METODO PARA TRATAR DISTROFIA MUSCULAR POR DIRECCIONAMIENTO
DEL GEN DMPK

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud
de Patente Provisional de los Estados Unidos N.° 62/853.373,
presentada el 28 de mayo de 2019, y la Solicitud de Patente
Provisional de los Estados Unidos N.° 63/025.417, presentada
el 15 de mayo de 2020, cuyos contenidos se incorporan en el

presente documento como referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a métodos para tratar
la distrofia muscular dirigiéndose al gen de la proteina
quinasa de miotonina humana (DMPK; proteina guinasa de
distrofia miotébénica) y similares. Mas particularmente, la
presente invencibén se refiere a métodos y composiciones
farmacéuticas para tratar o prevenir la distrofia muscular
reprimiendo la expresién del gen DMPK humano mediante el uso
de un ARN guia dirigido a una secuencia particular del gen
DMPK humano vy una proteina de fusidén de un represor
transcripcional y una proteina efectora CRISPR (repeticidn
palindrémica corta agrupada regularmente espaciada) y

similares.

DISCUSION DE LOS ANTECEDENTES

La distrofia muscular es un término genérico para
enfermedades hereditarias asociadas con atrofia muscular
progresiva y debilidad muscular. Incluso hoy, no existe un
medicamento terapéutico fundamental efectivo para la

distrofia muscular, y solo se realizan tratamientos



sintomdticos. Entre las distrofias musculares, la distrofia
miotdénica tipo 1 (DM1) es causada por mutaciones en el gen
DMPK.

DM1 es una enfermedad genética autosdémica dominante
causada por el alargamiento de las repeticiones CTG en la
regidén no traducida 3° (UTR 3°) del gen DMPK y es un tipo de
enfermedad de repeticidén de triplete. Se ha informado que,
en DM1, el ARN gque contiene una repeticidén de CUG expandida
aisla las proteinas de unidén de repeticidén de CUG tales como
MBNL (tipo Muscleblind) de dianas de ARN enddgenos, causando
patrones de empalme aberrantes, cambios en la
estabilidad/localizacidén de ARN y similares. Estos hallazgos
sugieren que el silenciamiento de loci repetidos expandidos
tiene valor terapéutico, y se utilizan diversos enfoques
como oligonucledétidos antisentido, ARN pequefio, moléculas
pequefias y similares para silenciar el ARN téxico (véase
Pinto B et al., Mol Cell. 2017, 2 de noviembre de 2017, 68
(3): 479-490, que se incorpora en el presente documento como
referencia en su totalidad).

Por ejemplo, Jauvin et al. trataron ratones DMSXL, que
es un modelo de ratédn de DM1, con un oligonucledtido
antisentido (ASO) dirigido a 3’ UTR del gen DMPK, y mostrd
que el nivel de ARNm de DMPK disminuydé, los agregados de ARN
nuclear (focos de ARN) disminuyeron y la fuerza muscular
aumentd, mientras que no se detectd toxicidad aparente (véase
Jauvin D et al., Mol Ther Nucleic Acids. 2017 Jun 16, 7:
465-474, que se 1incorpora en el presente documento como
referencia en su totalidad).

El documento WO02018/002812 describe un método para
editar un gen DMPK en una célula mediante la edicidn del
genoma, por ejemplo, usando el sistema CRISPR/Cas9, que puede

usarse para tratar una afeccidén o trastorno relacionado con



DMPK tal como DM1 (véase el documento W02018/002812, que se
incorpora en el presente documento como referencia en su
totalidad) .

Pinto et al. y Batra et al. demostraron la posibilidad
de la aplicacidén de Cas9 desactivada/nucleasa muerta (dCas9)
al tratamiento de DM1l. Para ser especificos, Pinto et al.
combinaron dCas9 y la regidén de repeticidén de gARN a CTG y
mostraron que dCas9 bloquea efectivamente la transcripcién
de la repeticién de microsatélites expandida, por lo que los
fenotipos caracteristicos de DM1, que se deben a la expansidn
repetida, pueden mejorarse in vitro e in vivo (en HSAMmouse,
que es un modelo de ratdédn de DM1l) (véase Pinto B et al., Mol
Cell. 2017 Nov 2, 68 (3): 479-490, que se incorpora en el
presente documento aqui como referencia en su totalidad).
Por otro lado, Batra et al. mostraron gue una combinacidén de
dCas9 fusionada con ARN endonucleasa y ARNg para la regidn
de repeticidn CUG de ARNm de DMPK puede reducir el nivel de
ARN de expansién repetida CUG y mejorar la anormalidad de
empalme en las células de pacientes con DMl (véase Batra R
et al., Cell. 2017 agosto 24, 170 (5): 899-912, que se
incorpora en el presente documento como referencia en su

totalidad) .

SINTESIS DE LA INVENCION

Por consiguiente, un objeto de la presente invencidn es
proporcionar nuevos métodos terapéuticos para la distrofia
muscular (particularmente DM1).

Es otro objeto de la presente invencidédn proporcionar
agentes novedosos que sean utiles para tratar la distrofia
muscular.

Estos y otros objetos, que seran evidentes durante la

siguiente descripcién detallada, se han logrado mediante el



descubrimiento de los inventores de que la expresidén del gen
DMPK humano puede ser fuertemente suprimida usando un ARN
guia dirigido a una secuencia particular del gen DMPK humano
(ID del gen: 1760) y una proteina de fusidén de un represor
transcripcional y una proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas. En Dbase a estos hallazgos, los presentes
inventores han completado la presente invencién.
Por lo tanto, la presente invencidén proporciona 1lo
siguiente:
(1) Un polinucledétido que comprende las siguientes
secuencias de bases:
(a) una secuencia de bases que codifica una proteina de
fusién de una proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas y un represor transcripcional, vy
(b) una secuencia de bases gque codifica un ARN guia dirigido
a una regidén continua de 18 a 24 nucledtidos de longitud en
una regidén establecida en la SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 4o,
SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO:
131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID
NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119 en
la regidén reguladora de la expresidén del gen DMPK humano.
(2) E1 polinucleétido del punto (1) mencionado con
anterioridad, que comprende las siguientes secuencias de
bases:
(a) una secuencia de bases que codifica una proteina de
fusién de una proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas y un represor transcripcional, y
(b) una secuencia de bases gque codifica un ARN guia dirigido
a una regidén continua de 18 a 24 nucledtidos de longitud en
una regidén establecida en la SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 46,
SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 130,
SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO:



91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO:
134, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID
NO: 117 o SEQ ID NO: 119 en la regidén reguladora de la
expresién del gen DMPK humano.

(3) El polinucledtido del punto (1) o (2) mencionado
con anterioridad, que comprende las siguientes secuencias de
bases:

(a) una secuencia de bases que codifica una proteina de
fusién de una proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas y un represor transcripcional, vy

(b) una secuencia de bases gque codifica un ARN guia dirigido
a una regidén continua de 18 a 24 nucledtidos de longitud en
una regidn establecida en la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 136,
SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 109
o SEQ ID NO: 111 en la regidén reguladora de la expresién del
gen DMPK humano.

(4) E1 polinucleétido del punto (1) mencionado con
anterioridad, en donde la secuencia de bases que codifica el
ARN guia comprende la secuencia de bases establecida en la
SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70,
SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 80,
SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85,
SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96,
SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO:
105, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID
NO: 111, SEQ ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119 o la secuencia de
bases establecida en la SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID
NO: 46, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID
NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID
NO: 73, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, SEQ ID
NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID



NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID
NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ
ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119,
en donde se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1
a 3 bases.

(5) El1 polinucledétido de cualquiera de los puntos (1)
a (4) mencionados con anterioridad, que comprende al menos
dos secuencias de bases que codifican los ARN guia, en donde
las al menos dos secuencias de bases son diferentes.

(6) El1 polinucledétido de cualquiera de los puntos (1)
a (5) mencionados con anterioridad, en el que el represor
transcripcional se selecciona del grupo KRAB, MeCP2, SIN3A,
HDT1, MBD2B, NIPP1 y HPI1A.

(7) E1 polinucledétido del punto (6) mencionado con
anterioridad, en el que el represor transcripcional es KRAB.

(8) El1 polinucledétido de cualquiera de los puntos (1)
a (7) mencionados con anterioridad, en el que la proteina
efectora CRISPR deficiente en nucleasas es dCas9.

(9) El1 polinucledétido del punto (8) mencionado con
anterioridad, en donde el dCas9 se deriva de Staphylococcus
aureus.

(10) El polinucledétido de cualgquiera de los puntos (1)
a (9) mencionados con anterioridad, que comprende ademds una
secuencia promotora para la secuencia de bases que codifica
el ARN guia y/o una secuencia promotora para la secuencia de
bases que codifica la proteina de fusidén de la nucleasa
deficiente en la proteina efectora CRISPR y el represor
transcripcional.

(11) E1 polinucledétido del punto (10) mencionado con
anterioridad, en el que la secuencia promotora para la
secuencia de bases que codifica el ARN guia se selecciona

del grupo promotor U6, promotor SNR6, promotor SNRS52,



promotor SCR1, promotor RPR1, promotor U3 y promotor HI.

(12) E1 polinucledétido del punto (11) mencionado con
anterioridad, en el que la secuencia promotora para la
secuencia de bases que codifica el ARN guia es el promotor
U6.

(13) El polinucledétido de cualquiera de los puntos (10)
a (12) mencionados con anterioridad, en el gque la secuencia
promotora para la secuencia de bases que codifica la proteina
de fusidén de la proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasa y el represor transcripcional es un promotor ubicuo
o un promotor muscular especifico.

(14) E1 polinucledétido del punto (13) mencionado con
anterioridad, en el que el promotor ubicuo se selecciona del
grupo promotor EFS, promotor CMV y promotor CAG.

(15) El polinucledétido del punto (13) mencionado con
anterioridad, en el que el promotor especifico del mUsculo
se selecciona del promotor del grupo CK8, el promotor de la
minasina de la quinasa de cadena pesada (MHCK), el promotor
de la creatina quinasa muscular (MCK), el promotor sintético
C5-12 (Syn) y promotor Des.

(16) E1 polinuclebdétido del punto (15) mencionado con
anterioridad, en el que el promotor especifico del mUsculo
es el promotor CKS8.

(17) E1 polinucledétido de cualquiera de los puntos (10)
a (16) mencionados con anterioridad,
en donde la secuencia de bases que codifica el ARN guia
comprende la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO:
70, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, o SEQ ID NO: 99, o la
secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 70, SEQ ID
NO: 81, SEQ ID NO: 83, o SEQ ID NO: 99 en el que se delecionan,
sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases,

el represor transcripcional es KRABRB,



la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas es dCas9
derivada de Staphylococcus aureus,
la secuencia promotora para la secuencia de Dbases dque
codifica el ARN guia es el promotor U6, y
la secuencia promotora para la secuencia de bases que
codifica la proteina de fusidn de la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y el represor transcripcional es el
promotor CK8.

(18) E1 polinucledétido del punto (17) mencionado con
anterioridad,
en donde la secuencia de bases que codifica el ARN guia
comprende la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO:
83, o la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 83
en la cual se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan
1 a 3 bases.

(19) Un vector gque comprende un polinucledétido de

cualquiera de los puntos (1) a (18) mencionados con
anterioridad.
(20) El vector del punto (19) mencionado con

anterioridad, en el que el vector es un vector plasmidico o
un vector viral.

(21) E1l vector del punto (20) mencionado con
anterioridad, en el que el vector viral se selecciona del
grupo de vectores de virus adenoasociados (AAV), vectores de
adenovirus y vectores de lentivirus.

(22) E1l vector del punto (21) mencionado con
anterioridad, en el que el vector AAV se selecciona del grupo
AAV1, AAV2, AAV6, AAV7, AAVE8, AAVY9, Anc80, AAVsg7MTP, AAVsgsMTP,
AAV-B1l, AAVM41l y AAVrh74.

(23) E1 vector del punto (22), en el que el vector AAV
es AAVO9.

(24) Una composicién farmacéutica que comprende un



polinucledétido de cualquiera de los puntos (1) a (18)
mencionados con anterioridad o un vector de cualquiera de
los puntos (19) a (23) mencionados con anterioridad.

(25) La composicién farmacéutica del punto (24)
mencionado con anterioridad para tratar o prevenir la
distrofia miotdnica tipo 1.

(26) Un método para tratar o prevenir la distrofia
miotdnica tipo 1, que comprende administrar un
polinucledétido de cualquiera de los puntos (1) a (18)
mencionados con anterioridad, o un vector de cualquiera de
los puntos (19) a (23) mencionados con anterioridad, a un
sujeto que lo necesite.

(27) Uso de un polinucledétido de cualquiera de 1los
puntos (1) a (18) mencionados con anterioridad, o un vector
de cualquiera de los puntos (19) a (23) mencionados con
anterioridad para el tratamiento o prevencidén de la distrofia
miotdénica tipo 1.

(28) Uso de un polinucledétido de cualquiera de 1los
puntos (1) a (18) mencionados con anterioridad, o un vector
de cualquiera de los puntos (19) a (23) mencionados con
anterioridad en la produccidn de una composicidn
farmacéutica para el tratamiento o profilaxis de la distrofia
miotdénica tipo 1.

(29) Una ribonucleoproteina que comprende lo siguiente:
(c) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, y
(d) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nucledétidos de longitud en una regidén establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO:
88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ ID
NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regién reguladora de la



expresién del gen DMPK humano.

(30) La ribonucleoproteina del punto (29) mencionado
con anterioridad, que comprende lo siguiente:

(c) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, y

(d) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nucledtidos de longitud en una regidén establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 66,
SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO:
132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO:
99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 108, SEQ ID
NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en
la regidén reguladora de la expresidén del gen DMPK humano.

(31) La ribonucleoproteina de los puntos (29) o (30)
mencionados con anterioridad, que comprende lo siguiente:
(c) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, y
(d) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nucledétidos de longitud en una regidén establecida en la SEQ
ID NO: 63, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ
ID NO: 135, SEQ ID NO: 109, o SEQ ID NO: 111 en la regidn
reguladora de la expresidén del gen DMPK humano.

(32) La ribonucleoproteina del punto (29) mencionado
con anterioridad, en la que el ARN guia comprende la
secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID
NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ
ID NO: 162, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165,
SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO:
169, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID
NO: 173, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ
ID NO: 177, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 180,
SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 182, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO:
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184, SEQ ID NO: 185 o SEQ ID NO: 186 o la secuencia de bases
establecida en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO:
159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID
NO: 163, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ
ID NO: 167, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170,
SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO:
174, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID
NO: 178, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ
ID NO: 182, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185
o SEQ ID NO: 186, en donde se delecionan, sustituyen,
insertan y/o agregan 1 a 3 bases.

(33) La ribonucleoproteina de cualquiera de los puntos
(29) a (32) mencionados con anterioridad, en donde el
represor transcripcional se selecciona del grupo KRAB, MeCP2,
SIN3A, HDT1, MBD2B, NIPP1l y HPIA.

(34) La ribonucleoproteina de cualquiera de los puntos
(29) a (33) mencionados con anterioridad, en donde el
represor transcripcional es KRAB.

(35) La ribonucleoproteina de cualquiera de los puntos
(29) a (34) mencionados con anterioridad, en donde 1la
proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasa es dCas?9.

(36) La ribonucleoproteina del punto (35) mencionado
con anterioridad, en donde el dCas9 se deriva de
Staphylococcus aureus.

(37) La ribonucleoproteina de cualquiera de los puntos
(29) a (36), en donde el ARN guia comprende la secuencia de
bases establecida en la SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 169, SEQ
ID NO: 171, o SEQ ID NO: 177, o la secuencia de Dbases
establecida en la SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO:
171, o SEQ ID NO: 177 en las que se delecionan, sustituyen,
insertan y/o agregan 1 a 3 bases,

en donde el represor transcripcional es KRAB, y
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en donde la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas
es dCas9 derivada de Staphylococcus aureus.

(38) La ribonucleoproteina del punto (37), en la que el
ARN guia comprende la secuencia de bases establecida en la
SEQ ID NO: 171, o la secuencia de bases establecida en 1la
SEQ ID NO: 171, en donde se delecionan, sustituyen, insertan
y/0 agregan 1 a 3 bases.

(39) Una composicidén o kit para suprimir una expresidn
del gen DMPK humano, que comprende lo siguiente:
(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledétido que codifica la proteina de fusidn, vy
(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nuclebdétidos de longitud en una regidn establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO:
88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ ID
NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regidén reguladora de la
expresién del gen DMPK humano, o un polinucledétido gque
codifica el ARN guia.

(40) La composicién o kit del punto (39) antes
mencionado, que comprende lo siguiente:
(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledtido que codifica la proteina de fusidn, vy
(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nucledétidos de longitud en una regidén establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 66,
SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO:
132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO:
99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 108, SEQ ID
NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en
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la regidén reguladora de la expresidédn del gen DMPK humano, o
un polinucledtido codificando la guia ARN.

(41) La composicidén o kit de los puntos (39) o (40)
mencionados con anterioridad, que comprende lo siguiente:
(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledétido que codifica la proteina de fusidn, vy
(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nuclebdétidos de longitud en una regidn establecida en la SEQ
ID NO: 63, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ
ID NO: 135, SEQ ID NO: 109, o SEQ ID NO: 111 en la regidn
reguladora de la expresién del gen DMPK humano, o un
polinucledétido que codifica el ARN guia.

(42) La composicidédn o kit del punto (39) mencionado con
anterioridad, en donde el ARN guia comprende la secuencia de
bases establecida en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ
ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162,
SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO:
166, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID
NO: 170, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ
ID NO: 174, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177,
SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO:
181, SEQ ID NO: 182, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID
NO: 185 o SEQ ID NO: 186 o la secuencia de bases establecida
en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID
NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163, SEQ
ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 167,
SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO:
171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 174, SEQ ID
NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 178, SEQ
ID NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 182,
SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185 o SEQ ID NO:
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186, en donde se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan
1 a 3 bases.

(43) La composicidén o kit de los puntos (39) a (42)
mencionados con anterioridad, que comprende al menos dos ARN
guia diferentes, o un polinucledétido que codifica al menos
dos ARN guia diferentes, o al menos dos polinucledtidos que
codifican 1los ARN guia, en donde los al menos dos
polinucledétidos son diferentes.

(44) La composicidédn o kit de cualquiera de los puntos
(39) a (43) mencionados con anterioridad, en donde el
represor transcripcional se selecciona del grupo KRAB, MeCPZ2,
SIN3A, HDT1, MBD2B, NIPP1 y HP1A.

(45) La composicidén o kit del mencionado con
anterioridad (44), en el que el represor transcripcional es
KRAB.

(46) La composicidén o kit de cualquiera de los puntos
(39) a (45) mencionados con anterioridad, en donde 1la
proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas es dCas9.

(47) La composicidén o kit del punto (46) mencionado con
anterioridad, en donde el dCas9 se deriva de Staphylococcus
aureus.

(48) La composicidén o kit de cualquiera de los puntos
(39) a (47) mencionados con anterioridad,
en donde la composicién o kit comprende un polinucledtido
que codifica la proteina de fusidén y un polinucledtido que
codifica el ARN guia vy
en donde el polinucledétido que codifica la proteina de fusidn
comprende ademds una secuencia promotora para la proteina de
fusién y/o el polinucledétido que codifica el ARN guia
comprende ademds una secuencia promotora para el ARN guia.

(49) La composicidn o) kit del mencionado con

anterioridad (48), en el gque la secuencia promotora para el
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ARN guia se selecciona del promotor del grupo U6, promotor
SNR6, promotor SNR52, promotor SCR1, promotor RPR1, promotor
U3 y promotor HI.

(50) La composicidén o kit del punto (48) mencionado con
anterioridad, en donde la secuencia promotora para la
proteina de fusidén es un promotor ubicuo o un promotor
especifico del musculo.

(51) La composicidén o kit del punto (50) mencionado con
anterioridad, en donde el promotor ubicuo se selecciona del
grupo promotor EFS, promotor CMV y promotor CAG.

(52) La composicidén o kit del punto (50) mencionado con
anterioridad, en el que el promotor especifico del mUsculo
se selecciona del promotor del grupo CK8, promotor de la
miosina de la quinasa de cadena pesada (MHCK), promotor de
la creatina gquinasa muscular (MCK), promotor sintético C5-
12 (Syn) y promotor Des.

(53) La composicidén o kit de cualquiera de los puntos
(48) a (52) mencionados con anterioridad, en donde el ARN
guia comprende la secuencia de bases establecida en la SEQ
ID NO: 164, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171, o SEQ ID NO: 177,
o la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 164,
SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171, o SEQ ID NO: 177 en donde se
delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases,
en donde el represor transcripcional es KRAB,
en donde la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas
es dCas9 derivada de Staphylococcus aureus,
en donde la secuencia promotora para el ARN guia es el
promotor U6, vy
en donde la secuencia promotora para la proteina de fusidn
es el promotor CKS§.

(54) La composicidén o kit del punto (53) mencionado con

anterioridad, en el gque el ARN guia comprende la secuencia
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de bases establecida en la SEQ ID NO: 171, o la secuencia de
bases establecida en la SEQ ID NO: 171, en donde se
delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases.

(55) Un método para tratar o prevenir la distrofia
miotdénica tipo 1, que comprende un paso de administrar los
siguientes (e) y (f):

(e) una proteina de fusién de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledtido que codifica la proteina de fusidn, vy

(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nucledétidos de longitud en una regidén establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO:
88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ ID
NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regidén reguladora de la
expresién del gen DMPK humano, o un polinucledétido gque
codifica el ARN guia.

(56) El método del punto (55) mencionado con
anterioridad, gque comprende una etapa de administracidén de
los siguiente (e) y (f):

(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledétido que codifica la proteina de fusidn, vy

(f) un ARN guia que se dirige a una regidén continua de 18 a
24 nucledtidos de longitud en una regidn establecida en la
SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO:
66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID
NO: 132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID
NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 108, SEQ
ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119
en la regidén reguladora de la expresidén del gen DMPK humano

o un polinucledétido que codifica el ARN guia.
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(57) E1 método de los puntos (55) o (56) mencionados
con anterioridad, que comprende una etapa de administracidn
de los siguientes (e) y (f):

(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledtido que codifica la proteina de fusidn, vy

(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nucledétidos de longitud en una regidén establecida en la SEQ
ID NO: 63, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ
ID NO: 135, SEQ ID NO: 109, o SEQ ID NO: 111 en la regidn
reguladora de la expresién del gen DMPK humano, o un
polinucledétido que codifica el ARN guia.

(58) El método del punto (55) mencionado con
anterioridad, en donde el ARN guia comprende la secuencia de
bases establecida en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ
ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162,
SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO:
166, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID
NO: 170, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ
ID NO: 174, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177,
SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO:
181, SEQ ID NO: 182, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID
NO: 185 o SEQ ID NO: 186 o la secuencia de bases establecida
en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID
NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163, SEQ
ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 167,
SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO:
171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 174, SEQ ID
NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 178, SEQ
ID NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 182,
SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185 o SEQ ID NO:

186, en donde se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan
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1 a 3 bases.

(59) El1 método de los puntos (55) a (58) mencionados
con anterioridad, que comprende administrar al menos dos ARN
guia diferentes, o un polinuclebétido que codifica al menos
dos ARN guia diferentes, o al menos dos polinucledtidos que
codifican los ARN guia, en donde al menos dos polinucledtidos
son diferentes.

(60) El1 método de los puntos (55) a (59) mencionados
con anterioridad, en el que el represor transcripcional se
selecciona del grupo KRAB, MeCP2, SIN3A, HDT1l, MBD2B, NIPP1
vy HP1A.

(61) E1 método del (60) mencionado con anterioridad, en
el que el represor transcripcional es KRAB.

(62) E1l método de cualquiera de los puntos (55) a (61)
mencionados con anterioridad, en el que la proteina efectora
CRISPR deficiente en nucleasas es dCas9.

(63) E1 método del (62) mencionado con anterioridad, en
donde el dCas9 se deriva de Staphylococcus aureus.

(64) El método de cualquiera de los puntos (55) a (63)
mencionados con anterioridad,
en donde el método comprende administrar un polinucledtido
que codifica la proteina de fusidén y un polinucledtido que
codifica el ARN guia y
en donde el polinucledétido que codifica la proteina de fusidn
comprende ademds una secuencia promotora para la proteina de
fusién y/o el polinucledétido que codifica el ARN guia
comprende ademas una secuencia promotora para el ARN guia.

(65) El método del punto (64) mencionado con
anterioridad, en el que la secuencia promotora para el ARN
guia se selecciona del promotor del grupo U6, el promotor
SNR6, el promotor SNR52, el promotor SCR1l, el promotor RPR1,

el promotor U3 y el promotor HI.
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(66) El método del punto (64) mencionado con
anterioridad, en el que la secuencia promotora para la
proteina de fusidén es un promotor ubicuo o un promotor
especifico del musculo.

(67) El método del punto (66) mencionado con
anterioridad, en el que el promotor ubicuo se selecciona del
grupo promotor EFS, promotor CMV y promotor CAG.

(68) El método del punto (66) mencionado con
anterioridad, en el que el promotor especifico del mUsculo
se selecciona del promotor del grupo CK8, promotor de la
miosina quinasa de cadena pesada (MHCK), promotor de la
creatina gquinasa muscular (MCK), promotor sintético C5-12
(Syn) y promotor Des.

(69) El método de cualquiera de los puntos (64) a (68)
mencionados con anterioridad, en el que el ARN guia comprende
la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 164, SEQ
ID NO: 169, SEQ ID NO: 171, o SEQ ID NO: 177, o la secuencia
de bases establecida en la SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 169,
SEQ ID NO: 171, o SEQ ID NO: 177 en donde se delecionan,
sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases,
en donde el represor transcripcional es KRAB,
en donde la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas
es dCas9 derivada de Staphylococcus aureus,
en donde la secuencia promotora para el ARN guia es el
promotor U6, y
en donde la secuencia promotora para la proteina de fusidn
es el promotor CKS8.

(70) El método del punto (69) mencionado con
anterioridad, en el que el ARN guia comprende la secuencia
de bases establecida en la SEQ ID NO: 171, o la secuencia de
bases establecida en 1la SEQ ID NO: 171, en donde se

delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases.
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(71) Uso de
(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledétido que codifica la proteina de fusidn, vy
(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nuclebdétidos de longitud en una regidn establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO:
91, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ 1ID
NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regidén reguladora de la
expresién del gen DMPK humano, o un polinucledétido gque
codifica el ARN guia en la preparacidén de una composiciodn
farmacéutica para el tratamiento o prevencidén de la distrofia
miotdénica tipo 1.

(72) E1 uso de los siguientes (e) y (f) del punto (71)
mencionado con anterioridad:
(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledétido que codifica la proteina de fusidn, vy
(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nuclebdétidos de longitud en una regidn establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 66,
SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO:
132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO:
99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 108, SEQ ID
NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en
la regidén reguladora de la expresidédn del gen DMPK humano, o
un polinucledétido codificando la guia ARN en la preparacidn
de una composicidén farmacéutica para el tratamiento o
prevencidén de la distrofia miotdnica tipo 1.

(73) El1 uso de los siguientes (e) y (f) de los puntos

(71) o (72) mencionados con anterioridad:
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(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledétido que codifica la proteina de fusidn, vy
(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nuclebétidos de longitud en una regidn establecida en la SEQ
ID NO: 63, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ
ID NO: 135, SEQ ID NO: 109 o SEQ ID NO: 111 en la regidn
reguladora de la expresién del gen DMPK humano, o un
polinucledtido que codifica el ARN guia
en la preparaciédn de una composicidén farmacéutica para el
tratamiento o prevencién de la distrofia miotdnica tipo 1.
(74) E1 uso del punto (71) mencionado con anterioridad,
en donde el ARN guia comprende la secuencia de Dbases
establecida en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO:
159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID
NO: 163, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ
ID NO: 167, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170,
SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO:
174, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID
NO: 178, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ
ID NO: 182, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185
o SEQ ID NO: 186 o la secuencia de bases establecida en la
SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO:
160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163, SEQ ID
NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 167, SEQ
ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 171,
SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO:
175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 178, SEQ ID
NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 182, SEQ
ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185 o SEQ ID NO: 186,
en donde se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1

a 3 bases.
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(75) El1 uso de los puntos (71) a (74) mencionados con
anterioridad, que comprende el uso de al menos dos ARN guia
diferentes, o un polinucledétido que codifica al menos dos
ARN guia diferentes, o al menos dos polinucledtidos que
codifican los ARN guia, en donde los al menos dos
polinucledétidos son diferentes.

(76) E1 uso de los puntos (71) a (75) mencionados con
anterioridad, en 1los que el represor transcripcional se
selecciona del grupo KRAB, MeCP2, SIN3A, HDT1l, MBD2B, NIPP1
y HP1A.

(77) E1 uso del punto (76) mencionado con anterioridad,
en el que el represor transcripcional es KRAB.

(78) E1 uso de cualquiera de los puntos (71) a (77)
mencionados con anterioridad, en donde la proteina efectora
CRISPR deficiente en nucleasas es dCas9.

(79) E1 uso del punto (78) mencionado con anterioridad,
en donde el dCas9 se deriva de Staphylococcus aureus.

(80) E1 uso de cualquiera de los puntos (71) a (79)
mencionados con anterioridad,
en donde el uso comprende el uso de un polinucledétido gque
codifica la proteina de fusidén y el uso de un polinucledtido
que codifica el ARN guia y
en donde el polinucledétido que codifica la proteina de fusidn
comprende ademds una secuencia promotora para la proteina de
fusién vy/o el polinucledétido que codifica el ARN guia
comprende ademds una secuencia promotora para el ARN guia.

(81) E1 uso del punto (80) mencionado con anterioridad,
en el que la secuencia promotora para el ARN guia se
selecciona del promotor del grupo U6, el promotor SNR6, el
promotor SNR52, el promotor SCR1l, el promotor RPR1, el
promotor U3 y el promotor HI.

(82) E1 uso del punto (80) mencionado con anterioridad,
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en el que la secuencia promotora para la proteina de fusidn
es un promotor ubicuo o un promotor especifico del musculo.

(83) E1 uso del punto (82) mencionado con anterioridad,
en el que el promotor ubicuo se selecciona del grupo promotor
EFS, promotor CMV y promotor CAG.

(84) E1 uso del punto (82) mencionado con anterioridad,
en el que el promotor especifico del musculo se selecciona
del promotor del grupo CK8, el promotor de la qguinasa de
cadena pesada de miosina (MHCK), el promotor de la creatina
quinasa muscular (MCK), el promotor sintético C5-12 (Syn) vy
promotor Des.

(85) El1l uso de los puntos (80) a (84) mencionados con
anterioridad, en donde el ARN guia comprende la secuencia de
bases establecida en la SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 169, SEQ
ID NO: 171, o SEQ ID NO: 177, o la secuencia de Dbases
establecida en la SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO:
171, o SEQ ID NO: 177, en donde se delecionan, sustituyen,
insertan y/o agregan 1 a 3 bases,
en donde el represor transcripcional es KRAB,
en donde la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas
es dCas9 derivada de Staphylococcus aureus,
en donde la secuencia promotora para el ARN guia es el
promotor U6, vy
en donde la secuencia promotora para la proteina de fusidn
es el promotor CKS§.

(86) E1 uso del punto (85) mencionado con anterioridad,
en el que el ARN guia comprende la secuencia de Dbases
establecida en la SEQ ID NO: 171, o la secuencia de Dbases
establecida en la SEQ ID NO: 171, en donde se delecionan,

sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases.

EFECTO DE LA INVENCION
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De acuerdo con la presente invencidn, la expresiédn del
gen DMPK humano puede suprimirse vy, en consecuencia, se
espera que la presente invencidén pueda tratar y/o prevenir

la DM1.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Una apreciacién mas completa de la invencidén y muchas
de las ventajas que conlleva se obtendrédn facilmente a medida
que ella se comprenda mejor con referencia a la siguiente
descripcidén detallada cuando se considere en relacidn con
los dibujos adjuntos, en los que:

La Fig. 1 muestra las posiciones de las secuencias de
direccionamiento establecidas en las SEQ ID NO: 4 a 126, en
las que el recuadro negro muestra la posicidén de la secuencia
de direccionamiento que mostrdé una reduccidén no menor del
50% en la expresidén del gen DMPK humano.

La Fig. 2 muestra los resultados de la accidn supresora
de la expresién en el gen DMPK humano evaluado usando
dSaCas9-KRAB y ARNsg que comprende ARNcr codificado por la
secuencia de direccionamiento establecida en las SEQ ID NOs:
4 a 126, respectivamente. El eje horizontal muestra el ARNg
que comprende el ARNc codificado por cada secuencia de
seleccidén, el eje vertical muestra la proporcién del nivel
de expresidén del gen DMPK cuando se usa cada ARNg al nivel
de expresidédn (100%) del gen DMPK cuando se usa el ARNg de
control, y la barra de error muestra la desviacién estandar.

La Fig. 3 muestra la relacidén entre las posiciones de
las secuencias de direccionamiento establecidas en las SEQ
ID NO: 4 a 126 y el nivel de expresién del gen DMPK humano
cuando la expresidén del gen DMPK humano se controld usando
dSaCas9-KRAB y ARNsg que comprende ARNcr codificado por las

secuencias de orientacidén, respectivamente.
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La Fig. 4 muestra la regulaciédn negativa de DMPK en
células musculares humanas.

La Fig. 5 muestra que AAVI9-695 suprimidé la expresidn de
DMPK en ratones DMSXL (A; Tibialis Anterior, B; Corazdn, C;
Higado) .

La Fig. 6 muestra que AAV9-245 suprimid la expresidn de
DMPK en ratones DMSXL (A; Tibialis Anterior, B; Corazdén, C;
Higado) .

La Fig. 7 muestra que AAVI9-257 suprimid la expresidn de
DMPK en ratones DMSXL (A; Tibialis Anterior, B; Corazédn, C;
Higado) .

La Fig. 8 muestra que AAVI9-695 mejord la formacidn de
focos de ARN en ratones DMSXL.

La Fig. 9 muestra la supresidén de la expresidn del gen
DMPK en células iDM que expresan ARNsg hDMPK.

La Fig. 10 muestra la mejora de la formacidén de focos
de ARN en células 1DM que expresan ARNsg de hDMPK (A;
Imégenes tipicas de células iDM-695 y células iDM-Ctrl, B;
Las proporciones de nucleos positivos de focos de ARN en
cada célula).

La Fig. 11 muestra la mejora de los defectos de empalme
en células 1DM que expresan ARNsg de hDMPK (A; Imagenes de
gel y patrones de exdén de los genes, B; Las proporciones de

productos empalmados normalmente) .

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION
PREFERIDAS
1. Polinucledbtido

La presente invencidn proporciona un polinucledtido que
comprende las siguientes secuencias de bases (de aqui en
adelante a veces también denominadas “el polinucledtido de

la presente invencidén”) :
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(a) una secuencia de bases que codifica una proteina de
fusién de una proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas y un represor transcripcional, y

(b) una secuencia de bases gque codifica un ARN guia dirigido
a una regidn continua de 18 a 24 nucledbdtidos (es decir, 18
a 24 nucledétidos contiguos) de longitud en wuna regidn
establecida en la SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO:
128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID
NO: 132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ
ID NO: 137, SEQ ID NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regidn
reguladora de la expresién del gen DMPK humano.

El polinucledétido de la presente invencidén se introduce
en una célula deseada y se transcribe para producir una
proteina de fusidn de una proteina efectora CRISPR deficiente
en nucleasas y un represor transcripcional, y un ARN guia
dirigido a una regidén particular de la regidén reguladora de
la expresidén del gen DMPK humano. Estas proteinas de fusidn
y ARN guia forman un complejo (en adelante, el complejo se
denomina a veces ‘“ribonucleoproteina; RNP”) y actuan
cooperativamente en la regidén particular mencionada con
anterioridad, reprimiendo asi la transcripcidén del gen DMPK
humano. En una forma de realizacién de la presente invencién,
la expresién del gen DMPK humano puede suprimirse, por
ejemplo, no menos de aproximadamente el 40%, no menos de
aproximadamente el 50%, no menos de aproximadamente el 60%,
no menos de aproximadamente el 70%, no menos de
aproximadamente el 75%, no menos de aproximadamente el 80%,
no menos de aproximadamente el 85%, no menos de
aproximadamente el 90%, no menos de aproximadamente el 95%

o aproximadamente el 100%.

(1) Definicidn
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En la presente memoria descriptiva, “la regidn
reguladora de la expresiédn del gen DMPK humano” significa
cualquier regidén en la que la expresiédn del gen DMPK humano
puede ser reprimida uniendo RNP a esa regidén. Es decir, la
regidén reguladora de la expresidédn del gen DMPK humano puede
existir en cualquier regidén, como la regidn promotora, la
regién potenciadora, el intrdén, el exdn del gen DMPK humano
y los genes vecinos del gen DMPK humano (por ejemplo, DMWD
humano (locus DM1, WD que contiene el gen), siempre que la
expresién del gen DMPK humano sea reprimida por la unidén de
RNP. En la presente memoria descriptiva, cuando la secuencia
reguladora de la expresidén muestra la regidn reguladora de
la expresidn, la regidn reguladora de la expresidn incluye
conceptualmente tanto la secuencia de la cadena sentido como
la secuencia de la cadena antisentido.

En la presente invencidén, una proteina de fusidén de una
proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas y un
represor transcripcional es reclutada por un ARN guia en una
regidén particular en la regidén reguladora de la expresidn
del gen DMPK humano. En la presente especificacién, la “guia
de ARN dirigida...” significa una “guia de ARN que recluta
una proteina de fusidn en..”.

En la presente especificacién, el “ARN guia (que también
se denominard “ARNg”) es un ARN que comprende un ARN CRISPR
especifico del genoma (que se denominara “ARNcr”). E1 ARNcr
es un ARN gue se une a una secuencia complementaria de una
secuencia dirigida (descrita més adelante). Cuando se usa
Cpfl como la proteina efectora CRISPR, el “ARN guia” se
refiere a un ARN que comprende un ARN que consiste en ARNcr
y una secuencia especifica unida a su terminal 5’ (por
ejemplo, una secuencia de ARN establecida en la SEQ ID NO:

138 en el caso de FnCpfl). Cuando se usa Cas9 como la proteina
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efectora CRISPR, el “ARN guia” se refiere a un ARN quimera
(que se denominara “ARN guia Unico (ARNsg)”) que comprende
ARNcr y ARNc de trans—activacién unido a su terminal 3’ (para
ser referido como “ARNtracr”) (ver, por ejemplo, Zhang F. et
al., Hum Mol Genet. 2014, 15 de septiembre; 23 (R1): R40-6
y Zetsche B. et al., Cell. 2015 Oct 22; 163 (3): 759-71, que
se incorporan en el presente documento como referencia en su
totalidad) .

En la presente memoria descriptiva, una secuencia
complementaria a la secuencia a la que se une el ARNcr en la
regién reguladora de la expresidén del gen DMPK humano se
denomina “secuencia de direccionamiento”. Es decir, en la
presente memoria descriptiva, la “secuencia de
direccionamiento” es una secuencia de ADN presente en la
regidén reguladora de la expresidédn del gen DMPK humano vy
adyacente a PAM (motivo adyacente protoespaciador). PAM es
adyacente al lado 5’ de la secuencia de orientacidén cuando
Cpfl se wusa como la proteina efectora CRISPR. PAM es
adyacente al lado 3’ de la secuencia de seleccidédn cuando
Cas9 se usa como la proteina efectora CRISPR. La secuencia
de direccionamiento puede estar presente en el lado de la
secuencia de hebra sentido o en el lado de la secuencia de
hebra antisentido de la regidén reguladora de la expresidn
del gen DMPK humano (véase, por ejemplo, el mencionado Zhang
F. et al., Hum Mol Genet. 2014 Sep 15; 23 (R1l): R40-6 vy
Zetsche B. et al., Cell. 22 de octubre de 2015; 163 (3):
759-71, que se incorporan en el presente documento como

referencia en su totalidad).

(2) Proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasa

En la presente invencidén, usando una proteina efectora

CRISPR deficiente en nucleasas, se recluta un represor
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transcripcional fusionado a la regidén reguladora de la
expresién del gen DMPK humano. La proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas (de aqui en adelante en ocasiones
denominada simplemente “proteina efectora CRISPR”) para usar
en la presente invencién no esta particularmente limitada
siempre que forme un complejo con ARNg y se reclute en la
regidén reguladora de la expresiédn del gen humano DMPK. Por
ejemplo, puede incluirse Cas9 deficiente en nucleasas (en
adelante, a veces también denominado “dCas9”) o Cpfl
deficientes en nucleasas (en adelante, en ocasiones
denominadas también “dCpfl”).

Los ejemplos de dCas9 mencionados con anterioridad
incluyen, pero sin limitacién, una variante deficiente en
nucleasas de Cas9 derivado de Streptococcus pyogenes
(SpCas9; secuencia PAM: NGG (N es A, G, T o C, en adelante
igual) ), Streptococcus thermophilus derivado Cas9 (StlCas9;
secuencia PAM: NNAGAAW (W es A o T, en adelante igual),
St3Cas9; secuencia PAM: NGGNG), Cas9 derivado de Neisseria
meningitidis (NmCas?9; secuencia PAM: NNNNGATT) , o}
Staphylococ Cas9 derivado (SaCas9; secuencia PAM: NNGRRT (R
es A o G, en adelante igual)) y similares (ver, por ejemplo,
Nishimasu et al., Cell. 2014 27 de febrero; 156 (5): 935-49,
Esvelt KM et al., Nat Methods. 2013 Nov; 10 (11): 1116-21,
Zhang Y. Mol Cell. 2015 Oct 15; 60 (2): 242-55, y Friedland
AE et al., Genome Biol. 2015 Nov 24; 16: 257, que se
incorporan en el presente documento como referencia en su
totalidad). Por ejemplo, en el caso de SpCas9, un mutante
doble en el que el residuo Asp en la décima posicién se
convierte en residuo Ala y el residuo His en la posicidn 840
se convierte en residuo Ala (a veces denominado “dSpCas9”)
puede ser utilizado (ver, por ejemplo, el mencionado

Nishimasu et al., Cell. 2014, gue se incorpora en el presente

29



documento como referencia en su totalidad). Alternativamente,
en el caso de SaCas9, se puede usar un mutante doble en el

que el residuo Asp en la décima posicidén se convierte en un
residuo Ala y el residuo Asn en la posicidén 580 se convierte

en un residuo Ala (SEQ ID NO: 139), o un doble mutante en el

que el residuo Asp en la décima posicidn se convierte en un

residuo Ala y el residuo His en la posicidén 557 se convierte
en un residuo Ala (SEQ ID NO: 140) (en lo sucesivo,

cualquiera de estos mutantes dobles a veces se denominara
“dSaCas9”) (ver, por ejemplo, los mencionados Friedland AE
et al., Genome Biol. 2015, que se incorporan en el presente

documento como referencia en su totalidad).

Ademés, en una forma de realizacidén de la presente
invencién, como dCas9, una variante obtenida modificando una
parte de la secuencia de aminoacidos de la dCas9 mencionada
con anterioridad, que forma un complejo con ARNg y se recluta
en la regidén reguladora de la expresidédn del gen DMPK humano,
también se puede usar. Los ejemplos de tales variantes
incluyen una variante truncada «con una secuencia de
aminoadcidos parcialmente eliminada. En una forma de
realizacidén de la presente invencidn, la variante descrita
en los documentos W02019/235627 y W02020/085441, que se
incorporan en el presente documento como referencia en su
totalidad, se puede wusar como dCas9. Especificamente,
también se puede usar dSaCas9 obtenido eliminando 1los
aminoadcidos 721 a 745 de dSaCas9 que es un doble mutante en
el que el residuo Asp en la posicién 10 se convierte en
residuo Ala y el residuo Asn en la posicidén 580 se convierte
en residuo Ala (SEQ ID NO: 141), o dSaCas9 en el que la parte
eliminada estd sustituida por un conector peptidico (por
ejemplo, uno en el que la parte eliminada estd sustituida

por un conector GGSGGS (SEQ ID NO: 142) se establece en la
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SEQ ID NO: 143) (en adelante cualquiera de estos mutantes
dobles a veces se denomina “dSaCas9[-25]"), o dSaCas9
obtenido al eliminar los aminodcidos 482 a 648 de dSaCas?9
que es el mutante doble mencionado con anterioridad (SEQ ID
NO: 144), o dSaCas9 en el que la parte eliminada esté
sustituida por un conector peptidico (uno en el que la parte
eliminada estd sustituida por un conector GGSGGS se establece
en SEQ ID NO: 145).

Los ejemplos de la dCpfl mencionada con anterioridad
incluyen, pero sin limitacién, una variante deficiente en
nucleasas de Cpfl derivada de Francisella novicida (FnCpfl;
secuencia PAM: TTN), Cpfl derivada de Acidaminococcus sp.
(AsCpfl; secuencia PAM: TTTN), o Cpfl derivada de la bacteria
Lachnospiraceae (LbCpfl; secuencia PAM: TTTA, TCTA, TCCA o
CCCA) vy similares (véase, por ejemplo, Zetsche B. et al.,
Cell. 22 de octubre de 2015; 163 (3): 759- 71, Yamano T et
al., Cell. 2016, 5 de mayo; 165 (4): 949-62, y Yamano T et
al., Mol Cell. 2017, 17 de agosto; 67 (4): 633-45, qgque se
incorporan en el presente documento por referencia en su
totalidad). Por ejemplo, en el caso de FnCpfl, puede usarse
un mutante doble en el que el residuo Asp en la posicidn 917
se convierte en residuo Ala y el residuo Glu en la posiciédn
1006 se convierte en residuo Ala (véase, por ejemplo, Zetsche
B et al., Cell. 2015, mencionado con anterioridad, que se
incorpora en el presente documento como referencia en su
totalidad). En una forma de realizacién de la presente
invencién, como dCpfl, también se puede usar una variante
obtenida modificando una parte de la secuencia de aminoacidos
de la dCpfl mencionada con anterioridad, que forma un
complejo con ARNg y se recluta en la regidn reguladora de la
expresién del gen DMPK humano.

En una forma de realizacidén de la presente invenciédn,
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dCas9 se usa como la proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas. En una forma de realizacidén, el dCas9 es dSaCas9,
y, en una forma de realizacidén particular, dSaCas9 es
dSaCas9[-25].

Un polinucledétido que comprende una secuencia de bases
que codifica una proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas puede clonarse, por ejemplo, sintetizando un
cebador de o0ligoADN que cubre una regidén que codifica una
parte deseada de la proteina basédndose en la informacidédn de
la secuencia de ADNc de la misma, vy amplificando el
polinucledétido por PCR método que usa ARN total o fracciédn
de ARNm preparado a partir de las células que producen la
proteina como plantilla. Ademds, se puede obtener un
polinucledétido que comprende una secuencia de Dbases que
codifica una proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas mediante la introduccidén de una mutaciédn en una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina efectora
CRISPR clonada mediante un método conocido de mutagénesis
dirigida al sitio para convertir los residuos de aminoéacidos
(por ejemplo, residuo de Asp en la décima posicidédn, su
residuo en la posicidén 557 y residuo de Asn en la posicidn
580 en el caso de SaCas9; residuo de Asp en la posicién 917
y residuo de Glu en la posicién 1006 en el caso de FnCpfl,
y similares se pueden incluir, pero no se limitan a estos)
en un sitio importante para la actividad de la nucleasa a
otros aminoacidos.

Alternativamente, un polinucledétido gque comprende una
secuencia de bases que codifica la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas puede obtenerse mediante sintesis
quimica o una combinacidén de sintesis quimica y método de
PCR o método de ensamblaje de Gibson, en base a la

informacién de secuencia de ADNc del mismo, y también puede
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construirse en forma adicional como una secuencia de bases
que se sometid a optimizacidn de codones para ser codones

adecuados para la expresidédn en humanos.

(3) Represor transcripcional

En la presente invencidédn, la expresidén del gen DMPK
humano se reprime por la accidén del represor transcripcional
fusionado con 1la proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas. En la presente memoria descriptiva, el “represor
transcripcional” significa una proteina que tiene la
capacidad de reprimir la transcripcidén génica del gen DMPK
humano o un fragmento peptidico que retiene la funcidén del
mismo. El represor transcripcional por wutilizar en la
presente invencidén no estd particularmente limitado siempre
que pueda reprimir la expresién del gen DMPK humano. Incluye,
por ejemplo, caja asociada a Kruppel (KRAB), MBD2B, v-ErbA,
SID (incluido el estado de la cadena de SID (SID4X)), MBD2,
MBD3, familia DNMT (por ejemplo, DNMT1, DNMT3A, DNMT3B), Rb,
MeCP2, ROM2, LSD1, AtHD2A, SET1, HDAC11l, SETD8, EZH2, SUV39HI,
PHF19, SALI, NUE, SUVR4, KYP, DIM5, HDAC8, SIRT3, SIRTo,
MES0OLO4, SET8, HST2, COBB, SET-TAF1B SIN3A, HDT1l, NIPP1,
HP1A, dominio represor ERF (ERD), vy sus variantes con
capacidad de represidédn transcripcional, fusiones de ellos y
similares. En una forma de realizacidén de la presente
invencidén, KRAB se usa como represor transcripcional.

Un polinucledétido que comprende una secuencia de bases
que codifica un represor transcripcional puede construirse
mediante sintesis quimica o una combinacién de sintesis
quimica y método de PCR o método de ensamblaje de Gibson.
Ademéds, un polinucledétido qgque comprende una secuencia de
bases que codifica un represor transcripcional también se

puede construir como una secuencia de ADN con codones
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optimizados para ser codones adecuados para la expresidn en
humanos.

Se puede preparar un polinucledétido que comprende una
secuencia de bases que codifica una proteina de fusidén de un
represor transcripcional y una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas ligando una secuencia de bases que
codifica la proteina efectora CRISPR a una secuencia de bases
que codifica el represor transcripcional directamente o
después de agregar una secuencia de bases que codifica un
enlazador, NLS (sefial de localizacidédn nuclear) (por ejemplo,
una secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 189 o
SEQ ID NO: 191), una etiqueta y/u otros. En la presente
invencidn, el represor transcripcional puede fusionarse N-—
terminal o C-terminal con la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasa. Como conector, se puede usar un
conector con un numero de aminocdcidos de aproximadamente 2
a 50, vy sus ejemplos especificos incluyen, pero sin
limitacidén, un conector GSGS en el que la glicina (G) y la
serina (S) se unen alternativamente, y similares. En una
forma de realizacidén de la presente invencidén, se pueden
utilizar como el polinucledétido que comprende una secuencia
de bases que codifica una proteina de fusidén de una proteina
efectora CRISPR deficiente en nucleasas y un represor
transcripcional, la secuencia de bases establecida en la SEQ
ID NO: 151, que codifica SV40 NLS, dSaCas9, NLS y KRAB como

una proteina fusionada.

(4) ARN guia

En la presente invencidn, una proteina de fusidn de
proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas y represor
transcripcional puede reclutarse a la regidén reguladora de

la expresién del gen DMPK humano mediante ARN guia. Como se
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describe en la “ (1) Definicidén” mencionada con anterioridad,
el ARN guia comprende ARNcr, y el ARNcr se une a una secuencia
complementaria de la secuencia de direccionamiento. E1 ARNcr
puede no ser completamente complementario a la secuencia
complementaria de la secuencia de direccionamiento siempre
que el ARN guia pueda reclutar la proteina de fusidén a la
regién diana, y puede ser una secuencia en la que al menos
1 a 3 bases se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan.

Cuando se usa dCas9 como la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas, por ejemplo, la secuencia de
direccionamiento puede determinarse usando un sitio web de
disefio de ARNg publicado (herramienta de disefio CRISPR,
CRISPR directo, etc.). Para ser especificos, a partir de la
secuencia del gen diana (es decir, el gen DMPK humano) y el
gen vecino del mismo, se enumeran secuencias de
direccionamiento candidatas de aproximadamente 20
nuclebétidos de longitud para las cuales PAM (por ejemplo,
NNGRRT en el caso de SaCas9) es adyacente a 3’, y una que
tiene un pequefio numero de sitios fuera del objetivo en el
genoma humano entre estas secuencias de direccionamiento
candidato puede usarse como secuencia de direccionamiento.
La longitud de la base de la secuencia de direccionamiento
es de 18 a 24 nucledtidos de longitud, preferentemente de 18
a 23 nucledtidos de longitud, mas preferentemente de 18 a 22
nuclebétidos de longitud. Como un cribado primario para la
prediccidén del numero de sitio fuera del objetivo, se conocen
varias herramientas bioinforméticas vy estédn disponibles
publicamente, y se pueden usar para predecir la secuencia de
orientacidén con el menor efecto fuera del objetivo. Algunos
ejemplos incluyen herramientas bioinformdticas como
Benchling (https://benchling.com) y COSMID (sitios CRISPR

fuera de objetivo con coincidencias, inserciones %
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deleciones) (disponible en https://crispr.bme.gatech.edu en
Internet). Utilizédndolos, se puede resumir la similitud con
la secuencia de bases dirigida por el ARNg. Cuando el
software de disefio de ARNg que se utilizard no tiene una
funcidén para buscar el sitio fuera del objetivo del genoma
diana, por ejemplo, se puede buscar el sitio fuera del
objetivo sometiendo el genoma diana a la busqueda Blast con
respecto a 8 12 nucledtidos en el lado 3’ de la secuencia de
direccionamiento candidato (secuencia semilla con alta
capacidad de discriminacidén de la secuencia de nucledtidos
dirigida).

En una forma de realizacidén de la presente invencidn,
en la regidén existente en la posicidédn GRCh38.pl2 del
cromosoma humano 19 (Chrl9), regidén cercana al punto de
inicio de 1la transcripcidén del gen DMPK: 45,777,342 -
45,784,715 puede ser la regidén reguladora de la expresidn
del gen DMPK humano. Como se muestra en los Ejemplos, los
presentes inventores han encontrado que la expresidn del gen
DMPK humano puede regularse dirigiéndose a 1la regidn
45,778,884 - 45,783,985 (Zona 2 en la Fig. 3), en las
regiones mencionadas con anterioridad. En una forma de
realizacidén de 1la presente invencidn, por 1lo tanto, la
secuencia de direccionamiento puede ser una secuencia de
bases de 18 a 24 nuclebétidos de longitud, preferentemente de
18 a 23 nucledtidos de longitud, més preferentemente de 18
a 22 nucledétidos de longitud, en la siguiente regidn:
45,778,884 - 45,783,985 en la regidén existente en la posicidn
GRCh38.pl2 del cromosoma 19 humano (Chrl9).

Ademads, los presentes inventores han encontrado que la
regidén establecida en la SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ
ID NO: 128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131,
SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133,
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SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 117, o SEQ ID NO: 119 existentes
en la regidén mencionada con anterioridad 45,778,884 -
45.783.985 es preferible como regién para disefiar la
secuencia de direccionamiento para reprimir la expresiédn del
gen DMPK. En wuna forma de realizacidén de la presente
invencidén, por lo tanto, la secuencia de direccionamiento
puede ser una secuencia de bases de 18 a 24 nucledtidos
continuos de longitud, preferentemente de 18 a 23 nucledtidos
de longitud, mas preferentemente de 18 a 22 nucledbdtidos de
longitud, en estas regiones. La posicidén de cada secuencia
en la regidén reguladora de la expresidén del gen DMPK humano
es como se describe en la Tabla 1 y la Fig. 1.

En una forma de realizacidén de la presente invencién,
la secuencia de direccionamiento puede ser una secuencia de
bases de 18 a 24 nuclebétidos continuos de longitud,
preferentemente de 18 a 23 nucledtidos de longitud, més
preferentemente de 18 a 22 nuclebdtidos de longitud, en la
regidén establecida en la SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ
ID NO: 128, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 130,
SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO:
91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO:
134, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID
NO: 117, o SEQ 1ID NO: 119, existente en las regiones
mencionadas con anterioridad 45,778,884 - 45,783,985, que se
considera que muestra no menos del 50% de reduccidén en la
expresién del gen DMPK humano. La posicidédn de cada secuencia
en la regidén reguladora de la expresidén del gen DMPK humano
es como se describe en la Tabla 1 y la Fig. 1.

En otra forma de realizacidn de la presente invencidn,
la secuencia de direccionamiento puede ser una secuencia de
bases de 18 a 24 nucledétidos continuos de longitud,

preferentemente de 18 a 23 nucledtidos de longitud, més
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preferentemente de 18 a 22 nuclebdtidos de longitud, en la
regidén establecida en la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 136, SEQ
ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 109, o
SEQ ID NO: 111, existente en las regiones mencionadas con
anterioridad 45,778,884 - 45,783,985, que se considera que
muestra no menos del 75% de reduccidén de la expresidn del
gen DMPK humano. La posicién de cada secuencia en la regiodn
reguladora de la expresidén del gen DMPK humano es como se
describe en la Tabla 1 y la Fig. 1.

En otra forma de realizacidén més de la presente
invencién, la secuencia de direccionamiento puede ser una
secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 43, SEQ ID
NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID
NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID
NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID
NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID
NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 99, SEQ ID
NO: 100, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ
ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 117,
o SEQ ID NO: 119 Las secuencias de bases establecidas en la
SEQ ID NO: 43 vy 44 son secuencias de direccionamiento
comprendidas en una regidén establecida en la SEQ ID NO: 127.
Las secuencias de bases establecidas en la SEQ ID NO: 62 y
63 son secuencias de direccionamiento comprendidas en una
regidén establecido en SEQ ID NO: 128. Las secuencias de bases
establecidas en la SEQ ID NO: 66 a 68 son secuencias de
direccionamiento comprendidas en una regidén establecida en
la SEQ ID NO: 129. Las secuencias de bases establecidas en
las SEQ ID NOs: 70 a 73 son secuencias dirigidas comprendidas
en una regidn establecida en la SEQ ID NO: 130. Las
secuencias de base establecidas en las SEQ ID NOs: 80 a 83

son secuencias dirigidas comprendidas en una regidn
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establecida en la SEQ ID NO: 131. Las secuencias de Dbases
establecidas en la SEQ ID NO: 85 y 86 son secuencias de
direccionamiento comprendidas en una regidén establecida en
la SEQ ID NO: 132. Las secuencias de bases establecidas en
la SEQ ID NO: 95 a 100 son secuencias de direccionamiento
comprendidas en una regidn establecido en SEQ ID NO: 133.
Las secuencias de bases establecidas en las SEQ ID NOs: 103,
105 y 106 son secuencias de direccionamiento comprendidas en
una regidn establecida en la SEQ ID NO: 134. Las secuencias
de bases establecidas en las SEQ ID NOs: 105 y 106 son
secuencias de direccionamiento comprendidas en una regidn
establecida en la SEQ ID NO: 135. Las secuencias de Dbase
establecidas en la SEQ ID NO: 70 y 71 son secuencias de
direccionamiento comprendidas en una regidédn establecida en
la SEQ ID NO: 136. Las secuencias de bases establecidas en
la SEQ ID NO: 103 a 112 son secuencias de direccionamiento
comprendidas en una regidén establecida en la SEQ ID NO: 137.
La posicidén de cada secuencia en la regidn reguladora de la
expresién del gen DMPK humano es como se describe en la Tabla
1 y la Fig. 1.

En una forma de realizacién de la presente invencién,
una secuencia de bases que codifica ARNcr puede ser la misma
secuencia de bases que la secuencia de direccionamiento. Por
ejemplo, cuando la secuencia de direccionamiento establecida
en la SEQ ID NO: 5 (CCCAGTCGAGGCCAAAGAAGA) se introduce en
la célula como una secuencia de bases que codifica ARNcr,
ARNcr transcripto de la secuencia es CCCAGUCGAGGCCAAAGAAGA
(SEQ ID NO: 146) y se une con TCTTCTTTGGCCTCGACTGGG (SEQ ID
NO: 147), que es una secuencia complementaria a la secuencia
de bases establecida en la SEQ ID NO: 5 y estd presente en
la regidén reguladora de la expresidén del gen DMPK humano. En

otra forma de realizacidén, una secuencia de bases que es una
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secuencia de direccionamiento en donde al menos 1 a 3 bases

se delecionan,

sustituyen,

insertan y/o afiaden se puede usar

como la secuencia de bases que codifica ARNcr siempre que el

ARN guia pueda reclutar una proteina de fusidén para la regiodn

diana.
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111, en donde 1 a 3 bases se delecionan, sustituyen, insertan
y/o afaden. En otra forma de realizacidén més de la presente
invencidén, como una secuencia de bases que codifica ARNcr,
se puede usar la secuencia de bases establecida en la SEQ ID
NO: 70, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83 o SEQ ID NO: 99 o la
secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 70, SEQ ID
NO: 81, SEQ ID NO: 83 o SEQ ID NO: 99, en donde 1 a 3 bases
se delecionan, sustituyen, insertan y/o afiaden can be used.
En una forma de realizacidén de la presente invencidn, como
una secuencia de bases que codifica ARNcr, se puede usar la
secuencia de Dbases establecida en la SEQ ID NO: 83 o la
secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 83 en donde
1 a 3 bases se delecionan, sustituyen, insertan y/o afiaden.

En una forma de realizacidén de la presente invencién,
la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 43, SEQ
ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ
ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ
ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ
ID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ
ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 99, SEQ
ID NO: 100, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106,
SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO:
117 o SEQ ID NO: 119 o la secuencia de bases establecida en
la SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO:
62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO:
70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO:
80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO:
85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO:
96, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 103, SEQ 1ID
NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ
ID NO: 111, SEQ ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119, en donde 1 a 3

bases se delecionan, sustituyen, insertan y/o afiaden se puede
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usar como la secuencia de bases que codifica ARNcr para
producir ARNg que comprende ARNcr establecido en la SEQ ID
NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, SEQ
ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 164,
SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO:
168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 171, SEQ ID
NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 175, SEQ
ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 179,
SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 182, SEQ ID NO:
183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185 o SEQ ID NO: 186 o ARNcr
establecido en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO:
159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID
NO: 163, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ
ID NO: 167, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170,
SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO:
174, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID
NO: 178, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ
ID NO: 182, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185
o SEQ ID NO: 186, en donde se delecionan, sustituyen,
insertan y/o agregan 1 a 3 bases, respectivamente. En otra
forma de realizacidén de la presente invencidn, el ARNg puede
comprender la secuencia de bases establecida en la SEQ ID
NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, SEQ
ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 164,
SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO:
168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 171, SEQ ID
NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 175, SEQ
ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 179,
SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 182, SEQ ID NO:
183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185 o SEQ ID NO: 186 o la
secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID
NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ
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ID NO: 162, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165,
SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO:
169, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID
NO: 173, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ
ID NO: 177, SEQ ID NO: 178, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 180,
SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 182, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO:
184, SEQ ID NO: 185 o SEQ ID NO: 186, en donde se delecionan,
sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases. En una forma
de realizacidén de la presente invencidén, el ARNg puede
comprender la secuencia de bases establecida en la SEQ ID
NO: 161, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 171, SEQ
ID NO: 177, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 183
o SEQ ID NO: 184 o la secuencia de bases establecida en la
SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO:
171, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID
NO: 183 o SEQ ID NO: 184 en donde se delecionan, sustituyen,
insertan y/o agregan 1 a 3 Dbases. En otra forma de
realizacién de la presente invencidén, el ARNg puede
comprender la secuencia de bases establecida en la SEQ ID
NO: 164, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171 o SEQ ID NO: 177 o
la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 164, SEQ
ID NO: 169, SEQ ID NO: 171 o SEQ ID NO: 177 en donde se
delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases. En
otra forma de realizacidén més de la presente invenciédn, el
ARNg puede comprender la secuencia de bases establecida en
la SEQ ID NO: 171 o la secuencia de bases establecida en la
SEQ ID NO: 171, en donde se delecionan, sustituyen, insertan
y/0 agregan 1 a 3 bases.

Cuando se usa dCpfl como la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas, se puede diseflar una secuencia de
bases que codifique el ARNg como una secuencia de ADN que

codifica el ARNcr con ARN particular unido al terminal 5’.
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Tal ARN unido al terminal 5’ de ARNcr y una secuencia de ADN
que codifica dicho ARN puede seleccionarse apropiadamente
por los expertos en la técnica de acuerdo con el dCpfl a
utilizar. Por ejemplo, cuando se usa dFnCpfl, una secuencia

de bases en la cual SEQ ID NO: 148; AATTTCTACTGTTGTAGAT se

adjunta al lado 5’ de la secuencia de direccionamiento puede
usarse como una secuencia de base que codifica el ARNg
(cuando se transcribe al ARN, las secuencias de las partes
subrayadas forman pares de bases para formar una estructura
de bucle de tallo). La secuencia que se agregara al terminal
5’ puede ser una secuencia generalmente utilizada para
diversas proteinas Cpfl en las que se delecionan, sustituyen,
insertan y/o agregan al menos 1 a 6 bases, siempre que el
ARNg pueda reclutar una proteina de fusidén para La regidn
reguladora de la expresidén después de la transcripcidn.
Cuando se usa dCas9 como la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas, se puede diseflar una secuencia de
bases que codifique el ARNg como una secuencia de ADN en la
que una secuencia de ADN que codifica el ARNtracr conocido
se une al terminal 3’ de una secuencia de ADN que codifica
el ARNr. Tal ARNtracr y una secuencia de ADN que codifica el
ARNtracr pueden ser seleccionados apropiadamente por 1los
expertos en la técnica de acuerdo con el dCas9 gque se
utilizara. Por ejemplo, cuando se usa dSaCas9, la secuencia
de bases establecida en la SEQ ID NO: 149 se usa como la
secuencia de ADN que codifica el ARNtracr. La secuencia de
ADN que codifica el ARNtracr puede ser una secuencia de bases
que codifica el ARNtracr generalmente utilizado para
diversas proteinas Cas9 en las que al menos 1 a 6 bases se
delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan, siempre que el
ARNg pueda reclutar una proteina de fusidén para la expresiodn

reguladora regidén después de la transcripciédn.
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Un polinucledétido que comprende una secuencia de bases
que codifica ARNg disefiado de esta manera puede sintetizarse
gquimicamente usando un método de sintesis de ADN conocido.

En otra forma de realizacidén de la presente invencidn,
el polinucledtido de la presente invencidn puede comprender
al menos dos diferentes secuencias de bases, respectivamente,
que codifican un ARNg que se dirige a una regidén continua de
18 a 24 nucledtidos de longitud en una regidén establecida en
la SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO:
129, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID
NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ
ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119 en la regidén reguladora de la
expresidén del gen DMPK humano. Por ejemplo, el polinucledtido
puede comprender al menos dos diferentes secuencias de bases
respectivamente que codifican un ARN guia, en donde las al
menos dos diferentes secuencias de bases se seleccionan de
una secuencia de Dbases que comprende una Secuencia
establecida en la SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO:
46, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO:
68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO:
73, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO:
83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO:
91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO:
103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID
NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119 o
una secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 43, SEQ
ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ
ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ
ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ
ID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ
ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 99, SEQ
ID NO: 100, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106,
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SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO:
117 o SEQ ID NO: 119, en donde se delecionan, sustituyen,
insertan y/o agregan 1 a 3 bases. En una forma de realizacidn
de la presente invencién, el polinucledtido puede comprender
al menos dos diferentes secuencias de bases respectivamente
que codifican un ARN guia, en donde las al menos dos
diferentes secuencias de Dbases se seleccionan de una
secuencia de bases que comprenden la secuencia establecida
en la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID
NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ
ID NO: 109 o SEQ ID NO: 111 o una secuencia de Dbases
establecida en la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO:
71, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO:
106, SEQ ID NO: 109 o SEQ ID NO: 111, en donde se delecionan,
sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases. En una forma
de realizacidén de la presente invencidén, el polinucledtido
puede comprender al menos dos diferentes secuencias de bases
respectivamente que codifican un ARN guia, en donde las al
menos dos diferentes secuencias de bases se seleccionan de
una secuencia de Dbases que comprenden la secuencia
establecida en la SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO:
83 o SEQ ID NO: 99 o una secuencia de bases establecida en
la SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83 o SEQ ID NO:
99, en donde se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan

1 a 3 bases.

(5) Secuencia promotora

En una forma de realizacidén de la presente invencidn,
una secuencia promotora puede estar operativamente unida
corriente arriba de cada una de una secuencia de bases que
codifica la proteina de fusién de la proteina efectora CRISPR

deficiente en nucleasas y el represor transcripcional y/o
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una secuencia de bases que codifica el ARNg. El promotor a
unir posiblemente no estd particularmente limitado siempre
qgue muestre una actividad promotora en la célula diana. Los
ejemplos de la secuencia promotora posiblemente unida al
flujo ascendente de la secuencia de bases que codifica el
ARNg incluyen, pero sin limitacién, promotor U6, promotor
SNR6, promotor SNR52, promotor SCR1, promotor RPR1, promotor
U3, promotor H1 y promotor ARNt, que son promotores de pol
III, y similares. En una forma de realizacidn de la presente
invencién, el promotor U6 puede usarse como la secuencia
promotora para la secuencia de bases que codifica el ARN
guia. En una forma de realizacién de la presente invencién,
cuando un polinucledétido comprende dos o mas secuencias de
bases que codifican respectivamente un ARN guia, una uUnica
secuencia promotora puede estar operativamente unida a la
corriente arriba de las dos o méds secuencias de bases. En
otra forma de realizacién, cuando un polinucledtido
comprende dos o mas secuencias de Dbases que codifican
respectivamente un ARN guia, una secuencia promotora puede
estar operativamente unida a la corriente arriba de cada una
de las dos o mas secuencias de bases, en donde la secuencia
promotora operativamente unida a cada secuencia de bases
puede ser igual o diferente.

Como la secuencia promotora mencionada con anterioridad
posiblemente se une a la secuencia corriente arriba de la
proteina de fusidén que codifica la secuencia base, se puede
usar un promotor ubicuo o un promotor especifico del musculo.
Los ejemplos del promotor ubicuo incluyen, pero sin
limitacién, promotor EF-la, promotor EFS, promotor CMV
(citomegalovirus), promotor hTERT, promotor SRo, promotor
Sv40, promotor LTR, promotor CAG, promotor RSV (virus del

sarcoma de Rous), y similares. En una forma de realizacidn
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de la presente invencidn, el promotor EFS, el promotor CMV
o el promotor CAG pueden usarse como el promotor ubicuo. Los
ejemplos del promotor especifico del misculo incluyen, pero
sin limitacién, el promotor CK8, el promotor CK6, el promotor
CK1l, el promotor CK7, el promotor CK9, el promotor de la
troponina C del misculo cardiaco, el promotor de la actina
o, el promotor de la quinasa de cadena pesada (MHCK) de
miosina, promotor MHCK7, etc.), promotor MHC, promotor de la
cadena liviana de miosina 2A, promotor distrofina, promotor
de la creatina quinasa muscular (MCK), promotor dMCK,
promotor tMCK, promotor enh348 MCK, promotor sintético C5-
12 (Syn), promotor Myf5, promotor MLC1/3f, promotor MLC-2,
promotor MYOD, promotor Myog, promotor Pax7, promotor Des,
promotor cTnC y similares (para el detalle del promotor
especifico del musculo, ver, US2011/0212529A1, McCarthy JJ
et al., Skeletal Muscle. 2012 Mayo; 2 (1): 8, Wang B. et al.,
Gene Ther. 2008 Nov; 15 (22): 1489-99, y similares, que se
incorporan en el presente documento como referencia en su
totalidad). En una forma de realizacién de 1la presente
invencién, el promotor CK8, el promotor de la gquinasa de
cadena pesada de miosina (MHCK), el promotor de la creatina
quinasa muscular (MCK), el promotor sintético C5-12 (Syn) o
el promotor Des se pueden usar como promotor especifico del
musculo. En una forma de realizacidén de la presente invencién,
el promotor CK8 puede usarse como el promotor especifico del
misculo. El promotor mencionado con anterioridad puede tener
cualquier modificacidén y/o alteracidédn siempre gue tenga
actividad promotora en la célula diana.

En una forma de realizacidén de la presente invencién,
U6 se usa como un promotor para una secuencia de bases que
codifica el ARN guia, y el promotor CK8 se puede usar como

la secuencia promotora para la secuencia de bases dque
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codifica la proteina de fusidn. Especificamente, en cuanto
al promotor U6, se pueden usar las siguientes secuencias de
bases; (1) la secuencia de bases establecida en la SEQ ID
NO: 155, (ii) una secuencia de bases establecida en la SEQ
ID NO: 155 en la que 1 o varias (por ejemplo, 2, 3, 4, 5 o
mas) bases se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan
con una actividad promotora en la célula diana, o (iii) una
secuencia de bases no menor al 90% (por ejemplo, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas) idéntica a la
secuencia de Dbases establecida en la SEQ ID NO: 155 que
muestra una actividad promotora en la célula diana. En cuanto
al promotor CK8, se pueden usar las siguientes secuencias de
bases; (i) la secuencia de bases establecida en la SEQ ID
NO: 187, (ii) una secuencia de bases establecida en la SEQ
ID NO: 187 en la que 1 o varias (por ejemplo, 2, 3, 4, 5 o
més) bases se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan
con una actividad promotora en la célula diana, o (iii) una
secuencia de bases no menor al 90% (por ejemplo, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96 %, 97%, 98%, 99% o més) idéntico a la
secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 187 que

muestra una actividad promotora en la célula diana.

(6) Otra secuencia de bases

Ademéds, el polinucledétido de la presente invencidn
puede comprender ademds secuencias conocidas tales como
sefial de poliadenilacidén (poliA), secuencia consenso de
Kozak y similares ademéds de las mencionadas con anterioridad
con el fin de mejorar la eficiencia de traduccidén del ARNm
producido por la transcripcidén de una secuencia de bases que
codifica un proteina de fusidn de la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y represor transcripcional. Ademés,

el polinucledétido de la presente invencidén puede comprender
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una secuencia de bases que codifica una secuencia enlazadora,
una secuencia de bases que codifica NLS y/o una secuencia de

bases que codifica una etiqueta.

(7) Formas de realizacidédn ejemplificadas de la presente
invenciédn.

En una forma de realizacidén de la presente invencidn,
se proporciona un polinucledétido gque comprende:
una secuencia de bases que codifica una proteina de fusidn
de una proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas y un
represor transcripcional,
una secuencia promotora para la secuencia de Dbases que
codifica la proteina de fusidn de la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y el represor transcripcional,
una o dos secuencias de bases que codifican respectivamente
un ARN guia, en el gque las una o dos secuencias de bases se
seleccionan de una secuencia de bases que comprende una
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 70,
SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 105,
SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 109 o SEQ ID NO: 111, o 1la
secuencia de bases que comprende una secuencia establecida
en la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ 1ID
NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ
ID NO: 109, o SEQ ID NO: 111, en el qgque se delecionan,
sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases, y
una secuencia promotora para la secuencia de Dbases que
codifica el ARNg,
en donde la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas
es dSaCas9 o dSaCas9[-25],
en donde el represor transcripcional se selecciona del grupo
KRAB, MeCP2, SIN3A, HDT1, MBD2B, NIPP1l y HPIA,

en donde la secuencia promotora para la secuencia de base

50



que codifica la proteina de fusidén se selecciona del grupo
promotor EFS, promotor CMV, promotor CAG, promotor CK8§,
promotor de la quinasa de cadena pesada de miosina (MHCK),
promotor de la creatina gquinasa muscular (MCK), promotor
sintético C5-12 (Syn), y promotor Des, y
en donde la secuencia promotora para la secuencia de bases
que codifica el ARNg se selecciona del promotor del grupo
U6, el promotor SNR6, el promotor SNR52, el promotor SCRI1,
el promotor RPR1l, el promotor U3 y el promotor HIL.

En una forma de realizacidén de la presente invencién,
se proporciona un polinucledétido gque comprende:
una secuencia de bases que codifica una proteina de fusidn
de una proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas y un
represor transcripcional,
el promotor CK8 para la secuencia de bases que codifica la
proteina de fusidén de la proteina efectora CRISPR deficiente
en nucleasas y el represor transcripcional,
una o dos secuencias de bases que codifican respectivamente
un ARN guia, en el gque las una o dos secuencias de bases se
seleccionan de una secuencia de bases que comprende una
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 81,
SEQ ID NO: 83 o SEQ ID NO: 99, o una secuencia de bases que
comprende una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 70, SEQ
ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, o SEQ ID NO: 99, en donde se
delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases, y
promotor U6 para la secuencia de bases que codifica el ARN
guia,
en donde la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas
es dSaCas9, y
en donde el represor transcripcional es KRAB.

En una forma de realizacidén de la presente invencidn,

se proporciona un polinucledétido gque comprende:
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una secuencia de bases que codifica una proteina de fusidn
de una proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas y un
represor transcripcional,

el promotor CK8 para la secuencia de bases que codifica la
proteina de fusidén de la proteina efectora CRISPR deficiente
en nucleasas y el represor transcripcional,

una secuencia de bases que codifica un ARN guia que comprende
la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 83, o la
secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 83 en la que
se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3 bases,
Yy

promotor U6 para la secuencia de bases que codifica el ARN
guia,

en donde la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas
es dSaCas9 y

en donde el represor transcripcional es KRAB.

En una forma de realizacidén del polinucledtido de la
presente invencidén, el polinucledtido comprende, en orden
desde el extremo 5’ (i), la secuencia de bases que codifica
la proteina de fusidén de la proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y el represor transcripcional y (ii)
la secuencia de bases codificando el ARNg. En otra forma de
realizacidén, el polinucledtido comprende en orden desde el
extremo 5’ (ii) la secuencia de bases que codifica el ARNg
y (i) la secuencia de bases que codifica la proteina de
fusidén de la proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas

y el represor transcripcional.

2. Vector
La presente invencidén proporciona un vector que
comprende el polinucleétido de 1la presente invencidén (en

adelante denominado a veces Y“el vector de 1la presente
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invencidén”) . El vector de la presente invencidn puede ser un
vector plasmidico o un vector viral.

Cuando el vector de la presente invencidén es un vector
plasmidico, el vector plasmidico a wutilizar no esté
particularmente limitado vy puede ser cualquier vector
plasmidico tal como el vector plasmidico de clonacidén y el
vector plasmidico de expresidén. E1 vector plasmidico se
prepara insertando el ©polinucledétido de la presente
invencién en un vector plasmidico mediante un método conocido

Cuando el vector de la presente invencidén es un vector
viral, los ejemplos del vector viral por usar incluyen, pero
sin limitacidén, vector de virus adenoasociados (AAV), vector
de adenovirus, vector de lentivirus, vector de retrovirus,
vector de Sendaivirus, y similares. En la presente memoria
descriptiva, el “wvector de virus” o “wector viral” también
incluye sus derivados. Teniendo en cuenta el uso en terapia
génica, el vector AAV se usa preferentemente por las razones
que pueden expresar el transgén durante mucho tiempo, y se
deriva de un virus no patdégeno y tiene una alta seguridad.

Un vector viral que comprende el polinucledétido de 1la
presente 1invencidén puede prepararse mediante un método
conocido. En resumen, se prepara un vector plasmidico para
la expresién del wvirus en el que se ha insertado el
polinucleétido de 1la presente invencidén, el vector se
transfecta en una célula huésped apropiada para permitir la
produccidén transitoria de un vector viral que comprende el
polinucleétido de 1la presente invencidén, y se recoge el
vector viral.

En una forma de realizacidén de la presente invencién,
cuando se usa el vector AAV, el serotipo del wvector AAV no
estd particularmente limitado siempre que se pueda reprimir

la expresidén del gen DMPK humano en el sujeto, y se puede
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usar cualquiera de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAVT,
AAVE8, AAVY9, AAVrh.10 y similares (para los diversos serotipos
de AAV, véanse, por ejemplo, los documentos WO 2005/033321
y EP2341068 (Al), gque se incorporan en el presente documento
como referencia en su totalidad). En otra forma de
realizacidén de la presente invencidn, AAV aislado de mono
(por ejemplo, AAVrh74 (véase Mol Ther. 2017, 5 de abril;
25(4):855-869, etc., que se incorpora en el ©presente
documento como referencia en su totalidad), aislado de AAV
de porcino (por ejemplo, AAVpol (por ejemplo, véase Gene
Ther. 2009 Nov; 16 (11): 1320-8, que se incorpora en el
presente documento como referencia en su totalidad)), Anc
80, que es un antepasado predicho de AAV1, AAV2, AAVS8 y AAV9
(véase Cell Rep. 2015 11 de agosto; 12 (6): 1056-68, que se
incorpora en el presente documento como referencia en su
totalidad) y similares también se pueden usar siempre que se
pueda reprimir la expresidén del gen DMPK humano en el sujeto.
Los ejemplos de las variantes de AAV incluyen, pero sin
limitacién, un nuevo serotipo con una céapside modificada
(por ejemplo, documento WO 2012/057363, que se incorpora en
el presente documento como referencia en su totalidad) vy
similares. Por ejemplo, en una forma de realizacidén de la
presente invencidén, puede usarse un nuevo serotipo con una
cadpside modificada gque mejora la infectividad para las
células musculares, tales como AAV587MTP, AAV588MTP, AAV-R1,
AAVM41l y similares (véase Yu et al., Gene Ther. 2009 agosto;
16 (8): 953-62, Choudhury et al., Mol Ther. 2016 Aug; 24
(7): 1247-57, y Yang et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2009,
10 de marzo; 106 (10): 3946-51, que se incorporan en el
presente documento como referencia en su totalidad).

Cuando se prepara un vector AAV, un método conocido

como (1) un método que usa un plasmido, (2) un método gue
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usa un baculovirus, (3) un método que usa un virus herpes

simple, (4) un método que usa un adenovirus, o (5) se puede
usar un método que utiliza levadura (por ejemplo, Appl
Microbiol Biotechnol. 2018; 102 (3): 1045-1054, etc., que se
incorpora en el presente documento como referencia en su
totalidad) . Por ejemplo, cuando se prepara un vector de AAV
mediante un método que usa un plésmido, primero, se prepara
un pléasmido de vector que comprende la repeticidén terminal
invertida (ITR) en ambos extremos de la secuencia gendmica
de AAV de tipo salvaje y el polinucledétido de la presente
invencidén insertado en lugar del ADN que codifica la proteina
Rep y la proteina de la céapside. Por otro lado, el ADN que
codifica la proteina Rep y la proteina de la céapside que son
necesarias para formar particulas de virus se insertan en
otros pléasmidos. Ademas, un plasmido qgque comprende genes

(E1A, EIB, E2A, VA y Edorf6) responsables de la accidn
auxiliar del adenovirus necesario para la proliferacidédn de

AAV se prepara como un plasmido auxiliar de adenovirus. La
cotransfeccidén de estos tres tipos de plésmidos en la célula
huésped provoca la produccién de AAV recombinante (es decir,

vector de AAV) en la célula. Como célula huésped, se usa
preferentemente una célula capaz de suministrar una parte de

los productos génicos (proteinas) de los genes responsables

de la accidén auxiliar mencionada con anterioridad (por
ejemplo, células 293, etc.). Cuando se usa dicha célula, no

es necesario portar el gen que codifica una proteina que

puede suministrarse desde la célula huésped en el plasmido
auxiliar adenoviral mencionado con anterioridad. El1 vector
AAV producido estéd presente en el medio de cultivo y/o célula.
Por lo tanto, se prepara un vector AAV deseado mediante la
recoleccién del virus del medio de cultivo después de

destruir la célula huésped con congelacidén-descongelacidn o
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similar y luego someter la fraccidén de virus a separaciédn y
purificacidén mediante un método de ultracentrifugacidn en
gradiente de densidad usando cloruro de cesio, método de
columna o similar.

El vector AAV tiene grandes ventajas en términos de
seguridad, eficiencia de transduccidén génica y similares, y
se usa para terapia génica. Sin embargo, se sabe que el
tamafio del polinucledétido que se puede empaquetar es limitado
Por ejemplo, en una forma de realizacidén de la presente
invencidén, la longitud completa que incluye la longitud de
base del polinucledétido que comprende una secuencia de base
que codifica una proteina de fusidén de dSaCas9 y KRAB, una
secuencia de base que codifica el ARNg dirigido a una regidn
reguladora de la expresidén del gen DMPK humano, vy la
secuencia promotora CK8 y la secuencia promotora U6 como las
secuencias promotoras, y la regién ITR es de aproximadamente
4,9 kb y el polinucledétido puede transportarse en un unico

vector AAV.

3. Composicién farmacéutica para tratar o prevenir DMl

La presente invencién también proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende el polinucledtido de
la presente invencién o el vector de la presente invencidn
(en lo sucesivo a veces denominada “la composicidén
farmacéutica de 1la presente invencién”). La composicidn
farmacéutica de la presente invencidén se puede usar para
tratar o prevenir DMI1.

La composicién farmacéutica de la presente invencidn
comprende el polinuclebdétido de la presente invencidén o el
vector de la presente invencidn como ingrediente activo, y
puede prepararse como una formulacidén que comprende dicho

ingrediente activo (es decir, el polinucledétido de 1la
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presente invencién o el vector de la presente invencién) vy,
en general, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizacién, la composicidn
farmacéutica de la presente invencidén se administra por via
parenteral y puede administrarse por via tdépica o sistémica.
La composicidén farmacéutica de la presente invencidn puede
administrarse, pero sin limitacién, por ejemplo,
administracién intravenosa, administraciédn intraarterial,
administracidén subcutédnea, administracidén intraperitoneal o
administracién intramuscular.

La dosis de la composicidén farmacéutica de la presente
invencién a un sujeto no estd particularmente limitada
siempre que sea una cantidad eficaz para el tratamiento y/o
prevencidén. Se puede optimizar adecuadamente de acuerdo con
el ingrediente activo, la forma de dosificacidén, la edad y
el peso corporal del sujeto, el programa de administracién,
el método de administracidén y similares.

En una forma de realizacidén de la presente invencién,
la composicién farmacéutica de la presente invencidn puede
administrarse no solo al sujeto afectado con DM1 sino también
profilacticamente a sujetos que pueden desarrollar DMI1 en el
futuro basadndose en el andlisis de antecedentes genéticos y
similares. E1l término “tratamiento” en la presente
especificacién también incluye la remisidén de la enfermedad,
ademds de la cura de enfermedades. Ademds, el término
“prevencién” también puede incluir retrasar la aparicién de
la enfermedad, ademéds de la profilaxis de la aparicidén de la
enfermedad. La composicidén farmacéutica de la presente
invencidn también puede denominarse “el agente de la presente

invencién” o similar.

4. Método para el tratamiento o prevencién de DMl
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La presente invencidén también proporciona un método
para tratar o prevenir la DM1, que comprende administrar el
polinucleétido de la presente invencidén o el vector de la
presente invencién a un sujeto que lo necesite (en 1lo
sucesivo denominado en ocasiones “el método de la presente
invencién”). Ademas, la presente 1invencidén incluye el
polinucleétido de la presente invencidén o el vector de la
presente invencidén para su uso en el tratamiento o prevencidn
de DMl. Ademés, la presente invencidédn incluye el uso del
polinucledétido de la presente invencidén o el vector de la
presente invencidén en la preparacidédn de una composicién
farmacéutica para el tratamiento o prevencidén de DM1.

El método de la presente invencidédn se puede practicar
administrando la composicidn farmacéutica mencionada con
anterioridad de la presente invencidén a un sujeto afectado
con DM1, y la dosis, la ruta de administracién, el sujeto y
similares son los mismos que los mencionados con anterioridad

La medicidén de los sintomas puede realizarse antes del
comienzo del tratamiento utilizando el método de la presente
invencién y en cualquier momento después del tratamiento
para determinar la respuesta del sujeto al tratamiento.

El método de la presente invencidn puede mejorar, pero
sin limitacién, cualgquier sintoma de DM1 tal como la funcién
del musculo esquelético y/o musculo cardiaco. Los musculos
o tejidos a mejorar en la funcidén de los mismos no estan
particularmente limitados, y pueden mencionarse cualquier

musculo y tejido, y grupos musculares.

5. Ribonucleoproteina
La presente invencidn proporciona una
ribonucleoproteina que comprende lo siguiente (en adelante

denominado a veces “RNP de la presente invencidén”):
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(c) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, y

(d) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nucledétidos de longitud en una regidén establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO:
91, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ 1ID
NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regién reguladora de la
expresién del gen DMPK humano.

Como la proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas, se pueden usar el represor transcripcional y el
ARN guia comprendidos en el RNP de la presente invencién, la
proteina efectora CRISPR deficiente en nucleasas, el
represor transcripcional y el ARN guia explicados en detalle
en la seccidén mencionada con anterioridad de N1,
Polinucledétido”. La proteina de fusidén de 1la proteina
efectora CRISPR deficiente en nucleasas vy el represor
transcripcional que se incluird en el RNP de la presente
invencién se puede producir, por ejemplo, introduciendo un
polinucleétido que codifica la proteina de fusidén en la
célula, bacteria u otro organismo para permitir la expresidn,
o un sistema de traduccidén in vitro wutilizando el
polinucledétido. Ademés, el ARN guia comprendido en el RNP de
la presente invencién puede producirse, por ejemplo,
mediante sintesis quimica o un sistema de transcripcidn in
vitro utilizando un polinucledétido que codifica el ARN guia.
La proteina de fusidén asi preparada y el ARN guia se mezclan
para preparar el RNP de la presente invencidédn. Cuando sea
necesario, se pueden mezclar otras sustancias como
particulas de oro. Para administrar directamente el RNP de
la presente invencién a la célula, tejido y similares diana,

el RNP puede encapsularse en una nanoparticula lipidica (LNP)
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0 cargarse en una vesicula extracelular mediante un método
conocido. E1 RNP de la presente invencidén se puede introducir
en la célula diana, el tejido y similares mediante un método
conocido. Por ejemplo, Lee K., et al., Nat Biomed Eng. 2017;
1: 889-901, WO 2016/153012 y similares se pueden referir
para encapsulacidén en LNP y método de introduccidédn, que se
incorporan en el presente documento como referencia en su
totalidad.

En una forma de realizacién de la presente invencién,
el ARN guia comprendido en RNP de la presente invencién se
dirige a 18 a 24 nucledétidos continuos de longitud,
preferentemente de 18 a 23 nuclebdtidos de longitud, més
preferentemente de 18 a 22 nuclebdtidos de longitud, en la
siguiente regidén: 45,778,884 - 45,783,985 existentes en la
posicidén GRCh38.pl2 del cromosoma humano 19 (Chr 19).

En una forma de realizacién, el ARN guia se dirige a
una secuencia de bases de 18 a 24 nucledtidos continuos de
longitud, con preferencia, 18 a 23 nucledtidos de longitud,
con mayor preferencia, 18 a 22 nucledétidos de longitud, en
una regidén establecida en la SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 4o,
SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO:
131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID
NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119. En
otra forma de realizacidén, el ARN guia se dirige a una
secuencia de bases de 18 a 24 nucledtidos continuos de
longitud, con preferencia, 18 a 23 nucledtidos de longitud,
con mayor preferencia, 18 a 22 nucledétidos de longitud, en
una regidén establecida en la SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 4o,
SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 130,
SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO:
91, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO:
134, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID
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NO: 117 o SEQ ID NO: 119. En otra forma de realizacidn mas,
el ARN guia se dirige a una secuencia de bases de 18 a 24
nucledétidos continuos de longitud, con preferencia, 18 a 23
nucledétidos de longitud, con mayor preferencia, 18 a 22
nuclebdétidos de longitud, en una regidén establecida en la SEQ
ID NO: 63, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ
ID NO: 135, SEQ ID NO: 109 o SEQ ID NO: 111. En otra forma
de realizacidén mas, el ARN guia se dirige a una regidn que
comprende toda o parte de la secuencia establecida en la SEQ
ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 62, SEQ
ID NO: 63, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ
ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 80, SEQ
ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ
ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 96, SEQ
ID NO: 99, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105,
SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO:
111, SEQ ID NO: 117 o SEQ ID NO: 119. En otra forma de
realizacidén de la presente invencidn, el ARN guia se dirige
a una regidén gque comprende toda o parte de la secuencia
establecida en la SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO:
71, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO:
106, SEQ ID NO: 109 o SEQ ID NO: 111. En otra forma de
realizacidén mads de la presente invencidén, el ARN guia se
dirige a una regidén gque comprende toda o parte de la
secuencia establecida en la SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 81,
SEQ ID NO: 83 o SEQ ID NO: 99. En una forma de realizacidn
de la presente invencidén, el ARN guia se dirige a una regidn
que comprende toda o parte de la secuencia establecida en la
SEQ ID NO: 83.

En una forma de realizacién de la presente invencién,
se puede usar el ARN guia que comprende la secuencia de bases

establecida en la SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO:
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159, SEQ ID NO: 160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID
NO: 163, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ
ID NO: 167, SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170,
SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO:
174, SEQ ID NO: 175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID
NO: 178, SEQ ID NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ
ID NO: 182, SEQ ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185
o SEQ ID NO: 186 o la secuencia de bases establecida en 1la
SEQ ID NO: 157, SEQ ID NO: 158, SEQ ID NO: 159, SEQ ID NO:
160, SEQ ID NO: 161, SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163, SEQ ID
NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166, SEQ ID NO: 167, SEQ
ID NO: 168, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 170, SEQ ID NO: 171,
SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO: 173, SEQ ID NO: 174, SEQ ID NO:
175, SEQ ID NO: 176, SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 178, SEQ ID
NO: 179, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 182, SEQ
ID NO: 183, SEQ ID NO: 184, SEQ ID NO: 185 o SEQ ID NO: 186,
en donde se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1
a 3 bases, respectivamente. En una forma de realizacidn de
la presente invencidén, se puede usar el ARN guia gue
comprende la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO:
161, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 171, SEQ ID
NO: 177, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO: 183 o
SEQ ID NO: 184 o la secuencia de bases establecida en la SEQ
ID NO: 161, SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 171,
SEQ ID NO: 177, SEQ ID NO: 180, SEQ ID NO: 181, SEQ ID NO:
183 o SEQ ID NO: 184 en donde se delecionan, sustituyen,
insertan y/o agregan 1 a 3 bases, respectivamente. En otra
forma de realizacidén de la presente invencidén, se puede usar
el ARN guila que comprende la secuencia de bases establecida
en la SEQ ID NO: 164, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171 o SEQ
ID NO: 177 o la secuencia de bases establecida en la SEQ ID
NO: 164, SEQ ID NO: 169, SEQ ID NO: 171 o SEQ ID NO: 177 en
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donde se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1 a 3
bases respectivamente. En otra forma de realizacidén mas de
la presente invencidén, se puede usar el ARN guia gue
comprende la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO:
171 o la secuencia de bases establecida en la SEQ ID NO: 171,
en donde se delecionan, sustituyen, insertan y/o agregan 1

a 3 bases, respectivamente.

6. Otros

La presente invencién también proporciona una
composicién o kit que comprende lo siguiente para la
represién de la expresién del gen DMPK humano:

(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledétido que codifica la proteina de fusidn, vy

(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nuclebdétidos de longitud en una regidn establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO:
88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ 1ID
NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regidén reguladora de la
expresién del gen DMPK humano, o un polinucledtido que
codifica el ARN guia.

La presente invencidén también proporciona un método
para tratar o prevenir la distrofia miotdnica tipo 1, que
comprende una etapa de administracidén de los siguientes (e)
y (f):

(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledtido que codifica la proteina de fusidn, vy

(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24

nucledétidos de longitud en una regidén establecida en la SEQ
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ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO:
88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ 1ID
NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regién reguladora de la
expresién del gen DMPK humano, o un polinucledtido que
codifica el ARN guia.

La presente invencidén también proporciona el uso de los
siguientes (e) y (f):

(e) una proteina de fusidén de una proteina efectora CRISPR
deficiente en nucleasas y un represor transcripcional, o un
polinucledétido que codifica la proteina de fusidn, vy

(f) un ARN guia dirigido a una regidén continua de 18 a 24
nuclebdétidos de longitud en una regidn establecida en la SEQ
ID NO: 127, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129,
SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO:
88, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 137, SEQ 1ID
NO: 117, o SEQ ID NO: 119 en la regidén reguladora de la
expresién del gen DMPK humano, o un polinucledtido que
codifica el ARN guia,

en la preparacién de una composicién farmacéutica para el
tratamiento o prevenciédn de DMI1.

Como la ©proteina efectora CRISPR deficiente en
nucleasas, el represor transcripcional, el ARN guia, asi
como los polinucledétidos que los codifican y los vectores en
los que se transportan en estas invenciones, se pueden
utilizar los explicados en detalle en 1las secciones
mencionadas con anterioridad de “1. Polinucledétido”, “2.
Vector” vy “5. Ribonucleoproteina”. La dosis, la via de
administracién, el sujeto, la formulacidn y similares de los
puntos (e) y (f) mencionados con anterioridad son los mismos
que los explicados en la seccidén “3. Composicidédn farmacéutica

para tratar o prevenir DM1”.
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Otras caracteristicas de la invencidén serdn evidentes
en el curso de las siguientes descripciones de formas de
realizacidén ejemplares que se dan para ilustrar la invenciédn

y no pretenden ser limitantes de la misma.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Deteccidén de ARNgs para el gen DMPK humano usando
células iCM e iDM
(1) Métodos experimentales
Seleccidébn de secuencias dirigidas a DMPK

Aproximadamente 7,4 kb de secuencia alrededor de 1la
regidén promotora del gen DMPK humano (Chrl9: GRCh38.pl2;
45,777,342 - 45,784,715) se escanearon en busca de secuencias
que pueden ser atacadas por un SaCas9 deficiente en nucleasa
(mutante DI10A y N580A; dSaCas9 (SEQ ID NO: 139)) complejado
con ARNg, definida aqui como una secuencia de
direccionamiento. Las secuencias de direccionamiento se
especificaron inicialmente ©por el segmento de 19-21
nucledtidos adyacente a un motivo adyacente protoespaciador
(PAM) que tenia la secuencia NNGRRT (secuencia de
direccionamiento 5’-19-21nt-NNGRRT-3’), y se filtraron para
incluir solo aquellos con una combinacidén perfecta
(secuencia de direccionamiento y secuencias PAM) para la
regidén correspondiente del genoma del mono cynomolgus
(Macaca fascicularis) (enumerado como “WERDADERO” en la
Tabla 1). También se seleccionaron secuencias adicionales de
direccionamiento de 21 nucledétidos que dirigen RNP a regiones
que exhiben una alta sensibilidad a ADNasa en experimentos
de DNase-Seqg seleccionados por The ENCODE Project (The ENCODE
Project Consortium, Nature. 6 de septiembre de 2012; 489

(7414): 57-74; https://www.encodeproject.orqg) .
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Construccidén del ©plésmido de transferencia lentiviral
(PED162)

pLentiCRISPR v2 se adquirid de Genscript
(https://www.genscript.com) y se realizaron las siguientes
modificaciones: la secuencia de andamio de ARNc SpCas9 se
reemplazd por la secuencia de andamio de ARNg SaCas9 (SEQ ID
NO: 150); SpCas9 se reemplazdé con dSaCas9 fusionado a
dominios de represidén transcripcional de caja asociada a
Krippel (KRAB) con dos NLSes intercalando dSaCas9 (SV40 NLS-
dSaCas9-NLS-KRAB [SEQ ID NO: 151 (ADN) y 152 (proteina)l]);
y el casete puroR fue reemplazado por un casete blastR [SEQ
ID NO: 153 (ADN) y SEQ ID NO: 154 (proteina)]. dSaCas9 se
unidé con dos sefiales de localizacidn nuclear (NLS) en su
término N (secuencia de aminoacidos mostrada por la SEQ ID
NO: 188, secuencia de ADN mostrada por la SEQ ID NO: 189) vy
término C (secuencia de aminodcidos mostrada por la SEQ ID
NO: 190, secuencia de ADN mostrada por SEQ ID NO: 191) para
permitir la localizacién eficiente de las moléculas
efectoras en el nlUcleo. KRAB puede reprimir la expresidn
génica cuando se localiza en promotores al inhibir la
transcripcidén (Gilbert LA, et al., Cell, 18 de julio de 2013;
154 (2): 442-51). KRAB estaba atado al término C de dSaCas?9
(mutante DI10A y N580A), que se denomina dSaCas9-KRAB en 1lo
sucesivo, y se dirige a regiones promotoras DMPK humanas
cuando se dirige por secuencias de direccionamiento (Fig.

1). El plasmido generado se denomind pED162.

Clonacién de ARNg

Se clonaron tres secuencias de direccionamiento no
dirigidas de control (Tabla 1, SEQ ID NO: 1 a 3) y 123
secuencias de direccionamiento (Tabla 1, SEQ ID NO: 4 a 126)

en pED162. Los oligos directos e inversos fueron sintetizados
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por Integrated DNA Technologies en el siguiente formato:
directo; 5’ CACC(G) - secuencia de direccionamiento de 19-
21 pares de bases - 3’, e inverso: 5’ AAAC - secuencia de
direccionamiento de complemento inverso de 19-21 pares de
bases - (C) - 3’, donde se agregaron bases entre paréntesis
si el objetivo no comienza con un G. Los oligos se
resuspendieron en tampdén Tris—-EDTA (pH 8,0) a 100 uM. Se
combinaron 1,5 pl de cada oligo complementario en una
reaccién de 50 pl en tampdn NE 3.1 (New England Biolabs (NEB)
# B72033) . La reaccidn se calentd a 95 °C en 1 L de H,O y se
dejé enfriar a 25 °C, fusionando asi oligos con salientes
finales adhesivos compatibles con la clonacidén a pED162. Los
oligos fusionados se combinaron con el ©pléasmido de
transferencia lentiviral pED162 que habia sido digerido con
BsmBI y purificado en gel, y ligado con ADN ligasa T4 (NEB
# M0202S) de acuerdo con el protocolo del fabricante. 2 ul
de la reaccidén de 1ligacidn se transformaron en células
competentes estables de NEB® (NEB # C3040I) de acuerdo con
el protocolo del fabricante. El constructo resultante
impulsa la expresidén de ARNsgs que comprenden ARNcr
codificado por secuencias de direccionamiento individuales
fusionadas a su extremo 37 con ARNtracr
(GUUUUAGUACUCUGGAAACAGAAUCUACUAAAACAAGGCAAAAUGCCGUGUUUAUCAC
GUCAACUUGUUGGCGAGAUUUUUU) (SEQ ID NO: 156), que es
codificada por la secuencia de andamio de SaCas9 ARNg afiadida
con una sefial de terminacién de U6 polimerasa TTTTTT, por un

promotor U6 (SEQ ID NO: 155).

Generacidédn de lentivirus
La linea celular Lenti-Pac 293Ta (Genecopoeia # LT008)
se sembrbé a 0,8-1,0 x 10% células/pocillo en placas de

cultivo celular de 6 pocillos (VWR # 10062-892) en 2 ml de
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medio de crecimiento (medio DMEM suplementado con FBS al 10%
y 2 mM de glutamina fresca, 1 mM de piruvato sbédico vy
aminoadcidos no esenciales MEM (Thermo Fisher # 11140050)) vy
se incubaron a 37 °C/5% de CO, durante 24 horas. Al dia
siguiente, las reacciones de transfeccidén TransIT-VirusGEN®
(Mirus Bio # MIR6700) se establecieron de acuerdo con el
protocolo del fabricante con una mezcla de pléasmido de
empaque de 1,5 pg [pléasmido de empaque de 1 pg (pCMV delta
R8.2; plésmido addgene # 12263) y un pléasmido de expresidn
de envuelta de 0,5 pg (pCMV-VSV-G; addgene Plasmid # 8454) ]
v 1 pg de plasmido de transferencia pED162 que contiene la
secuencia que codifica dSaCas9-KRAB y los ARNsg indicados.
El lentivirus se cosechdé 48 horas después de la transfeccidn
pasando el sobrenadante de medio a través de un filtro PES

de 0,45 pm (VWR # 10218-488).

Transduccidén de células iCM e 1iDM

El mioblasto de control inmortalizado sin DM (Ctrl)
(denominado iCM) y mioblasto de DM1 inmortalizado
(denominado iDM) se obtuvieron del Institut de Myologie, que
establecié estas lineas celulares mediante los métodos
descritos en Dis Model Mech. 1 de abril de 2017; 10(4): 487-
497, que se 1incorpora en el presente documento como
referencia en su totalidad. Para la transduccidén, las células
se sembraron a 0,05 x 10¢ células/pocillo en placas de
cultivo celular de 12 pocillos (VWR # 10062-894) en 1 ml de
medio que contenia medio de crecimiento [Kit de medio de
crecimiento de células musculares esqueléticas PromoCell;
nimero de pieza: C-23160 (nota: los medios se suplementaron
con 20% de FBS, en lugar de 5% como lo indica el kit, y 30
png/ml de Gentamicina S)] y se incubaron a 37 °C/5% de CO»

durante 24 horas. Al dia siguiente, el medio se reemplazd
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con 1 ml de medio de crecimiento suplementado con 10 pg/ml
de Polybrene (Sigma # TR-1003-G) y 0,3 ml de sobrenadante de
lentivirus (véase arriba) correspondiente a cada ARNsg que
comprende ARNcr codificado por secuencias de
direccionamiento individuales (Tabla 1) fusionado con
ARNtracr se afiadieron a cada pocillo. Las células se
incubaron con lentivirus durante 48 horas antes de eliminar
los medios virales y reemplazarlos con medios de seleccidn
[medios de crecimiento suplementados con 10 pug/ml de
blasticidina (Thermo Fisher # A1113903)]. Después de 48 horas
de incubacidén en los medios de seleccidn, un tercio de las
células se pasaron a nuevos pocillos (de placas de 12
pocillos) en medios de crecimiento. Después de permitir que
las células se siembren durante 24 horas, los medios de
crecimiento se reemplazaron con medios de seleccidn. Después
de 48 horas de cultivo en medios de seleccidén, las células
se cosecharon y el ARN se extrajo con el kit RNeasy® 96

(Qiagen # 74182) segun las indicaciones del fabricante.

Andlisis de expresidén génica

Para el anadlisis de expresidn génica, se generd ADNc a
partir de 0,2 pg de ARN total de acuerdo con el protocolo
del kit de transcripcidén inversa de ADNc de alta capacidad
(Thermo Fisher # 4368813) en un volumen de 20 pl. E1 ADNc se
diluyé 10 wveces y se analizdé utilizando TagmanTM Fast
Advanced Master Mix (Thermo Fisher # 4444557) de acuerdo con
el protocolo del fabricante. Las sondas Tagman (DMPK: Id. De
ensayo Hs01094336 ml FAM; HPRT: Id. de ensayo Hs99999909 ml
VIC PL) se obtuvieron de Thermo Fisher. Las reacciones de
PCR en tiempo real basadas en la sonda Tagman se procesaron
y analizaron mediante el sistema QuantStudio 5 Real-Time PCR

dirigido por el protocolo Tagman Fast Advanced Master Mix.
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Andlisis de los datos

Para cada muestra y tres controles, se calcularon los
valores deltaCt restando los valores promedio de Ct de 3
réplicas técnicas de la sonda HPRT de la sonda DMPK (DMPK Ct
promedio - HPRT Ct promedio). Los valores de expresidn se
determinaron para cada muestra utilizando la férmula 2-(deltact)
Los valores de expresién de la muestra (Tabla 1; SEQ ID NOs:
4-126) se normalizaron luego al promedio de 3 wvalores de
expresién de control (Tabla 1; SEQ ID NOs: 1 a 3) para cada
experimento para determinar la expresidén DMPK relativa para
cada muestra. Se analizaron dos réplicas bioldégicas para
cada linea celular y se calculd el promedio de todos los

experimentos (Tabla 1).

(2) Resultados
Represidén de la expresidédn del gen DMPK por el RNP

Se produjo un lentivirus que entrega casetes de
expresién para dSaCas9-KRAB y ARNsgs para cada secuencia
dirigida a las células iCM e iDM. Las células transducidas
se seleccionaron por su resistencia a la blasticidina, y la
expresién de DMPK se cuantificdé usando el ensayo Tagman
(Tabla 1). Los valores de expresidédn de cada muestra se
normalizaron a un promedio de expresidén de DMPK en células
transducidas con ARNsg de control (Tabla 1; SEQ ID NO: 1, 2
y 3). Los niveles promedio de expresidn se midieron a través
de duplicados de lineas celulares iCM e 1DM (Tabla 1;

promedio DMPK ALL y Fig. 2).
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Tabla 1 Secuencias de direccionamiento utilizadas para seleccionar la regidén reguladora de la
expresién del gen DMPK

Tabla 1-1

SEQ | Coordenada nt cadena | Secuencia (5"3'") Cyno- ;iCM EE {iCM ERE |iDM RE |iDM ERE |DMPE

ID (Chrls: long. mas o Match | Repl : Rep2 | Repl ( Rep2 |ALL

GRCh38 .pl2) menos DMPE DMFPE DMFPE DMFPE PLOm.

1 Nn o acggaggctaagcgbcgcaa = 27.02 87.02 91.

2 HA - cgcttcocgoggoccgttcaa - 113.3%: 113.38 1135

3 HA = gtaggcgocgcoccocgoctototac = 97.3%9 97.39 1l&.90

4 45777464 2 -liccocttottotttggocctogac | VERD. 12§8.80 73.27 144,53

5 21 licccagtcgaggocaaagaaga | VERD. | 120,25 359.62| 103.63| 129.09

[ 2 -licccocoggagacacggotggge | VERD. 949,27 55.28| 113.56 81l.759

7 21 lictccggoouacacagcaaccy | FRLSO 9. 358,70 29 g

2 21 -lictgggacaggcagctacggge | VERD. 117. 62.26 .

] 21 liaggcccaccgoccacagectg | VERD. 195. 68.11 124.57
10 21 ligatctcgggggacagogtagte | VERD. | 144, 68.70 113.51
L 2 -ligcccagagcotggtgggcccagy | VERD. 128 862.02 100.74

2 21 ligatgtggccacagcecggtccag | VERD. 27.5 70.42 117.6%9
13 45778185 21 licagcggtccagcaggatgttg | YERD. © 110,41 £€.55 20,54] 14&.00 101,01
14 45778470 21 -ligatagcaagcocttgttccctgg | VERD. l4g. 45 79217 27.749| 145,43 114.71
15 45778545 21 ligtagaagcgcgoccatctogge | VERD. 71.09 £9.25 78.23| 125.77 86.08
16 45778€00 2 -liactgctgagcaagtttggoga | VERD. 62 lle.gl| 130.87| 131.02 110.14
17 45778€52 21 -ligccottotcagtacctggtea | VERD. | 113,82 67.08 S56.42 61.15 82.12
18 45778€27 2 lictccatgaccaggtactgaga | VERD. 92.43 73.4%5 79,85 T0.43 79.0%5
1G 45778638 2 lipgtactgagaaggggtoogte | VERD. © 122,63 98,85 g 11173 110.48
20 45778758 21 -litggggotgoaggtctctgooo | VERD. 25,495 128,02 2 100,45 k10,31
2 45778302 21 -litcccagaacatctcaggggga | VERD. | 123.05¢ 102,82 [ 136.15 146.7%6
22 45778308 21 -litctttcccagaacatctcagg | VERD. 58.11 6d.67 49,83 39.37 52.4949
23 2 -lictgggacctattctotggotyg | VERD. 52.68 53.80 99,29 87.70 S0.87
24 45775953 21 -l.ggagtgtctgggacctattct | VERD. 109,17; 124.48| 129,33 95. 65 114.&7
25 45778575 21 -liaacggggccactgoctaggga | VERD, 94,89 95,11 29.77 73.35 88.23
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cgttctcatgtagaatgtc

26 20 tccctaggcagtggccccogt VERD. 92.69 T79.72 . 60
27 20 ggggggtctcttacctggaa WERD. 95.30 §2.72 g
28 21 ggggccttccctatctgagac | FALSO 60.50| 142,21 .02
24 21 tgocggtaagagggtgtgtcag | FALSO 53.88] 126.1 .13
30 21 gggaaagtctgtgtgcggtaa | FALSO 73.33] 124.1 .33 106.
31 21 gggagaggaagctctaggatt | VERD. 27.13| 6€5.4 5527 £€.40
2 21 ggaggtggggagaggaagctc | VERD. 21.81 54.6 95.18 £€9.1¢
21 actacctggtgagctcocggge | VERD. §5.40] 138.0 g4.83: 110.28
21 gttggtgaatggggaccggeg VERD. 12.04 24_88: 137,35 58,16
35 21 cgtgaggagagggacgtgttg | VERD. 119.05 1.71| 106.2 61.81: 102.20
36 21 cctgaggtcgagatagtgaga | FALSO 79,564 05| 94,91 100,06 82.17
37 21 tgggtgcagaagcgggtggag | FALSD 86.59 .53 060,66 08,20 86.24
38 21 acggctgggtgcagaagcggg | FALSO 87.68 74 58.35 4,72 79.87
34 21 ggggcggggccttagaaattg | FALSO | 157,32 77.19] 101,23 107.10 10.71
40 21 gactcgtggtgggcggggeat | FALSO | 150,18 78.33| 144,031 121,12 .41
41 21 liaacccctatgccccgoccacc | FALSO 132.60 74,.37| 168.61: 110.00 1.39
42 21 cgccccgogteccgatcacctt | VERD. | 141,13 78.50| 162.494i 11&.70 .82
43 14 gtggtgggggaaaagaacc VERD. 45.08 48,449 45.68 45,89 .41
44 21 agagagaaggggagacagaca | FALSD 42.68! 24.74| 47,03 39,60 e i
45780114 21 litccaagggtgtgcaggatggt | FALSO | 138.00i 49,806 77.81: 8§2.81 .08
457801149 21 ligggtgtgcaggatggttaggyg | FALSO 42.45 24.1% 42.40 66.67 a2
45780127 21 aggatggttagggtggggtaa | FRALSO 110.52 56.01] 88.497 88,04 64
45780194 21 tttcocttoctocococottgttott | VERD. | 125.85 £€5.70| 144,19 124,99 18
45780225 21 tcagggtggaaggtggaagaa | FALSO §7.95 58.190 05.31! 101.33 85.60
45780244 20 cctgaactgtcacctggagt VERD. 104,14 g0.84| 76,54! 117,75 85,08
45750244 20 cctgaactgtcacctggagt VERD. 70.57! 82.39| 55,60 55,60 66,04
45780251 21 ggctgcacctgaactgtcacc | FALSO 63.71i 40,08 55,08 B8B8.9a 64.43
45720286 21 ggacattctacatgagaacgt | FALSD 71.52 64.93| 62.82: 119,58 79,72
45780258 21 ccccacccccacgttctcatg | FALS0O | 110.55! 59,00| 120.30: 160.26; 112.55
g VERD. Q4,64 96.4 89.490 75. 60 80,14

s
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Tabla 1-3

S6 45780284; 21 litcctgggtaacggcccagacyg | FALSO | 120.72: 78.62: 145.16! 97.50 .50
57 45780355 21 -litggttcaagaaccacctgeat | FALSO | 131.5%! 62.02! 108.62; 119.04 .32
58 21 litgaaccacactttggaaaacc | FALSO | 13%.28! 108.34) 145.53! 80.53 .42
59 21 -licctgattgtcatctgtaaata | VERD. | 108,23 110.74 120.1%] 97.35 38
0 21 llagaagtcaaggtcctatgact | VERD. 69.46] 88.66] 90.23i 77.02 .34
61 21 ligacagggaggcctggactcce | VERD. 123,54 114.65; 127.61i 94,15 .83
62 21 liaagtggaggcaggatggagag | WERD. 50.85 39.97 40.55 40.91 43. 20
63 21 liggaggcaggatggagagaggg | VERD. 12,64 31,01: 20.,01: 29,32 23,25
64 21 -ligocctggggocgggggaggggge | VERD. 62.65: 103.41 D.14 79,23 78.86
g5 21 liagatgcagctcgggccacaaa | VERD. 81.20. 94,72 86.48! 80.35 85, 68
£E 21 -ligcagggtaaactgagaccggg | VERLD- 29,66 22,91 49,8l; 30,58 33.1%
&7 45781030; 21 ligggagaaggtttttccagagg | "eRD- | §4.97. 65.44; 48.21) 58.86 59,37
68 45781243 21 ligacatatgagggccagagggg | FRLSC 32.32 24.32 33.78 35.39 31.46
3] 21 ligggccagaggggcagggtget | VERD. 84,08 66,39 119,65 £2.95 83.28
70 45761282) 21 liagaaaccagtgaccagtgagec | VERD. 23.14; 20.64; 23.21! 21.86 22,22
71 457313687, 21 -ligcctggggccagggctggaag | VERD. 20.47 0.79: 40.92! 25,22 24,48
72 457514588 21 -1 tcagccaccattcccgoccace FALSO 23.89 44 .36 21.25 45 .84 33.84
73 43781524 21 -ligtctcggttcctatgageccgt | FALSO 27.57 26.85, 24.56! 36.90 28.57
74 45781519, 21 licgagactttggggctgggggt | VERD. 73.14. 34.44. 75.45! 88.95 £7.39
75 45781523 21 liactttggggctgggggtgggy | VERD. | 114,18 57.79) 101.92! 155.65! 107.39
TE 45781602; 21 -ligagggacaactttgggttectt | VERD. 85.52; £58.80;, 74.15; 114.%0 83.38
77 45781582 21 liaagaacccaaagttgtccctc | VERD. 120.44 42 36 T0.41% 105.0% 24,58
78 45781648 21 litggttctccoccacagggcccge | FALSO 104.33 47 .04 54.25 71.38 €5. 38
75 45751819 21 licatagagcccacttttggggg | FALSD 89.86. 74.17. 85.96: 56.05 76.51
80 45781967, 21 -litgtgactcagagccatggctt | FALSO 32.90, 31.73] 46.30) G59.56 4z,
81 21 litgtgactcctaagccatggct | VERD. 52.83! 14,62 30.7 22.30 30.
15 -litgactcagagccatggctt VERD. 43,14, 45.50; 25.17{ 38 38
83 21 -licagagtaaggtcagcagaggc | VERD. 18.87] 15.39; 23.48] 22 20
=4 21 ligctgaccttactctgoccccte | VERD. | 127.4% 7.38. €95.11] 108.98 0.
85 15 -ligggctcoctgcagatggggt VERD. 44,15 43,85 44,437 24,14 39,




Tabla 1-4

26 45782213 21 “litggccgacttcocttgcagtggg | VERD. 71.85 22 .88 ki 21.26 38.53
a7 45782217 =21 -litscgtggocgacttottgeag | VERD. 92.60! 114.52! 110.26 5.39 z1.89
88 45732280 21 1 ggggctccagccoccaggaage VERD. T6.77 14.27 36.77 42 .05 42.47
8BS 45782374 21 licccotcocccogggocggaggot VERD. 130.26 77.4%9: 110.57; 131.13 112.36
a0 21 ~liggcgggaggggggctggacca | VERD. 100.0%9 8 52.22 56.49 5&.95
91 21 ~liattcccococtactoctagoactyg | FALSO 29,90 9.88 39.24 38.95 34.4%9
o2 21 “lictctgtgotctacctttttat | VERD. | 121,48 l46,53: 256.5 147.45
93 21 -liggagcaagggggtggttgcta | VERD. - 97.85; 126.58 92.98
o4 5782702 21 liacagaggaagccacaggtgtg | VERD. 138.42 SE,44i— 93.29
05 457828593 19 1 gggaggccagggcagctto VEERD. T72.39 33.91 52.60 51..94
ag 45782906 21 lagcttettgggtgacteagag | VERD. 54,259 30,23} - 31.21
57 45782545] 21 -litgtccgagtcggaatccatet | VERD. 70.35 3. 42.04i 86.59 57.6%
a3 45782557 21 . gctaaatttaactgtccgagt WVERD. 59.16 43.62 40.66 60.66 51.03
9% 45782363 21 “lictgagggctaaatttaactgt | VERD. 20.26 17.60 22,85 34.48 23.80
100 45723081 21 -liggtcaccectgttcaggectet | VERD. 22.62 9.80 25.57 38.39 25.0%9
101 45783051 21 1 gggcaccctcagagcctgaac VEERD. 97.13 33:39 52.77 66.97 62.57
102 457331€7] 21 -liccaggggccaaggageotattt | VERD. | 116.66; 54,63, 75,27, 134,51 56.02
103 457832061 21 ~ligtttctaatcccagooctqage | VERD. 45,83! 27.77! 43.,30] 4919 42 52
45783174 20 llagccacattcctgcoccocaggo VERD. g80.51 €4.79 81.96 ZE.44 78.42
457831538 21 1 attagaaacagaaacatttcg VERD. 24.86 14.08 21.43 22.78 20.789
45783208F 21 liacagaaacatttcqgqgggta . VERD. 30.70 9.33! 18.481 32.23 22,683
457832732 21 ~lctcttggctoctcggagocgea | FRLSO0 | 107.28 44 .44 37.83 T1.88 65.36
45783251 21 licctgcggotoccgagagocaag | FALSO 64.13 37.14 34.1%9 57.31 45.1%
45753374 21 ligaaactaggaggcaaggacog | FALSO 15.29 7.1% 25.40 16.57 16.11
110 45783472 21 liatgaggggccctggctgoggg | FALSD 66.04 35.62 63.12 67.56 58.08
111 457834582 21 1 gcaggatgctcttctococccaa | FALSO 2520591 13.73 34 .31 21
457335161 21 liggtcotgotecageogotggt | FALSO 79.19! 53,73 5g8.44 21 67 .65
45783584 21 liccggcttttocctgcoctatgaaa | VERD. 114.68% 80.57: 112.83 55 105.16
45783€€E 21 ~“ligragtccgotttoccocagagg | VERD. 60.18 5g8.59 47,44 .52 52.93
115 45783655 21 liaaagcggactgocctagaacca | DALS0 83.49¢ 29.31! 29,64 09 54.13




Tabla 1-5

116 45738383 21 -littgctattgtctgtgocttttg | VERD- 87.37 85.12! 101.17 8§5.36 ga.76
117 45723821 21 liacagacaatagcaagggcage | VERD. 36.68 36.14 42.1¢ 52.36 41,83
113 21 ligaccagtcacatgoctggggac | VERD. 53.46¢! 76.58: §4_52 58.10 £8.02
119 21 litcacatgoctggggacagggat | VERD. 1g.32 32.12 31.38 23.36 25.80
120 21 liatggetaggaggetgggggea | VERD. 67.44 80.24 §2.040 78.30 1702
121 14 -liggoacagtggtgtgaagcc VERD. 100.96; 107.71 a4 81 G2.64 99,03
122 43784350 21 ligtocaaggggagggageccagoo | VERD. 88.04 97.88 86.05 78.71 87.89
123 43784387 21 ligectgccaccoctggocttgooco | VERD. 74.58 9l1.491 94 .32 27.60 72.10
124 45784627 21 -litgagttctttccccagcacct | VEED. a0.38; 101.58 8§7.81;: 106.90 9g,02
125 457846449 21 -ligtggtagaggtaggactgtcc | VERD. 86.07:- ST 3T €8.72
12¢ 45784636 21 licctacctctaccactgacttg | VERD. 111.67; 112.66; 120.50i- 114,44

75



En la Tabla 1, “Coordenada” indica 1la coordenada del
extremo 5’ de cada secuencia establecida en las SEQ ID NO:
4-126.

30 secuencias de direccionamiento mostraron una
reduccidén en la expresidén de DMPK de no menos del 50% (SEQ
ID NOs: 43, 44, 46, 62, 63, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 80,
81, 82, 83, 85, 86, 88, 91, 96, 99, 100, 103, 105, 10e¢,
108, 109, 111, 117 y 119), nueve secuencias de seleccidn
mostraron una reduccidén en la expresidn de DMPK de no menos
del 75% (SEQ ID NOs: 63, 70, 71, 83, 99, 105, 106, 109 y
111), y una secuencia de seleccidén mostrd una reduccidn en
la expresidén de DMPK de no menos del 80% (SEQ ID NO: 109).

Las zonas se identificaron vy caracterizaron en
funcién de 1la probabilidad del sistema descrito con
anterioridad de suprimir la expresidén de DMPK. En la Zona
1 (Fig. 3: Chrl9: GRCh38.pl2; 45,777,342-45,778,884), se
hallé que las secuencias de direccionamiento fueron
ineficaces para modular la expresidén de DMPK. Sin embargo,
en la Zona 2 (Fig. 3: GRCh38.pl2; 45,778,884 - 45,783,985)
dirigidas a dSaCas9-KRAB pudo suprimir la expresidén de
DMPK. Como se esperaba, esta regidén abarca el promotor
DMPK y el sitio de inicio de la transcripcidén, lo que
sugiere que el objetivo de esta regién tiene el mayor
efecto sobre la expresién de DMPK. Finalmente, la Zona 3
(Fig. 3; Chrl9: GRCh38.pl2; 45,783,985 - 45,784,715) tiene
menor efecto sobre la expresidén de DMPK y estd mas distante

de la regidén promotora de DMPK.

Ejemplo 2: Produccidén de virus adenoasociados (AAV)

(1) Métodos experimentales

Construccidédn de plasmidos para la administracidén vy

expresidédn de dSaCas9-KRAB: ARNg y generacidén de AAV
PAAV-CMV se adquiridé de Takara (# 6230) y la secuencia



promotora EFS (SEQ ID NO: 204) y SV40 NLS-dSaCas9-NLS—-KRAB
(SEQ ID NO: 151) con un coddédn de parada terminal adicional
[SEQ ID NO: 200 (ADN) y SEQ ID NO: 152 (proteina)] se
subclonaron de pED162 (véase el Ejemplo 1). Una secuencia
de bGlobin polyA (SEQ ID NO: 201), la secuencia promotora
U6 (SEQ ID NO: 202) y la secuencia de andamio de ARNg
SaCas9 (SEQ ID NO: 150) se subclonaron de pED0001 (SEQ ID
NO: 203), reemplazando asi las secuencias que codifica
todos los componentes funcionales de pAAV-CMV (es decir,
promotor CMV, intrdén de beta-globina, MCS y hGH polyA)
entre los ITR. Finalmente, el promotor EFS se reemplazd
con el promotor CK8 (SEQ ID NO: 187) por clonacidén de
restriccién (XhoI y Agel), dando como resultado el plasmido
pED148. La secuencia de direccionamiento establecida en la
SEQ ID NO: 83, 70, 81 o 99 se clondé digiriendo pED148 con
Bsal, generando asi salientes compatibles con oligos
sintéticos recocidos. Los oligos sintéticos se diseflaron

de modo que el cebador directo tuviera una secuencia CACC

(G) en el extremo 57 [57"CACC—(G) - secuencia de
direccionamiento - 3’], y el cebador inverso contenia una
secuencia AAAC adicional en el extremo 57 [5"AAAC -

secuencia de direccionamiento del complemento inverso -
(C) - 3']. Se anadidé un G adicional al comienzo de 1la
secuencia de direccionamiento para mejorar la expresidn
del promotor U6. Los plasmidos generados se denominaron
pED148-h695 (que comprende la secuencia de seleccidn
establecida en la SEQ ID NO: 83), pED148-h245 (que
comprende la secuencia de seleccidn establecida en la SEQ
ID NO: 70), pED148-h257 (que comprende el conjunto de

secuencia de seleccidédn adelante en SEQ ID NO: 81), vy

PED148-h269 (que comprende la secuencia de
direccionamiento establecida en la SEQ ID NO: 99),
respectivamente.



Produccidén de virus adenoasociados (AAV)

Se generaron particulas de serotipo 9 del wvirus
adenoasociado (AAV9) usando células 293T (ATCC # CRL-3216)
sembradas a una densidad de 0,86 x 107 células por
Hyperflask (Corning # 10030) y cultivadas en medio DMEM
(Sigma # D5796) suplementado con 10% de FBS. Cuatro dias
después de la siembra, los medios se cambiaron a medios
DMEM suplementados con FBS al 2% y HEPES 63 mM (Gibco #
15630-080). El1 pléasmido pRCY9 se construyd de la siguiente
manera: la secuencia de la céapside AAV9 (véase JP5054975B)
se subclondé en un vector pRC2-mi342 (Takara # 6230)
reemplazandolo con el de la secuencia de la céapside AAV2.
Las células se transfectaron con 135 ug del plasmido pRC9,
121 pg del vector pHelper incluido en el sistema AAVpro®
Helper Free (Takara # 6230) y 133 pug de uno de pED148-h695,
con 388 ul de reactivo de transfeccidédn de ADN in vitro
PEIpro® (Polyplus # 115-010) por Hyperflask. Después de 3
dias, se afiadidé TritonX-100 al 0,2% a Hyperflask y se
recogieron las células.

Después de 1la cosecha, su sobrenadante y lisado
celular se clarificaron con filtros de cartucho (GE
Healthcare # KGF-A-0506GG, KMP-HC9206GG). Después de la
clarificacién, se ultrafiltré con filtracidén de flujo
tangencial usando la fibra hueca usando el cartucho de

ultrafiltracién XamplerTM, 750 kD (GE Healthcare # UFP-

750-C-6MA) . Después de reducir el volumen, la muestra se
sometid a cromatografia de afinidad (POROSTM
CaptureSelectTM AAVX Affinity Resin (ThermoFisher

Scientific # A36739)) para purificar AAV. Después de la
etapa de cromatografia de afinidad, la muestra eluida se
sometidé a centrifugacién en gradiente de densidad para

separar el AAV de las particulas intermedias de AAV. Las



particulas de AAV separadas con centrifugacién en
gradiente de densidad de CsCl, se sometieron a intercambio
de tampdén con didlisis de solucidén salina tamponada con
fosfato. Después del intercambio de tampdn, la muestra de
AAV se concentrdé usando la unidad de filtro centrifugo
Ultra-4 Amicon® (Merck millipore # UFC801024) y se
esteriliz6é usando la unidad de filtro de jeringa Millex-
GV, 0.22 pm (Merck millipore # SLGVO33RS). El genoma de
AAV se purificdé con DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN #
69506) . E1 titulo del genoma de AAV purificado se midid
usando el kit de titulacidén AAVpro® (para PCR en tiempo
real) (Takara # 6233). E1 AAV resultante denota AAV9-695.

Los AAV qgque usan pED148-h245, pED148-h257 o pED148-
h269, se fabricaron como se describidé con anterioridad y
se denominaron AAVO9-245, AAVI9-257 y AAVI9-269,
respectivamente. Cada uno de AAV9-695, AAVI9-245 y AAVI-257
se fabricd dos veces y se usd para experimentos in vitro

e 1n vivo.

(2) Resultados

El titulo del genoma de los AAV se muestra en la Tabla

Tabla 2



Homhre Concentracion Lote
de RRV (vg/mL) H.®
ARVS—-E595 2.8 x 1012 Lote 1
ARVS-245 3.6 x 1012 Lote 1
ARVS-257 4.5 = 1012 Lote 1
ARVS-Z65 5.5 .= 1032 Lote 1
AAVO-E05 3.6 = 1013 Lote 2
ARVS-Z245 3.7 = 103 Lote 2
ARVOS-257 4.6 = 1013 Lote 2

Ejemplo 3: Evaluacién farmacoldgica 1in vitro de AAV9
recombinante que porta la secuencia de bases que codifica
dSaCas9, represor transcripcional y ARNsg en la represidn
del gen DMPK
(1) Métodos experimentales
Cultivo celular e infeccidén por AAV

Las células iCM se suspendieron en un kit de medio de
crecimiento de células del mUsculo esquelético (Promocell
# C23060) (nota: los medios se suplementaron con 20% de
FBS, en lugar de 5% como lo indica el kit, y 50 pg/ml de
Gentamicina S) y se sembraron en una placa de 24 pocillos
con recubrimiento de colageno tipo I (IWAKI # 4820-010) a
una densidad de 20.000 células en 900 ul de medio por
pocillo. Para la infeccidén por AAV, se afiadieron 100 ul de
PBS con 0,001% de PluronicTM F-68 (GE healthcare #
SH30594.01) gque contiene 2,8, 3,6, 4,5 o 5,5 x 1012 vg/ml
de AAV9-695, AAV9-245, AAV9-257 o AAV9-269 al medio y se
cultivaron e incubaron a 37 °C/5% de CO: durante 2 dias.
Para los pocillos de control, se afiadieron al medio 100 ul
de PBS con Pluronic F-68 al 0,001%. El1 experimento se
realiz6é por triplicado. Los medios se reemplazaron con

medios de diferenciacidén (medios DMEM (Thermo Fisher #



61965-026) suplementados con 10 pg/ml de insulina (Sigma
# 19278)) y las células se cultivaron durante 4 dias a 37
°C con 5% de COz. Después de lavar con 500 pl de PBS, se
extrajo el ARN total utilizando el Mini Kit RNeasy Plus
(Qiagen # 74134) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. E1 ARN de las células sin infeccidén por AAV se
establecidé como control y se mostrd como Ctrl en la Fig.

4.

Andlisis de expresidén génica

Para Tagman gPCR, se convirtieron 80 ng de ARN total
en ADNc usando el kit de sintesis de ADNc SuperScript™
VILO™ (Thermo Fisher # 11754250) en 20 ul de volumen de
reaccién. E1 ADNc se diluyd 160 veces con agua y Se usaron
2 ul para la gPCR. La gPCR se ejecutd en 5 ul de volumen
final que contiene sondas Tagman para DMPK (Thermo Fisher
# Hs01094329 ml, FAM) o GAPDH (Thermo Fisher #
Hs99999905 ml, FAM), y Tagman™ Gene Expression Master Mix
(Thermo Fisher # 4369016) con QuantStudio™ 12K Flex Real-
Time PCR System (Thermo Fisher). La condicidén de ciclo de
gPCR fue la siguiente: 95 °C durante 10 minutos después de
50 °C durante 2 minutos seguido de 45 ciclos de 95 °C
durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. Los datos se
analizaron con el software QuantStudio™ 12K Flex (Thermo
Fisher). Los valores de expresidén se analizaron con la
curva estandar para cada gen y el nivel de expresidédn del

gen DMPK se normalizdé al del gen GAPDH.

(2) Resultados

Al aplicar AAV9-695, AAV9-245, AAVI9-257 o AAVI-269 en
células iCM, se encontrd una disminucidén de la regulacidn
de ARNm de DMPK, 1lo que sugiere que AAVY9 transporta
transgenes de dSaCas9, KRAB y ARNsg que comprenden ARNcr



codificado por la secuencia de seleccidén establecida en La
SEQ ID NO: 83, 70, 81 o 99 tiene un efecto farmacoldgico
sobre la regulacidén negativa de DMPK en células musculares

humanas (Fig. 4).

Ejemplo 4. Supresidén de la expresién del gen DMPK en
ratones DMSXL
(1) Métodos experimentales
Tratamiento animal

Se inyectd AAV9-695, AAVI9-245 o AAVI9-257 a ratones
homo DMSXL (denominados ratones DMSXL) , ratones
transgénicos que llevan el locus DMl humano y expansiones
muy grandes > 1,000 CTG (PLoS Genet. 2012; 8 (11):
e1003043), por via intravenosa (machos n = 2 y hembras n
= 2, en total n = 4, respectivamente). Las dosis fueron
las siguientes; 1,5 x 1013 vg/kg, 5 x 1013 vg/kg, 1,5 x 104
vg/kg y 5 x 10'% vg/kg para AAV9-695, AAV9-245 y AAVI9-257,
respectivamente. Como control, se inyectd PBS que contenia
0,001% de Pluronic F-68 (GE healthcare # SH30594.01).
Después de 4 semanas, se sacrificaron ratones DMSXL y se
recogieron muestras (tibial anterior (TA), corazdn e
higado) de estos ratones. El andlisis de expresidén génica
se realizdé en estas muestras como sigue. Las muestras se
almacenaron en una camara de congelacién de -80 °C hasta

la extraccidén de ARN.

Extraccién de ARN y andlisis de expresidn génica

Las muestras de tejido se homogeneizaron usando
TissuelLyser II (Qiagen) en 1 ml de ISOGEN (NIPPON GENE #
319-90211). Después de la separacidén centrifuga, se
transfirieron 700 pl de sobrenadante a un tubo de 1,5 ml
que contenia 150 pl de cloroformo (Wako # 034-02603).

Después de voértex y centrifuga, se agregaron 187 ul de



capa de agua a 150 ul de isopropanol (WAKO # 166-04836) vy
se mezclaron. El extracto de ARN se transfiridé a columnas
de rotacién RNeasy del Mini Kit RNeasy® Plus (QIAGEN #
74134) y se purificd adicionalmente siguiendo el protocolo
del fabricante.

Para Tagman gPCR, 700-1,000 ng de ARN total se
convirtieron en ADNc usando el kit de sintesis de ADNc
SuperScript™ VILO™ (Thermo Fisher # 11754250) en un volumen
de reaccidén de 20 ul. E1 ADNc se diluyd 20 veces con agua
y se usaron 3-4 pl para el gPCR. El gPCR se ejecutd en 10
ul de volumen final gque contiene sondas Tagman para DMPK
(Thermo Fisher # Hs01094329% ml, FAM) o GAPDH (Thermo Fisher
# Mm99999915 gl, FAM), y Tagman Gene Expression Master Mix
(Thermo Fisher # 4369016) con QuantStudio™ 12K Flex Real-
Time PCR System (Thermo Fisher). La condicién de ciclo
gPCR fue la siguiente: 95 °C durante 10 minutos después de
50 °C durante 2 minutos seguido de 40-45 ciclos de 95 °C
durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. Los datos se
analizaron con el software QuantStudio™ 12K Flex (Thermo
Fisher). Los valores de expresidén se analizaron con la
curva estandar para cada gen y el nivel de expresidédn del

gen DMPK se normalizé al del gen GAPDH.

(2) Resultados

AAVI9-695, AAVI9-245 y  AAV9-257 expresaron cada
transgén en ratones. La regulacidédn por disminuciédn de ARNm
de DMPK no se encontré en el higado, pero se encontrd en
los misculos esqueléticos y los misculos cardiacos, lo que
sugiere que AAV9 transporta el transgén de dSaCas9, KRAB
y ARNsg que comprende ARNcr codificado por la secuencia de
direccionamiento establecida en la SEQ ID NO: 83, 70 u 81
un efecto farmacoldgico sobre la regulacidn negativa de

DMPK en ratones DMSXL (Fig. 5-7).



Ejemplo 5. Mejora de la formacidén de focos de ARN mediante
la administracién de AAV9-695 a ratones DMSXL.

(1) Métodos experimentales

Hibridacién fluorescente in situ: FISH

Las administraciones de AAV9-695 (5 x 10! wvg/kg) o
vehiculo (PBS gque contiene 0,001% de Pluronic F-68) como
control para ratones DMSXL se llevaron a cabo como se
describe en el Ejemplo 4. 4 semanas después de la
administracién, misculos tibiales anteriores (TA) de
ratones DMSXL fueron extirpados y recogidos. Después de
incrustarse inmediatamente en compuesto Tissue-Tek® O.C.T.
(Sakura Finetek Japan, # 4583), los tejidos se congelaron
en isopentano frio que se preenfridé en nitrdégeno liquido
y se almacené a —-80 °C.

Se prepararon 10 um de secciones congeladas del tejido
mediante un micrbétomo criostédtico y las secciones delgadas
se colocaron en portaobjetos de vidrio. Los portaobjetos
se secaron al aire y se fijaron con paraformaldehido al 4%
a temperatura ambiente durante 15 minutos y se lavaron dos
veces con PBS durante 2 minutos y se almacenaron a 4 °C.

Después de la incubacién en PBS que contenia acetona
al 2% durante 5 minutos a temperatura ambiente, 1los
portaobjetos se incubaron en 2x tampdn de citrato de sodio
salino (SSC) (NaCl 300 mM y citrato de sodio 30 mM) gque
contenia formamida al 30% durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Los portaobjetos se incubaron en solucidédn de
sonda (albumina de suero bovino al 0,02% (SIGMA # A7030-
100G), 0,066 mg/ml de ARNt de levadura (Thermo Fisher #
15401-011), complejo ribonuclebdésido vanadilo 2 mM (SIGMA
# R3380-5ML), vy 1 ng/ul de sonda Cy3-(CAG)5-2’'-0OMe
(y_ C(M)AM)G(M)C (M)A M)G(M)C(M)A(M)G(M)C(M)AM)G (M) C(M)A(
M)G(M), y significa Cy3 y N(M) significa 2’-OMe ARN. Esta



sonda fue sintetizada por GeneDesign, Inc., Japdén.) En 2
x SSC que contiene 30% de formamida) durante 2 horas a 37
°C. Después de la hibridacidén, la solucidédn de la sonda se
retirdé y los portaobjetos se incubaron en 2x SSC que
contenia formamida al 30% durante 30 minutos a 50 °C. Los
portaobjetos se lavaron una vez con 1 x SSC y se incubaron
en 1 x SSC durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los
portaobjetos se lavaron tres veces con PBS durante 10
minutos y se afiadié al portaobjetos ProLong™ Diamond
Antifade Mountant con DAPI (Thermo Fisher # P36971). Los
portaobjetos se cubrieron con cubreobjetos y se
almacenaron a 4 °C.

Se observd la formacidén de focos de ARN usando un

microscopio léaser confocal LSM700 (ZEISS).

(2) Resultados

Las 1imagenes tipicas de la seccidn muscular TA de
ratones DMSXL administrados con el vehiculo o AAV9-695 se
muestran en la Fig. 8. Las flechas indican focos de ARN
(los focos de ARN se definieron como un punto rojo
claramente detectable que se localiza en el nlcleo de color
azul) .

El numero de focos de ARN observados en los mlsculos
TA de ratones DMSXL administrados con AAV9-695 fue menor
que en los mUsculos TA de ratones DMSXL administrados con
vehiculo, lo que sugiere que la administracién de AAV9-695

mejord la formacidédn de focos de ARN en ratones DMSXL.

Ejemplo 6. Supresidén de la expresidén del gen DMPK en
células iDM que expresan ARNsg hDMPK.

(1) Métodos experimentales

Generacidén de lentivirus

Se sembraron células Lenti—-X™ 293T (Takara # 632180)

10



a 5 x 10¢ células/placa en una placa recubierta con
coldgeno tipo I de 100 mm (IWAKI # 4020-010) en 10 ml de
DMEM (Thermo Fisher # 10569-010) suplementado con 10% de
FBS y MEM Solucidén de aminodcidos no esenciales (Thermo
Fisher # 11140050)) y se incubaron a 37 °C/5% de CO; durante
la noche. Al dia siguiente, el reactivo de transfeccidn
Lipofectamine™ 3000 (Thermo Fisher # L.3000008) se
configurdé de acuerdo con el protocolo del fabricante con
7 pg de Lentiviral High Titer Packaging Mix (Takara # 6194)
v 5,5 pg del pléasmido de transferencia pED162 que contenia
la secuencia que codificaba dSaCas9-KRAB e indicaba 1la
secuencia diana establecida en la SEQ ID NO: 1 u 83
(Ejemplo 1) . Los plasmidos se nombran como se describe en
la Tabla 3. Se recogieron 10 ml de medio gque contiene
lentivirus 48 horas después de la transfeccidén haciendo
pasar el sobrenadante de medio a través de un filtro de
0,45 pm. Para concentrar la solucidédn de virus, se agregd
1/4 de volumen de solucidén de precipitacidédn de virus PEG-
itTM (SBI # LVB810A-1) y se incubd durante la noche a 4 °C.
El sobrenadante se centrifugd a 1.500 x g durante 30
minutos. Después de desechar el sobrenadante, se afiadieron
200 pl de DMEM al tubo y la solucidén de virus se resuspendid

suavemente y se almacené a —-80 °C.

Tabla 3
Pléasmido SFo ID NG
pEDl1&2-—C1 1
pED1E2-E£595 g2

Los titulos de lentivirus variaron de 5 x 1010 g 7 x
1019 particulas/ml, medidos usando NucleoSpin® RNA Virus

( MACHEREY-NAGEL # 740956.250) y Lenti-XTM gRT-PCR
Titration Kit (Clontech # 631235).
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Transduccién de células iDM

Se sembraron células iDM a 50.000 células/pocillo en
una placa de 12 pocillos recubierta con colageno tipo I
(IWAKTI # 4815-010) en 1 ml de medio gque contenia medio de
crecimiento [Kit de medio de crecimiento de células
musculares esqueléticas PromoCell; nuUmero de pieza: C-
23060 (nota: los medios se suplementaron con 20% de FBS,
en lugar de 5% segun las instrucciones del kit, y 50 pg/ml
de Gentamicina S)] y se incubaron a 37 °C/5% de CO, durante
la noche. Al dia siguiente, el medio se reemplazdé con 1 ml
de medio de crecimiento suplementado con 5 ug/ml de
Polybrene (Sigma, # TR-1003-G) y 0,03 ml de sobrenadante
de lentivirus (véase arriba) correspondiente a cada ARNsg
que comprende  ARNcr codificado por secuencias de
direccionamiento individuales (SEQ ID No: 1 u 83) fusionado
con ARNtracr se afiadié a cada pocillo. Las células se
incubaron con lentivirus durante 48 horas antes de eliminar
los medios virales y reemplazarlos con medios de seleccidn
[medios de crecimiento suplementados con 10 pg/ml de
blasticidina (Nacalai # 03759-71)]. Después de 24 horas de
incubacidén en los medios de seleccidn, un tercio de las
células se pasaron a nuevos pocillos con medios de
crecimiento. Después de permitir que las células se
siembren durante 72 horas, los medios de crecimiento se
reemplazaron con medios de seleccidédn. Después de 48 horas
de cultivo en medios de seleccidén, las células fueron

cosechadas y almacenadas.

Transducciédn de células iCM
Se sembraron células iCM a 50.000 células/pocillo en
placa de 6 pocillos recubierta con colageno tipo I (IWAKI

# 4810-010) en 2 ml de medio gque contiene medio de
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crecimiento [Kit de medio de crecimiento de células
musculares esqueléticas PromoCell; nUmero de pieza: C-
23060 (nota: los medios se suplementaron con 20% de FBS,
en lugar de 5% segun las instrucciones del kit, y 50 pg/ml
de Gentamicina S)] y se incubaron a 37 °C/5% de COz durante
la noche. Al dia siguiente, el medio se reemplazd con 2 ml
de medio de crecimiento suplementado con 5 ug/ml de
Polybrene (Sigma # TR-1003-G) y 2 x 10° vg de sobrenadante
de lentivirus (véase arriba) correspondiente al control de
ARNsg que comprende ARNcr codificado por selecciédn
individual Se afadi® a cada pocillo la secuencia (SEQ ID
No: 1) fusionada con ARNtracr. Las células se incubaron
con lentivirus durante 48 horas antes de eliminar 1los
medios virales y reemplazarlos con medios de seleccidn
[medios de crecimiento suplementados con 10 pg/ml de
blasticidina (Nacalai # 03759-71)]. Después de 24 horas de
incubacién en medios de seleccidn, dos tercios de las
células se pasaron a una placa recubierta con colédgeno
tipo I de 100 mm (iwaki # 4020-010) con medios de
crecimiento. Después de permitir que las células se
siembren durante 72 horas, los medios de crecimiento se
reemplazaron con medios de seleccidédn. Después de 48 horas
de cultivo en medios de seleccidén, las células fueron

cosechadas y almacenadas.

Cultivo celular, extraccidén de ARN y preparacidén de ADNc
Células iDM que expresan dSaCas9 y hDMPK ARNsg que
comprende ARNcr codificado por la secuencia de seleccidn
establecida en la SEQ ID: 83, células 1iDM gque expresan
dSaCas9 y control ARNsg que comprende ARNcr codificado por
la secuencia de seleccidn establecida en la SEQ ID NO: 1,
y células iCM que expresan dSaCas9 y ARNsg de control que

comprende ARNcr codificado por la secuencia de

13



direccionamiento establecida en la SEQ ID NO: 1,
denominadas células 1iDM-695 (iDM 695), células iDM-Ctrl
(1iDM Ctrl) y células iCM-Ctrl (iCM Ctrl), respectivamente,
se sembraron en un placa de 24 pocillos con recubrimiento
de colédgeno tipo I (IWAKI # 4820-010) a una densidad de
25.000 células en 500 pl o 50.000 células por pocillo en
1 ml de kit de medio de crecimiento de células del musculo
esquelético (Promocell # C23060) suplementado con 20% de
FBS inactivado por calor e incubado a 37 °C/CO; al 5%
durante 2 dias (sembrado a 50.000 células/pocillo) o 3
dias (sembrado a 25.000 células/pocillo).

Después de lavar con 200 uL de PBS, se extrajo el ARN
total usando el Mini Kit RNeasy (Qiagen # 74106) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Se convirtieron 500 ng de ARN total en ADNc usando el
kit de sintesis de ADNc SuperScript™ VILO™ (Thermo Fisher
# 11754-250) de acuerdo <con las instrucciones del

fabricante. E1 ADNc se almacend a —-20 °cC.

Andlisis de expresidén génica

E1 ADNc se diluydé 100 veces con agua y se usaron 2 ul
para el gPCR. El1 gPCR se ejecutd en 10 pl de volumen final
que contiene sondas Tagman para DMPK (Thermo Fisher #
Hs01094329 ml, FAM) o para GAPDH (Thermo Fisher #
Hs99999905 ml, FAM), y Tagman Gene Expression Master Mix
(Thermo Fisher # 4369016) con ViiA7 Real Time PCR System
(Thermo Fisher). La condicién de gPCR fue la siguiente:
precalentado con 50 °C durante 2 minutos y 95 °C durante
10 minutos seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 15
segundos y 60 °C durante 1 minuto. Los valores de expresidn
se analizaron con la curva estandar para cada gen y el
nivel de expresidén del gen DMPK se normalizé al del gen

GAPDH.
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(2) Resultados
Las expresiones del gen DMPK en las células iDM-695
y las de las células —-iDM-Ctrl se muestran en la Fig. 9.
La expresidén del gen DMPK se suprimid en células iDM

que expresan ARNsg hDMPK.

Ejemplo 7. Mejora de la formacién de focos de ARN en
células 1DM que expresan ARNsg hDMPK.

(1) Métodos experimentales
Hibridacién fluorescente in situ: FISH

Las células iDM-695, 1las células 1iDM-Ctrl y 1las
células iCM-Ctrl, que se construyeron en el Ejemplo 6,
se sembraron por cuadruplicado en una placa de 96
pocillos recubierta de coldgeno (Thermo Fisher Scientific
# 152038) a una densidad de 2.500 células o 5.000 células
por pocillo en el kit de medio de crecimiento de células
del mUsculo esquelético (Promocell # C23060) suplementado
con 20% de FBS inactivado por calor e incubado a 37 °C/5%
de CO2 durante 2 dias (sembrado a 5.000 células/pocillo)
o 3 dias (sembrado a 2.500 células/pocillo).

Las células se lavaron dos veces con solucidén salina
tamponada con fosfato (PBS), se fijaron con
paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 15
minutos, se lavaron dos veces con PBS y se almacenaron a
4 °C.

Después de la incubacidén en PBS que contenia Triton
X-100 al 0,2% durante 10 minutos a temperatura ambiente,
las células se lavaron y se incubaron en 2x SSC que
contenian formamida al 40% durante 10 minutos a temperatura
ambiente. 50 upl de solucidén de sonda (alblmina de suero
bovino al 0,02% (SIGMA # A7030-100G), 0,066 mg/ml de ARNt
de levadura (Thermo Fisher Scientific # 15401-011),
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complejo de ribonuclebdésido vanadilo 2 mM (SIGMA # R3380-
5ML), y 0,1 ng/ul de Cy3- (CAG) Sonda 5-LNA (y 5 (L) A (L)
G (L) cagcagcag5 (L) A (L) G (L), y significa Cy3, 5 (L)
significa LNA-mC, N (L) significa ILNA, y minuscula
significa ADN. Esta sonda fue sintetizada por GeneDesign,
Inc.) en 2 x SSC que contiene 40% de formamida) se afiadid
a cada pocillo y las células se incubaron durante 2 horas
a 37 °C. Después de la hibridacién, la solucidén de la sonda
se retird y las células se incubaron en 2x SSC que contenia
formamida al 40% durante 30 minutos a 37 °C. Las células
se lavaron una vez con 1 x SSC y se incubaron en 1 x SSC
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 50
ul de PBS que contenia 2 ug/ml de DAPI (Dojindo # 340-
07971) a cada pocillo y las células se incubaron durante
30 minutos a temperatura ambiente. Las células se lavaron
dos veces con PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente
y se almacenaron a 4 °C.

La formacidén de focos de ARN se detectd y analizd
utilizando IN Cell Analyzer 6000 (GE healthcare). Se
capturaron las imédgenes de 9 puntos en cada pocillo y se
contd el numero de nucleos positivos para focos de ARN vy
el nUmero total de nucleos en cada imagen. Se analizdé la
relacién de nucleos focos positivos en cada pocillo y se

calcularon los promedios.

(2) Resultados

Las imadgenes tipicas de las células 1iDM-695 y las
células iDM-Ctrl se muestran en la Fig. 10A.

Las proporciones de ntcleos de focos positivos de ARN
en cada célula se muestran en la Fig. 10B.

Las proporciones de nucleos de focos positivos de ARN
en las células 1DM-695 fueron mds bajas que las de las

células iDM-Ctrl.
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Ejemplo 8. Mejora de defectos de empalme en células iDM
que expresan ARNsg de hDMPK.

(1) Métodos experimentales

Andlisis de empalme

Las preparaciones de ADNc a partir de células 1iDM-—
695, células iDM-Ctrl y células iCM-695 se describieron en
el Ejemplo 6.

La PCR se realizé utilizando PrimeSTAR® GXL DNA
Polymerase (TaKaRa # R0O50A) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El1 ADNc se diluydé 10 veces
con agua y se us6é 1 ul. Los cebadores de PCR utilizados

fueron los siguientes:

Tabla 4
Diana 5"53" directo 5"=3" inverso
K s TTAGEGEAGETEATEEAECR GATLACTAAGERCT CCATCGEE
IMD exon 78
(SECQ ID NO: 152) (SEQ ID NO: 153)
GOTGoCCARTACCLGGTCRLD TCETEEERGARRT CCTCTATGED
MENL1 exdn 7
(SEQ ID NO: 194) (SEQ ID NO: 193)
2 AOCTETECAGCATTCAGEEACRC CTCGETCETTTRAT GRAGTECATCTG
EIF13n exon 21 _
(SEQ ID NO: 196&) (SEQ ID NO: 197)
E ATRAGAAGRGETEETGEAAGAETAC GTCTCAGCCTCTECTTCAGCATCC
THNTZ exén S
{SEQ ID NO: 198) {(SEQ ID NMOC: 199)

La condicién del ciclo de PCR fue la siguiente: 35
ciclos de 98 ©°C durante 10 segundos, 60 °C durante 15
segundos y 68 ©°C durante 30 segundos seguidos de 72 °C
durante 7 minutos.

Los productos de PCR se cargaron en el kit Agilent
DNA100O (Agilent # 5067-1504), se sometieron a
electroforesis y se analizaron usando el sistema Agilent
2100 BioAnalyzer de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Se midieron las AUC de los picos de productos

empalmados normal y anormalmente, y se calcularon las
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proporciones de los productos empalmados normalmente en

cada célula.

(2) Resultados

Las imadgenes de gel y los patrones de exdn de cada
gen, es decir, DMD, MBNL1l, KIF13A y TNNT2, se muestran en
la Fig. 11A.

La Fig. 11B muestra las proporciones de productos
empalmados normalmente, gue son mas abundantes en las
células iCM y menos en las células i1DM, en cada célula.

Los defectos de empalme de todos los genes probados
se mejoraron en células iDM-695.

Cuando se establece un limite o rango numérico en
este documento, se incluyen los puntos finales. Ademés,
todos los valores y subrangos dentro de un limite o rango
numérico se incluyen especificamente como si estuvieran

explicitamente escritos.

A\Y 4

Como se usa en este documento, las palabras “un

y

A\Y

una” y similares tienen el significado de “uno o méas”.
Obviamente, son posibles numerosas modificaciones vy
variaciones de 1la presente invencién a la luz de las
ensefilanzas anteriores. Por lo tanto, debe entenderse que,
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, la
invencién puede llevarse a la practica de wuna forma
distinta a la descrita especificamente aqui.
Todas las patentes y otras referencias mencionadas
con anterioridad se incorporan en su totalidad en este
documento mediante esta referencia, lo mismo que si se

establece en detalle.
Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencién, la expresiédn

del gen DMPK se puede suprimir en las células derivadas de
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pacientes con DM1 y los ratones modelo DM1. Por lo tanto,
se espera que la presente invencidén sea extremadamente

util para el tratamiento y/o prevenciédn de DMI.
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