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DESCRIPCIÓN

Corrección de gen a base de TALEN

REFERENCIA CRUZADA A APLICACIÓN RELACIONADA

Antecedentes de la invención

[0001] La epidermólisis bullosa (EB) es un grupo de afecciones genéticas que provocan que la piel sea muy frágil 5
y se formen ampollas fácilmente. Las ampollas y erosiones cutáneas se forman como respuesta a una lesión 
menor o fricción, como un roce o arañazo. La epidermólisis bullosa distrófica recesiva (EBDR o RDEB por sus 
siglas en inglés), la forma más grave y habitual de la enfermedad, se caracteriza por la formación de gran 
cantidad de ampollas y cicatrices en la piel y en las membranas mucosas. Las mutaciones de COL7A1 asociadas 
a la EBDR afectan a la capacidad del colágeno 7 para conectar la epidermis y la dermis; y la posterior separación 10
de la epidermis y la dermis como resultado de la fricción o las lesiones leves provoca la formación de ampollas 
grave y la amplia formación de cicatrices en la piel asociadas a la EBDR. Las personas con EBDR muestran 
formación de ampollas cutáneas incurables, a menudo letales, y se enfrentan a un mayor riesgo de sufrir 
carcinoma agresivo de células escamosas. Las terapias de aumento de genes resultan prometedoras, aunque se 
corre el riesgo de sufrir mutagénesis insercional. Las herramientas actuales de terapia génica (p. ej., adición 15
génica mediada por virus) dependen del aporte de copias funcionales de un gen terapéutico que se integran de 
manera aleatoria o parcialmente aleatoria en el genoma. Las consecuencias de la integración aleatoria son la 
alteración del locus en el que se sitúa la carga y una potencial inactivación o desregulación génica (efectos 
inespecíficos). Estas pueden derivar en efectos secundarios que amenacen la vida del paciente. Por 
consiguiente, se describen en el presente documento nucleasas modificadas efectoras de tipo activador de la 20
transcripción (TALEN) para la edición precisa del genoma en células de pacientes con, por ejemplo, EBDR y 
otras afecciones genéticas.

Sumario de la invención

[0002] La invención da a conocer la composición de la reivindicación 1, la composición de la reivindicación 2 
para el uso de las reivindicaciones 2-5, la proteína de las reivindicaciones 6 y 7, los vectores de la reivindicación 25
8 y 9, el ácido nucleico de la reivindicación 10 y la proteína de la reivindicación 11. 

[0003] La presente invención supera los efectos inespecíficos proporcionando una corrección específica de sitio 
de la mutación. La corrección de la mutación se puede conseguir mediante la transformación o transfección de 
una célula. La célula se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en un fibroblasto, queratinocito, célula 
madre pluripotente inducible, célula madre hematopoyética, célula madre mesenquimal, célula madre 30
embrionaria, célula de progenie hematopoyética, célula T, célula B, célula glial, célula neural, célula progenitora 
neuroglial, célula madre neuroglial, célula muscular, célula pulmonar, célula pancreática, célula hepática y una 
célula del sistema reticuloendotelial.

[0004] Un método para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutación genética puede 
comprender la puesta en contacto de una célula con uno o varios ácidos nucleicos que codifican una TALEN y 35
una secuencia donadora de ácido nucleico, donde la proteína TALEN se expresa en la célula e induce una rotura 
de ADN bicatenario específica de sitio en un gen diana, donde la secuencia donadora es una plantilla para la 
reparación de ADN, que da como resultado una corrección de la mutación genética y proporciona una expresión 
génica correcta para tratar la enfermedad o trastorno genético. La célula puede ser un fibroblasto, queratinocito, 
célula madre pluripotente, hematopoyética, mesenquimal o embrionaria inducible, célula de progenie 40
hematopoyética (como una célula T o una célula B), célula glial y neural, célula madre y progenitora neuroglial, 
célula muscular, célula pulmonar, célula pancreática y/o hepática y/o una célula del sistema reticuloendotelial. En 
el presente documento, se da a conocer el uso de uno o varios ácidos nucleicos para tratar una enfermedad o 
trastorno genético provocado por una mutación genética, donde dicho uno o varios ácidos nucleicos codifican 
una nucleasa efectora de tipo activador de la transcripción (TALEN) y una secuencia donadora de ácido nucleico, 45
donde, cuando la proteína TALEN se expresa en una célula e induce una rotura de ADN bicatenario específica 
de sitio en un gen diana, y donde la secuencia donadora es una plantilla para la reparación de ADN, da como 
resultado una corrección de la mutación genética y proporciona una expresión génica correcta con el fin de tratar 
la enfermedad o trastorno genético.

[0005] La TALEN puede ser una TALEN izquierda y comprender, además, una TALEN derecha que coopere con 50
la TALEN izquierda para provocar la rotura de doble cadena en el gen diana. El ácido nucleico que codifica la 
TALEN y/o la secuencia donadora de ácido nucleico puede formar parte de un vector o plásmido. La TALEN 
puede incluir un espaciador (p. ej., la secuencia espaciadora contiene de 12 a 30 nucleótidos de longitud). 

[0006] El gen diana puede ser un gen con una alteración/mutación genética. El gen diana es COL7A1 (uno con 
una mutación que provoque, por ejemplo, la expresión aberrante de la proteína). 55

[0007] La enfermedad genética puede ser epidermólisis bullosa, osteogénesis imperfecta, disqueratosis 
congénita, las mucopolisacaridosis, distrofia muscular, fibrosis quística (CFTR), anemia de Fanconi, las 
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esfingolipidosis, las lipofuscinosis, adrenoleucodistrofia, inmunodeficiencia combinada grave, anemia de células 
falciformes o talasemia. 

[0008] Un método para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutación genética puede 
comprender a) introducir en una célula (i) un primer ácido nucleico que codifica un primer monómero de 
endonucleasa efectora de tipo activador de la transcripción (TAL), (ii) un segundo ácido nucleico que codifica un 5
segundo monómero de endonucleasa efectora TAL, y (iii) una secuencia donadora, donde cada uno de dichos 
primer y segundo monómeros de endonucleasa efectora TAL comprende una pluralidad de secuencias de 
repetición efectoras TAL y un dominio de endonucleasa Fokl, donde cada una de dicha pluralidad de secuencias 
de repetición efectoras TAL comprende un diresiduo variable de repetición, donde dicho primer monómero de 
endonucleasa efectora TAL comprende la capacidad para fijarse a una primera secuencia de medio sitio de un 10
ADN diana en el interior de dicha célula y comprende la capacidad para escindir dicho ADN diana cuando dicho 
segundo monómero de endonucleasa efectora TAL está fijado a una segunda secuencia de medio sitio de dicho 
ADN diana, donde dicho ADN diana comprende dicha primera secuencia de medio sitio y dicha segunda 
secuencia de medio sitio separadas por una secuencia espaciadora, y donde dicho primer y segundo medio sitio 
poseen la misma secuencia de nucleótidos o distintas secuencias de nucleótidos, donde dicha secuencia 15
donadora comprende homología con la diana al menos en los extremos 5' y 3' de la secuencia diana y la 
alteración genética preseleccionada y es una plantilla para la reparación de ADN, que da como resultado una 
corrección de la mutación genética; y (b) cultivar la célula en condiciones en las que se expresen el primer y el 
segundo monómero de endonucleasa efectora TAL, con el fin de corregir la mutación y restablecer la expresión
génica correcta. Cada uno del primer y el segundo ácido nucleico puede comprender un espaciador (distinto de 20
la secuencia espaciadora). La secuencia espaciadora se puede localizar entre la pluralidad de secuencias de 
repetición efectoras TAL y el dominio de endonucleasa Fokl. La secuencia espaciadora puede contener de 12 a 
30 nucleótidos. En el presente documento se da a conocer el uso de uno o varios ácidos nucleicos para tratar 
una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutación genética, donde (i) un primer ácido nucleico 
codifica un primer monómero de endonucleasa efectora de tipo activador de la transcripción (TAL), (ii) un 25
segundo ácido nucleico codifica un segundo monómero de endonucleasa efectora TAL, y (iii) una secuencia 
donadora, donde cada uno de dichos primer y segundo monómeros de endonucleasa efectora TAL comprende 
una pluralidad de secuencias de repetición efectoras TAL y un dominio de endonucleasa Fokl, donde cada una 
de dicha pluralidad de secuencias de repetición efectoras TAL comprende un diresiduo variable de repetición, 
donde dicho primer monómero de endonucleasa efectora TAL comprende la capacidad para unirse a una 30
primera secuencia de medio sitio de un ADN diana en el interior de dicha célula y comprende la capacidad para 
escindir dicho ADN diana cuando dicho segundo monómero de endonucleasa efectora TAL se fija a una segunda 
secuencia de medio sitio de dicho ADN diana, donde dicho ADN diana comprende dicha primera secuencia de 
medio sitio y dicha segunda secuencia de medio sitio separadas por una secuencia espaciadora, y donde dichos
primer y segundo medios sitios poseen la misma secuencia de nucleótidos o distintas secuencias de nucleótidos, 35
donde dicha secuencia donadora comprende homología con la diana al menos en los extremos 5' y 3' de la 
secuencia diana y la alteración genética preseleccionada y es una plantilla para la reparación de ADN, que da 
como resultado una corrección de la mutación genética; y donde (b) cultivar la célula en condiciones en las que 
se expresen el primer y el segundo monómero de endonucleasa efectora TAL, para corregir la mutación y 
restablecer la expresión génica correcta.40

[0009] También se da a conocer un ácido nucleico que comprende una secuencia donadora, donde la secuencia 
donadora es una plantilla para la reparación de ADN específica de sitio, que da como resultado una corrección 
de una mutación genética, donde la secuencia donadora comprende homología con al menos los extremos 5' y 3' 
de la secuencia diana, donde una parte de la secuencia donadora comprende una secuencia de reparación para 
corregir la secuencia diana para su uso junto con una proteína TALEN. El donador puede comprender la SEQ ID 45
NO:22. La diana es COL7A1 (un gen con una mutación). En una forma de realización, los extremos 5' y 3' del 
donador presentan, cada uno, al menos 100 bases de identidad de secuencia con la diana. 

[0010] El ácido nucleico puede comprender la SEQ ID NO:29 o 30. También se dan a conocer las proteínas 
codificadas o expresadas por los ácidos nucleicos de TALEN. 

[0011] Se da a conocer un vector o plásmido que comprende una secuencia donadora, donde la secuencia 50
donadora es una plantilla para la reparación de ADN específica de sitio, que da como resultado una corrección 
de una mutación genética, donde la secuencia donadora comprende homología con al menos los extremos 5' y 3' 
de la secuencia diana, donde una parte de la secuencia donadora comprende una secuencia de reparación para 
corregir la secuencia diana para su uso junto con una proteína TALEN. El donador puede comprender la SEQ ID 
NO:22. La diana es COL7A1 (con una mutación). Los extremos 5' y 3' del donador pueden presentar, cada uno, 55
al menos 100 bases de identidad de secuencia con la diana. Se da a conocer un vector o plásmido que 
comprende una o varias de las SEQ ID NO: 22, 31, 28, 29 o 30. También se da a conocer una célula huésped 
aislada que comprende una o varias de las SEQ ID NO: 22, 31, 28, 29 o 30 o las proteínas expresadas a partir 
de tales secuencias. En el presente documento se describe una línea celular transfectada que comprende las 
SEQ ID NO: 22, 31, 28, 29 o 30 o las proteínas expresadas a partir de tales secuencias.60

[0012] Un método para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutación genética puede 
comprender la puesta en contacto de una célula con un ácido nucleico que codifica una TALEN, donde la TALEN 
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corrige la mutación y, por ejemplo, restablece la expresión de genes correcta, o aumenta la expresión de genes.
La célula puede ser un fibroblasto. La TALEN puede ser una TALEN izquierda y comprender, además, una 
TALEN derecha que coopere con la TALEN izquierda para realizar un corte de doble cadena en un ADN. La 
molécula de ácido nucleico puede ser un vector. La molécula de ácido nucleico puede ser un plásmido. La 
TALEN puede incluir un espaciador, por ejemplo, de 12 a 30 nucleótidos de longitud. En una forma de 5
realización, la enfermedad genética es epidermólisis bullosa. 

[0013] Un método para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutación genética puede 
comprender a) introducir en una célula (i) un primer ácido nucleico que codifica un primer monómero de 
endonucleasa efectora de tipo activador de la transcripción (TAL) y (ii) un segundo ácido nucleico que codifica un 
segundo monómero de endonucleasa efectora TAL, donde cada uno de dichos primer y segundo monómeros de 10
endonucleasa efectora TAL comprende una pluralidad de secuencias de repetición efectoras TAL y un dominio 
de endonucleasa Fokl, donde cada una de dicha pluralidad de secuencias de repetición efectoras TAL 
comprende un diresiduo variable de repetición, donde dicho primer monómero de endonucleasa efectora TAL 
comprende la capacidad para fijarse a una primera secuencia de medio sitio de un ADN diana en el interior de 
dicha célula y comprende la capacidad para escindir dicho ADN diana cuando dicho segundo monómero de 15
endonucleasa efectora TAL se fija a una segunda secuencia de medio sitio de dicho ADN diana, donde dicho 
ADN diana comprende dicha primera secuencia de medio sitio y dicha segunda secuencia de medio sitio 
separadas por una secuencia espaciadora, y donde dicho primer y segundo medio sitio poseen la misma 
secuencia de nucleótidos o distintas secuencias de nucleótidos; y (b) cultivar la célula en condiciones en las que 
se expresen el primer y el segundo monómero de endonucleasa efectora TAL, con el fin de corregir la mutación y 20
restablecer la expresión correcta de genes.

[0014] Se da a conocer un ácido nucleico que codifica una TALEN y una secuencia donadora de ácido nucleico, 
donde, cuando la proteína TALEN se expresa en una célula, induce una rotura de ADN bicatenario específica de 
sitio en un gen diana, y, además, donde la secuencia donadora es una plantilla para la reparación de ADN, que 
da como resultado una corrección de la mutación genética y proporciona una expresión génica correcta para25
tratar la enfermedad o trastorno genético. La descripción proporciona el ácido nucleico, donde la célula es un 
fibroblasto, queratinocito, célula madre pluripotente, hematopoyética, mesenquimal o embrionaria inducible, 
célula de progenie hematopoyética (como una célula T o una célula B), célula glial y neural, célula madre y 
progenitora neuroglial, célula muscular, célula pulmonar, célula pancreática y/o célula hepática y/o una célula del 
sistema reticuloendotelial. La descripción proporciona el ácido nucleico, donde la TALEN es una TALEN 30
izquierda y que comprende, además, una TALEN derecha que coopera con la TALEN izquierda para provocar la 
rotura de doble cadena en el gen diana. La TALEN derecha puede ser codificada por el ácido nucleico o un 
segundo ácido nucleico. La TALEN izquierda y la TALEN derecha pueden comprender una pluralidad de 
secuencias de repetición efectoras TAL y un dominio de endonucleasa. Cada una de la TALEN derecha e
izquierda puede comprender un espaciador (distinto de la secuencia espaciadora). La secuencia espaciadora se 35
puede localizar entre la pluralidad de secuencias de repetición efectoras TAL y el dominio de endonucleasa. La 
secuencia espaciadora puede ser codificada por una secuencia de 12 a 30 nucleótidos. La descripción 
proporciona el ácido nucleico, donde dicho ácido nucleico que codifica la TALEN y/o la secuencia donadora de 
ácido nucleico forma parte de un vector o plásmido. La descripción proporciona el ácido nucleico, donde el gen 
diana es un gen con una alteración/mutación genética. La invención proporciona el ácido nucleico, donde el gen 40
diana es COL7A1. La descripción proporciona el ácido nucleico, donde la TALEN incluye un espaciador. La 
descripción proporciona el ácido nucleico donde la secuencia espaciadora contiene de 12 a 30 nucleótidos de 
longitud. La descripción proporciona el ácido nucleico, donde la enfermedad genética es epidermólisis bullosa, 
osteogénesis imperfecta, disqueratosis congénita, las mucopolisacaridosis, distrofia muscular, fibrosis quística 
(CFTR), anemia de Fanconi, las esfingolipidosis, las lipofuscinosis, adrenoleucodistrofia, inmunodeficiencia 45
combinada grave, anemia de células falciformes o talasemia. La descripción proporciona el ácido nucleico, donde 
la enfermedad genética es epidermólisis bullosa. La descripción proporciona al menos un ácido nucleico que 
comprende (i) un primer ácido nucleico que codifica un primer monómero de endonucleasa efectora de tipo 
activador de la transcripción (TAL), (ii) un segundo ácido nucleico que codifica un segundo monómero de 
endonucleasa efectora TAL, y (iii) una secuencia donadora, donde cada uno de dichos primer y segundo 50
monómeros de endonucleasa efectora TAL comprende una pluralidad de secuencias de repetición efectoras TAL 
y un dominio de endonucleasa Fokl, donde cada una de dicha pluralidad de secuencias de repetición efectoras 
TAL comprende un diresiduo variable de repetición, donde dicho primer monómero de endonucleasa efectora 
TAL comprende la capacidad para fijarse a una primera secuencia de medio sitio de un ADN diana en el interior 
de dicha célula y comprende la capacidad para escindir dicho ADN diana cuando dicho segundo monómero de 55
endonucleasa efectora TAL está unida a una segunda secuencia de medio sitio de dicho ADN diana, donde 
dicho ADN diana comprende dicha primera secuencia de medio sitio y dicha segunda secuencia de medio sitio 
separadas por una secuencia espaciadora, y donde dicho primer y segundo medio sitio poseen la misma 
secuencia de nucleótidos o distintas secuencias de nucleótidos, donde dicha secuencia donadora comprende 
homología con la diana al menos en los extremos 5' y 3' de la secuencia diana y la alteración genética 60
preseleccionada y es una plantilla para la reparación de ADN, que da como resultado una corrección de la 
mutación genética; y (b) cultivar la célula en condiciones en las que se expresen el primer y el segundo 
monómero de endonucleasa efectora TAL, con el fin de corregir la mutación y restablecer la expresión génica
correcta. La descripción proporciona una proteína codificada o expresada por el ácido nucleico. La descripción 
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proporciona un vector o plásmido que comprende el ácido nucleico. La descripción proporciona una célula 
huésped aislada que comprende el ácido nucleico.

[0015] La descripción contempla el uso de los ácidos nucleicos, vectores, células huésped y proteínas de la 
descripción para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutación genética. 

Breve descripción de los dibujos5

[0016]

Figuras 1A-F. Especificidad de TALEN, estructura de nucleasa y modificación de gen COL7A1. (a) Sitio diana 
de COL7A1 en el cromosoma 3 y unión a matriz TALEN. Se muestra un esquema del cromosoma humano 
tres y la región del exón 13 específica. Las flechas indican los conjuntos de cebadores utilizados para 
posteriores análisis, y la línea con el cuadro gris moteado es el donador utilizado en (f). (b) Sitio diana de10
COL7A1 y los componentes básicos del complejo de nucleasa. La TALEN está constituida por una deleción 
en el N-terminal de 152 residuos de TALE de Xanthomonas, seguida del dominio de repetición, y una 
subregión del C-terminal +63 fusionada con el dominio catalítico de la nucleasa Fokl. (SEQ ID NO: 33; SEQ 
ID NO: 34) (c) Reconocimiento de base del diresiduo variable de repetición (RVD). Los RVD NN, NI, HD y NG 
(que se fijan, respectivamente, a guanina, adenina, citosina y timina) están codificados para la 15
correspondiente matriz completa en 1b. (d) Esquema de rotura de ADN de doble cadena (DSB) generada por 
TALEN (rayo) y posibles mecanismos de reparación celular utilizados para la reparación de la rotura. (SEQ ID 
NO: 35; SEQ ID NO: 36). (e) Evaluación de unión de extremos no homólogos con probabilidad de error
mediante secuenciación de Sanger de células tratadas con TALEN. Se llevó a cabo una PCR de ciclo 
limitante, seguida de una clonación al azar; se secuenciaron 75 clones, mostrando 64 de ellos un 100 % de 20
alineamiento con la base de datos de genomas y 11 mostrando deleciones inducidas por unión de extremos 
no homólogos (NHEJ) que se representan con rayas. Los sitios diana de TALEN izquierdo y derecho se 
indican en mayúsculas y en negrita, y la secuencia espaciadora se representa en letras minúsculas. Las 
bases totales delecionadas se representan a la derecha y se indica «del» seguido del número de bases 
perdidas. (f) Reparación dirigida por homología (HDR). El donador de oligonucleótidos monocatenario 25
(ssODN) contenía 65 pb de homología del gen COL7A1 en el brazo izquierdo y 101 pb en el derecho con una 
secuencia corta externa que sirve como un sitio de cebador único (cuadro gris moteado). Tres resultados de 
PCR de cebadores de amplificación con pares de cebadores endógenos (indicados con flechas marcadas 
con i. e iii.). Inserción de TALEN de los resultados de ODN en un segundo producto de PCR más pequeño 
generado mediante los pares de cebadores ii. e iii. El número al final de las células tratadas con TALEN 30
indica el índice de HDR determinado por densitometría. (SEQ ID NO: 37 a (SEQ ID NO: 48).

Figura 2. Modificación con TALEN del gen COL7A1 evaluada mediante el ensayo de nucleasa Surveyor.
Evaluación NHEJ mediante nucleasa Surveyor en fibroblastos EBDR. Se realizó una PCR de ciclo limitante 
de un fragmento de ∼350 pb seguida de un ensayo de desemparejamiento Surveyor. La NHEJ inducida por 
TALEN queda demostrada por el patrón de bandas predecible de -200 y 300 pb (flechas). A la derecha se 35
muestra el locus de COL7A1 no modificado en células de control. 

Figuras 3A-C. Diseño de donador TALEN COL7A1 y reparación dirigida por homología. (a) Locus COL7A1 
con mutación indicada mediante asterisco. Debajo se encuentra el donador, alineado con su relación con el 
locus endógeno que consta de secuencias genómicas de COL7A1 de un brazo izquierdo con 706 pb de largo 
y un 100 % de homología con respecto al locus genómico. Entre los brazos izquierdo y derecho, diseñado 40
para insertarse en el intrón entre los exones 12 y 13, se encuentra un casete de puromicina PGK entre dos 
sitios loxp (cuadro, sitios loxp indicados mediante flechas flanqueantes). El brazo derecho era de 806 pb de 
largo y contenía 5 cambios de base. Cuatro de estos eran polimorfismos de mutación silenciosa (SPMP) (a 
los que se hace referencia en la dirección 5' y en la dirección 3') que servían como marcadores para la 
identificación de eventos basados en HDR; el último era la base normalizada que corrige el codón de 45
terminación prematuro. El cuadro representa tres de los SPMP que se localizaban a 10 pb uno del otro. La 
base normal (es decir, con reversión de la mutación) se indica mediante el cuadro y el SPMP terminal (en la 
dirección 3') que suprime un sitio de enzima de restricción Apal se representa mediante un cuadro negro. El 
rayo indica el sitio diana de TALEN y los cebadores de PCR (flechas negras), diseñados de tal manera que 
uno se encuentre en el brazo donador y el otro fuera de este; se utilizaron para análisis conforme a lo 50
representado. (SEQ ID NO: 49). Detección de SPMP en fibroblastos EBDR. El tratamiento con TALEN y la 
amplificación por PCR, seguidos por la digestión con Apal y la secuenciación de Sanger muestra (b) la 
presencia del SPMP resistente a Apal que deriva del donador y solo puede estar presente tras el corte con 
TALEN y la reparación dirigida por homología utilizando el donador exógeno como plantilla, (SEQ ID NO: 50) 
(c) mostrando la base no modificada (sensible a Apal) que había aparecido un evento heterocigoto de HDR 55
(SEQ ID NO: 51).

Figura 4A-B. Escisión por Cre recombinasa de PGK-puromicina. (a) Esquema de donador con PGK 
puromicina entre dos sitios loxp. Introducción de un plásmido de Cre recombinasa en fibroblastos resistentes 
a la puromicina que dan como resultado la supresión del transgén de puromicina. (b) Unión genómica de 
loxp/COL7A1. Se empleó PCR para demostrar la presencia de una huella de loxP (triángulo/secuencia 60
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inferior) en el intrón entre los exones 12 y 13 en las células de EBDR tratadas con TALEN/donador. (SEQ ID 
NO: 52).

Figura 5A-D. Análisis de secuencia con entrecruzamiento temprano. (a) leyenda de secuencias marcadoras 
introducidas en el donador. Flecha = SPMP en dirección 5'; línea = la base 1837 que provoca la EBDR, flecha 
= SPMP en dirección 3'. (SEQ ID NO: 53). Entrecruzamiento en la dirección 5'. Secuenciación de Sanger que 5
muestra la incorporación de los SPMP en la dirección 5' (b) mantenimiento de la mutación en la base 1837 
(SEQ ID NO: 54; (SEQ ID NO: 55) (c) y ausencia del SPMP en la dirección 3' (SEQ ID NO: 56; (SEQ ID NO: 
57) (d) indicando que se dio HDR del donador, pero no consiguió corregir la mutación. La leyenda se ha fijado 
para incluir D (SEQ ID NO: 58; (SEQ ID NO: 59).

Figura 6A-D. Esquema del supuesto entrecruzamiento temprano. (a) Se muestran matrices de TALEN que se 10
fijan a la secuencia diana y el donador se muestra a continuación. (b) La fijación al sitio diana y la 
dimerización con TALEN median una rotura de ADN de doble cadena (rayo) y estimulación de HDR utilizando 
el donador como plantilla de reparación. (c) Entrecruzamientos teóricos. El alineamiento del ADN endógeno y 
el donador da como resultado un entrecruzamiento (entrecruzamiento n.º 1), donde el material genético se 
intercambia de manera que los SPMP en la dirección 5' (cuadro) se incorporan mientras el segundo 15
entrecruzamiento (flecha/entrecruzamiento n.º 2) se da en la dirección 5' de la base correctora y el SPMP en 
la dirección 3'. (d) Secuencia genómica resuelta que contiene secuencias donadoras parciales (líneas y 
cuadro) con mantenimiento de la base mutada (cuadro). 

Figura 7A-C. Esquema de HDR y producción normal de ARNm. (a) Locus de COL7A1 endógeno mutado con 
sitio diana de TALEN indicado mediante un rayo. Se muestra la base mutada y, debajo, se encuentra el 20
donador que da como resultado (b) la reparación del locus con presencia permanente de secuencias
derivadas del donador desde el exón 12 a través del intrón entre los exones 15 y 16. (c) Análisis de ARNm.
Los cebadores indicados amplificaron un producto que contiene la base correctora (cuadro y el cuadro negro 
de SPMP de ApaI).

Figura 8A. Análisis de secuencia del corte con TALEN del donador. (SEQ ID NO: 60). (a) El ADNc de 25
fibroblastos de EBDR tratados con TALEN se analizó mediante secuenciación directa de Sanger. El sitio de 
TALEN se traza en un cuadro rojo (cabe destacar que se trata de una secuencia de TALEN parcial, ya que el 
resto del sitio se encuentra dentro del intrón adyacente. La flecha muestra un límite exón/exón). La mutación 
de EBDR aparece subrayada y mostraba un retorno al estado natural (mutante = T, normal = C). El SPMP de 
ApaI en dirección 3' está presente y se representa. El alineamiento de secuencia es de la secuencia de ADNc 30
que se prevé que se codifica mediante el donador en la parte superior y la secuencia recuperada en la parte 
inferior. Los guiones/huecos muestran las deleciones probablemente debidas al corte con TALEN tras la HDR 
que inducía la posterior NHEJ (unión de extremos no homólogos). (SEQ ID NO:61; SEQ ID NO: 62).

Figuras 9A-F. Edición genética mediada por TALEN de COL7A1 con HDR y expresión genética y proteica 
normalizada resultante. (a) Células corregidas con TALEN con conversión de la mutación a estado natural, 35
(SEQ ID NO: 64) y (b) restablecimiento de la producción de colágeno tipo VII evaluado mediante 
inmunofluorescencia. (c) Secuenciación de ADNc de codón de terminación prematuro de EBDR homocigoto, 
(SEQ ID NO: 65) y (d) ausencia de producción proteica de colágeno tipo VII. (e) Secuenciación de Sanger del
locus de COL7A1 de tipo natural, (SEQ ID NO: 66) y (f) expresión de colágeno tipo VII. Las células se tiñeron 
simultáneamente y los tiempos de exposición a microscopía confocal y de configuración del instrumento 40
fueron idénticos. Los núcleos se tiñeron con DAPI y se muestran en azul. 

Figura 10A-B. Secuenciación de Sanger de ARNm procedente de fibroblastos corregidos con TALEN. (a) El 
clon de fibroblasto 1-19 (SEQ ID NO: 67; SEQ ID NO: 68) y (b) 1-21 mostraba la presencia de la base 
corregida (línea) y el SPMP en dirección 3' (flecha). (SEQ ID NO:69; SEQ ID NO: 70).

Figuras 11A-D. Perfil de mapas de integración de TALEN. (a) Esquema de rotura de ADN inducida por 45
TALEN que acepta la carga de GFP, marcando permanentemente el locus genómico. (b) La coexpresión de 
TALEN e IDLV en 293 células dio como resultado células de GFP estables (análisis de citometría de flujo 
realizado 6 semanas después de la administración de TALEN e IDLV). (c) Esquema de la PCR lineal mediada 
por amplificación. La flecha azul indica el cebador LAM PCR, y las líneas discontinuas representan los 
productos de amplificación lineal que se clonaron y cartografiaron posteriormente para determinar el 50
fragmento de fusión genómica de IDLV inducido por TALEN. (d) Partes integrantes identificadas (nr)LAM 
PCR/PCR. La recuperación de la secuencia LAM PCR y la búsqueda en la base de datos de genomas 
revelaron cinco sitios en los que se integró el IDLV. Las secuencias cartografiadas para la región espaciadora 
del sitio diana COL7A1 y cuatro sitios inespecíficos en los cromosomas 7, 16, 1 y 5 (ninguna de las últimas 
secuencias derivó de un exón codificante). (SEQ ID NO: 71-75).55

Figura 12A-B. Lentivirus deficiente en integrasa. (a) Esquema de casete viral de GFP que se ha producido 
con una integrasa defectuosa. (b) Evolución temporal de la expresión de GFP de 293 IDLV en ausencia de 
TALEN mediante análisis secuenciales durante 9 días, mostrando una rápida pérdida de GFP. 

Las figuras 13 y 14 muestran constructos. 
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Descripción detallada de la invención

[0017] La descripción se dirige a la edición de ADN mediada por nucleasa efectora de tipo activador de la 
transcripción (TALEN) de mutaciones que provocan enfermedades en el contexto del genoma humano y células 
humanas para tratar pacientes afectados con trastornos genéticos. Esto supone un avance con respecto a los 
ensayos/herramientas de terapia génica anteriores que se basan en el aporte de copias funcionales de un gen 5
terapéutico que se integran de manera aleatoria o parcialmente aleatoria en el genoma. Las consecuencias de 
los métodos de terapia génica anteriores son la alteración del locus en el que se sitúa la carga y una potencial 
inactivación o desregulación génica. Estas pueden derivar en efectos secundarios potencialmente mortales. El 
enfoque descrito en el presente documento maximiza la seguridad y la eficacia mediante el empleo de una 
TALEN personalizada para, por ejemplo, los genes humanos, que corrige únicamente el lugar de mutación, 10
mientras que se conserva el resto del genoma en perfectas condiciones; en otras palabras, no existe una 
alteración del genoma restante, eliminando así los efectos inespecíficos asociados a la tecnología existente (p. 
ej., adición de genes mediada por virus). Se trata de un enfoque novedoso y es la primera terapia génica 
personalizada con corrección sin transgenes y mediada por TALEN de enfermedad que provoca la mutación en 
células, por ejemplo, células humanas. Por lo tanto, la tecnología se puede utilizar en células, tales como células 15
humanas, de manera que se pueda corregir una mutación de pérdida de función sin dificultades con el 
restablecimiento de la función celular normal. En otras formas de realización, se puede mejorar la expresión 
génica. 

Definiciones

[0018] Al describir y reivindicar la invención, se utilizará la siguiente terminología de acuerdo con las definiciones 20
expuestas más adelante. A no ser que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y científicos 
utilizados en el presente documento poseen el mismo significado que el que entiende normalmente un experto 
en la materia a la que pertenece la presente invención. Cualquier método y material similar o equivalente a los 
descritos en el presente documento se puede utilizar en la práctica o en los ensayos de la presente invención.
Los valores específicos y preferidos listados más adelante para radicales, sustituyentes e intervalos se destinan25
únicamente a fines ilustrativos; no excluyen otros valores definidos ni otros valores dentro de intervalos definidos 
para los radicales y sustituyentes. 

[0019] Según se utiliza en el presente documento, los artículos «un», «una», «unos» y «unas» se refieren a uno 
o más de uno, esto es, al menos uno, del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, «un elemento» se 
refiere a un elemento o a más de un elemento. 30

[0020] El término «aproximadamente», según se utiliza en el presente documento, significa alrededor de, en 
torno a, más o menos o circa. Cuando se utiliza el término «aproximadamente» junto con un intervalo numérico, 
este modifica ese intervalo ampliando los límites por encima y por debajo de los valores numéricos expuestos.
Por lo general, el término «aproximadamente» se utiliza en el presente documento para modificar un valor 
numérico por encima y por debajo del valor indicado con una variación del 20 %. 35

[0021] El término «aislado(s)» se refiere a un(os) factor(es), célula o células que no estén asociadas a uno o 
varios factores, células o uno o varios componentes celulares que están asociados al/a los factor(es), célula o 
células in vivo. 

[0022] Las «células» incluyen células de un vertebrado, o el «sujeto» es un vertebrado, tal como un mamífero, 
incluyendo un humano. Entre los mamíferos se incluyen, sin carácter limitativo, humanos, animales de granja, 40
animales para deporte y animales de compañía. En el término «animal» se incluyen perros, gatos, peces, jerbos, 
cobayas, hámsteres, caballos, conejos, cerdos, ratones, monos (p. ej., hominoides, gorilas, chimpancés u 
orangutanes), ratas, ovejas, cabras, vacas y aves. 

[0023] Un sujeto «de control» es un sujeto que presenta las mismas características que un sujeto de ensayo, tal 
como un tipo similar de enfermedad, etc. El sujeto de control puede examinarse, por ejemplo, durante el tiempo 45
exacto o prácticamente el mismo tiempo durante el que se trata o se examina el sujeto de ensayo. El sujeto de 
control se puede examinar también, por ejemplo, en un momento lejano al momento en el que se examina el 
sujeto de ensayo, y los resultados del análisis del sujeto de control se pueden registrar para que los resultados 
registrados se puedan comparar con resultados obtenidos mediante el análisis de un sujeto de ensayo. 

[0024] Un sujeto «de ensayo» es un sujeto que está siendo tratado. 50

[0025] Una «enfermedad» es un estado de salud de un sujeto, en el que el sujeto no puede mantener la 
homeostasis, y en el que, si la enfermedad no se mejora, entonces la salud del sujeto continúa deteriorándose.
En cambio, un «trastorno» en un sujeto es un estado de salud en el que el sujeto es capaz de mantener la 
homeostasis, pero en el que el estado de salud del sujeto es menos favorable de lo que sería en ausencia del 
trastorno. Sin embargo, las definiciones de «enfermedad» y «trastorno», según se ha descrito anteriormente, no 55
pretenden reemplazar las definiciones o el uso habitual relacionado con enfermedades o trastornos adictivos 
específicos. 
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[0026] Una enfermedad, afección o trastorno se «alivia», por ejemplo, si se reduce la gravedad de un síntoma de 
la enfermedad o trastorno, la frecuencia con la que un paciente experimenta dicho síntoma, o ambas. 

[0027] Según se utiliza en el presente documento, una «cantidad efectiva» hace referencia, por ejemplo, a una 
cantidad suficiente para producir un efecto seleccionado, tal como el alivio de síntomas de una enfermedad o 
trastorno. 5

[0028] El término «medición del nivel de expresión» o «determinación del nivel de expresión», según se utiliza en 
el presente documento, se refiere, por ejemplo, a cualquier medida o ensayo que se pueda utilizar para 
correlacionar los resultados del ensayo con el nivel de expresión de un gen o proteína de interés. Dichos 
ensayos incluyen la medición del nivel de ARNm, niveles proteicos, etc., y se puede llevar a cabo mediante 
ensayos, como análisis de transferencia northern y western, ensayos de unión, inmunoelectrotransferencia, etc. 10
El nivel de expresión puede incluir intervalos de expresión y se puede medir en relación con la cantidad real de
un ARNm o proteína presente. 

[0029] Según se utiliza en el presente documento, el término «vehículo farmacéuticamente aceptable» incluye, 
por ejemplo, cualquiera de los vehículos farmacéuticos habituales, como una solución salina tamponada con 
fosfato, agua, emulsiones, como una emulsión aceite/agua o agua/aceite, y diversos tipos de agentes 15
humectantes. El término abarca también cualquiera de los agentes aprobados por una agencia reguladora del 
gobierno federal estadounidense o listados en la Farmacopea de EE. UU., para su uso en animales, incluyendo 
humanos. 

[0030] El término «sal farmacéuticamente aceptable» se refiere, por ejemplo, a sales que conservan la eficacia 
biológica y las propiedades de los compuestos de la presente invención y que no resultan inapropiadas desde el 20
punto de vista biológico ni de otro modo. En muchos casos, los compuestos de la presente invención son 
capaces de formar sales ácidas y/o básicas en virtud de la presencia de grupos amino y/o carboxilo o grupos 
similares a estos. 

[0031] Según se utiliza en el presente documento, el término «fijarse específicamente» hace referencia, por 
ejemplo, a una molécula que reconoce y se fija a una molécula específica, pero no reconoce considerablemente 25
ni se fija a otras moléculas en una muestra. 

[0032] Según se utiliza en el presente documento, el término «síntoma» se refiere, por ejemplo, a cualquier 
fenómeno mórbido o desviación de la normalidad en cuanto a su estructura, función o sensación que
experimenta el paciente e indica la presencia de la enfermedad. 

[0033] Según se utiliza en el presente documento, el término «tratar» puede incluir la profilaxis de la enfermedad, 30
trastorno o afección específica, o el alivio de los síntomas asociados a una enfermedad, trastorno o afección 
específica y/o a la prevención o eliminación de los síntomas. Un tratamiento «profiláctico» es, por ejemplo, un 
tratamiento administrado a un sujeto que no muestra signos de enfermedad o solo muestra signos tempranos de 
la enfermedad con el fin de reducir el riesgo de desarrollar patologías asociadas a la enfermedad. En el presente 
documento, «tratar» y «tratamiento» se utilizan indistintamente. 35

[0034] Un tratamiento «terapéutico» es, por ejemplo, un tratamiento administrado a un sujeto que muestra 
síntomas patológicos con el fin de disminuir o eliminar esos síntomas. 

[0035] Una «cantidad terapéuticamente efectiva» de un compuesto es, por ejemplo, aquella cantidad de 
compuesto que sea suficiente para proporcionar un efecto beneficioso al sujeto al que se le administra el 
compuesto. 40

[0036] Según se utiliza en el presente documento, los «aminoácidos» se representan con el nombre completo de 
estos, mediante el código de tres letras correspondiente a este, o mediante el código de una letra 
correspondiente a este, según se indica en la siguiente tabla:

Nombre completo Código de tres letras Código de una letra

Ácido aspártico Asp D

Ácido glutámico Glu E

Lisina Lys K

Arginina Arg R

Histidina His H

Tirosina Tyr Y
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Nombre completo Código de tres letras Código de una letra

(continuación)

Cisteína Cys C

Asparagina Asn N

Glutamina Gln Q

Serina Ser S

Treonina Thr T

Glicina Gly G

Alanina Ala A

Valina Val V

Leucina Leu L

Isoleucina Ile I

Metionina Met M

Prolina Pro P

Fenilalanina Phe F

Triptófano Trp W

[0037] La expresión «aminoácido», según se utiliza en el presente documento, pretende incluir tanto 
aminoácidos naturales como sintéticos, y tanto D-aminoácidos como L-aminoácidos. «Aminoácido patrón» se 
refiere a cualquiera de los veinte L-aminoácidos patrón que se encuentran con frecuencia en péptidos de origen 
natural. «Residuo de aminoácido no patrón» se refiere a cualquier aminoácido, distinto de los aminoácidos 
patrón, independientemente de si se prepara de manera sintética o se deriva de una fuente natural. Según se 5
utiliza en el presente documento, «aminoácido sintético» también abarca aminoácidos modificados 
químicamente, incluyendo, aunque sin carácter limitativo, sales, derivados de aminoácidos (como amidas) y 
sustituciones. Los aminoácidos contenidos en el interior de los péptidos de la presente invención, y 
especialmente en el terminal carboxilo o en el terminal amino, se pueden modificar mediante metilación, 
amidación, acetilación o sustitución con otros grupos químicos que pueden cambiar la semivida circulante del 10
péptido sin afectar negativamente a su actividad. Asimismo, un enlace disulfuro puede estar presente o ausente 
en los péptidos de la invención. 

[0038] El término «aminoácido» se utiliza indistintamente con «residuo de aminoácido», y puede hacer referencia 
a un aminoácido libre y a un residuo aminoacídico de un péptido. Se podrá observar, a partir del contexto en el 
que se utiliza el término si este se refiere a un aminoácido libre o a un residuo de un péptido. 15

[0039] Los aminoácidos se pueden clasificar en siete grupos en función de la cadena lateral R: (1) cadenas 
laterales alifáticas; (2) cadenas laterales que contienen un grupo hidroxilo (OH); (3) cadenas laterales que 
contienen átomos de azufre; (4) cadenas laterales que contienen un grupo ácido o amida; (5) cadenas laterales 
que contienen un grupo básico; (6) cadenas laterales que contienen un anillo aromático; y (7) prolina, un 
iminoácido en el que la cadena lateral se fusiona con el grupo amino. 20

[0040] Según se utiliza en el presente documento, el término «sustitución conservadora de aminoácido» se 
define en el presente documento como intercambios entre uno de los siguientes cinco grupos:

I. Residuos pequeños alifáticos, no polares o ligeramente polares: 

Ala, Ser, Thr, Pro, Gly;

II. Residuos polares, con carga negativa y sus amidas: 25

Asp, Asn, Glu, Gln;
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III. Residuos polares, con carga positiva: 

His, Arg, Lys;

IV. Residuos grandes, no polares y alifáticos: 

Met Leu, Ile, Val, Cys

V. Residuos grandes aromáticos: 5

Phe, Tyr, Trp

[0041] Según se utiliza en el presente documento, el término «ácido nucleico» abarca ARN, así como ADN y 
ADNc de cadena simple, doble y triple. Además, los términos «ácido nucleico», «ADN», «ARN» y términos 
similares también incluyen análogos de ácido nucleico, es decir, análogos que presenten una cadena principal 
distinta de una cadena principal de fosfodiéster. Por ejemplo, los denominados «ácidos nucleicos peptídicos», 10
que se conocen en la técnica y presentan enlaces peptídicos en lugar de enlaces fosfodiéster en la cadena 
principal, se consideran dentro del alcance de la presente invención. Por «ácido nucleico» se hace referencia 
también a cualquier ácido nucleico, bien compuesto por desoxirribonucleósidos o ribonucleósidos, bien 
compuestos por enlaces fosfodiéster o enlaces modificados, tales como fosfotriéster, fosforamidato, siloxano, 
carbonato, carboximetilester, acetamidato, carbamato, tioéter, fosforamidato puenteado, metilenfosfonato 15
puenteado, fosforamidato puenteado, metilenfosfonato puenteado, fosforotioato, metilfosfonato, fosforoditioato, 
fosforotioato puenteado o enlaces sulfona, y combinaciones de dichos enlaces. El término ácido nucleico también 
incluye específicamente ácidos nucleicos compuestos por bases distintas de las cinco bases de origen biológico 
(adenina, guanina, timina, citosina y uracilo). La notación convencional se utiliza en el presente documento para 
describir secuencias de polinucleótidos: el extremo izquierdo de una secuencia de polinucleótidos de cadena 20
simple es el extremo 5'; la dirección izquierda de una secuencia de polinucleótidos de cadena doble se denomina 
dirección 5'. La dirección de la adición de nucleótidos 5' a 3' en los transcritos de ARN incipientes se denomina 
dirección de la transcripción. La cadena de ADN que presenta la misma secuencia que un ARNm se denomina
«cadena codificante»; las secuencias en la cadena de ADN que se localizan 5' con respecto a un punto de 
referencia en el ADN se denominan «secuencias en dirección 5'»; las secuencias en la cadena de ADN que se 25
localizan 3' con respecto a un punto de referencia en el ADN se denominan «secuencias en dirección 3'». 

[0042] A no ser que se especifique de otro modo, una «secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de 
aminoácidos» incluye todas las secuencias de nucleótidos que son versiones degeneradas entre sí y que 
codifican la misma secuencia de aminoácidos. Las secuencias de nucleótidos que codifican proteínas y ARN 
pueden incluir intrones. 30

[0043] Según se utiliza en el presente documento, el término «homólogo/a(s)» hace referencia a la similitud de 
secuencias de subunidad entre dos moléculas poliméricas, p. ej., entre dos moléculas de ácido nucleico, p. ej., 
dos moléculas de ADN o dos moléculas de ARN, o entre dos moléculas polipeptídicas. Cuando una posición de 
subunidad en ambas moléculas es ocupada por la misma subunidad monomérica, p. ej., si una posición en cada 
una de las dos moléculas de ADN es ocupada por adenina, entonces son homólogas en esa posición. La 35
homología entre dos secuencias es una función directa del número de posiciones coincidentes u homólogas, por 
ejemplo, si la mitad (p. ej., cinco posiciones en un polímero con diez subunidades de longitud) de las posiciones 
en dos secuencias de compuestos son homólogas, entonces las dos secuencias son homólogas en un 50 %, si 
el 90 % de las posiciones, p. ej., de 9 a 10 son coincidentes u homólogas, las dos secuencias comparten un 90 
% de homología. A modo de ejemplo, las secuencias de ADN 3'ATTGCC5' y 3'TATGGC comparten un 50 % de 40
homología. 

[0044] Según se utiliza en el presente documento, «homología» se utiliza como sinónimo de «identidad». 

[0045] La determinación del porcentaje de identidad entre dos secuencias nucleotídicas o aminoacídicas se 
puede lograr utilizando un algoritmo matemático. Por ejemplo, un algoritmo matemático útil para comparar dos
secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268), modificado 45
como en Karlin y Altschul (1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877). Este algoritmo se incorpora en los 
programas NBLAST y XBLAST de Altschul, et al. (1990, J. Mol. Biol. 215:403-410), y es accesible, por ejemplo, a 
través del sitio web del Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI). Las búsquedas de 
nucleótidos BLAST se pueden llevar a cabo con el programa NBLAST (denominado «blastn» en el sitio web del 
NCBI), utilizando, por ejemplo, los siguientes parámetros: penalización por hueco = 5; penalización por extensión 50
de hueco = 2; penalización por desemparejamiento = 3; recompensa por emparejamiento = 1; valor esperado 
10,0; y tamaño de palabra = 11 para obtener secuencias de nucleótidos homólogas a un ácido nucleico descrito 
en el presente documento. Las búsquedas de proteínas BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST 
(denominado «blastn» en el sitio web del NCBI) o el programa del NCBI «blastp», utilizando los siguientes 
parámetros: valor esperado 10,0, matriz de puntuación BLOSUM62 para obtener secuencias de aminoácidos 55
homólogas a una molécula proteica descrita en el presente documento. Para obtener alineamientos con hueco 
para fines comparativos, se puede utilizar Gapped BLAST («BLAST con huecos»), según se describe en Altschul 
et al. (1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402). De manera alternativa, se puede utilizar PSI-Blast o PHI-Blast 
para realizar una búsqueda iterativa que detecte relaciones distantes entre moléculas (Id.) y relaciones entre 
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moléculas que comparten un patrón común. Al utilizar los programas BLAST, Gapped BLAST , PSI-Blast y PHI-
Blast, se pueden utilizar los parámetros por defecto de los respectivos programas (p. ej., XBLAST y NBLAST). 

[0046] El porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede determinar utilizando técnicas similares a las 
anteriormente descritas, con o sin permitir huecos. Al calcular el porcentaje de identidad, se cuentan 
normalmente emparejamientos exactos. 5

[0047] Los términos «comprender», «comprendiendo» y similares pueden presentar el significado que se les 
atribuye en la ley de patentes estadounidense y pueden significar «incluir», «incluyendo» y similares. Según se 
utiliza en el presente documento, «incluyendo» o «incluir» o similares significan incluyendo, sin carácter 
limitativo. 

TALEN10

[0048] Las nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripción (TALEN) son enzimas de restricción 
artificiales generadas mediante la fusión del dominio de unión al ADN del efector TAL con un dominio de escisión 
del ADN. Estos reactivos permiten una escisión del ADN eficiente, programable y específica, y representan 
potentes herramientas para la edición del genoma in situ. Los efectores de tipo activador de la transcripción 
(TALE) pueden ser modificados rápidamente para fijarse prácticamente a cualquier secuencia de ADN. El 15
término TALEN, según se utiliza en el presente documento, es amplio e incluye una TALEN monomérica que 
puede escindir ADN bicatenario sin la ayuda de otra TALEN. El término TALEN se utiliza también para referirse a 
uno o a ambos miembros de un par de TALEN que hayan sido modificadas para trabajar juntas en la escisión de
ADN en el mismo sitio. Se puede hacer referencia a las TALEN que trabajan juntas como una TALEN izquierda y 
una TALEN derecha, que hacen alusión a la lateralidad del ADN. Véase USSN 12/965,590; USSN 13/426,99120
(US 8,450,471); USSN 13/427,040 (US 8,440,431); USSN 13/427,137 (US 8, 440,432); y USSN 13/738,381.

[0049] Los efectores TAL son proteínas secretadas por bacterias Xanthomonas. El dominio de unión al ADN 
contiene una secuencia de 33-34 aminoácidos muy conservada, con la excepción de los aminoácidos 12.º y 13.º.
Estas dos ubicaciones son muy variables (diresiduo variable de repetición (RVD)) y muestran una fuerte 
correlación con el reconocimiento de nucleótidos concreto. Esta relación simple entre secuencia de aminoácidos 25
y reconocimiento de ADN ha permitido la modificación de dominios de unión específicos al ADN seleccionando 
una combinación de segmentos de repetición que contienen los RVD apropiados. 

[0050] El dominio de escisión no específico del ADN desde el extremo de la endonucleasa Fokl se puede utilizar 
para construir nucleasas híbridas que estén activas en un ensayo con levadura. Estos reactivos están también 
activos en células vegetales y en células animales. Los estudios de TALEN iniciales utilizaban el dominio de 30
escisión natural de Fokl, aunque algunos estudios de TALEN posteriores también utilizaban variantes del dominio 
de escisión de Fokl con mutaciones diseñadas para mejorar la especificidad de escisión y la actividad de 
escisión. El dominio Fokl funciona como un dímero, que necesita dos constructos con dominios de unión al ADN 
únicos para los sitios en el genoma diana con una orientación y separación adecuadas. Tanto el número de 
residuos de aminoácidos entre el dominio de unión al ADN de TALEN y el dominio de escisión de Fokl y el 35
número de bases entre los dos sitios de unión individuales de TALEN son parámetros para lograr altos niveles de
actividad. El número de residuos de aminoácidos entre el dominio de unión al ADN de TALEN y el dominio de 
escisión de Fokl se puede modificar mediante la introducción de un espaciador (distinto de la secuencia 
espaciadora) entre la pluralidad de secuencias de repetición del efector TAL y el dominio de endonucleasa de 
Fokl. La secuencia espaciadora puede contener de 12 a 30 nucleótidos.40

[0051] La relación entre la secuencia de aminoácidos y el reconocimiento de ADN del dominio de unión de 
TALEN permite proteínas diseñables. En este caso, la síntesis genética artificial resulta problemática debido al 
apareamiento inadecuado de la secuencia de repetición que se encuentra en el dominio de unión de TALE. Una 
solución para esto es utilizar un programa de software disponible de manera pública (DNAWorks) para calcular 
los oligonucleótidos adecuados para su ensamblaje en una PCR de dos etapas; el ensamblaje de 45
oligonucleótidos seguido por una amplificación genética completa. También se ha informado de un número de 
esquemas de ensamblaje modular para generar constructos de TALE modificados. Ambos métodos ofrecen un 
enfoque sistemático para los dominios de unión al ADN modificados que son conceptualmente similares al 
método de ensamblaje modular para generar dominios de reconocimiento del ADN de dedos de zinc. 

[0052] Una vez se hayan ensamblado los genes TALEN, estos se insertan en plásmidos; a continuación, los 50
plásmidos se utilizan para transfectar la célula diana donde se expresan los productos génicos y se introducen en 
el núcleo para acceder al genoma. Las TALEN se pueden utilizar para editar genomas induciendo roturas de 
doble cadena (DSB), a las que las células responden con mecanismos de reparación. De este modo, se pueden 
utilizar para corregir mutaciones en el genoma que, por ejemplo, provoquen enfermedades. 

Vectores y ácidos nucleicos55

[0053] Se pueden introducir varios ácidos nucleicos en células para obtener la expresión de un gen. Según se 
utiliza en el presente documento, el término ácido nucleico incluye ADN, ARN y análogos de ácido nucleico, y 
ácidos nucleicos que sean bicatenarios o monocatenarios (es decir, una cadena simple de sentido o antisentido).
Los análogos de ácido nucleico se pueden modificar en el grupo básico, grupo azúcar o cadena principal de 
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fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridación o solubilidad del ácido nucleico. Las modificaciones
en el grupo básico incluyen desoxiuridina por desoxitimidina, y 5-metil-2'-desoxicitidina y 5-bromo-2'-doxicitidina 
por desoxicitidina. Las modificaciones del grupo azúcar incluyen la modificación del hidroxilo 2' del azúcar ribosa 
para formar azúcares 2'-O-metil o 2'-O-alil. La cadena principal de desoxirribosa fosfato se puede modificar para 
producir ácidos nucleicos morfolinos, en los que cada grupo básico está conectado a un anillo morfolino de seis 5
miembros, o ácidos nucleicos peptídicos, en los que la cadena principal de desoxifosfato se sustituye por una 
cadena principal pseudopeptídica y las cuatro bases se conservan. Véase, Summerton y Weller (1997) Antisense 
Nucleic Acid Drug Dev. 7(3):187; y Hyrup et al. (1996) Bioorgan. Med. Chem. 4:5. Además, la cadena principal de 
desoxifosfato se puede sustituir, por ejemplo, por una cadena principal de fosforotioato o fosforoditioato, una 
fosforamidita, o una cadena principal de alquil fosfotriéster. 10

[0054] Las secuencias de ácido nucleico pueden estar unidas operativamente a una región reguladora, tal como 
un promotor. Las regiones reguladoras pueden ser de cualquier especie. Según se utiliza en el presente 
documento, unido/a(s) operativamente se refiere a una región reguladora relativa a una secuencia de ácido 
nucleico, de tal manera que se permita o facilite la transcripción del ácido nucleico diana. Cualquier tipo de 
promotor puede estar unido operativamente a una secuencia de ácido nucleico. Entre los ejemplos de 15
promotores se incluyen, sin carácter limitativo, promotores específicos del tejido, promotores constitutivos y 
promotores que responden o no responden a un estímulo concreto (p. ej., promotores inducibles). 

[0055] Las regiones reguladoras adicionales que pueden resultar útiles en constructos de ácido nucleico 
incluyen, aunque sin carácter limitativo, secuencias de poliadenilación, secuencias de control de la traducción (p. 
ej., un segmento de entrada interna del ribosoma, IRES), potenciadores, elementos inducibles o intrones. Dichas 20
regiones reguladoras pueden no ser necesarias, aunque pueden incrementar la expresión afectando a la 
transcripción, estabilidad del ARNm, eficiencia de traducción, etc. Dichas regiones reguladoras se pueden incluir 
en un constructo de ácido nucleico, como se prefiera, para obtener una expresión óptima de los ácidos nucleicos 
en la(s) célula(s). No obstante, en ocasiones se puede obtener una expresión suficiente sin dichos elementos 
adicionales. 25

[0056] Se puede utilizar un constructo de ácido nucleico que codifique péptidos señal o marcadores 
seleccionables. Se pueden utilizar péptidos señal de manera que un polipéptido codificado se dirija a una 
ubicación celular concreta (p. ej., la superficie celular). Entre los ejemplos no limitativos de marcadores 
seleccionables se incluyen puromicina, ganciclovir, adenosina desaminasa (ADA), aminoglucósido 
fosfotransferasa (neo, G418, APH), dihidrofolato reductasa (DHFR), higromicina-B-fosfotransferasa, timidina 30
quinasa (TK) y xantina-guanina fosforribosiltransferasa (XGPRT). Dichos marcadores resultan útiles para 
seleccionar transformantes estables en cultivo. Otros marcadores seleccionables incluyen polipéptidos 
fluorescentes, como la proteína verde fluorescente o la proteína amarilla fluorescente. 

[0057] Los constructos de ácido nucleico se pueden introducir en células de cualquier tipo utilizando varias 
técnicas. Entre los ejemplos no limitativos de técnicas, se incluye el uso de sistemas transposón, virus 35
recombinantes que puedan infectar células o liposomas u otros métodos no virales, como la electroporación, la 
microinyección o la precipitación de fosfato de calcio, que sean capaces de administrar ácidos nucleicos a 
células. 

[0058] Los ácidos nucleicos se pueden incorporar en vectores. Un vector es un término amplio que incluye 
cualquier segmento de ADN específico que esté diseñado para moverse desde una molécula vehículo hacia un 40
ADN diana. Se puede hacer referencia a un vector como un vector de expresión, o sistema vector, que es un 
conjunto de componentes necesarios para lograr la inserción de ADN en un genoma u otra secuencia de ADN de 
interés, como un episoma, plásmido o incluso segmento de ADN virus/fago. La mayoría de las veces, los 
vectores contienen uno o varios casetes de expresión que comprenden una o varias secuencias de control de 
expresión, donde una secuencia de control de expresión es una secuencia de ADN que controla y regula la 45
transcripción y/o traducción de otra secuencia de ADN o ARNm, respectivamente. 

[0059] Se conocen muchos tipos distintos de vectores. Por ejemplo, se conocen plásmidos y vectores virales, por 
ejemplo, vectores retrovirales. Los plásmidos de expresión en mamíferos poseen normalmente un origen de 
replicación, un promotor adecuado y un potenciador opcional, y también cualquier sitio de unión del ribosoma, un 
sitio de poliadenilación, sitios donadores y aceptores, secuencias de terminación de la transcripción y secuencias 50
no transcritas de flanqueo 5'. Los ejemplos de vectores incluyen: plásmidos (que también pueden ser un vehículo 
de otro tipo de vector), adenovirus, virus adenoasociados (AAV), lentivirus (p. ej., VIH-1, VIS o VIF), retrovirus (p. 
ej., ASV, ALV o MoMLV) y transposones (p. ej., Sleeping Beauty, elementos P, Tol-2, Frog Prince, piggyBac). 

Usos terapéuticos

[0060] La corrección genética a base de TALEN posee muchas aplicaciones clínicas y preclínicas (p. ej., de 55
investigación). Por ejemplo, la corrección genética a base de TALEN se puede utilizar para corregir genes en los 
que las mutaciones deriven en enfermedades. Por ejemplo, cualquier enfermedad caracterizada por alteraciones 
de base pequeña que incluyen inserciones y deleciones, tales como, sin carácter limitativo, epidermólisis bullosa, 
osteogénesis imperfecta, disqueratosis congénita, las mucopolisacaridosis, distrofia muscular, fibrosis quística 
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(CFTR), anemia de Fanconi, las esfingolipidosis, las lipofuscinosis, adrenoleucodistrofia, inmunodeficiencia 
combinada grave, anemia de células falciformes, talasemia, etc. 

[0061] En una forma de realización, la enfermedad es epidermólisis bullosa. La epidermólisis bullosa distrófica 
recesiva (EBDR) se caracteriza por un déficit funcional de la proteína de colágeno tipo VII debido a los defectos 
genéticos en el gen de colágeno tipo VII (COL7A1). Este gen codifica la cadena alfa de colágeno tipo VII. La fibra 5
de colágeno tipo VII, compuesta por tres cadenas idénticas de colágeno alfa, se limita a la zona más baja por 
debajo de los epitelios escamosos estratificados. Funciona como una fibra de anclaje entre los epitelios externos 
y el estroma subyacente. Las mutaciones en este gen están asociadas a todas las formas de epidermólisis 
bullosa distrófica. 

[0062] El COL7A1 se localiza en el brazo corto del cromosoma humano 3, en la región cromosómica 10
denominada 3p21.31 (N.º de conjunto: ENSG00000114270). El gen tiene un tamaño de aproximadamente 31 
000 pares de bases, y su secuencia de codificación está fragmentada en 118 exones, véase la SEQ ID NO: 32.

[0063] El COL7A1 se transcribe en un ARNm de 9287 pares de bases (los n.os de acceso para las proteínas y 
ARNm humanos son, respectivamente, NM_000094 y NP_000085). En la piel, la proteína de colágeno tipo VII se
sintetiza mediante queratinocitos y fibroblastos dérmicos. El símbolo para el gen ortólogo en los ratones es 15
Col7a1 (los n.os de acceso para ARNm y proteínas de ratones son, respectivamente, NM_00738 y NP_031764).

[0064] Las personas con EBDR muestran formación de ampollas cutáneas incurables, a menudo letales, y se 
enfrentan a un mayor riesgo de sufrir carcinoma agresivo de células escamosas1. Las terapias de aumento de 
genes resultan prometedoras, aunque se corre el riesgo de sufrir mutagénesis insercional. Por consiguiente, se 
describen en el presente documento nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripción (TALEN) 20
modificadas para la edición precisa del genoma en células de pacientes con EBDR. En el presente documento, 
se describe la capacidad de TALEN para inducir roturas de ADN bicatenario específicas de sitio (DSB), que dan 
como resultado una reparación dirigida por homología (HDR) de una plantilla de donador exógeno. Este proceso 
dio como resultado la corrección de mutación del gen COL7A1 y el restablecimiento de la expresión normal de 
genes y proteínas. Este estudio proporciona una demostración conceptual para la medicina genómica 25
personalizada y supone la primera corrección mediada por TALEN in situ de un gen humano endógeno en 
fibroblastos. 

[0065] Las células que se han de modificar mediante la corrección de genes a base de TALEN se pueden 
obtener a partir del paciente o de un donante. Las células pueden ser de cualquier tipo, tales como células de 
fibroblastos, queratinocitos, células madre pluripotentes, hematopoyéticas, mesenquimales y embrionarias 30
inducibles, células de progenie hematopoyéticas, como células T, células B, células gliales y neuronas, células 
madre y progenitoras neurogliales, células musculares, células pulmonares, células pancreáticas y células 
hepáticas y/o células del sistema reticuloendotelial. Una vez modificadas mediante corrección genética a base de 
TALEN, las células se pueden expandir y/o administrar a un paciente para tratar la enfermedad. 

[0066] Se pueden utilizar matrices para administrar células de la presente invención a sitios anatómicos 35
específicos, donde los factores de crecimiento concretos pueden incorporarse o no en la matriz, o codificarse en 
plásmidos incorporados en la matriz para la absorción por parte de las células, y se pueden utilizar para dirigir el 
crecimiento de la población celular inicial. El ADN plasmídico que codifica citoquinas, factores de crecimiento u 
hormonas puede quedar atrapado en el interior de un portamatrices polimérico activado por genes. A 
continuación, el polímero biodegradable se implanta cerca del sitio en el que se desea el tratamiento. 40

[0067] A los efectos descritos en el presente documento, se pueden administrar células autólogas, alogénicas o 
xenogénicas de la presente invención a un paciente mediante inyección directa a un sitio preseleccionado, 
sistemáticamente, en la superficie de una matriz aceptable o en torno a esta, o junto con un vehículo 
farmacéuticamente aceptable. 

[0068] Asimismo, los constructos de ácido nucleico o proteínas se pueden inyectar de manera local o sistemática 45
en un sujeto, por ejemplo, con un vehículo farmacéuticamente aceptable. 

Crecimiento/expansión de células

[0069] Las células que se han de modificar mediante la corrección de genes a base de TALEN se pueden 
obtener a partir del paciente o de un donante. Las células pueden ser de cualquier tipo, tales como células de 
fibroblasto. Una vez modificadas mediante corrección genética a base de TALEN, las células se pueden expandir50
y/o administrar a un paciente para tratar la enfermedad.

[0070] Las células se pueden cultivar en medio de cultivo establecido en la técnica y disponible comercialmente 
a través de la Colección estadounidense de cultivos tipo (American Type Culture Collection (ATCC)), Invitrogen y 
otras empresas. Entre dichos medios se incluyen, aunque sin carácter limitativo, el medio Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium (DMEM), el medio DMEM F12, el medio Eagle's Minimum Essential Medium, el medio F-12K, el55
medio Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Knockout D-MEM o RPMI-1640. Un experto en la materia puede 
modificar o modular concentraciones de medios y/o complementos de medios según sea necesario para las 
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células utilizadas. También se podrá observar que muchos medios se encuentran disponibles como 
formulaciones con baja glucosa, con o sin piruvato de sodio. 

[0071] También se contempla una complementación de medio de cultivo celular con sueros de mamíferos. Los 
sueros suelen contener factores y componentes celulares que son necesarios para la viabilidad y la expansión.
Entre los ejemplos de sueros se incluye el suero fetal bovino (FBS), suero bovino (BS), suero de ternera (CS), 5
suero fetal de ternera (FCS), suero de ternera recién nacida (NCS), suero de cabra (GS), suero de caballo (HS), 
suero humano, suero de pollo, suero porcino, suero de oveja, suero de conejo, suero de rata (RS), sustituciones 
de suero (incluyendo, sin carácter limitativo, sustitución de suero KnockOut (KSR, Invitrogen)) y fluido 
embrionario bovino. Se entiende que los sueros pueden inactivarse por calor a 55-65°C si se considera necesario 
para inactivar componentes de la cascada del complemento. La modulación de concentraciones séricas, o la 10
retirada de suero del medio de cultivo, se puede utilizar también para promover la supervivencia de uno o varios 
tipos de células deseadas. Las células se pueden cultivar en presencia de FBS y/o suero específico para el tipo 
de célula de la especie. Por ejemplo, las células se pueden aislar y/o expandir con el suero total (p. ej., FBS) o 
concentraciones de sustitución de suero de aproximadamente un 0,5 % a aproximadamente un 5 % o más, 
incluyendo aproximadamente de un 5 % a aproximadamente un 15 % o más, tal como aproximadamente un 20 15
%, aproximadamente un 25 % o aproximadamente un 30 %. Las concentraciones séricas se pueden determinar 
empíricamente. 

[0072] Se pueden utilizar también suplementos adicionales para suministrar oligoelementos a las células para su 
óptimo crecimiento y expansión. Dichos suplementos incluyen insulina, transferrina, selenio de sodio y 
combinaciones de los mismos. Estos componentes se pueden incluir en una solución salina tal como, sin 20
carácter limitativo, la solución salina equilibrada de Hank™ (Hanks' Balanced Salt Solution™ (HBSS)), la solución 
salina de Earle (Earle's Salt Solution™), suplementos antioxidantes, suplementos MCDB-201™, tampón fosfato 
salino (PBS), ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-etanosulfónico (HEPES), nicotinamida, ácido ascórbico y/o ácido 
ascórbico-2-fosfato, así como aminoácidos adicionales. Muchos medios de cultivo celular ya contienen 
aminoácidos; sin embargo, algunos precisan complementación antes de cultivar las células. Dichos aminoácidos 25
incluyen, aunque sin carácter limitativo, L-alanina, L-arginina, L-ácido aspártico, L-asparagina, L-cisteína, L-
cistina, L-ácido glutámico, L-glutamina, L-glicina, L-histidina, L-inositol, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-
metionina, L-fenilalanina, L-prolina, L-serina, L-treonina, L-triptófano, L-tirosina y L-valina.

[0073] Los antibióticos se suelen utilizar también en cultivos celulares para mitigar la contaminación bacteriana, 
por micoplasma y fúngica. Normalmente, los compuestos antibióticos o antimicóticos empleados son mezclas de 30
penicilina/estreptomicina, pero también incluyen, aunque sin carácter limitativo, anfotericina (Fungizone™), 
ampicilina, gentamicina, bleomicina, higromicina, kanamicina, mitomicina, ácido micofenólico, ácido nalidíxico, 
neomicina, nistatina, paromomicina, polimixina, puromicina, rifampicina, espectinomicina, tetraciclina, tilosina y 
zeocina.

[0074] Ventajosamente, las hormonas se pueden utilizar también en cultivos celulares e incluyen, aunque sin 35
carácter limitativo, D-aldosterona, dietilestilbestrol (DES), dexametasona, - estradiol, hidrocortisona, insulina, 
prolactina, progesterona, somatostatina/hormona del crecimiento humano (HGH), tirotropina, tiroxina y L-tironina. 
El - mercaptoetanol también se puede complementar en medios de cultivo celular. 

[0075] Los lípidos y vehículos lipídicos también se pueden utilizar para complementar medios de cultivo celular, 
en función del tipo de célula y del futuro de la célula diferenciada. Dichos lípidos y vehículos pueden incluir, 40
aunque sin carácter limitativo, ciclodextrina (α β γ), colesterol, ácido linoleico conjugado con albúmina, ácido 
linoleico y ácido oleico conjugados con albúmina, ácido linoleico no conjugado, ácido linoleico-oleico-
araquidónico conjugado con albúmina, ácido oleico no conjugado y conjugado con albúmina, entre otros. Del 
mismo modo, la albúmina se puede utilizar en formulaciones libres de ácidos grasos. 

[0076] Las células en cultivo se pueden mantener bien en suspensión, bien adheridas a un soporte sólido, como 45
componentes de matriz extracelular y polímeros sintéticos o biopolímeros. A menudo las células requieren 
factores adicionales que potencian su adhesión a un soporte sólido (p. ej., factores de adhesión), como el 
colágeno tipo I, tipo II y tipo IV, concanavalina A, sulfato de condroitina, fibronectina, «superfibronectina» y/o 
polímeros similares a fibronectina, gelatina, laminina, poli-D-lisina y poli-L-lisina, Matrigel™, trombospondina y/o 
vitronectina. 50

[0077] Las células se pueden cultivar con distintas densidades, p. ej., las células se pueden sembrar o mantener 
en la placa de cultivo con distintas densidades. Por ejemplo, con densidades, incluyendo, sin carácter limitativo, 
densidades de menos de aproximadamente 2000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos (por ejemplo, área 
de crecimiento de fondo plano de 12 pocillos: 3,8 cm2 volumen de pocillo: 6,0 ml o ID de pocillo x densidad (mm) 
22,1x17,5; capacidad de pocillo (ml) 6,5, área de crecimiento (cm2) 3,8), incluyendo menos de aproximadamente 55
1500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, menos de aproximadamente 1000 células/pocillo de una placa 
de 12 pocillos, menos de aproximadamente 500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, o menos de 
aproximadamente 200 células/pocillo de una placa de 12 pocillos. Las células también se pueden sembrar o 
mantener con densidades mayores, por ejemplo, más de aproximadamente 2000 células/pocillo de una placa de 
12 pocillos, más de aproximadamente 2500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, más de aproximadamente 60
3000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, más de aproximadamente 3500 células/pocillo de una placa de 
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12 pocillos, más de aproximadamente 4000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, más de aproximadamente 
4500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, más de aproximadamente 5000 células/pocillo de una placa de 
12 pocillos, más de aproximadamente 5500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, más de aproximadamente 
6000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, más de aproximadamente 6500 células/pocillo de una placa de 
12 pocillos, más de aproximadamente 7000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, más de aproximadamente 5
7500 células/pocillo de una placa de 12 pocillo o más de aproximadamente 8000 células/pocillo de una placa de 
12 pocillos. 

Ejemplos

[0078] El siguiente ejemplo se proporciona para demostrar y para representar además algunas formas de 
realización y aspectos de la presente invención y no se interpreta como limitativo del alcance de estas. 10

Ejemplo 1

Materiales y métodos. 

Sujeto de investigación y derivación de línea celular. 

[0079] Tras obtener el consentimiento informado de los padres, se obtuvo una biopsia de punción de la piel de 
un paciente de sexo masculino con EBDR con una mutación homocigota de codón de terminación prematuro15
c.1837 C>T. Se obtuvo la aprobación para la investigación en sujetos humanos a través del Comité Institucional 
de Revisión de la Universidad de Minesota. Se derivó y se mantuvo una línea celular primaria de fibroblastos en 
condiciones de baja concentración de oxígeno. 

Construcción de TALEN y donador.

[0080] La TALEN candidata descrita en la figura 1A se generó mediante el método de ensamblaje Golden Gate y 20
se insertó en una forma homodimérica de una endonucleasa Fokl conducida por el promotor CAGGs, según lo 
descrito [1, 2]. El brazo donador izquierdo se amplificó con los cebadores LAF y LAR mostrados en la tabla 1. El 
brazo derecho se sintetizó en dos fragmentos (interno y externo) utilizando una estrategia de ensamblaje de 
oligonucleótidos superpuestos conforme se describe en [3, 4]. Todos los conjuntos de cebadores se muestran en 
la tabla 1; los brazos izquierdo y derecho se clonaron en un casete de puromicina PGK entre dos sitios loxp.25
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Transferencia genética. 

[0081] Todos los tratamientos con TALEN consistían en la administración de 2,5 µg de cada TALEN y una 
cantidad de 10 µg de donador a través del sistema de transfección Neon (Life Sciences) con el siguiente reglaje 
de los instrumentos: 1500 V, ancho de pulso de 20 ms, y un pulso único. Las células se incubaron a 31 C durante 
48 horas tras la transferencia genética [5].5

Cultivo celular.

[0082] Las células se mantuvieron en medios de crecimiento constituidos por DMEM complementado con FBS al 
20 %, 100 U/ml de aminoácidos no esenciales y 0,1 mg/ml tanto de penicilina como de estreptomicina, 
respectivamente (Invitrogen) y se cultivaron con O2 al 2 %, CO2 al 5 % y 37 C.

Nucleasa Surveyor.10

[0083] El ADN genómico se aisló 48 horas después de la transferencia genética con TALEN y se amplificó 
durante 30 ciclos con los cebadores Surveyor F y Surveyor R y se sometió a un tratamiento con nucleasa 
Surveyor conforme a lo descrito [6]. Los productos se resolvieron en un gel PAGE con TBE al 10 % (Invitrogen).
En el caso de los amplicones inespecíficos, la reacción de PCR se llevó a cabo durante 35 ciclos y todos los 
cebadores se listan en la tabla 1. 15

Análisis de reparación dirigida por homología. 

[0084] Para la cuantificación de HDR, se transfectaron TALEN y 5 µl de un donador de oligonucleótidos de 
cadena simple de 40 µM en células y se cribaron mediante PCR a las 48 horas utilizando tres cebadores:
cebadores directos Surveyor F, Surveyor R y conector. Se realizó una densitometría según lo descrito [6]. Para la 
corrección genética, se introdujeron 10 µg del plásmido donador junto con los 2,5 µg de cada ADN de TALEN y 20
se llevó a cabo una selección conforme a lo descrito posteriormente. 

Selección. 

[0085] Las células se seleccionaron en bloque en 0,2 µg/ml de puromicina, se segregaron en subgrupos, se 
cribaron para determinar su HDR, y a continuación se sembraron a baja densidad (250-275 células totales) en 
una placa de 10 cm2. Se colocó un disco de clonación con grasa siliconada (todos de Corning) sobre células 25
únicas en presencia de medios básicos complementados con 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico y 0,5 
ng/ml de factor de crecimiento fibroblástico. Las células se expandieron a recipientes sucesivamente más 
grandes. Se añadió una cre recombinasa adenoviral con una MOI de 20 para suprimir el casete de puromicina 
PGK (Vector BioLabs). 

Cribado molecular de corrección celular. 30

[0086] Los pares de cebadores C7GT1 y C7GT2 se emplearon para amplificar una unión desde el donador hacia 
el locus endógeno (cribado de SPMP en dirección 5'). La región SPMP de ApaI se analizó en ADN genómico 
tratado con ApaI antes y después de la amplificación por PCR con C7APAF y C7GT2. El ARN mensajero de 
clones aislados se convirtió a ADNc y se cribó con RT1 y RT2 y, a continuación, se digirió con ApaI. Los 
amplicones resistentes a ApaI se clonaron y se secuenciaron mediante Sanger.35

Análisis de expansión celular. 

[0087] Los fibroblastos corregidos por genes se expandieron en matraces T150 y se tripsinizaron para obtener 
suspensiones de células únicas. A continuación, las células se volvieron a suspender en 100 ul de PBS + BSA al 
0,5 % + yoduro de propidio (eBiosciences) y, posteriormente, se añadió un volumen equivalente de microesferas
de referencia PKH26 (SIGMA). Se recogieron cinco mil microesferas y se calculó el número absoluto de células 40
viables conforme al protocolo de fabricación (SIGMA). 

Generación de iPSC y ensayo de teratoma. 

[0088] Los fibroblastos corregidos por genes (o células no corregidas como control) se reprogramaron a iPSC 
conforme a lo descrito [7, 8] y, a continuación, se sembraron en el matraz de un ratón SCID hasta que se formó 
una masa visible. La masa se extirpó para su integración y tinción. 45

Inmunofluorescencia. 

[0089] Las células corregidas por genes se sembraron en un portaobjetos de cámara y se fijaron 24 horas 
después con paraformaldehído al 4 %, se permeabilizaron con Triton X al 0,2 %, se bloquearon con BSA al 1 % y 
se tiñeron con un anticuerpo policlonal de colágeno anti-tipo VII (1:1500; proporcionado generosamente por los 
doctores David Woodley y Mei Chen). La tinción del anticuerpo secundario se llevó a cabo con IgG Cy3 de burro 50
anti-conejo (1:500; Jackson Immunoresearch). La tinción de control de isotipo se realizó utilizando una molécula 
entera de IgG de ratón (Jackson Immunoresearch). Los núcleos se tiñeron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (Vector 
Laboratories). Se tomaron imágenes utilizando un voltaje PMT de 745 en un microscopio confocal Olympus BX61 
FV500 (Olympus Optical Co LTD) y se analizaron utilizando el software Fluoview versión 4.3. La microscopía 
óptica se llevó a cabo en un microscopio Leica. 55
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IDLV y LAM-PCR/nrLAM PCR. 

[0090] Se produjeron partículas lentivirales deficientes en integrasa (IDLV) en células 293T mediante la 
cotransfección basada en lípidos (Lipofectamine 2000, Invitrogen) del vector de transferencia CMV-GFP, el 
plásmido de empaquetado pCMV-• R8.2 que alberga la mutación de integrasa D64V [9, 10], y el plásmido de
codificación de envoltura pMD2.VSV-G. El marcado génico se realizó mediante la nucleofección de células HEK 5
293 con las TALEN y, 24 horas más tarde, una transducción de GFP IDLV a una MOI de 7. Se analizaron 100 ng 
de ADN genómico por duplicado mediante LAM-PCR [11] utilizando enzimas Msel y Tsp509I y nrLAM-PCR [12] 
para asegurar la recuperación a nivel del genoma de los sitios de integración IDLV. Se secuenciaron amplicones 
(nr)LAM-PCR mediante la plataforma de pirosecuenciación Roche/454 y los datos del sitio de integración se 
analizaron utilizando la fuente de HISAP [13, 14],[15]. La posición genómica que alberga >1 IS a escasa distancia 10
se examinó para determinar sus potenciales sitios de unión a TALEN inespecíficos utilizando el patrón de 
emparejamiento scan-for-matches (rastreo de emparejamientos) [13].

Resultados/Discusión

[0091] La falta de la proteína de colágeno tipo VII en la unión dermoepidérmica (UDE) da como resultado una 
pérdida de la integridad estructural de la piel. El restablecimiento de la deposición del colágeno tipo VII en la UDE 15
mediante el transplante de fibroblasto localizado o de célula hematopoyética sistémica alogénica puede aliviar los 
síntomas [16-18]. Sin embargo, la eficacia subóptima del transplante de células alogénicas debido a los riesgos 
de toxicidad, infección y fallo del injerto, da impulso al desarrollo de nuevas terapias basadas en células 
autólogas. Por lo tanto, en el presente documento se describe una estrategia de edición genómica para la 
corrección de COL7A1 basada en la tecnología TALEN. Los fibroblastos son un tipo de célula ideal debido a su 20
facilidad de derivación y a su baja susceptibilidad a que se detenga el crecimiento en cultivo, así como a su 
capacidad para depositar colágeno tipo VII en la UDE [18,19]. Las TALEN son nucleasas modificadas que 
pueden inducir una rotura de ADN de doble cadena en un locus genómico definido por el usuario, estimulando 
así la HDR, y son mejores que otras nucleasas en cuanto a su capacidad de precisión y a su facilidad de 
generación [20,21]. 25

[0092] El software TAL Effector-Nucleotide Targeter [22,23] identificó 68 potenciales sitios TALEN para el locus 
de COL7A1 humano y los datos experimentales recientes de apoyo en una amplia serie de genes humanos [21] 
enfatizan la alta capacidad de especificidad para las TALEN, se debe considerar la EBDR y otras enfermedades 
que muestran heterogeneidad en la ubicación y el número de secuencias mutadas. Se utilizó la metodología de 
clonación Golden Gate para generar una nucleasa específica del paciente próxima a un codón de terminación 30
prematuro en el exón 14 del gen COL7A1 (figura 1A). Una TALEN está compuesta por una matriz de repetición 
TALE modificada fusionada con el dominio de nucleasa Fokl (figura 1B); las especificidades de fijación de 
repeticiones TALE en la matriz las dictan las identidades de dos residuos hipervariables en cada repetición 
(figura 1C). Los fibroblastos de EBDR tratados con TALEN se analizaron en busca de pruebas de reparación 
mediante las dos principales rutas de reparación del ADN: unión de extremos no homólogos (NHEJ) propensa a 35
error y HDR. El ensayo de nucleasa Surveyor y la secuenciación de Sanger que mostraron 11 alelos mutados del 
total de 75 analizados eran coherentes con la NHEJ (figuras 2A y 2E). La escisión de TALEN también derivó en 
la captación de un dúplex oligonucleotídico en el sitio de rotura del ADN (figuras 2B-F)[24]. Estos datos 
establecieron que la nucleasa está activa en el sitio diana. A continuación, se determinó si las células EBDR 
podían someterse a HDR tras la coadministración de TALEN y un donador de oligonucleótidos (ODN) que 40
contenía una única secuencia de cebadores flanqueada por brazos de donador cortos (figura IF). Los fibroblastos 
EBDR transfectados con plásmidos TALEN y el ODN se analizaron a continuación con un enfoque PCR con tres 
cebadores que detectó simultáneamiente los alelos modificados y no modificados. Este ensayo mostró que las 
TALEN en células EBDR pueden estimular la HDR para que incorpore una secuencia exógena procedente del
donador ODN (figura 1G) y la tasa del 14,6 % de NHEJ y del 2,1 % de HDR muestra la eficacia del uso de 45
TALEN para la modificación a alto nivel de fibroblastos humanos. 

[0093] Para determinar si se podría corregir una mutación de COL7A1 que provoca EBDR y expandirse 
posteriormente las células corregidas genéticamente, se generó un plásmido donador exógeno que permitiría la 
detección selectiva y la expansión de células corregidas por genes. Este donador consistía en brazos de 
homología que sobrepasaban ~1 kb del locus COL7A1 entre los exones 12 y 16 (figura 3A). En el donador había 50
un casete de puromicina PGK entre dos sitios loxp orientado para que se insertara en el intrón entre los exones 
12 y 13. Los sitios de flanqueo loxP permiten la supresión del marcador seleccionable con Cre recombinasa, 
dejando una pequeña «huella» de loxP en el intrón (figura 4). En el brazo de donador derecho, se modificaron 
cinco alteraciones de pares de bases únicas: la base normal en el sitio de la mutación que restablece un 
genotipo normal y cuatro polimorfismos de mutación silenciosa (SPMP) que permitían la delimitación de alelos 55
modificados con HDR frente a no modificados (figura 3A). Tres de estos SPMP son en dirección 5' con respecto 
a la base diana y el que está en dirección 3' suprime un sitio de restricción Apal (alteraciones denominadas en 
adelante SPMP en la dirección 5' o en la dirección 3'). 

[0094] De los nueve clones analizados, se obtuvieron cuatro que mostraron indicios de HDR. En un clon, la 
presencia de los SPMP en la dirección 5' era evidente; no obstante; la mutación COL7A1 patógena de EBDR se 60
mantuvo y no se halló el SPMP en la dirección 3' (figura 5). Estos datos sugieren que un entrecruzamiento HDR 

E14756449
17-10-2019ES 2 750 550 T3

 



19

tuvo lugar en el brazo del donador en la dirección 5' de la región que restablece un genotipo normal (figura 6). En 
el caso de los otros tres clones, sin embargo, se podía detectar el SPMP insertado en el donador en la dirección 
3', indicando que un alelo había experimentado HDR y el otro no, dando como resultado un locus COL7A1 
heterocigoto (figuras 3B y 3C). 

[0095] La HDR debería revertir la base mutante y restablecer la expresión génica normal. Por consiguiente, esto 5
se evaluó con una estrategia de RT-PCR para la detección de la base normal y los SPMP en la dirección 3' en el 
mismo transcrito seguida por un empalme fuera del intrón que interviene (figura 7). Resulta interesante que la 
secuenciación directa del ADNc en un clon mostró una deleción de secuencias en el sitio diana de TALEN (figura 
8). Estos datos indican que la TALEN estaba activa después de la HDR e inducía una mutación adicional 
mediada por NHEJ. Estudios anteriores con endonucleasas con dedos de zinc (ZFN) muestran que las 10
mutaciones silenciosas en la secuencia donadora pueden reducir la frecuencia de este evento no deseado12; sin 
embargo, esto no fue posible en este experimento, ya que el sitio de TALEN se encontraba en un límite 
intrón/exón y se optó por dejar inalterada la secuencia de TALEN donadora para no interrumpir el empalme. Esto 
afectó de manera negativa a la recuperación de un clon; no obstante, dos clones mostraron los transcritos 
normales deseados derivados del donador y basados en HDR (figura 9A). A continuación, se determinó si el 15
tratamiento con TALEN restablecía la expresión proteica de colágeno tipo VII en comparación con las células 
naturales o mutantes de EBDR sin tratar que presentan transcritos normales o anormales, respectivamente 
(figuras 9C y 9E). La detección de colágeno tipo VII basada en inmunofluorescencia reveló un rescate de la 
producción de colágeno tipo VII en células tratadas con TALEN y una ausencia total en fibroblastos EBDR de 
control sin tratar (figuras 9B y 9D). Estos resultados confirman la capacidad de las TALEN para mediar en una 20
modificación genética en un sitio diana específico de la enfermedad con el restablecimiento de la producción 
normal de ARNm y proteínas. 

[0096] El riesgo de efectos inespecíficos se debe considerar en el uso clínico de reactivos de edición del 
genoma. Entre las opciones de cartografía de sitios inespecíficos de nucleasas de edición genética se incluyen:
(i) la realización de una evolución sistemática in vitro de ligandos mediante enriquecimiento exponencial (SELEX) 25
con proteínas monoméricas de fijación al ADN de cada nucleasa en un par y utilizando a continuación estos 
datos para predecir los potenciales sitios inespecíficos [25], (ii) la realización de una selección del sitio de 
escisión in vitro utilizando nucleasas diméricas e interrogando posteriormente a los sitios de esta selección que 
tienen lugar en el genoma de células de interés para mutaciones inducidas por nucleasas, (iii) la utilización de la 
tendencia de un lentivirus deficiente en integrasa (IDLV) a integrarse en DSB inducidas por nucleasas y a la 30
identificación posterior de los puntos de inserción mediante LAM-PCR[9]. Aunque los métodos (ii) y (iii) parecen 
ser mejores a la hora de identificar los sitios inespecíficos de nucleasas que el método (i), los anteriores métodos 
no consiguen identificar sitios inespecíficos previstos por el otro, lo que sugiere que ningún método es 
comprehensivo en su detección de eventos inespecíficos. El método (iii) se utilizó con un IDLV con un gen de 
proteína verde fluorescente (GFP) que puede quedar atrapado en una DSB generada por nucleasa (figura 35
11A)[9, 26]. Se utilizaron células embrionarias de riñón humano (293) debido a su capacidad proliferativa 
acelerada, que debería potenciar la rápida dilución de IDLV no integrados y minimizar la integración aleatoria.
Además, se ha teorizado que, debido a la estructura abierta de la cromatina de 293 células, cualquier efecto 
inespecífico se manifestará en mayor medida que en las células primarias y permitirá una cartografía más 
sensible de eventos inespecíficos. La introducción del IDLV de GFP solo dio como resultado una rápida pérdida 40
de expresión GFP en 293 células (figura 12). La cointroducción de IDLV y TALEN dio como resultado una 
población estable de células GFP (figura 11B), que se utilizaron para cartografiar los sitios de integración con 
PCR no restrictiva y lineal mediada por amplificación ((nr)LAM-PCR) (figura 11C). Se recuperaron cinco sitios 
que mostraban una unión entre el IDLV y la secuencia genómica adyacente (figura 11D). Estos eventos eran 
inesperados, ya que, incluso las nucleasas utilizadas en ensayos clínicos muestran efectos inespecíficos [9] y las 45
regiones no codificantes recubiertas sugieren que esta TALEN posee un perfil de seguridad que no se prevé que 
afecte de manera negativa a la expresión génica. 

[0097] En la resolución de la metodología LAM-PCR, la TALEN descrita en el presente documento muestra una 
elevada tasa de actividad en la diana. Además, estos estudios, al igual que otros, muestran que una potencial 
diana para las nucleasas modificadas es el propio constructo donador, y subrayan los beneficios de la inclusión 50
de una secuencia marcadora que pueden ayudar en la selección del evento HDR deseado [27].

[0098] En resumen, se obtuvieron células cutáneas de un paciente con EBDR y los reactivos del donador y de 
TALEN (las secuencias se incluyen más adelante) se diseñaron y se construyeron para dirigirse específicamente 
a esta única mutación. La aplicación de las herramientas de edición genética dio como resultado la corrección de 
la mutación EBDR en células de fibroblastos humanos diploides que resultan adecuadas para el uso terapéutico 55
tras la expansión directa o la reprogramación a pluripotencia seguida por expansión [7, 8] - y proporcionan la 
primera demostración de corrección mediada por TALEN de un gen patológico en el genoma humano. Estos 
estudios proporcionan la prueba de que las TALEN se pueden utilizar en el desarrollo de terapias 
individualizadas clínicamente relevantes. 
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Ejemplo 2

[0099] Un ejemplo de una secuencia de plásmido donador se expone en la SEQ ID NO: 22. Un ejemplo del 
brazo izquierdo de la secuencia donadora se expone en la SEQ ID NO:31. Un ejemplo del sitio Loxp del donador 
se expone en la SEQ ID NO:23. Un ejemplo del promotor PGK del donador se expone en la SEQ ID NO:24. Un 
ejemplo del gen de puromicina de la secuencia donadora se expone en la SEQ ID NO:25. Un ejemplo de la señal 5
de poliadenilación de la hormona del crecimiento bovino del donador se expone en la SEQ ID NO:26. Un ejemplo 
del sitio Loxp del donador se expone en la SEQ ID NO:27. Un ejemplo del brazo derecho del donador se expone 
en la SEQ ID NO:28. Un ejemplo de TALEN izquierda (pTAL 286) se expone en la SEQ ID NO:29. Un ejemplo de 
TALEN derecha (pTAL 287) se expone en la SEQ ID NO:30. 
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< 213> Secuencia artificial

<220>20

< 223> Cebador

<400> 48

gaggcttgtg gaggac   16

25

<210> 49

< 211> 12

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

30

<220>

< 223> Cebador

<400> 49

gggcccggga cc   1235

<210> 50

< 211> 10

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial40
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<220>

< 223> Cebador

<400> 50

gagggccctg   105

<210> 51

< 211> 10

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial10

<220>

< 223> Cebador

<400> 5115

gagggacctg   10

<210> 52

< 211> 37

< 212> ADN20

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador

25

<400> 52

tggcccttct cactctgcgt ccctgtccat cactgcc   37

<210> 53

< 211> 1230

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador35

<400> 53

gggcccggga cc   12

<210> 5440

< 211> 60
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< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador5

<400> 54

gggtggagag aaccctggtg cttcctggga gccagacggc attcgacttg gatgacgttc   60

<210> 5510

< 211> 60

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>15

< 223> Cebador

<400> 55

gggtggagag aaccctggtg cttcctggga gccagacggc attcgacttg gatgacgttc   60

20

<210> 56

< 211> 60

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

25

<220>

< 223> Cebador

<400> 56

actccacttg ctgttccagg gctgcgggtt gtggtgtcag atgcaacgcg agtgagggtg   6030

<210> 57

< 211> 60

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial35

<220>

< 223> Cebador

<400> 5740

actccacttg ctgttccagg gctgcgggtt gtggtgtcag atgcaacgtg agtgagggtg   60
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<210> 58

< 211> 39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

5

<220>

< 223> Cebador

<400> 58

gtggctgtgt cggtactgcg aggcagagag gagggacct   3910

<210> 59

< 211> 39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial15

<220>

< 223> Cebador

<400> 5920

gtggctgtgt cggtactgcg aggcagagag gagggccct   39

<210> 60

< 211> 54

< 212> ADN25

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador

30

<400> 60

gccagtgtcc tcactgtccg ccggggtgag tactgcagga ggcttgtgga ggac   54

<210> 61

< 211> 24035

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador40
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<400> 61 

<210> 625

< 211> 213

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>10

< 223> Cebador

<400> 62 

15

<210> 63

< 211> 12

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial20

<220>

< 223> Cebador

<400> 6325

gggcccggga cc   12

<210> 64

< 211> 12

< 212> ADN30

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador
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<400> 64

caacgcgagt ga   12

<210> 65

< 211> 125

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador10

<400> 65

caacgtgagt ga   12

<210> 6615

< 211> 12

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>20

< 223> Cebador

<400> 66

caacgcgagt ga   12

25

<210> 67

< 211> 227

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

30

<220>

< 223> Cebador

<400> 67 

35

<210> 68
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< 211> 227

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>5

< 223> Cebador

<400> 68 

10

<210> 69

< 211> 228

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial15

<220>

< 223> Cebador

<400> 69 20

<210> 70

< 211> 22825

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador30

<400> 70 
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<210> 71

< 211> 31

< 212> ADN5

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador

10

<400> 71

agtactcagg aggcttgtgg aggacagctg c   31

<210> 72

< 211> 3315

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador20

<400> 72

gatgccgccc caccccgcac ctcagccttc tca   33

<210> 7325

< 211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>30

< 223> Cebador

<400> 73

gtgcagggta atgggagggc tttgcaccac g   31

35

<210> 74

< 211> 34

< 212> ADN
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< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 745

ccagatttca ccttttaacc ttggtgctat atag   34

<210> 75

< 211> 33

< 212> ADN10

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador

15

<400> 75

caccttggga gttaggattt taacatggat tta 33
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REIVINDICACIONES

1. Composición comprendiendo

un ácido nucleico que codifica una primera proteína TALEN, donde la primera proteína TALEN es capaz de 
inducir una rotura de ADN bicatenario específica de sitio en un gen COL7A1 en una célula, presentando el gen 
COL7A1 una mutación genética capaz de provocar epidermólisis bullosa, y5

una secuencia donadora de ácido nucleico,

donde la secuencia donadora es una plantilla para la corrección de la mutación genética en el gen COL7A1.

2. Composición según la reivindicación 1, para su uso en el tratamiento de epidermólisis bullosa.

3. Composición según la reivindicación 1 o composición según la reivindicación 2 para el uso de la reivindicación 
2, donde la célula se selecciona de entre el grupo que consiste en un fibroblasto, queratinocito, célula madre 10
pluripotente inducible, célula madre hematopoyética, célula madre mesenquimal, célula madre embrionaria, 
célula de progenie hematopoyética, célula T, célula B, célula glial, célula neural, célula progenitora neuroglial, 
célula madre neuroglial, célula muscular, célula pulmonar, célula pancreática, célula hepática y una célula del 
sistema reticuloendotelial, y

opcionalmente donde la primera proteína TALEN es una TALEN izquierda y el ácido nucleico codifica además 15
una segunda TALEN que es una TALEN derecha que coopera con la TALEN izquierda para realizar la rotura de 
ADN bicatenario específico del sitio en el gen diana; y

opcionalmente donde el ácido nucleico que codifica la proteína TALEN o la secuencia donadora de ácido 
nucleico forma parte de un vector o plásmido.

4. Composición según la reivindicación 3, para el uso de la reivindicación 3, donde la primera TALEN o la 20
segunda TALEN comprende una pluralidad de secuencias de repetición de efector TAL y el dominio de 
endonucleasa y un espaciador entre la pluralidad de secuencias de repetición de efector TAL y el dominio de 
endonucleasa incluye un espaciador, opcionalmente donde el espaciador contiene de 12 a 30 nucleótidos de 
longitud.

5. Composición según la reivindicación 1, o composición según la reivindicación 2-4, comprendiendo al menos un 25
ácido nucleico comprendiendo: 

(i) un primer ácido nucleico que codifica un monómero de endonucleasa efectora de tipo activador de la 
transcripción (TAL),

(ii) un segundo ácido nucleico que codifica un segundo monómero de endonucleasa de efector TAL, y

(iii) una secuencia donadora,30

donde cada uno del primer y el segundo monómero de endonucleasa de efector TAL comprende una pluralidad 
de secuencias de repetición de efector TAL y un dominio de endonucleasa Fokl, donde cada una de la pluralidad 
de secuencias de repetición de efector TAL comprende un diresiduo variable de repetición, donde el primer 
monómero de endonucleasa de efector TAL es capaz de unirse a una primera secuencia de sitio medio de un 
ADN diana en el interior de la célula, presentando el ADN diana una mutación genética, y el primer monómero de 35
endonucleasa de efector TAL es capaz de escindir el ADN diana cuando el segundo monómero de endonucleasa 
de efector TAL se une a una segunda secuencia de sitio medio del ADN diana, donde el ADN diana comprende 
la primera secuencia de sitio medio y la segunda secuencia de sitio medio separada por una secuencia 
espaciadora, y donde el primer y el segundo sitio medio poseen la misma secuencia de nucleótidos o distintas 
secuencias de nucleótidos, donde la secuencia donadora comprende una región homóloga al ADN diana, al 40
menos en los extremos 5' y 3' del ADN diana y es una plantilla para la reparación de ADN derivando en una 
corrección de la mutación genética en el ADN diana, donde además la secuencia donadora es una plantilla para 
la corrección de la mutación genética en el gen COL7A1.

6. Proteína codificada o expresada por el ácido nucleico que codifica la primera proteína TALEN de la 
reivindicación 3.45

7. Proteína codificada o expresada por el primer ácido nucleico o el segundo ácido nucleico de la reivindicación 
5.

8. Vector comprendiendo el ácido nucleico que codifica la primera proteína TALEN de la reivindicación 3.

9. Vector comprendiendo el primer ácido nucleico o el segundo ácido nucleico de la reivindicación 5.

10. Ácido nucleico que codifica una proteína TALEN, donde el ácido nucleico comprende una secuencia 50
seleccionada de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO. 30.

11. Proteína codificada o expresada por el ácido nucleico de la reivindicación 10.
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