARNgm seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO:5 o SEQ ID NO:6, y
- un ARNgm seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO:7 o SEQ ID NO:8.

Un ARNgm que comprende una secuencia que es capaz de unir mediante apareamiento de bases el
complemento de secuencia a una secuencia diana de ADN gendmico que esta localizada en el lado 5’ 0 3’
de una expansion de repeticiones de nucleétidos dentro de una regidn no codificante de un gen de interés,

en donde el gen de interés es el gen DMPK,

en donde dicho ARNgm comprende una secuencia guia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4.

El ARNgm segun la reivindicacion 3, en donde dicho ARNgm se selecciona del grupo que consiste en SEQ
ID NO:5 a SEQ ID NO:8.

Un vector codificante del ARNgm o una pareja de moléculas de ARNgm segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, siendo el vector preferiblemente un plasmido o un vector virico, tal como un vector
VAAr.

Una célula diana, que esta transfectada o transducida con el vector segun la reivindicacion 5.

Un método para la produccion de un ARNgm o una pareja de ARNgm, que comprende cultivar la célula diana
segun la reivindicacion 6 bajo condiciones que permiten la produccion de dicho ARNgm o pareja de ARNgm,
y recuperar dicho ARNgm o dicha pareja de moléculas de ARNgm a partir de dicha etapa de cultivo.

Un método in vitro para escindir una repeticion de nucleétidos localizada dentro de una region no codificante
de un gen DMPK en una célula, que comprende introducir en dicha célula una pareja de moléculas de ARNgm
segun la reivindicacion 1 o 2, o un vector segun la reivindicacion 5, y una endonucleasa CRISPR/Cas9
derivada de N. meningitidis.

Una pareja de ARNgm segun la reivindicacion 1 o 2, o un vector segun la reivindicacion 5, para el uso en
combinacién con una endonucleasa Cas9 derivada de N. meningitidis en un método para tratar la distrofia
miotodnica de tipo 1.

La pareja de ARNgm para el uso segun la reivindicacion 9, en donde la expansion de repeticiones de
nucleétidos es una expansion de repeticiones de binucleétido, trinucledtido, tetranucleétido, pentanucleétido
o hexanucleétido localizada dentro de la 3'-UTR del gen DMPK, en particular una expansion de repeticiones
de trinucledtido.
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A.C512-NMCas9

Bbsl BspMI

sgRNA-down =

D. DesGFP-Doble-ARNgmU6

Bbsl

§lil ARNgm-arriba g R¥! ARNgm-abajo

Figura 1
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Hela C2C12
NMCasg NMCas9

- C5-12 EFS . C5-12 EFS

130 KDa

Figura 2
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Regidén gendémica* circundante a la repeticion de CTG de la 3'UTR de DMPK y localizacién
de los ARNgm y motivos contiguos a protoespaciador (PAM)

*Referencia del genoma humano:

feb.2009 (GRCh37/hg19)

cr.19, cadena negativa

posicion: 46.272.967(inicio) - 46.273.898(final)

LEYENDA
NNNNGATT PAM de consenso para Neisseria meningitidis
(AATCNNNN en la cadena negativa) (NM) sistema CRISPR/Cas9’
NNNNGANT y NNNNGNTT PAM alternativos?
TGA codén de parada del gen DMPK
AATAAAA poliA gen DMPK

1Zhang Y et al, Mol Cell 2013
“Esvelt KM et al, Nat Methods 2013

F1-DMPK-3'UTR
GTCCCTAGGCCTGGCCTATCGGAGGCGCTTTCCCTGCTCCTGTTCGCCGTTGTTCTGTCTCGTGCCGCCG

CCCTGGGCTGCATTGGGTTGGTGGCCCACGCCGGCCAACTCACCGCAGTCTGGCGCCGCCCAGGAGCLGL
1 NNNNGANT

CCGCGCTCCCTGAACCCTAGAACTGTICTTCGACTCCGGGGCCCCGTTGGAAGACTGAGTGCCCGGGGCAL

GGCACAGAAGCCGCGCCCACCGCCTGCCAGTTCACAACCGCTCCGAGCGTGGGTCTCCGCCCAGCTCCAG

TCCTGTGATCCGGGCCCGCCCCCTAGCGGCCGGEGAGGGAGGGGCCGEGGTCCGCGGCCGGCGAACGGGEGEE
7 NNNNGANT
TCGAAGGGTCCTTGTAQCCGGGAATGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCT?CTGCTGCT

ESUNCIGINC GUNEIGINE NG - CCGATCACAGACCATTTCTTTCTTTCGGCCAGGCTGAGGCCCTGACGTGGAT

GGGCAAACTGCAGGCCTGGGAAGGCAGCAAGCCGGGCCGTCCGTGTTCCATCCTCCACGCACCCCCACCT
E
ATCGTTGGTTCGCAAAGTGCAAAGCTTTCTTGTGCATGACGCCCTGCTCTGGGGAGCGTCTGGCGCGATC
NNNNGANT
TCTIGCCTGCTTACTCGGGAARATTTGCTTTTGCCAAACCCGCTTTTTCGGGGATCCCGCGCCCCCCTCCTC

ACTTGCGCTGCTCTCGGAGCCCCAGCCGGCTCCGCCCGCTTCGGCGGTTTGGATATTTATTGACCTCGTC
AATCNNNN N
CTCCGACTCGCTGACAGGCTACAGGACCCCCAACAACCCCIAATCCACGTTTTGGATGCACTGAGACCCCG

ACATTCCTCGGTATTTATTGTCTGTCCCCACCTAGGACCCCCACCCCCGACCCTCGCGAATARAAGGCCC

TCCATCTGCCCAAAGCTCTGGA
R1-DMPK-3'UTR

Figura 3
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ctrl  DM200
ARNgm y - &

Cas8 _ 4 +

- longitud parcial

. delecion

Figura 5
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