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DESCRIPCION
Elementos reguladores de acido nucleico especificos de musculo y métodos y uso de los mismos
Campo

La presente invencion se refiere a elementos reguladores de acido nucleico que son capaces de potenciar la expresion
especifica de musculo de genes, a métodos que emplean estos elementos reguladores y al uso de los mismos. La
invencion abarca ademas casetes de expresion, vectores y composiciones farmacéuticas que comprenden estos
elementos reguladores. La presente invencion es particularmente Util para aplicaciones que usan terapia génica, mas
particularmente, terapia génica dirigida al mdsculo y con fines de vacunacion.

Antecedentes

El musculo es una diana atractiva para la terapia génica. La insercion de genes al musculo puede usarse para
aumentar la expresion de proteinas estructurales musculares, tales como distrofina y sarcoglicanos, por ejemplo, para
tratar la distrofia muscular. Ademas, el musculo puede usare como plataforma terapéutica para expresar proteinas de
la ruta reguladora/secretora no musculares para la diabetes, la aterosclerosis, la hemofilia, el cancer, etc.

Los esfuerzos para insertar transgenes al mdsculo se han centrado en vectores derivados de adenovirus, retrovirus,
lentivirus y virus adenoasociados (AAV), y plasmidos. Los vectores adenovirales tienen una capacidad de clonacion
relativamente grande que puede producirse a titulos altos y presentan una transduccion relativamente eficaz del
musculo. Desafortunadamente, estos vectores pueden provocar una respuesta inmunitaria celular robusta contra
proteinas virales y algunas transgénicas. Ademas, pueden evocar una rapida activacion del sistema inmunitario innato
que puede contribuir a una respuesta inmunitaria inflamatoria limitante de la dosis y potencialmente peligrosa. Los
vectores adenovirales no se integran en el genoma huésped, de modo que su capacidad para persistir durante largos
periodos de tiempo no esta clara. Los vectores retrovirales y lentivirales se integran de manera estable en el genoma
celular diana, que permite potencialmente una transferencia génica persistente. Mientras que los vectores lentivirales
pueden transducir tanto células que se dividen como que no se dividen, los vectores retrovirales convencionales
derivados del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV) solo pueden transducir células que se dividen. En
consecuencia, pueden usarse vectores lentivirales para transducir células del musculo esquelético que no se dividen,
mientras que éstas son refractarias a la transduccion por inyeccion directa con vectores retrovirales. No obstante,
incluso la transduccion lentiviral del masculo esquelético no es muy eficiente. EI ADN de plasmido desnudo muestra
una notable capacidad para transferir genes al musculo. Los plasmidos muestran una inmunogenicidad y toxicidad
minimas, y tienen una capacidad de clonacién extremadamente grande. La principal desventaja de los plasmidos es
su eficiencia de transfeccion relativamente escasa bajo protocolos de insercion tipicos. La retencion de plasmidos es
otra consideracién importante.

El vector viral adenoasociado (AAV) es, con mucho, el vehiculo de insercion génica mas prometedor para la terapia
génica dirigida al musculo. El tropismo natural del AAV a las células musculares, su expresion transgénica persistente
a largo plazo, sus multiples serotipos, asi como su minima respuesta inmunitaria han hecho que los vectores de AAV
sean muy adecuados para la terapia génica dirigida al musculo. El vector de AAV puede insertarse tanto en el misculo
esquelético como en el musculo cardiaco por medio de administraciones locales, regionales y sistémicas.

Sin embargo, sigue habiendo preocupaciones con respecto a la eficacia y seguridad de algunos enfoques de insercion
génica. Los principales factores limitantes son: niveles de expresion transgénica transitorios y/o insuficientes y
expresion inapropiada del transgén en tipos de células no deseadas. En particular, se ha demostrado que la expresion
transgénica involuntaria en células presentadoras de antigeno (APC) aumenta el riesgo de respuestas inmunitarias
adversas contra las células modificadas con genes y/o el producto transgénico terapéutico que, en consecuencia,
reduce la expresion génica a largo plazo.

Los métodos convencionales de disefio de vectores se basaron en enfoques de prueba y error irregulares mediante
los cuales se combinaron potenciadores transcripcionales con promotores para aumentar los niveles de expresion.
Aunque esto a veces podia ser eficaz, a menudo daba como resultado combinaciones no productivas que daban como
resultado niveles de expresion o bien modestos o bien no aumentados del gen de interés y/o pérdida de especificidad
tisular. Ademas, estos enfoques convencionales no tuvieron en cuenta la importancia de incluir motivos reguladores
conservados evolutivamente en los modulos de expresion, lo cual es particularmente relevante para la traduccion
clinica.

La solicitud de patente china CN103421786 da a conocer un plasmido de expresién que comprende la secuencia
promotora del gen Mylpf de ratéon de 1498 pb para dirigir la expresion de GFP. El plasmido se uso6 para transfectar
células musculares de raton C2D12. Sin embargo, el documento CN103421786 no se refiere a elementos reguladores
pequerios, por ejemplo, de 1000 nucledtidos como maximo para potenciar la expresion génica especifica de musculo.
Katwal et al. (2013 Gene Therapy 20:930 -938) da a conocer el uso de un vector de AAV-9 que comprende el promotor
de CKB®, que incluye elementos reguladores de ese promotor, para restringir la expresion transgénica in vivo al misculo
esquelético.
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Los numeros de registro de Genbank AQ503558 y FI096286 dan a conocer secuencias de nucledtidos que parecen
contener regiones idénticas a ciertas regiones de la secuencia promotora del gen Mylpf humano, pero no se ha
atribuido ninguna funcién a dichas secuencias.

La solicitud de patente estadounidense US 2002/0198371 se refiere a la identificacion y el mapeo de un nimero muy
grande de polimorfismos de un solo nucleétido en todo el genoma humano.

Un enfoque computacional que depende de una matriz de diferencias de distancia modificada (DDM) (estrategia de
escalado multidimensional (MDS)) (De Bleser et al. 2007. Genoma Biol 8, R83) ha demostrado ser util para la
identificacion in silico de agrupaciones de motivos de sitio de unién a factores de transcripcion (TFBS) conservados
evolutivamente asociados con una expresion robusta especifica de tejido en higado (documento WO 2009/130208) y
corazoén (documento W02011/051450).

Sigue existiendo la necesidad en la técnica de una insercion génica segura y eficaz al musculo.
Sumario

Los presentes inventores se han basado en una estrategia de DDM-MDS modificada (De Bleser et al., 2007)
combinada con una estrategia de cribado potenciada para identificar motivos de sitio de unién a factores de
transcripcion (TFBS) conservados evolutivamente asociados con genes especificos de musculo altamente expresados
definidos en el presente documento como elementos reguladores de acido nucleico. Tal como se muestra en la seccion
experimental, los inventores pudieron identificar elementos reguladores de acido nucleico que potenciaban
especificamente la expresion génica tanto en el misculo cardiaco como en el esquelético y elementos reguladores de
acido nucleico especificos de musculo esquelético. Estos elementos reguladores se validaron posteriormente in vivo,
produciendo una expresion génica eficaz y especifica de tejido. Por tanto, este enfoque permite el uso de dosis de
vector mas bajas y, por tanto, mas seguras, al tiempo que maximiza la eficacia terapéutica.

La invencion es tal como se define en las reivindicaciones. La divulgacion proporciona los siguientes aspectos:

Aspecto 1: un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo,
preferiblemente para potenciar la expresion génica especifica de musculo esquelético, que comprende la secuencia
de SEQ ID NO:10 y que tiene una longitud maxima de 550 nucleétidos, o que consiste en un fragmento funcional de
dicha secuencia que tiene una longitud maxima de 300 nucleétidos y que comprende la secuencia de SEQ ID NO:37,
SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40 o SEQ ID NO:41.

Aspecto 2: el elemento regulador de acido nucleico segun el aspecto 1, en el que dicho fragmento funcional consiste
en la secuencia de SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40 o SEQ ID NO:41.

Aspecto 3: uso in vitro o ex vivo del elemento regulador de acido nucleico segun el aspecto 1 o0 2 en un casete de
expresion de acido nucleico, o un vector, mas particularmente para potenciar la expresion especifica de musculo de
dicho casete o vector de expresién de acido nucleico.

Aspecto 4: un elemento regulador de acido nucleico segun el aspecto 1 0 2 para su uso en medicina.

Aspecto 5: un casete de expresion de acido nucleico que comprende al menos uno, tal como uno, dos, tres, cuatro,
cinco o mas, elemento regulador de acido nucleico, operativamente unido a un promotor y un transgén, en el que dicho
elemento regulador de acido nucleico consiste en el elemento regulador de acido nucleico tal como se define en la
reivindicaciéon 1 o 2.

Aspecto 6: el casete de expresion de acido nucleico segun el aspecto 5, en el que el promotor es un promotor
especifico de musculo, preferiblemente el promotor del gen de desmina (DES) o el promotor de SPc5-12.

Aspecto 7: el casete de expresion de acido nucleico segun uno cualquiera de los aspectos 5 o 6, en el que el transgén
codifica una proteina terapéutica, una proteina inmunogénica o una proteina estructural, preferiblemente distrofina o
sarcoglicano.

Aspecto 8: el casete de expresion de acido nucleico segun uno cualquiera de los aspectos 5 a 7, que comprende
ademas un intrén, preferiblemente el intron del Virus Diminuto del Ratén (MVM).

Aspecto 9: el casete de expresion de acido nucleico segun cualquiera de los aspectos 5 a 8, que comprende ademas
una sefal de poliadenilacion, preferiblemente la sefial de poliadenilacion del virus de simios 40 (SV40) o el sitio de
poliA sintética (SPA) tal como se describe en Levitt et al. (1989, Genes Dev 3:1019-1025) (SEQ ID NO:46).

Aspecto 10: un vector que comprende al menos un elemento regulador de acido nucleico, o el casete de expresion de
acido nucleico segun uno cualquiera de los aspectos 5 a 9, en el que dicho elemento regulador de acido nucleico
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consiste en el elemento regulador de acido nucleico tal como se define en la reivindicacion 1 o 2.

Aspecto 11: el vector segun el aspecto 10, que es un vector viral, preferiblemente un vector viral adenoasociado (AAV),
mas preferiblemente un vector de AAV9.

Aspecto 12: el vector segun el aspecto 10, que es un vector no viral, preferiblemente un plasmido, un minicirculo o un
vector basado en transposon, tal como un vector basado en PiggyBac o un vector basado en Sleeping Beauty.

Aspecto 13: una composicion farmacéutica que comprende el casete de expresion de acido nucleico segin uno
cualquiera de los aspectos 5 a 9, o el vector segin uno cualquiera de los aspectos 10 a 12, y un portador
farmacéuticamente aceptable.

Aspecto 14: el elemento regulador de acido nucleico segun el aspecto 1 o 2, el casete de expresion de acido nucleico
segun uno cualquiera de los aspectos 5 a 9, el vector segun uno cualquiera de los aspectos 10 a 12, o la composicion
farmacéutica segun el aspecto 13 para su uso en terapia génica, preferiblemente terapia génica dirigida al musculo.

Aspecto 15: el elemento regulador de acido nucleico, el casete de expresion de acido nucleico, el vector o la
composicion farmacéutica para su uso segun el aspecto 14, en el que la terapia génica es para la distrofia muscular
(por ejemplo, distrofia muscular de Duchenne (DMD)/distrofia muscular de Becker (DMO)), distrofia mioténica,
enfermedad neuromuscular, enfermedades de neuronas motoras (MND), tales como por ejemplo enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth (CMT), atrofia muscular espinal (SMA), esclerosis lateral amiotréfica (ELA), distrofia muscular de
Emery-Dreifuss, distrofia muscular facioescapulohumeral (FSHD), distrofias musculares congénitas, miopatias
congénitas, distrofia muscular de la cintura y las extremidades, miopatias metabdlicas, enfermedades inflamatorias
musculares, miastenia, miopatias mitocondriales, anomalias de canales idnicos, enfermedades de la envoltura
nuclear, cardiomiopatias, hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca, miopatias distales, enfermedades
cardiovasculares, hemofilia, que incluye hemofilia A y B, y diabetes.

Aspecto 16: el elemento regulador de acido nucleico segun el aspecto 1 o0 2, el casete de expresion de acido nucleico
segun uno cualquiera de los aspectos 5 a 9, el vector segun uno cualquiera de los aspectos 10 a 12, o la composicion
farmacéutica segun el aspecto 13 para su uso como vacuna, preferiblemente una vacuna profilactica, o para su uso
en terapia de vacunacion, preferiblemente vacunacion profilactica.

Aspecto 17: Un método in vitro o ex vivo para expresar un producto transgénico en células musculares, preferiblemente
células de musculo cardiaco y/o células de musculo esquelético, que comprende:

- introducir el casete de expresion de acido nucleico segun uno cualquiera de los aspectos 5 a 9, o el vector segun
uno cualquiera de los aspectos 10 a 12 en las células musculares;

- expresar el producto transgénico en las células musculares.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Diagrama de flujo de la identificacion y validacion de elementos reguladores de acido nucleico. Se us6 un
enfoque computacional para identificar los elementos reguladores de acido nucleico que implican las siguientes
etapas: (1) identificacion de genes especificos de tejido altamente expresados, por ejemplo, basandose en analisis
estadistico de datos de expresion de micromatriz de tejidos humanos normales; (2) extraccion de las secuencias de
promotores correspondientes de bases de datos disponibles para el publico; (3) identificacion de los mddulos
reguladores y los sitios de union a factores de transcripcion (TFBS) que contienen; (4) a continuacion, se busco en el
contexto genémico de los genes altamente expresados para agrupaciones conservadas evolutivamente de TFBS (es
decir, elementos reguladores de acido nucleico). Los elementos reguladores de acido nucleico identificados se
disefiaron de novo y se validaron in vivo sometiendo a prueba si la inclusion en un constructo aumenta la expresion
de un gen indicador.

Figura 2: Secuencias de nucleétidos de elementos reguladores especificos de musculo cardiaco y esquelético CSk-
SH1 (A, SEQ ID NO: 1), CSk-SH2 (B, SEQ ID NO: 2), CSk-SH3 (C, SEQ ID NO: 3), CSk-SH4 (D, SEQ ID NO: 4), CSk-
SH5 (E, SEQ ID NO: 5) y CSk-SH6 (F, SEQ ID NO: 6).

La figura 3 muestra una representacion esquematica de los vectores de AAV9sc-CSk-SH/Sk-SH-Des-Luc2 dados a
conocer en el presente documento. El casete de expresion se empaquetdé en un virus adenoasociado
autocomplementario (sc), serotipo 9 (AAV9). El promotor de desmina (Des) especifico de musculo cardiaco y
esquelético regula la transcripcion del transgén de luciferasa (Luc2). Los elementos reguladores de acido nucleico
especificos de musculo cardiaco y esquelético (CSk-SH) o especificos de musculo (Sk-SH) se clonaron en el sentido
de 5’ del promotor de Des. El casete de expresion comprende ademas el intron del Virus Diminuto del Raton (MVM) y
una sefial de poliadenilacion (pA) del virus de simios 40 (SV40). El casete de expresiéon esta flanqueado por
repeticiones terminales invertidas (ITR) del virus adenoasociado, serotipo 2 (AAV2).
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Figura 4: Diferencia en la expresion de luciferasa (A) y el nivel de ARNm de Luc (B) en el tejido cardiaco y muscular
de ratones en los que se inyectd, por via intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-CSk-SH1-Des-
Luc2 (CSk-SH1), AAV9sc-CSk-SH2-Des-Luc2 (CSk-SH2), AAV9sc-CSk-SH3-Des-Luc2 (CSk-SH3), AAV9sc-CSk-
SH4-Des-Luc2 (CSk-SH4), AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc2 (CSk-SH5) o AAV9sc-CSk-SH6B-Des-Luc2 (CSk-SH6) en
comparacion con ratones en los que se inyecto el vector de control AAV9sc-Des-Luc? sin elemento regulador de acido
nucleico (control, sin CSk-SH). La expresion de luciferasa se midié como flujo total, expresado en fotones por segundo
por centimetro cuadrado por estereorradian (fotones/s/cm?/sr), liberados por la actividad luciferasa en los tejidos
seleccionados a las 9 semanas después de la inyeccion. Los resultados se presentaron como media + error estandar
de la media, *p<0,05; **p<0,001. Los niveles de ARNm de Luc se midieron mediante un método de RT-PCR
cuantitativa (QRT-PCR) al final del experimento a partir de ARN total extraido de biopsias de los tejidos indicados. Los
resultados se presentaron como media + error estandar de la media, *p<0,05; **p<0,001.

Figura 5: (A) Expresion de luciferasa en tejidos seleccionados de ratones en los que se inyectd, por via intravenosa,
de izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-Des-Luc2 (control, sin CSk-SH), AAV9sc-CSk-SH1-Des-Luc2 (CSk-SH1),
AAV9sc-CSk-SH2-Des-Luc2 (CSk-SH2), AAV9sc-CSk-SH3-Des-Luc2 (CSk-SH3), AAV9sc-CSk-SH4-Des-Luc2 (CSk-
SH4), AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc2 (CSk-SH5) o AAV9sc-CSk-SH6-Des-Luc2 (CSk-SH6). La expresion de luciferasa
se midi6 como flujo total, expresado en fotones por segundo por centimetro cuadrado por estereorradian
(fotones/s/cm?/sr), liberados por la actividad luciferasa en el tejido seleccionado a las 9 semanas después de la
inyeccion. Los resultados se presentaron como media + error estandar de la media. (B) Nivel de ARNm de Luc en
tejidos seleccionados de ratones en los que se inyectd, por via intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de
AAV9sc-CSk-SH1-Des-Luc2 (CSk-SH1), AAV9sc-CSk-SH2-Des-Luc2 (CSk-SH2), AAV9sc-CSk-SH3-Des-Luc2 (CSk-
SH3), AAV9sc-CSk-SH4-Des-Luc2 (CSk-SH4), AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc2 (CSk-SH5) o AAV9sc-CSk-SH6-Des-
Luc2 (CSk-SH6) en comparacion con ratones en los que se inyecto el vector de control AAV9sc-Des-Luc2 (control, sin
CSk-SH). Los niveles de ARNm de Luc se midieron mediante un método de RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) al final
del experimento a partir de ARN total extraido de biopsias de los tejidos indicados. Los resultados se presentaron
como media + error estandar de la media.

Figura 6: Eficiencia de transduccion en diferentes érganos de ratones en los que se inyectd AAV9sc-CSk-SH1-Des-
Luc2 (CSk-SH1) (A) o AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc2 (CSk-SH5) (B). Se determind el nimero de copias de AAV en
relacion con 100 ng de ADN gendmico para ambos constructos a una dosis de 5x10° vg/raton.

Figura 7: Secuencias de nucleétidos de los elementos reguladores especificos de musculo Sk-SH1 (A, SEQ ID NO:
7), Sk-SH2 (B, SEQ ID NO: 8), Sk-SH3 (C, SEQ ID NO: 9), Sk-SH4 (D, SEQ ID NO: 10), Sk-SH5 (E, SEQ ID NO: 11),
Sk-SH6 (F, SEQ ID NO: 12), Sk-SH7 (G, SEQ ID NO: 13).

La figura 8 muestra la diferencia en la expresion de luciferasa en tejido cardiaco y muscular de ratones en los que se
inyecto, por via intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-Sk-SH1-Des-Luc2 (Sk-SH1, n=4), AAV9sc-
Sk-SH2-Des-Luc2 (Sk-SH2, n=4), AAV9sc-Sk-SH3-Des-Luc2 (Sk-SH3, n=4), AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc2 (Sk-SH4,
n=4), AAV9sc-Sk-SH5-Des-Luc2 (Sk-SH5, n=1), AAV9sc-Sk-SH6-Des-Luc2 (Sk-SH5, n=3) o AAV9sc-Sk-SH7-Des-
Luc2 (Sk-SH6, n=4) en comparacion con ratones en los que se inyecté el vector de control AAV9sc-Des-Luc2 sin
elemento regulador de acido nucleico (control, sin Sk-SH, n=5). La expresion de luciferasa se midié como flujo total,
expresado en fotones por segundo por centimetro cuadrado por estereorradian (fotones/s/cm?/sr), liberados por la
actividad luciferasa en los tejidos seleccionados a las 7 semanas después de la inyeccion. Los resultados se
presentaron como media + error estandar de la media, *p<0,05; **p<0,001.

La figura 9 muestra la expresion de luciferasa en tejidos seleccionados de ratones en los que se inyectd por via
intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-Des-Luc2 (control, sin Sk-SH, n=5), AAV9sc-Sk-SH1-Des-
Luc2 (Sk-SH1, n=4), AAV9sc-Sk-SH2-Des-Luc2 (Sk-SH2, n=4), AAV9sc-Sk-SH3-Des-Luc2 (Sk-SH3, n=4), AAV9sc-
Sk-SH4-Des-Luc2 (Sk-SH4, n=4), AAV9sc-Sk- SH5-Des-Luc2 (Sk-SH5, n=1), AAV9sc-Sk-SH6-Des-Luc2 (Sk-SH5,
n=3) o AAV9sc-Sk-SH7-Des-Luc2 (Sk-SH6, n=4). La expresion de luciferasa se midié como flujo total, expresado en
fotones por segundo por centimetro cuadrado por estereorradian (fotones/s/cm?/sr), liberados por la actividad
luciferasa en el tejido seleccionado a las 7 semanas después de la inyeccion. Los resultados se presentaron como
media + error estandar de la media, *p<0,05; **p<0,001.

Figura 10: (A) Diagrama esquematico del constructo de plasmido AAVsc-CMV-Luc2-SV40pA con indicacion de donde
se clona el promotor de citomegalovirus (CMVp) en el sentido de 5’ del gen de luciferasa de luciérnaga (Luc2). Las
abreviaturas usadas son: ITR: repeticion terminal invertida viral; SV40pA: sitio de poliadenilaciéon del virus de simios
40. (B) Expresion de luciferasa en tejidos seleccionados de ratones en los que se inyecto, por via intravenosa, de
izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-CMV-Luc2 (CMV, n=4), AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc2 (Sk-SH4, n=2), AAV9sc-
CSk-SH1-Des-Luc2 (CSk-SH1, n=4) o AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc2 (CSk-SH5, n=4). La expresion de luciferasa se
midi6 como flujo total, expresado en fotones por segundo por centimetro cuadrado por estereorradian
(fotones/s/cm?/sr), liberados por la actividad luciferasa en el tejido seleccionado. Los resultados se presentaron como
media + error estandar de la media. (C) Diferencia en la expresion de luciferasa en tejido cardiaco y muscular de
ratones en los que se inyectd, por via intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc2
(Sk-SH4, n=2), AAV9sc-CSk-SH1-Des-Luc2 (CSk-SH1, n=4) o AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc2 (CSk-SH5, n=4) en
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comparacion con ratones en los que se inyect6 el vector de AAV9sc-CMV-Luc2 (CMV, n=4). La expresion de luciferasa
se midi6 como flujo total, expresado en fotones por segundo por centimetro cuadrado por estereorradian
(fotones/s/cm?/sr), liberados por la actividad luciferasa en los tejidos seleccionados a las 7 semanas después de la
inyeccion. Los resultados se presentaron como media + error estandar de la media.

La figura 11 muestra fragmentos funcionales y los sitios de unién a factores de transcripcion (TFBS) indicados de
CSk-SH1 (A), CSk-SH-5 (B) y Sk-SH4 (C) mapeados en una representacion esquematica de SEQ ID NO:1 (A), SEQ
ID NO:5 (B) y SEQ ID NO:10 (C), respectivamente.

Figura 12: Diferencia en el nivel de ARNm de Luc en tejido cardiaco y muscular de ratones en los que se inyecto, por
via intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-Sk-SH1-Des-Luc2 (Sk-SH1), AAV9sc-Sk-SH2-Des-Luc2
(Sk-SH2), AAV9sc-Sk-SH3-Des-Luc2 (Sk-SH3), AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc2 (Sk-SH4), AAV9sc-Sk-SH6-Des-Luc?2
(Sk-SH6) o AAV9sc-Sk-SH7-Des-Luc2 (Sk-SH7) en comparacion con ratones en los que se inyecto el vector de control
AAV9sc-Des-Luc2 sin elemento regulador de acido nucleico (control, sin Sk-SH). Los niveles de ARNm de Luc se
midieron mediante un método de RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) a partir de ARN total extraido de biopsias de los
tejidos indicados. Los resultados se presentaron como media + error estandar de la media, *p<0,05; **p<0,001.

Figura 13: Eficiencia de transduccion en diferentes érganos de ratones en los que se inyecto el vector de AAV9sc-Sk-
SH4-Des-MVM-Luc-pA (A) o el vector de AAV9sc-Sk-SH1-Des-MVM-Luc-pA (B). Se determiné el nimero de copias
de AAV en relacion con 100 ng de ADN genémico para ambos vectores (n=3).

La figura 14 muestra la expresion de luciferasa en tejido cardiaco y muscular de ratones en los que se inyecto, por
via intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-Des-Luc (control, sin Sk-SH), AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc
(Sk-SH4), AAV9sc-Sk-SH42-Des-Luc (Sk-SH42), AAV9sc-Sk-SH4P-Des-Luc (Sk-SH4P), AAV9sc-Sk-SH4c-Des-Luc
(Sk-SH49), AAV9sc-Sk-SH49-Des-Luc (Sk-SH4°) o AAV9sc-Sk-SH4e-Des-Luc (Sk-SH4¢). La expresion de luciferasa
se midi6 como flujo total, expresado en fotones por segundo por centimetro cuadrado por estereorradian
(fotones/s/cm?/sr), liberados por la actividad luciferasa en el tejido seleccionado 5 semanas después de la inyeccion.
Los resultados se presentaron como media + error estandar de la media. Se indica la diferencia en veces en la
expresion de luciferasa en ratones en los que se inyectd Sk-SH4 y Sk-SH4® en comparacion con ratones en los que
se inyecto el vector de control AAV9sc-Des-Luc2 sin elemento regulador de acido nucleico.

Figura 15: Ensayo de inmunoprecipitaciéon de cromatina (CHIP) para tejido cardiaco (A, C) y muscular (B, D) de
ratones en los que se inyectd AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc (A, B) o AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc (C, D) (5x10° vg/raton).
Se usaron anticuerpos especificos para los factores de transcripcion CEBP, SRF y MEF2. Se disefiaron cebadores de
PCR para amplificar una region de Sk-SH4 que se une a CEBP y SRF, o una region de CSk-SH5 que se une a CEBP
y MEF2, y como control negativo (-) se usd una region no transcrita en el cromosoma 17. Se determinaron los
acontecimientos de unién para 102 células para cada uno de los pares de cebadores correspondientes. Los resultados
se presentan como media + error estandar de la media. Se indica una diferencia significativa en comparacion con el
control negativo (prueba de la t, * P<0,05).

La figura 16 muestra representaciones esquematicas de constructos de plasmidos de AAV monocatenarios (single-
stranded, ss) dados a conocer en el presente documento, que comprenden el transgén de microdistrofinal (MD1) (A,
AAVss-SkSH4-Des-MVM-MD1) o folistatina (FST) (C, AAVssSkSH4-Des-MVM-FST-2A-Luc2) regulado por el
promotor de desmina operativamente unido al elemento regulador de acido nucleico especifico de musculo SkSH4
clonado en el sentido de 5’ del promotor de desmina. El gen de folistatina se unioé al gen indicador de Luc2 a través de
un péptido 2A. Los casetes de expresion comprenden ademas el intrén del Virus Diminuto del Ratén (MVM) y el sitio
de poliadenilacion (pA) sintético Proudfoot de 49 pb. Los casetes de expresion estan flanqueados por repeticiones
terminales invertidas (ITR). (B) Secuencia de nucleétidos del constructo de plasmido AAVss-SkSH4-Des-MVM-MD1
(SEQ ID NO:44). (D) Secuencia de nucleotidos del constructo de plasmido AAVss-SkSH4-Des-MVM-FST-2A-Luc?2
(SEQ ID NO:45).

Figura 17: Prueba de cinta de correr para ratones MDX-SCID en los que se inyectd, de izquierda a derecha, PBS
(control), AAVss-Sk-SH4-Des-MVMFST-2A-Luc, AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1, o la combinacion de AAVss-Sk-
SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc y AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1. Los resultados se expresan como la distancia
calculada cubierta por cada grupo de ratones cuando corren en una maquina de cinta de correr.

Figura 18: (A) Tincion con hematoxilina/eosina de tejidos del musculo gastrocnemio de ratones MDX/SCID en los que
se inyectdé PBS (a, control), AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc (b), AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 (c) o la
combinaciéon de AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 y AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc (d). (B) Cuantificacion de
células nucleadas centralmente en ratones silvestres C57BI/6, ratones MDX/SCID no tratados (control) y ratones
MDX/SCID en los que se inyectd AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 (MD1), AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc (FST)
o ambos vectores terapéuticos (FST+MD1). El andlisis estadistico se realizé sobre miofibras transectadas
transversalmente tefiidas con H&E del musculo gastrocnemio incrustado en parafina. *** <0,0001 **<0,001 *<0,05

Figura 19: Niveles de ARNm de microdistrofinal (MD1) (A, B) y folistatina (FST) (C) en tejidos cardiacos y musculares
(gastrocnemio y cuadriceps) de ratones en los que se inyectd, por via intravenosa, el vector de AAVss-Sk-SH4-Des-
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MVM-MD1 (A), la combinacion de AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 y AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc (B), o
AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST (C) en relacién con la expresion del gen de mantenimiento endogeno (GAPDH:
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). Los resultados se presentan como expresion relativa de MD1 o FST (AACT).

La figura 20 muestra representaciones esquematicas de constructos de AAV autocomplementarios (self-
complementary, sc) dados a conocer en el presente documento, que comprenden el transgén de luciferasa (Luc)
regulado por (a) el promotor de desmina (desmina) especifico de musculo cardiaco y esquelético, (b) el promotor de
SPc5-12, (c) el promotor de citomegalovirus (CMV), (d) el promotor de desmina operativamente unido a un elemento
regulador de acido nucleico especifico de musculo (Sk-SH) clonado en el sentido de 5" del promotor de desmina, o (e)
el promotor de SPc5-12 operativamente unido a un elemento regulador de acido nucleico especifico de musculo (Sk-
SH) clonado en el sentido de 5’ del promotor de SPc5-12. Los casetes de expresion (a), (b), (d) y (e) comprenden
ademas el intrén del Virus Diminuto del Ratén (MVM) y una sefal de poliadenilacion (pA). Los casetes de expresion
estan flanqueados por repeticiones terminales invertidas (ITR).

Figura 21: Diferencia en los niveles de ARNm de Luc en tejidos seleccionados de ratones CB17/IcrTac/Prkdcscid en
los que se inyecto, por via intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de AAVsc-CMV-Luc, AAVsc-Des-MVM-Luc,
AAVsc-Sk-SH4-Des-MVM-Luc, AAVsc-SPc5-12-MVM-Luc o AAVsc-Sk-SH4-SPc5-12-MVM-Luc tal como se muestra
de manera esquematica en la figura 20, en comparacién con ratones en los que se inyecto el vector de AAVsc-CMV-
Luc. Los niveles de ARNm de Luc se midieron mediante qRT-PCR a partir de ARN total extraido de biopsias de los
tejidos indicados. Los resultados se presentaron como media + error estandar de la media, *p<0,05; **p<0,001.

Descripcion

Tal como se usan en el presente documento, las formas singulares “uno”, “una” y “el/la” incluyen referencias tanto
singulares como plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Los términos “que comprende”, “comprende” y “compuesto por” tal como se usan en el presente documento son
sinénimos de “que incluye”, “incluye” o “que contiene”, “contiene”, y son inclusivos o de extremos abiertos y no excluyen
miembros, elementos o etapas de método adicionales no mencionados. Los términos también abarcan “que consiste
en” y “que consiste esencialmente en”, que gozan de significados bien establecidos en la terminologia de patentes.

La menciodn de intervalos numéricos por puntos extremos incluye todos los nimeros y fracciones incluidos dentro de
los respectivos intervalos, asi como los puntos extremos mencionados.

Los términos “alrededor” o “aproximadamente” tal como se usan en el presente documento cuando se refieren a un
valor medible, tal como un parametro, una cantidad, una duracion temporal, etc., pretenden abarcar variaciones de y
desde el valor especificado, tales como variaciones de +/-10 % o menos, preferiblemente +/-5% o menos, mas
preferiblemente +/-1 % o menos, y aun mas preferiblemente +/-0,1 % o menos del valor especificado, en la medida en
que tales variaciones sean apropiadas de realizar en la invencién dada a conocer. Debe entenderse que el valor al
que se refiere el modificador “aproximadamente” en si mismo también se da a conocer especifica y preferiblemente.

Mientras que los términos “uno o mas” o “al menos uno”, tal como uno o0 mas miembros o al menos un miembro de un
grupo de miembros, estan claros per se, por medio de ejemplificacion adicional, el término abarca, entre otras cosas,
una referencia a uno cualquiera de dichos miembros, o a dos 0 mas de dichos miembros, tales como, por ejemplo,
cualquier 23, 24, 25, 26 o 27, etc. de dichos miembros, y hasta todos de dichos miembros. En otro ejemplo, “uno o
mas” o “al menos uno” puede referirse a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas.

Se incluye la descripcion de los antecedentes de la invencion en el presente documento para explicar el contexto de
la invencion. Esto no debe tomarse como una admisiéon de que alguno de los materiales a los que se hace referencia
se publicd, se conocio o formaba parte del conocimiento general comun en algun pais a partir de la fecha de prioridad
de cualquiera de las reivindicaciones.

Salvo que se defina otra cosa, todos los términos usados en la divulgacién de la invencion, incluyendo los términos
técnicos y cientificos, tienen el significado comunmente entendido por un experto habitual en la técnica a la que
pertenece esta invencion. Por medio de orientacién adicional, se incluyen definiciones de términos para apreciar mejor
la ensefianza de la invenciéon. Cuando se definen términos especificos en conexién con un aspecto particular de la
invencion o una realizacion particular de la invencion, tal connotacion se aplica a lo largo de esta memoria descriptiva,
es decir, también en el contexto de otros aspectos o realizaciones de la invencién, a menos que se defina otra cosa.

En los siguientes pasajes se definen con mas detalle diferentes aspectos o realizaciones de la invencion. Cada aspecto
o realizacion asi definido puede combinarse con otro(s) aspecto(s) o realizacion/realizaciones cualquiera/cualesquiera
a menos que se indique claramente lo contrario. En particular, cualquier rasgo indicado como preferido o ventajoso
puede combinarse con cualquier otra caracteristica o rasgo indicado como preferido o ventajoso.

La referencia a lo largo de esta memoria descriptiva a “una realizacion” significa que un rasgo, estructura o
caracteristica particular descrita en conexion con la realizacion se incluye en al menos una realizacion de la presente
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invencion. Por tanto, las apariciones de la frase “en una realizacién” en diversos lugares a lo largo de esta memoria
descriptiva no necesariamente todas hacen referencia a la misma realizacion, pero puede ocurrir. Ademas, los rasgos,
estructuras o caracteristicas particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada, tal como resultaria
evidente para un experto en la técnica de esta divulgacion, en una o mas realizaciones. Ademas, mientras que algunas
realizaciones descritas en el presente documento incluyen algunos pero no otros rasgos incluidos en otras
realizaciones, las combinaciones de rasgos de diferentes realizaciones estan destinadas a estar dentro del alcance
de la invencion, y formar diferentes realizaciones, tal como entenderian los expertos en la técnica. Por ejemplo, en las
reivindicaciones adjuntas, cualquiera de las realizaciones reivindicadas puede usarse en cualquier combinacion.

Para métodos generales relacionados con la invencion, se hace referencia, entre otras cosas, a libros de texto muy
conocidos, tales como, por ejemplo, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed.” (Sambrook et al., 1989), “Current
Protocols in Molecular Biology” (Ausubel et al., 1987).

En el presente documento se da a conocer un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica
especifica de musculo que comprende, que consiste esencialmente en (es decir, el elemento regulador puede
comprender por ejemplo adicionalmente secuencias usadas para fines de clonacion, pero las secuencias indicadas
constituyen la parte esencial del elemento regulador, por ejemplo, no forman parte de una regién reguladora mas
grande tal como un promotor), o que consiste en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, una secuencia que tiene al menos el
80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos
el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias, o un
fragmento funcional de las mismas (es decir, un fragmento funcional de una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, o de una secuencia
que tiene un alto porcentaje de identidad de secuencia con cualquiera de dichas secuencias).

Un ‘elemento regulador’ tal como se usa en el presente documento se refiere a un elemento de control transcripcional,
en particular un elemento de control transcripcional de actuacion en cis no codificante, capaz de regular y/o controlar
la transcripcién de un gen, en particular la transcripcion especifica de tejido de un gen. Los elementos reglamentarios
comprenden al menos un sitio de union a factores de transcripcion (TFBS), mas en particular al menos un sitio de
union para un factor de transcripcion especifico de tejido, lo mas particularmente al menos un sitio de unién para un
factor de transcripcion especifico de musculo. Normalmente, los elementos reguladores usados en el presente
documento aumentan o potencian la expresion dirigida por promotores en comparacion con la transcripcion del gen a
partir del promotor solo, sin los elementos reguladores. Por tanto, los elementos reguladores comprenden
particularmente secuencias potenciadoras, aunque debe entenderse que los elementos reguladores que potencian la
transcripcion no se limitan a secuencias potenciadoras en el sentido de 5’ lejanas tipicas, sino que pueden aparecer a
cualquier distancia del gen que regulan. De hecho, en la técnica se conoce que las secuencias que regulan la
transcripcion pueden estar situadas o bien en el sentido de 5’ (por ejemplo, en la regidon promotora) o bien en el sentido
de 3’ (por ejemplo, en la UTR en 3) del gen que regulan in vivo, y pueden ubicarse en las inmediaciones del gen o
mas lejos. Cabe destacar que, aunque los elementos reguladores dados a conocer en el presente documento
normalmente comprenden secuencias que se producen de manera natural, combinaciones de (partes de) tales
elementos reguladores o varias copias de un elemento regulador, es decir, elementos reguladores que comprenden
secuencias que no se producen de manera natural, se consideran también por si mismos como elemento regulador.
Los elementos reguladores tal como se usan en el presente documento pueden comprender parte de una secuencia
mas grande implicada en el control transcripcional, por ejemplo, parte de una secuencia promotora. Sin embargo, los
elementos reguladores solos no son normalmente suficientes para iniciar la transcripcion, sino que requieren un
promotor para este fin. Los elementos reguladores dados a conocer en el presente documento se proporcionan como
moléculas de acido nucleico, es decir, acidos nucleicos aislados o moléculas de acido nucleico aisladas. Dicho
elemento regulador de acido nucleico tiene por tanto una secuencia que es solo una pequefia parte de la secuencia
gendémica que se produce de manera natural y por tanto no se produce de manera natural como tal, sino que esta
aislada de la misma.

El término “acido nucleico” tal como se usa en el presente documento se refiere normalmente a un oligémero o
polimero (preferiblemente un polimero lineal) de cualquier longitud compuesto esencialmente por nucledtidos. Una
unidad de nucleétido incluye comunmente una base heterociclica, un grupo azucar y al menos uno, por ejemplo, uno,
dos o tres grupos fosfato, incluyendo grupos fosfato modificados o sustituidos. Las bases heterociclicas pueden incluir,
entre otras, bases de purina y pirimidina, tales como adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T) y uracilo (U) que
estan muy extendidas en acidos nucleicos que se producen de manera natural, otras bases que se producen de
manera natural (por ejemplo, xantina, inosina, hipoxantina), asi como bases quimica o bioquimicamente modificadas
(por ejemplo, metiladas), no naturales o derivatizadas. Los grupos azucar pueden incluir, entre otros, grupos pentosa
(pentofuranosa), tales como preferiblemente ribosa y/o 2-desoxirribosa comun en acidos nucleicos que se producen
de manera natural, o grupos azucar de arabinosa, 2-desoxiarabinosa, treosa o hexosa, asi como grupos azucar
modificados o sustituidos. Los acidos nucleicos tal como se pretende en el presente documento pueden incluir
nucleétidos naturales, nucleétidos modificados o mezclas de los mismos. Un nucleétido modificado puede incluir una
base heterociclica modificada, un resto azicar modificado, un grupo fosfato modificado o una combinacion de los
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mismos. Pueden introducirse modificaciones de grupos fosfato o azlcares para mejorar la estabilidad, resistencia a la
degradacion enzimatica o alguna otra propiedad util. El término “acido nucleico” abarca ademas preferiblemente
moléculas de ADN, ARN e hibridas de ADN/ARN, incluyendo especificamente ARNhn, pre-ARNm, ARNm, ADNc, ADN
gendmico, productos de amplificacion, oligonucleétidos e hibridos de ADN/ARN, ARN o ADN sintéticos (por ejemplo,
sintetizados quimicamente). Un acido nucleico puede producirse de manera natural, por ejemplo, presente en o aislado
de la naturaleza; o puede producirse de manera no natural, por ejemplo, recombinante, es decir, producirse por
tecnologia de ADN recombinante, y/o quimica o bioquimicamente, de manera parcial o completa. Un “acido nucleico”
puede ser bicatenario, parcialmente bicatenario o monocatenario. Cuando es monocatenario, el acido nucleico puede
ser la hebra sentido o la hebra antisentido. Ademas, el acido nucleico puede ser circular o lineal.

Tal como se usa en el presente documento, “sitio de unién a factor de transcripcién”, “secuencia de union a factor de
transcripcion” o “TFBS” se refiere a una secuencia de una region de acido nucleico a la que se unen factores de
transcripcion. Los ejemplos no limitativos de TFBS incluyen sitios de union para el factor de transcripcion 3, también
conocido como TCF3 o E2A, sitios de unién para el factor nuclear |, también conocido como NF1; sitios de union para
la proteina de unién a potenciador-CCAAT, también conocido como C/EBP; sitios de unién para diferenciacion
miogénica, también conocido como MyoD; sitios de unién para la proteina de unién a elementos reguladores de
esteroles, también conocidos como SREBP; sitios de unidn para el factor relacionado con leucemia/linfoma, también
conocido como LRF; sitios de unién para la proteina 53, también conocida como p53; sitios de unién para el factor
nuclear de hepatocitos 3-alfa, también conocido como HNF3a; sitios de unioén para el factor nuclear de hepatocitos 3-
beta, también conocido como HNF3b; sitios de unién para el factor nuclear de hepatocitos 4, también conocido como
HNF4; sitios de unién para el factor potenciador especifico de miocitos 2A, también conocido como MEF2A o RSRFC4;
sitios de union para el receptor activado por proliferador de peroxisoma, también conocido como PPAR; sitios de unién
para el factor de respuesta sérica, también conocido como SRF; sitios de unién para la proteina 1b similar a activador
de transcripcién, también conocido como Tal1_b. Pueden encontrarse sitios de unién a factores de transcripcion en
bases de datos tales como Transfac®.

Las secuencias dadas a conocer en el presente documento pueden formar parte de secuencias de elementos
reguladores capaces de controlar la transcripcion de genes especificos de musculo in vivo, en particular controlar los
siguientes genes: desmina también conocida como DES, CSM1 o CSM2; actinina, alfa 2 también conocida como
ACTN2 o CMD1AA,; filamina C (FLNC) también conocida como proteina similar a actina (ABLP), filamina-2 (FLN2),
ABP-280, ABP280A, ABPA, ABPL, MFM5 o MPD4; ATPasa 1 de calcio del reticulo sarcoplasmico/endoplasmatico
también conocido como ATP2A1, ATP2A o SERCAA1; troponina | de tipo 1 (musculo esquelético lento) también
conocida como TNNI1, SSTNI o TNN1; cadena ligera de miosina de musculo esquelético rapido fosforilable (MYLPF);
miosina-1 también conocida como MYH1, MYHSA1, MYHa; MyHC-2X/D, o MyHC-2x; cadena alfa-3 de tropomiosina
también conocida como TPM3, CFTD, NEM1, OK/SW-cl.5, TM-5, TM3, TM30, TM30nm, TM5, TPMsk3, TRK, hTM5 o
hscp30; y proteina 2 que contiene dominios de repeticion de anquirina también conocida como ANKRD2, o ARPP. En
consecuencia, los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden
comprender una secuencia de elementos reguladores de Des, es decir, elementos reguladores que controlan la
expresion del gen Des in vivo, por ejemplo, elementos reguladores que comprenden SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:18, o fragmentos funcionales de los mismos. Los elementos reguladores de acido nucleico
dados a conocer en el presente documento pueden comprender una secuencia de elementos reguladores de ACTN2,
es decir, elementos reguladores que controlan la expresion in vivo del gen ACTNZ2, por ejemplo elementos reguladores
que comprenden SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:20, o fragmentos funcionales de los mismos.
Los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden comprender una
secuencia de elementos reguladores de FLNC, es decir, elementos reguladores que controlan la expresion in vivo del
gen FLNC, por ejemplo elementos reguladores que comprenden SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:22, o fragmentos funcionales de los mismos. Los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer en
el presente documento pueden comprender una secuencia de elementos reguladores de ATP2A1, es decir, elementos
reguladores que controlan la expresion in vivo del gen ATP2A1, por ejemplo elementos reguladores que comprenden
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:23, o fragmentos funcionales de los mismos. Los elementos reguladores de acido nucleico
dados a conocer en el presente documento pueden comprender una secuencia a partir de elementos reguladores
TNNI1, es decir, elementos reguladores que controlan la expresion in vivo del gen TNNI1, por ejemplo elementos
reguladores que comprenden SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:25, o fragmentos funcionales
de los mismos. Los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden
comprender una secuencia de elementos reguladores de MYLPF, es decir, elementos reguladores que controlan la
expresion del gen MYLPF in vivo, por ejemplo, elementos reguladores que comprenden SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:26,
o fragmentos funcionales de los mismos, tales como elementos reguladores que comprenden o que consisten en SEQ
ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40 o SEQ ID NO:41. Los elementos reguladores de acido
nucleico dados a conocer en el presente documento pueden comprender una secuencia de elementos reguladores de
MYH1, es decir, elementos reguladores que controlan la expresion del gen MYH1 in vivo, por ejemplo elementos
reguladores que comprenden SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:27, o fragmentos funcionales de los mismos. Los elementos
reguladores de acido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden comprender una secuencia de
elementos reguladores de TPM3, es decir, elementos reguladores que controlan la expresion in vivo del gen TPM3,
por ejemplo elementos reguladores que comprenden SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:28, o fragmentos funcionales de los
mismos. Los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden comprender
una secuencia de elementos reguladores de ANKRD?2, es decir, elementos reguladores que controlan la expresion del
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gen ANKRD?2 in vivo, por ejemplo elementos reguladores que comprenden SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:29, o
fragmentos funcionales de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “identidad” e “idéntico” y similares se refieren a la similitud
de secuencia entre dos moléculas poliméricas, por ejemplo, entre dos moléculas de acido nucleico, por ejemplo, dos
moléculas de ADN. Pueden hacerse alineaciones de secuencias y la determinacién de la identidad de secuencia, por
ejemplo, usando la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLAST) originalmente descrita por Altschul
et al. 1990 (J Mol Biol 215: 403-10), tal como el algoritmo “Blast 2 sequences” descrito por Tatusova y Madden 1999
(FENS Microbiol Lett 174: 247-250). Normalmente, el porcentaje de identidad de secuencia se calcula a lo largo de
toda la longitud de la secuencia. Tal como se usa en el presente documento, el término “sustancialmente idéntico”
indica al menos el 90 %, preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 %, de
identidad de secuencia.

El término ‘fragmento funcional’ tal como se usa en la solicitud se refiere a fragmentos de las secuencias de elementos
reguladores dados a conocer en el presente documento que conservan la capacidad de regular la expresion especifica
de musculo, es decir, todavia pueden conferir especificidad de tejido y son capaces de regular expresion de un
(trans)gen del mismo modo (aunque posiblemente no en la misma medida) que la secuencia de la que se derivan. Los
fragmentos funcionales pueden comprender preferiblemente al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 35, al
menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100, al menos
120, al menos 150, al menos 200, al menos 250, al menos 300, al menos 350, o al menos 400 nucleotidos contiguos
de la secuencia de la que se derivan. También preferiblemente, los fragmentos funcionales pueden comprender al
menos 1, mas preferiblemente al menos 2, al menos 3, o al menos 4, incluso mas preferiblemente al menos 5, al
menos 10 o al menos 15 de los sitios de unidn a factores de transcripcion (TFBS) que estan presentes en la secuencia
de la que se derivan.

“Expresion especifica de musculo” tal como se usa en la solicitud se refiere a la expresion preferente o predominante
de un (trans)gen (tal como ARN y/o polipéptido) en musculos o tejidos musculares, en comparacion con otros tejidos
(es decir, no musculares). Al menos el 50 %, mas particularmente al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el
75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %
o el 100 % de la expresion (trans)génica puede producirse dentro del musculo. La expresion especifica de musculo
puede suponer que no haya ‘fuga’ de producto genético expresado a otros 6rganos o tejidos distintos del musculo,
tales como pulmon, higado, cerebro, rifidn y/o bazo.

Tal como se usa en el presente documento, “expresion especifica del musculo cardiaco y esquelético” se refiere a la
expresion preferente o predominante de un (trans)gen en el corazon, en particular el musculo cardiaco, y el musculo
esquelético. Al menos el 50 %, mas particularmente al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos
el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 % de la
expresion (trans)génica puede producirse dentro del corazon y el masculo esquelético. Por tanto, menos del 10 %,
menos del 5 %, menos del 2 % o incluso menos del 1 % de la expresion (trans)génica puede producirse en un érgano
o tejido distinto del corazon y el musculo esquelético.

Tal como se usa en el presente documento, “expresion especifica del musculo esquelético” se refiere a la expresion
preferente o predominante de un (trans)gen en el musculo esquelético. Al menos el 50 %, mas particularmente al
menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos
el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 % de la expresién (trans)génica puede producirse dentro del
musculo esquelético. Por tanto, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 2 % o incluso menos del 1 % de la
expresion (trans)génica puede producirse en un érgano o tejido distinto del musculo esquelético.

Lo mismo se aplica cambiando lo que se tenga que cambiar para la expresion especifica de miocitos y especifica de
mioblastos, que puede considerarse como una forma particular de expresion especifica de musculo. A lo largo de toda
la solicitud, cuando se menciona especifico de musculo en el contexto de la expresion, también se contemplan
explicitamente expresion especifica de miocitos y expresion especifica de mioblastos. De manera similar, cuando se
usa expresion especifica de musculo cardiaco y esquelético en la solicitud, también se prevé explicitamente la
expresion especifica de miocitos esqueléticos y cardiomiocitos y la expresion especifica de mioblastos esqueléticos y
mioblastos cardiacos. De manera similar, cuando se usa expresion especifica del musculo esquelético en la solicitud,
también se prevé explicitamente la expresion especifica de miocitos esqueléticos y la expresion especifica de
mioblastos esqueléticos.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “musculo del corazén” o “musculo cardiaco” se refieren al
tipo de musculo estriado regulado de forma auténoma que se encuentra en el corazoén.

Tal como se usa en el presente documento, el término “musculo esquelético” se refiere al tipo de musculo estriado y
controlado voluntariamente que esta unido al esqueleto. Los ejemplos no limitativos de musculo esquelético incluyen
el biceps, el triceps, el cuadriceps, el tibial interior y el masculo gastrocnemio.

El término “miocito”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una célula que se ha diferenciado de un
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mioblasto progenitor de manera que es capaz de expresar un fenotipo especifico del musculo en condiciones
apropiadas. Los miocitos diferenciados terminalmente se fusionan entre si para formar miotubos, un componente
importante de las fibras musculares. El término “miocito” también se refiere a miocitos que estan desdiferenciados. El
término incluye células in vivo y células cultivadas ex vivo, independientemente de si tales células son primarias o se
han sometido a pases.

El término “mioblasto” usado en el presente documento se refiere a una célula embrionaria en el mesodermo que se
diferencia para dar lugar a una célula muscular o miocito. El término incluye células in vivo y células cultivadas ex vivo,
independientemente de si tales células son primarias o se han sometido a pases.

En el presente documento se da a conocer un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica
especifica de musculo que comprende, que consiste esencialmente en o que consiste en un fragmento funcional de
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO:13, una secuencia que tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas
preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %,
el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias, en el que dicho fragmento funcional comprende
al menos 20, preferiblemente al menos 25, mas preferiblemente menos al 50, al menos 100, al menos 200 o al menos
250 nucledtidos contiguos de la secuencia de la que se deriva, y en el que dicho fragmento funcional comprende al
menos 1, preferiblemente al menos 5, mas preferiblemente al menos 10 o al menos 15 de los sitios de unién a factores
de transcripcion (TFBS) que estan presentes en la secuencia de la que se deriva.

Un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo cardiaco y
esquelético puede comprender un fragmento funcional de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, o una secuencia que tiene al
menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente
al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas
secuencias, en el que dicho fragmento funcional comprende al menos 20, preferiblemente al menos 25, mas
preferiblemente al menos 50, al menos 100, al menos 200 o al menos 250 nucleétidos contiguos de la secuencia de
la que se deriva, y en el que dicho fragmento funcional comprende al menos 1, preferiblemente al menos 5, mas
preferiblemente al menos 10 o al menos 15 de los sitios de union a factores de transcripcion (TFBS) que estan
presentes en la secuencia de la que se deriva.

Mas particularmente, un elemento regulador de acido nucleico para mejorar la expresion génica especifica de musculo
cardiaco y esquelético puede comprender un fragmento funcional de una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:5, o una secuencia que tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el
85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el
96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias, en el que dicho fragmento funcional
consiste en la secuencia de nucleétidos desde la posicion 33 hasta 58 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleétidos
desde la posicion 90 hasta 142 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleétidos desde la posicion 143 hasta 233 en SEQ
ID NO:1; la secuencia de nucleétidos desde la posicién 240 hasta 310 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleétidos
desde la posicion 90 hasta 233 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleotidos desde la posicion 47 hasta 130 en SEQ
ID NO:5; la secuencia de nucledtidos desde la posicion 252 hasta 293 en SEQ ID NO:5; o la secuencia de nucleétidos
desde la posicion 330 hasta 450 en SEQ ID NO:5.

Un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo esquelético puede
comprender un fragmento funcional de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, una secuencia que tiene al menos
el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias,
en el que dicho fragmento funcional comprende al menos 20, preferiblemente al menos 25, mas preferiblemente al
menos 50, al menos 100, al menos 200 o menos al 250 nucledtidos contiguos de la secuencia de la que se deriva, y
en el que dicho fragmento funcional comprende al menos 1, preferiblemente al menos 5, mas preferiblemente al menos
10 o al menos 15 de los sitios de unién a factores de transcripcion (TFBS) presentes en la secuencia de la que se
deriva.

Mas particularmente, un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de
musculo esquelético puede comprender un fragmento funcional de SEQ ID NO:10 o una secuencia que tiene al menos
el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con SEQ ID NO:10, en el que dicho
fragmento funcional consiste en la secuencia de nucledtidos desde la posicion 10 hasta 180 en SEQ ID NO:10; la
secuencia de nucleétidos desde la posicion 190 hasta 240 en SEQ ID NO:10; la secuencia de nucledtidos desde la
posicion 241 hasta 300 en SEQ ID NO:10; la secuencia de nucleétidos desde la posicion 241 hasta 360 en SEQ ID
NO:10; o la secuencia de nucleétidos desde la posiciéon 380 hasta 420 en SEQ ID NO:10.

Por ejemplo, los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden
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comprender o consistir en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: la secuencia de nucleétidos desde
la posicidon 33 hasta 58 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleétidos desde la posicién 90 hasta 142 en SEQ ID NO:1;
la secuencia de nucleétidos desde la posicién 143 hasta 233 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleétidos desde la
posiciéon 240 hasta 310 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleétidos desde la posicion 90 hasta 233 en SEQ ID NO:1;
la secuencia de nucleétidos desde la posicidon 47 hasta 130 en SEQ ID NO:5; la secuencia de nucleétidos desde la
posicion 252 hasta 293 en SEQ ID NO:5; la secuencia de nucleétidos desde la posicién 330 hasta 450 en SEQ ID
NO:5; la secuencia de nucledtidos desde la posicion 10 hasta 180 en SEQ ID NO:10; la secuencia de nucledtidos
desde la posicion 190 hasta 240 en SEQ ID NO:10; la secuencia de nucledtidos desde la posicion 241 hasta 300 en
SEQ ID NO:10; la secuencia de nucleétidos desde la posicion 241 hasta 360 en SEQ ID NO:10; la secuencia de
nucledtidos desde la posicion 380 hasta 420 en SEQ ID NO:10; o una secuencia que tiene al menos el 95 % de
identidad con cualquiera de dichas secuencias.

Por ejemplo, los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer en el presente documento comprenden o
consisten en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 33
hasta 310 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleétidos desde la posicién 47 hasta 450 en SEQ ID NO:5; la secuencia
de nucledtidos desde la posicion 10 hasta 420 en SEQ ID NO:10, o una secuencia que tiene al menos el 95 % de
identidad con cualquiera de dichas secuencias.

Ademas, se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la
expresion génica especifica de musculo que comprende, que consiste esencialmente en o consiste en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, o una secuencia tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el
90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad
con cualquiera de estas secuencias.

Un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo cardiaco y
esquelético puede comprender una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, o una secuencia que tiene al menos el 80 %, preferiblemente
al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, tal como el
95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias.

Un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo esquelético puede
comprender, consistir esencialmente en o consistir en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, o una secuencia
que tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas
preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera
de estas secuencias.

Se dan a conocer ademas en el presente documento elementos reguladores de acido nucleico para potenciar la
expresion génica especifica de musculo, que comprenden, que consisten esencialmente en o que consisten en una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20,
SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ
ID NO:28, SEQ ID NO:29, un fragmento funcional de los mismos que comprende SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ
ID NO:11, SEQ ID NO:12 0 SEQ ID NO:13, o una secuencia que tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el
85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el
96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias.

Los elementos reguladores de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo cardiaco y
esquelético pueden comprender, consistir esencialmente en o consistir en una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, un
fragmento funcional del mismo que comprende SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, o SEQ ID NO:6, o una secuencia que tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas
preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %,
el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias.

Los elementos reguladores de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo esquelético
pueden comprender, consistir esencialmente en o consistir en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, un
fragmento funcional del mismo que comprende SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:11, SEQ. ID NO:12 o SEQ ID NO:13, o una secuencia que tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el
85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el
96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias.

También es posible preparar elementos reguladores de acido nucleico que comprenden una secuencia artificial
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combinando dos o mas secuencias idénticas o diferentes dadas a conocer en el presente documento o fragmentos
funcionales de las mismas. Por consiguiente, se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de
acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo que comprende al menos dos secuencias
seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID
NO:13, una secuencia que tiene al menos el 90 %, preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el
97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias, o un fragmento funcional de las mismas.

También se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la
expresion génica especifica de musculo, en particular la expresion génica especifica de musculo cardiaco y
esquelético, que comprende al menos dos secuencias seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO:1, SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, una secuencia que tiene al menos el 90 %,
preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera
de estas secuencias, o un fragmento de las mismas.

También se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la
expresion génica especifica de musculo, en particular la expresion génica especifica de musculo esquelético, que
comprende al menos dos secuencias seleccionadas del grupo que consiste en: SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, una secuencia que tiene al menos el 90 %,
preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera
de estas secuencias, o un fragmento de las mismas.

Por ejemplo, se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de acido nucleico que comprende, que
consiste esencialmente en o que consiste en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:5; un elemento regulador de acido nucleico
que comprende, que consiste esencialmente en o que consiste en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:10; un elemento
regulador de acido nucleico que comprende, que consiste esencialmente en o que consiste en SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:5 y SEQ ID NO:10; un elemento regulador de acido nucleico que comprende, que consiste esencialmente en o
que consiste en 2, 3, 4 o 5 repeticiones, por ejemplo, repeticiones en tandem, de SEQ ID NO:1; un elemento regulador
de acido nucleico que comprende, que consiste esencialmente en o que consiste en 2, 3, 4 o 5 repeticiones, por
ejemplo, repeticiones en tandem, de SEQ ID NO:5; o un elemento regulador de acido nucleico que comprende, que
consiste esencialmente en o que consiste en 2, 3, 4 o 5 repeticiones, por ejemplo, repeticiones en tandem, de SEQ ID
NO:10.

Ejemplos particulares de elementos reguladores de acido nucleico que comprenden una secuencia artificial incluyen
los elementos reguladores que se obtienen mediante la reorganizacion de los sitios de unién a factores de transcripcion
(TFBS) presentes en las secuencias dadas a conocer presente en el presente documento. Dicha reorganizacion puede
abarcar cambiar el orden de los TFBS y/o cambiar la posicion de uno o mas TFBS en relacién con los otros TFBS y/o
cambiar el numero de copias de uno o mas de los TFBS. Por ejemplo, también se da a conocer en el presente
documento un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo, en
particular la expresion génica especifica de musculo cardiaco y esquelético, que comprende sitios de unién para E2A,
HNH1, NF1, C/EBP, LRF, MyoD y SREBP; o para E2A, NF1, p53, C/EBP, LRF y SREBP; o para E2A, HNH1, HNF3a,
HNF3b, NF1, C/EBP, LRF, MyoD y SREBP; o E2A, HNF3a, NF1, C/EBP, LRF, MyoD y SREBP; o para E2A, HNF3a,
NF1, CEBP, LRF, MyoD y SREBP; o para HNF4, NF1, RSRFC4, C/EBP, LRF y MyoD, o NF1, PPAR, p53, C/EBP,
LRF y MyoD. Por ejemplo, también se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de acido nucleico
para potenciar la expresion génica especifica de musculo, en particular la expresion génica especifica de musculo
esquelético, que comprende sitios de union para E2A, NF1, SRFC, p53, C/EBP, LRF y MyoD; o para E2A, NF1, C/EBP,
LRF, MyoD y SREBP; o para E2A, HNF3a, C/EBP, LRF, MyoD, SEREBP y Tal1_b; o para E2A, SRF, p53, C/EBP,
LRF, MyoD y SREBP; o para HNF4, NF1, RSRFC4, C/EBP, LRF y SREBP; o para E2A, HNF3a, HNF3b, NF1, SRF,
C/EBP, LRF, MyoD y SREBP; o para E2A, CEBP y MyoD. En ejemplos adicionales, estos elementos reguladores de
acido nucleico comprenden al menos dos, tal como 2, 3, 4 o0 mas copias de uno o mas de los TFBS mencionados.

En caso de que el elemento regulador se proporcione como un uUnico acido nucleico monocatenario, por ejemplo,
cuando se usa un vector de AAV monocatenario, la hebra complementaria se considera equivalente a las secuencias
dadas a conocer. Por tanto, también se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de acido
nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo que comprende, que consiste esencialmente en o
que consiste en el complemento de una secuencia descrita en el presente documento, en particular una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 13, una secuencia que tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al
menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 %
de identidad con cualquiera de estas secuencias, o un fragmento funcional de las mismas.

También se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la
hibridacion de la expresion génica especifica de musculo en condiciones rigurosas con un elemento regulador de acido
nucleico descrito en el presente documento, en particular con el elemento regulador de acido nucleico que comprende,
que consiste esencialmente en o que consiste en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID
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NO:1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, una secuencia que tiene al menos el
90 %, preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con
cualquiera de estas secuencias, un fragmento funcional de las mismas, o con su complemento. Dichos elementos
reguladores de acido nucleico no necesitan tener la misma longitud que la secuencia con la que se hibridan.
Preferiblemente, el tamafio de dicho elemento regulador de acido nucleico hibridante no difiere mas del 25 % en
longitud, en particular el 20 % en longitud, mas en particular el 15 % en longitud, mas en particular el 10 % en longitud
de la secuencia con la que se hibrida.

La expresion ‘hibridarse en condiciones rigurosas’ se refiere a la capacidad de una molécula de acido nucleico para
hibridarse con una molécula de acido nucleico diana en condiciones definidas de temperatura y concentracion de sal.
Normalmente, las condiciones de hibridacién estrictas estan a no de mas de 25°C a 30°C (por ejemplo, 20°C, 15°C,
10°C o 5°C) por debajo de la temperatura de fusién (Tm) del duplex nativo. Los métodos de calculo de Tm se conocen
bien en la técnica. A modo de ejemplo no limitativo, las condiciones representativas de sal y temperatura para lograr
una hibridacion rigurosa son: 1x SSC, SDS al 0,5 % a 65°C. La abreviatura SSC se refiere a un tampdn usado en
disoluciones de hibridacion de acido nucleico. Un litro de la disoluciéon tampdn de SSC de reserva 20x (veinte veces
concentrada) (pH 7,0) contiene 175,3 g de cloruro de sodio y 88,2 g de citrato de sodio. Un periodo de tiempo
representativo para lograr la hibridacion es de 12 horas.

Preferiblemente, los elementos reguladores descritos en el presente documento son plenamente funcionales, aunque
solo tienen una longitud limitada. Esto permite su uso en vectores o casetes de expresion de acido nucleico sin
restringir indebidamente su capacidad de carga util. Por consiguiente, el elemento regulador dado a conocer en el
presente documento puede ser un acido nucleico de 1500 nucleétidos o menos, 1000 nucleétidos o menos, 900
nucleétidos o menos, 800 nucledtidos o menos, 700 nucledtidos o menos, mas preferiblemente 600 nucleétidos o
menos, tal como 550 nucleétidos o menos, 500 nucleétidos o menos, 450 nucledtidos o menos, 400 nucledtidos o
menos, 350 nuclestidos o menos, o 300 nucledtidos o menos (es decir, el elemento regulador de acido nucleico tiene
una longitud maxima de 1500 nucleétidos, 1000 nucledtidos, 900 nucledtidos, 800 nucledtidos, 700 nucledtidos,
preferiblemente 600 nucledtidos, tal como 550 nucleétidos, 500 nucleétidos, 450 nucledtidos, 400 nucledtidos, 350
nucleétidos o 300 nucledtidos).

Sin embargo, debe entenderse que los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer conservan la
actividad reguladora (es decir, con respecto a la especificidad y/o actividad de transcripcion) y por tanto tienen
particularmente una longitud minima de 20 nucleétidos, 25 nucleétidos, 30 nucledtidos, 35 nucledtidos, 40 nucledtidos,
45 nucledtidos, 50 nucledétidos, 100 nucledtidos, 150 nucleétidos, 200 nucleétidos, 250 nucledtidos, 300 nucledtidos,
350 nucledtidos o 400 nucledtidos.

Por ejemplo, se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de acido nucleico de 1000 nucledtidos
o menos, preferiblemente 600 nucledtidos o menos, tal como 550 nucleétidos o menos, 500 nucledtidos o0 menos, 450
nucledtidos o menos, 400 nucleétidos o menos, 350 nucledtidos o menos o 300 nucledtidos o menos, para potenciar
la expresion génica especifica de musculo que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, una secuencia que tiene al menos
el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso mas preferiblemente al
menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias,
o un fragmento funcional de las mismas.

Los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden usarse en un casete
de expresion de acido nucleico. Por consiguiente, también se da a conocer en el presente documento el uso in vitro o
ex vivo de los elementos reguladores de acido nucleico descritos en el presente documento en un casete de expresion
de acido nucleico, asi como los elementos reguladores de acido nucleico descritos en el presente documento para su
uso en medicina, en el que dichos elementos reguladores de acido nucleico estan en un casete de expresion de acido
nucleico, o un vector.

Se da a conocer en el presente documento un casete de expresion de acido nucleico que comprende un elemento
regulador de acido nucleico tal como se describe en el presente documento, unido operativamente a un promotor. El
casete de expresion de acido nucleico puede no contener un transgén. Tal casete de expresion de acido nucleico
puede usarse para dirigir la expresion de un gen endégeno. Preferiblemente, el casete de expresion de acido nucleico
comprende un elemento regulador de acido nucleico tal como se describe en el presente documento, unido
operativamente a un promotor y un transgén.

Tal como se usa en el presente documento, el término ‘casete de expresion de acido nucleico’ se refiere a moléculas
de acido nucleico que incluyen uno o mas elementos de control transcripcional (tales como, pero sin limitarse a,
promotores, potenciadores y/o elementos reguladores, secuencias de poliadenilacion e intrones) que dirigen la
expresion (trans)génica en uno o mas tipos celulares, tejidos u érganos deseados. Normalmente, también contendran
un transgén, aunque también se prevé que un casete de expresion de acido nucleico dirija la expresion de un gen
enddgeno en una célula en la que se inserta el casete de acido nucleico.
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El término ‘unido operativamente’ tal como se usa en el presente documento se refiere a la disposicion de diversos
elementos de moléculas de acido nucleico en relacién entre si de manera que los elementos estan funcionalmente
conectados y son capaces de interaccionar entre si. Tales elementos pueden incluir, sin limitacién, un promotor, un
potenciador y/o un elemento regulador, una secuencia de poliadenilacion, uno o mas intrones y/o exones y una
secuencia codificante de un gen de interés que va a expresarse (es decir, el transgén). Los elementos de secuencia
de acido nucleico, cuando estan apropiadamente orientados u unido operativamentes, actian juntos modulando la
actividad del otro, y en ultima instancia pueden afectar al nivel de expresion del transgén. Por modular quiere decirse
aumentar, disminuir o mantener el nivel de actividad de un elemento particular. La posicion de cada elemento en
relacion con otros elementos puede expresarse en cuanto al extremo 5’ terminal y el extremo 3’ terminal de cada
elemento, y la distancia entre cualquier elemento particular puede referenciarse por el nimero de nucleétidos
intermedios, o pares de bases, entre los elementos. Tal como entiende el experto, unido operativamente implica
actividad funcional, y no esta necesariamente relacionado con una unién posicional natural. De hecho, cuando se usan
en casetes de expresion de acido nucleico, los elementos reguladores normalmente estaran ubicados inmediatamente
en el sentido de 5’ del promotor (aunque este es generalmente el caso, definitivamente no debe interpretarse como
una limitacion o exclusion de posiciones dentro del casete de expresion de acido nucleico), pero este no tiene que ser
necesariamente el caso in vivo. Por ejemplo, una secuencia de elemento regulador que se produce de manera natural
en el sentido de 3’ de un gen a cuya transcripcion afecta es capaz de funcionar del mismo modo cuando esta ubicado
en el sentido de 5’ del promotor. Por tanto, el efecto regulador o potenciador del elemento regulador puede ser
independiente de la posicion.

El casete de expresion de acido nucleico puede comprender un elemento regulador de acido nucleico tal como se
describe en el presente documento. Alternativamente, el casete de expresion de acido nucleico puede comprender
dos o mas, tal como, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o0 10, elementos reguladores de acido nucleico tal como se
describen en el documento, es decir, se combinan modularmente para potenciar su efecto regulador (y/o potenciador).
Al menos dos de los dos 0 mas elementos reguladores de acido nucleico pueden ser idénticos o sustancialmente
idénticos, tal como los dos 0 mas elementos reguladores pueden ser idénticos o sustancialmente idénticos. Las copias
de los elementos reguladores de acido nucleico idénticos o sustancialmente idénticos pueden proporcionarse como
repeticiones en tandem en el casete de expresion de acido nucleico. Alternativamente, al menos dos de los dos 0 mas
elementos reguladores de acido nucleico pueden ser diferentes entre si. El casete de expresion de acido nucleico
también puede comprender una combinacion de elementos reguladores de acido nucleico idénticos y sustancialmente
idénticos y elementos reguladores de acido nucleico no idénticos.

Por ejemplo, el casete de expresion de acido nucleico puede comprender un elemento regulador de acido nucleico
que comprende SEQ ID NO:1, y un elemento regulador de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:5; o el casete
de expresion de acido nucleico puede comprender un elemento regulador de acido nucleico que comprende SEQ ID
NO:1 y un elemento regulador de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:10; o el casete de expresiéon de acido
nucleico puede comprender un elemento regulador de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:1, un elemento
regulador de acido nucleico que comprende SEQ ID NO:5 y un elemento regulador de acido nucleico que comprende
SEQ ID NO:1; o el elemento regulador de acido nucleico puede comprender 2, 3, 4 o 5 elementos reguladores de
acido nucleico que comprenden SEQ ID NO:1; o el elemento regulador de acido nucleico puede comprender 2, 3, 4 o
5 elementos reguladores de acido nucleico que comprenden SEQ ID NO:5; o el elemento regulador de &cido nucleico
puede comprender 2, 3, 4 o 5 elementos reguladores de acido nucleico que comprenden SEQ ID NO:10.

Tal como se usa en la solicitud, el término ‘promotor’ se refiere a secuencias de acido nucleico que regulan, directa o
indirectamente, la transcripcion de secuencias codificantes de acido nucleico correspondientes a las que estan
operativamente unidas (por ejemplo, un transgén o gen enddégeno). Un promotor puede funcionar solo regulando la
transcripcion o puede actuar en concierto con una o mas de otras secuencias reguladoras (por ejemplo potenciadores
o silenciadores, o elementos reguladores). En el contexto de la presente solicitud, un promotor estda normalmente
unido operativamente a un elemento regulador tal como se da a conocer en el presente documento para regular la
transcripcion de un (trans)gen. Cuando un elemento regulador tal como se describe en el presente documento esta
unido operativamente tanto a un promotor como a un transgén, el elemento regulador puede (1) conferir un grado
significativo de expresion in vivo especifica de musculo, en particular especifica de musculo cardiaco y esquelético o
especifica de musculo esquelético (y/o en mioblastos, miocitos o lineas celulares derivadas del musculo, en particular
mioblastos cardiacos y esqueléticos o esqueléticos, miocitos cardiacos y esqueléticos o esqueléticos, o lineas
celulares derivadas de musculo cardiaco o esquelético o derivadas de musculo esquelético in vitro) del transgén, o (2)
puede aumentar el nivel de expresion del transgén en el musculo, en particular musculo cardiaco y esquelético o
musculo esquelético (y/o en mioblastos, miocitos o lineas celulares derivadas del musculo, en particular mioblastos
cardiacos y esqueléticos o esqueléticos, miocitos cardiacos y esqueléticos o esqueléticos, o lineas celulares derivadas
de musculo cardiaco o esquelético o de musculo esquelético in vitro).

El promotor puede ser homdlogo (es decir, de la misma especie que el animal, en particular mamifero, que va a
transfectarse con el casete de expresion de acido nucleico) o heterologo (es decir, de una fuente distinta de la especie
del animal, en particular mamifero, que va a transfectarse con el casete de expresion). Como tal, la fuente del promotor
puede ser cualquier virus, cualquier organismo unicelular procariota o eucariota, cualquier organismo vertebrado o
invertebrado, o cualquier planta, o incluso puede ser un promotor sintético (es decir, que tiene una secuencia que no
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se produce de manera natural), siempre que el promotor sea funcional en combinacion con los elementos reguladores
descritos en el presente documento. Preferiblemente, el promotor es un promotor de mamiferos, en particular un
promotor murino 0 humano.

El promotor puede ser un promotor inducible o constitutivo.

El enriquecimiento de TFBS especifico de musculo en los elementos reguladores de acido nucleico dados a conocer
en el presente documento, en principio, permite que los elementos reguladores dirijan la expresion especifica de
musculo incluso a partir de un promotor que por si mismo no es especifico de musculo. Por tanto, los elementos
reguladores dados a conocer en el presente documento pueden usarse en casetes de expresion de acido nucleico
conjuntamente con su promotor natural, asi como con otro promotor. Preferiblemente, los casetes de expresion de
acido nucleico dados a conocer en el presente documento comprenden un promotor especifico de musculo. Esto es
para aumentar la especificidad de musculo y/o evitar la fuga de expresion en otros tejidos. Los ejemplos no limitativos
de promotores especificos de musculo incluyen el promotor de desmina (DES), el promotor de alfa 2 actinina (ACTN2),
el promotor de filamina-C (FLNC), el promotor de ATPasa 1 de calcio del reticulo sarcoplasmico/endoplasmico
(ATP2A1), el promotor de troponina | de tipo 1 (TNNI1), el promotor de miosina-1 (MYH1) de cadena ligera de miosina
de musculo esquelético rapido, fosforilable (MYLPF), el promotor de tropomiosina de cadena alfa 3 (TPM3), el
promotor de proteina 2 que contiene dominios de repeticion de anquirina (ANKRDZ2), el promotor de cadena pesada
de la miosina (MHC), el promotor de cadena ligera de miosina (MLC), el promotor creatinina cinasa muscular (MCK),
promotores musculares sintéticos descritos en Li et al. (1999. Nat Biotechnol. 17:241-245), tales como el promotor de
SPc5-12, el promotor de creatina cinasa muscular (MCK), el promotor de dMCK y el promotor de tMCK que consisten
respectivamente en un tandem doble o triple del potenciador de MCK con el promotor basal de MCK tal como se
describe en Wang et al. (2008. Gene Ther. 15:1489-1499).

Mas preferiblemente, el promotor es un promotor especifico de musculo de mamiferos, en particular un promotor
especifico de musculo humano o murino.

Por ejemplo, el promotor puede ser del gen de desmina, en particular el gen de desmina murino o humano, tal como
el promotor definido en SEQ ID NO: 16. Por ejemplo, el promotor de desmina murina esta disponible comercialmente
como pDRIVE-mDESmin (Invivogen). El promotor de desmina se expresa tanto en el musculo cardiaco como en el
musculo esquelético.

El promotor puede ser un promotor especifico de musculo esquelético, en particular un promotor de creatina cinasa
muscular (MCK), mas particularmente el promotor doble de MCK o el promotor triple de MCK que consiste en un
tandem doble o triple de potenciador de MCK y promotor basal de MCK tal como se describe en Wang et al. (2008.
Gene Ther. 15:1489-1499).

Ademas, no es necesario que el promotor sea el promotor del transgén en el casete de expresion de acido nucleico,
aunque es posible que el transgén se transcriba a partir de su propio promotor.

Para minimizar la longitud del casete de expresion de acido nucleico, los elementos reguladores pueden estar unidos
a promotores minimos, o versiones acortadas de los promotores descritos en el presente documento. Un promotor
minimo (también denominado promotor basal o promotor central) tal como se usa en el presente documento forma
parte de un promotor de tamafio completo que todavia es capaz de dirigir la expresion, pero que carece de al menos
parte de la secuencia cuya expresion contribuye a regular (por ejemplo, especifica de tejido). Esta definicion abarca
tanto promotores de los que se han delecionado elementos reguladores (especificos de tejido) que son capaces de
dirigir la expresién de un gen pero que han perdido su capacidad para expresar ese gen de una manera especifica de
tejido y promotores de los que se han delecionado elementos reguladores (especificos de tejido) que son capaces de
dirigir (posiblemente disminuida) la expresidon de un gen, pero no que no han perdido necesariamente su capacidad
de expresar ese gen de una manera especifica de tejido. Preferiblemente, el promotor contenido en el casete de
expresion de acido nucleico dado a conocer en el presente documento tiene 1000 nucledtidos o menos de longitud,
900 nucledtidos o menos, 800 nucleétidos o menos, 700 nucleétidos o menos, 600 nucleétidos o menos, 500
nucleétidos o menos, 400 nucledtidos o menos, 300 nucledtidos o menos, o 250 nucledtidos o0 menos.

El término ‘transgén’ usado en el presente documento se refiere a secuencias de acido nucleico particulares que
codifican para un polipéptido o una porcién de un polipéptido que va a expresarse en una célula en la que se introduce
la secuencia de acido nucleico. Sin embargo, también es posible que los transgenes se expresen como ARN,
normalmente para controlar (por ejemplo, disminuir) la cantidad de un polipéptido particular en una célula en la que se
inserta la secuencia de acido nucleico. Estas moléculas de ARN incluyen, pero no se limitan a, moléculas que ejercen
su funcion a través de interferencia de ARN (ARNhp, iARN), regulaciéon por micro-ARN (miR) (que puede usarse para
controlar la expresion de genes especificos), ARN catalitico, ARN antisentido, aptameros de ARN, etc. La forma en
que la secuencia de acido nucleico se introduce en una célula no es esencial para la invencion, puede ser, por ejemplo,
a través de integracion en el genoma o como plasmido episomal. Cabe destacar que la expresion del transgén puede
restringirse a un subconjunto de las células en las que se introduce la secuencia de acido nucleico. El término
‘transgén’ pretende incluir (1) una secuencia de acido nucleico que no se encuentra de manera natural en la célula (es
decir, una secuencia de acido nucleico heterdloga); (2) una secuencia de acido nucleico que es una forma mutante de
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una secuencia de acido nucleico que se encuentra de manera natural en la célula en la que se ha introducido; (3) una
secuencia de acido nucleico que sirve para afadir copias adicionales de la misma secuencia de acido nucleico (es
decir, homdloga) o una similar que se produce de manera natural en la célula en la que se ha introducido; o (4) una
secuencia de acido nucleico homdloga o que se produce de manera natural silenciosa cuya expresion se induce en la
célula en la que se ha introducido.

El transgén puede ser homologo o heterdlogo para el promotor (y/o para el animal, en particular mamifero, en el que
se introduce, por ejemplo, en los casos en que el casete de expresion de acido nucleico se usa para terapia génica).

El transgén puede ser un ADNc de longitud completa o secuencia genémica de ADN, o cualquier fragmento, subunidad
o mutante del mismo que tenga al menos alguna actividad bioldgica. En particular, el transgén puede ser un minigen,
es decir, una secuencia génica que carece de parte, la mayoria o la totalidad de sus secuencias intrénicas. El transgén
puede contener por tanto opcionalmente secuencias de intron. Opcionalmente, el transgén puede ser una secuencia
hibrida de acido nucleico, es decir, una construida a partir de fragmentos de ADN genémico y/o ADNc homalogo y/o
heterélogo. Por ‘forma mutante’ se entiende una secuencia de acido nucleico que contiene uno o mas nucleotidos que
son diferentes de la secuencia silvestre o que se produce de manera natural, es decir, la secuencia de acido nucleico
mutante contiene una o mas sustituciones, deleciones y/o inserciones de nucledtidos. La sustitucion, delecion y/o
insercion de nucledtidos puede dar lugar a un producto génico (es decir, proteina o acido nucleico) que es diferente
en su secuencia de aminoacidos/acido nucleico de la secuencia de aminoacidos/acido nucleico silvestre. La
preparacion de tales mutantes se conoce bien en la técnica. En algunos casos, el transgén también puede incluir una
secuencia que codifica para un péptido lider o secuencia sefial de manera que el producto transgénico se secretara
de la célula.

El transgén que puede estar contenido en los casetes de expresion de acido nucleico descritos en el presente
documento codifica normalmente para un producto génico tal como ARN o un polipéptido (proteina).

El transgén puede codificar para una proteina terapéutica. La proteina terapéutica puede ser una proteina secretable.
Los ejemplos no limitantes de proteinas secretables, en particular proteinas terapéuticas secretables, incluyen factores
de coagulacion, tales como factor VIII o factor IX, insulina, eritropoyetina, lipoproteina lipasa, anticuerpos o
nanocuerpos, factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas, factores plasmaticos, etc. La proteina terapéutica
también puede ser una proteina estructural. Los ejemplos no limitativos de proteinas estructurales, en particular
proteinas terapéuticas estructurales, incluyen distrofina y sarcoglicanos. Por ejemplo, el transgén puede comprender
el gen de microdistrofina 1 (MD1) o el gen de folistatina (FST).

El transgén puede codificar para una proteina inmunogénica. Los ejemplos no limitativos de proteinas inmunogénicas
incluyen epitopos y antigenos derivados de un patégeno.

Tal como se usa en el presente documento, el término “inmunogénico” se refiere a una sustancia o composicion capaz
de provocar una respuesta inmunitaria.

También pueden incorporarse otras secuencias en el casete de expresion de acido nucleico dado a conocer en el
presente documento, normalmente para aumentar o estabilizar adicionalmente la expresion del producto transgénico
(por ejemplo, intrones y/o secuencias de poliadenilacion).

Cualquier intréon puede usarse en los casetes de expresion descritos en el presente documento. El término “intrén”
abarca cualquier porcién de un intrén completo que sea lo suficientemente grande como para reconocerse y cortarse
y empalmarse por el aparato de corte y empalme nuclear. Normalmente, se prefieren secuencias de intron cortas,
funcionales, con el fin de mantener el tamafo del casete de expresiéon lo mas pequefio posible, lo que facilita la
construccion y manipulacion del casete de expresion. El intron puede obtenerse de un gen que codifica para la proteina
que esta codificada por la secuencia codificante dentro del casete de expresion. El intron puede estar ubicado en 5°
con respecto a la secuencia codificante, en 3’ con respecto a la secuencia codificante, o dentro de la secuencia
codificante. Una ventaja de ubicar el intrén en 5’ en la secuencia codificante es minimizar la posibilidad de que el intrén
interfiera con la funcién de la sefial de poliadenilacién. El casete de expresion de acido nucleico dado a conocer en el
presente documento puede comprender ademas un intron. Ejemplos no limitativos de intrones adecuados son el intrén
del Virus Diminuto del Raton (MVM), el intrén de beta-globina (betalVS-II), el intron A del factor IX (FIX), el intron t
pequenfio de virus de simios 40 (SV40) y el intrén de beta-actina.

Preferiblemente, el intrén es intrén de MVM.

Cualquier sefial de poliadenilacion que dirija la sintesis de una cola de poliA es util en los casetes de expresion
descritos en el presente documento, ejemplos de los cuales los conoce bien un experto en la técnica. Las sefales de
poliadenilacion a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, secuencias de poliA derivadas del gen tardio del
virus de simios 40 (SV40), la sefial de poliadenilacién de la hormona del crecimiento bovina (BGH), el gen minimo de
B-globina de conejo (MRBG) y el sitio de poliA sintética s(SPA) descrito en Levitt et al. (1989, Genes Dev 3:1019-1025)
(SEQ ID NO:46).
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Preferiblemente, la sefial de poliadenilacion se deriva de SV40 (es decir, pA de SV40).

Por ejemplo, se da a conocer un casete de expresion de acido nucleico en el presente documento que comprende un
elemento regulador de acido nucleico que consiste en SEQ ID NO:10 o una secuencia que tiene el 95 % de identidad
con dicha secuencia, unido operativamente a un promotor, preferiblemente un promotor seleccionado del grupo que
consiste en el promotor del gen de desmina o el promotor de SPc5-12, y un transgén, preferiblemente un transgén
que codifica para una luciferasa. El casete de expresion de acido nucleico puede comprender ademas un intrén de
MVM. El casete de expresion de acido nucleico puede comprender aun adicionalmente una sefial de poliadenilacion,
preferiblemente una sefial de poliadenilacion derivada de SV40.

En otro ejemplo, se da a conocer un casete de expresion de acido nucleico que comprende un elemento regulador de
acido nucleico que consiste en SEQ ID NO:10 o una secuencia que tiene el 95 % de identidad con dicha secuencia,
unido operativamente a un promotor, preferiblemente el promotor del gen de desmina, y un transgén, preferiblemente
un transgén que codifica para microdistrofina 1 o folistatina. El casete de expresién de acido nucleico puede
comprender ademas un intron de MVM. El casete de expresiéon de acido nucleico puede comprender aun
adicionalmente una sefial de poliadenilacion, preferiblemente en la que la sefial de poliadenilacién tiene SEQ ID
NO:46.

El elemento regulador de acido nucleico y el casete de expresion de acido nucleico dados a conocer en el presente
documento puede usarse como tales, o normalmente, pueden formar parte de un vector de acido nucleico. Por
consiguiente, también se da a conocer en el presente documento el uso de un elemento regulador de acido nucleico
tal como se describe en el presente documento o un casete de expresion de acido nucleico tal como se describe en
el presente documento en un vector, en particular un vector de acido nucleico.

También se da a conocer en el presente documento un vector que comprende un elemento regulador de acido nucleico
tal como se da a conocer en el presente documento. El vector también puede comprender un casete de expresion de
acido nucleico tal como se da a conocer en el presente documento.

El término ‘vector’ tal como se usa en la solicitud se refiere a moléculas de acido nucleico, por ejemplo, ADN
bicatenario, que puede haberse insertado en otra molécula de acido nucleico (la molécula de acido nucleico de
insercion), tal como, pero sin limitarse a, una molécula de ADNc. El vector se usa para transportar la molécula de acido
nucleico de insercién a una célula huésped adecuada. Un vector puede contener los elementos necesarios que
permiten transcribir la molécula de acido nucleico de insercion y, opcionalmente, convertir el transcrito en un
polipéptido. La molécula de acido nucleico de insercién puede derivarse de la célula huésped, o puede derivarse de
una célula u organismo diferente. Una vez en la célula huésped, el vector puede replicarse independientemente de, o
en coincidencia con, el ADN cromosdmico huésped, y pueden generarse varias copias del vector y su molécula de
acido nucleico de insercion. Los vectores pueden ser vectores episomales (es decir, que no se integran en el genoma
de una célula huésped), o pueden ser vectores que se integran en el genoma de la célula huésped. El término ‘vector’
también puede definirse por tanto como un vehiculo de insercidon génica que facilita la transferencia de genes a una
célula diana. Esta definicion incluye tanto vectores virales como no virales. Los vectores no virales incluyen, pero no
se limitan a, lipidos cationicos, liposomas, nanoparticulas, PEG, PEI, vectores de plasmido (por ejemplo, vectores
pUC, vectores bluescript (pBS) y pBR322 o derivados de los mismos que carecen de secuencias bacterianas
(minicirculos)), vectores basados en transposones (por ejemplo, vectores PiggyBac (PB) o vectores Sleeping Beauty
(SB)), etc. Los vectores virales se derivan de virus e incluyen, pero no se limitan a, vectores retrovirales, lentivirales,
adenovirales, de virus adenoasociados, de virus del herpes, de virus de la hepatitis o similares. Normalmente, pero no
necesariamente, los vectores virales son de replicacion deficiente ya que han perdido la capacidad de propagarse en
una célula dada puesto que se han eliminado genes virales esenciales para la replicacion del vector viral. Sin embargo,
algunos vectores virales también pueden adaptarse para replicarse especificamente en una célula dada, tal como por
ejemplo una célula cancerosa, y se usan normalmente para desencadenar la (oncd)lisis especifica de células
(cancerosas). Los virosomas son un ejemplo no limitativo de un vector que comprende tanto elementos virales como
no virales, en particular combinan liposomas con un virus VIH o influenza inactivado (Yamada et al., 2003). Otro
ejemplo abarca vectores virales mezclados con lipidos catiénicos.

Preferiblemente, el vector es un vector viral, tal como un vector retroviral, lentiviral, adenoviral o de virus
adenoasociado (AAV), mas preferiblemente un vector de AAV. Se usan preferiblemente vectores de AAV como
vectores de AAV autocomplementarios, bicatenarios (scAAV) con el fin de superar una de las etapas limitantes de la
transduccion de AAV (es decir, conversion AAV monocatenario en bicatenario) (McCarty, 2001, 2003; Nathwani et al,
2002, 2006, 2011; Wu et al., 2008), aunque el uso de vectores de AAV monocatenarios (ssAAV) también se incluye
en el presente documento.

El serotipo de AAV 9 (AAV9) es ideal para lograr una transduccion eficaz en el corazén y el musculo esquelético. Por
consiguiente, un vector particularmente preferido es un vector de AAV9, mas particularmente un vector de AAV9
autocomplementario (scAAV9).

El vector también puede ser un vector no viral, preferiblemente un plasmido, un minicirculo o un vector basado en
transposones, tal como un vector basado en Sleeping Beauty (SB) o un vector basado en PiggyBac (PB).
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Aun alternativamente, el vector puede comprender elementos virales y no virales.

Por ejemplo, se da a conocer un vector en el presente documento que comprende un casete de expresion de acido
nucleico que comprende un elemento regulador de acido nucleico que consiste en SEQ ID NO:10, un promotor,
preferiblemente el promotor del gen de desmina, un intron de MVM, un transgén, preferiblemente un transgén que
codifica para microdistrofina 1, y una sefial de poliadenilacion, preferiblemente la sefial de poliadenilacion que tiene
SEQ ID NO:46, tal como el vector que tiene SEQ ID NO: 44.

Por ejemplo, se da a conocer un vector en el presente documento que comprende un casete de expresion de acido
nucleico que comprende un elemento regulador de acido nucleico que consiste en SEQ ID NO:10, un promotor,
preferiblemente el promotor del gen de desmina, un intron de MVM, un transgén, preferiblemente un transgén que
codifica para folistatina, y una sefial de poliadenilacion, preferiblemente la sefial de poliadenilacion que tiene SEQ ID
NO:46, tal como el vector que tiene SEQ ID NO: 45.

Los vectores y casetes de expresion de acido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden usarse,
por ejemplo, para expresar proteinas que normalmente se expresan y se utilizan en el masculo (es decir, proteinas
estructurales), o para expresar proteinas que se expresan en musculo y que luego se exportan al torrente sanguineo
para su transporte a otras partes del cuerpo (es decir, proteinas secretables). Por ejemplo, los vectores y casetes de
expresion dados a conocer en el presente documento pueden usarse para expresar una cantidad terapéutica de un
producto génico (tal como un polipéptido, en particular una proteina terapéutica, o ARN) con fines terapéuticos, en
particular para terapia génica. Normalmente, el producto génico esta codificado por el transgén dentro del vector o
casete de expresion, aunque en principio también es posible aumentar la expresién de un gen endégeno con fines
terapéuticos. En un ejemplo alternativo, los vectores y casetes de expresion dados a conocer en el presente
documento pueden usarse para expresar una cantidad inmunoldgica de un producto génico (tal como un polipéptido,
en particular una proteina inmunogénica, o ARN) con fines de vacunacion.

Los vectores y casetes de expresion de acido nucleico tal como se ensefian en el presente documento pueden
formularse en una composicién farmacéutica con un excipiente farmacéuticamente aceptable, es decir, una o mas
sustancias portadoras farmacéuticamente aceptables, y/o aditivos, por ejemplo, tampones, portadores, excipientes,
estabilizadores, etc. La composicién farmacéutica puede proporcionarse en forma de un kit.

El término “farmacéuticamente aceptable” tal como se usa en el presente documento es coherente con la técnica y
significa compatible con otros componentes de la composicién farmacéutica y no perjudicial para el receptor de la
misma.

Por consiguiente, también se da a conocer en el presente documento una composicion farmacéutica que comprende
un casete de expresion de acido nucleico o un vector descrito en el presente documento.

El uso de elementos reguladores del acido nucleico descritos en el presente documento para la fabricacion de estas
composiciones farmacéuticas también se da a conocer en el presente documento.

La composicién farmacéutica puede ser una vacuna. La vacuna puede comprender ademas uno o mas adyuvantes
para mejorar la respuesta inmunitaria. Adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, pero sin limitacién, saponina,
geles minerales tales como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos,
polianiones, péptidos, emulsiones de aceite o hidrocarburos, bacilos Calmette-Guerin (BCG), Corynebacterium
parvum y el adyuvante sintético QS-21. Opcionalmente, la vacuna puede comprender ademas una o mas moléculas
inmunoestimuladoras. Los ejemplos no limitativos de moléculas inmunoestimuladoras incluyen diversas citocinas,
linfocinas y quimiocinas con actividades inmunoestimuladoras, inmunopotenciadoras y proinflamatorias, tales como
interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-12, IL-13); factores de crecimiento (por ejemplo, factor estimulante
(CSF) de colonias de granulocitos-macrofagos (GM)); y otras moléculas inmunoestimuladoras, tales como el factor
inflamatorio de macrofagos, ligando FIt3, B7.1; B7.2, etc.

Un aspecto adicional se refiere a los elementos reguladores de acido nucleico, los casetes de expresion de acido
nucleico, los vectores o las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento para su uso en medicina.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratar” o “tratamiento” se refieren tanto a tratamiento
terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas. Los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen,
pero no se limitan a, la prevencion de un trastorno o estado clinico no deseado, la reduccién de la incidencia de un
trastorno, el alivio de sintomas asociados con un trastorno, la disminucién de la extensién de un trastorno, estado
estabilizado (es decir, sin empeoramiento) de un trastorno, retraso o ralentizacion de la progresion de un trastorno,
mejora o paliacion del estado de un trastorno, remision (ya sea parcial o total), detectable o indetectable, o
combinaciones de los mismos. “Tratamiento” también puede significar prolongar la supervivencia en comparacién con
la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratamiento terapéutico” o “terapia” y similares, se refieren
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a tratamientos en los que el objeto es llevar al cuerpo de un sujeto o un elemento del mismo de un trastorno o cambio
fisiolégico no deseado a un estado deseado, como un estado menos grave o desagradable (por ejemplo, mejora o
paliacién), o de vuelta a su estado normal y saludable (por ejemplo, restaurar la salud, la integridad fisica y el bienestar
fisico de un sujeto), mantenerlo en dicho cambio o trastorno fisiolégico no deseado (por ejemplo, estabilizacién, o sin
empeoramiento), o prevenir o ralentizar la progresion hasta un estado mas grave o peor en comparacion con dicho
trastorno o cambio fisiolégico no deseado.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “prevencion”, “tratamiento preventivo” o “tratamiento
profilactico” y similares abarcan la prevencion de la aparicién de una enfermedad o trastorno, incluyendo la reduccion
de la gravedad de una enfermedad o trastorno o sintomas asociados con los mismos antes de la afliccion por dicha
enfermedad o trastorno. Tal prevencion o reduccion antes de la afliccion se refiere a la administracion de los elementos
reguladores de acido nucleico, los casetes de expresion de acido nucleico, los vectores o las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento a un paciente que en el momento de la administracién no esta
afectado por sintomas de la enfermedad o trastorno. “Prevenir” comprende también la prevencién de la reaparicion o
la prevencion de recaidas de una enfermedad o trastorno, por ejemplo después de un periodo de mejoria. Los
elementos reguladores de acido nucleico, los casetes de expresion de acido nucleico, los vectores o las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento pueden usarse en terapia génica, en particular terapia génica
dirigida a musculos, mas particularmente terapia génica dirigida a mdsculo cardiaco y esquelético, o terapia génica
dirigida a musculo esquelético.

También se da a conocer en el presente documento el uso de los elementos reguladores de acido nucleico, los casetes
de expresién de acido nucleico, los vectores o las composiciones farmacéuticas descritas en el documento para la
fabricacion de un medicamento para terapia génica, en particular terapia génica dirigida del musculo, mas
particularmente terapia génica dirigida a musculo cardiaco y esquelético o terapia génica dirigida a musculo
esquelético.

También se da a conocer en el presente documento un método para la terapia génica, en particular terapia génica
dirigida a musculo, mas particularmente terapia génica dirigida a musculo cardiaco y esquelético o terapia génica
dirigida a musculo esquelético, en un sujeto que necesita dicha terapia génica que comprende:

- introducir en el sujeto, en particular en el musculo del sujeto, mas particularmente en el musculo cardiaco o
esquelético del sujeto, un casete de expresion de acido nucleico, un vector o una composicion farmacéutica descrita
en el presente documento, en el que el casete de expresion de acido nucleico, el vector o la composicion farmacéutica
comprende un elemento regulador de acido nucleico descrito en el presente documento unido operativamente a un
promotor y un transgén; y

- expresar una cantidad terapéuticamente eficaz del producto transgénico en el sujeto, en particular en el musculo del
sujeto, mas particularmente en el musculo cardiaco y esquelético o en el musculo esquelético del sujeto.

El producto transgénico puede ser un polipéptido, en particular una proteina estructural tal como, por ejemplo,
distrofina o un sarcoglicano, o una proteina secretable tal como, por ejemplo, un factor de coagulacién, por ejemplo,
factor IX o VIII, una citocina, un factor de crecimiento, un anticuerpo o nanocuerpo, una quimiocina, un factor
plasmatico, insulina, eritropoyetina, lipoproteina lipasa. Por ejemplo, el producto transgénico puede ser folistatina o
microdistrofina, en particular microdistrofina 1. Alternativamente, el producto transgénico puede ser ARN, tal como
ARNip.

Las enfermedades y trastornos a modo de ejemplo que pueden beneficiarse de la terapia génica usando los elementos
reguladores de acido nucleico, los casetes de expresion de acido nucleico, los vectores o las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento incluyen distrofia muscular (por ejemplo, la distrofia muscular de
Duchenne (DMD)/distrofia muscular de Becker (DMQ)), distrofia miotdnica, enfermedad neuromuscular, enfermedades
de neuronas motoras (MND), tales como enfermedad Charcot-Marie-Tooth (CMT), atrofia muscular espinal (SMA),
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular facioescapulohumeral
(FSHD), distrofias musculares congénitas, miopatias congénitas, distrofia muscular de la cintura y las extremidades,
miopatias metabdlicas, enfermedades inflamatorias musculares, miastenia, miopatias mitocondriales, anomalias de
los canales iénicos, enfermedades de la envuelta nuclear, cardiomiopatias, hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca,
miopatias distales, enfermedades cardiovasculares, hemofilia, incluyendo hemofilia A y B, y diabetes.

En la técnica se han descrito extensamente protocolos de terapia génica. Estos incluyen, pero no se limitan a, inyeccion
intramuscular de plasmido (desnudo o en liposomas), insercidon génica hidrodinamica en diversos tejidos, incluyendo
musculo, inyeccion intersticial, instilacion en las vias respiratorias, aplicacion al endotelio, parénquima intrahepatico y
administracion intravenosa o intraarterial . Se han desarrollado diversos dispositivos para potenciar la disponibilidad
de ADN para la célula diana. Un enfoque simple consiste en poner en contacto fisicamente la célula diana con
catéteres o materiales implantables que contienen ADN. Otro enfoque consiste en utilizar dispositivos de inyeccion
por chorro sin agujas que proyectan una columna de liquido directamente en el tejido diana a alta presion. Estos
paradigmas de insercion también pueden usarse para suministrar vectores. Otro enfoque para la insercion génica
dirigida es el uso de conjugados moleculares, que consisten en proteinas o ligandos sintéticos a los que se ha unido
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un agente de union a acido nucleico o ADN para el direccionamiento especifico de acidos nucleicos a células (Cristiano
et al., 1993). Los elementos reguladores de acido nucleico, los casetes de expresion de acido nucleico, los vectores o
las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden usarse como vacuna, mas
particularmente para su uso como vacuna profilactica.

También se da a conocer en el presente documento el uso de los elementos reguladores de acido nucleico, los casetes
de expresién de acido nucleico, los vectores o las composiciones farmacéuticas descritas en el documento para la
fabricacién de una vacuna, en particular para la fabricacion de una vacuna profilactica.

También se da a conocer en el presente documento un método de vacunacion, en particular vacunacion profilactica,
de un sujeto que necesita dicha vacunacion que comprende:

- introducir en el sujeto, en particular en el musculo del sujeto, mas particularmente en el musculo cardiaco o musculo
esquelético del sujeto, un casete de expresion de acido nucleico, un vector o una composicion farmacéutica descrita
en el presente documento, en el que el casete de expresion de acido nucleico, el vector o la composicion farmacéutica
comprende un elemento regulador de acido nucleico descrito en el presente documento unido operativamente a un
promotor y un transgén; y

- expresar una cantidad inmunoldgicamente eficaz del producto transgénico en el sujeto, en particular en el misculo
del sujeto, mas particularmente en musculo cardiaco y esquelético o en el misculo esquelético del sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, una frase tal como “un sujeto que necesita tratamiento” incluye sujetos
que se beneficiarian del tratamiento de una enfermedad o trastorno mencionado. Tales sujetos pueden incluir, sin
limitacién, aquellos a los que se les ha diagnosticado dicha enfermedad o trastorno, aquellos propensos a contraer o
desarrollar dicha enfermedad o trastorno y/o aquellos en los que dicha enfermedad o trastorno debe prevenirse.

Los términos “sujeto” y “paciente” se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a animales,
vertebrados preferiblemente, mamiferos mas preferiblemente e incluyen especificamente pacientes humanos y
mamiferos no humanos. Los sujetos “mamiferos” incluyen, pero no se limitan a, humanos, animales domésticos,
animales comerciales, animales de granja, animales de zooldgico, animales deportivos, animales de compafiia y
animales de experimentacion, tales como perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones, caballos, ganado, vacas;
primates tales como simios, monos, orangutanes y chimpancés; canidos tales como perros y lobos; felinos tales como
gatos, leones y tigres; équidos tales como caballos, burros y cebras; animales alimentarios tales como vacas, cerdos
y ovejas; ungulados tales como ciervos y jirafas; roedores tales como ratones, ratas, hamsteres y cobayas; etcétera.
Los pacientes o sujetos preferidos son sujetos humanos.

Una ‘cantidad terapéutica’ o ‘cantidad terapéuticamente eficaz’ tal como se usa en el presente documento se refiere a
la cantidad de producto genético eficaz para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto, es decir, para obtener el
efecto local o sistémico deseado. El término, por tanto, se refiere a la cantidad de producto génico que provoca la
respuesta bioldgica o medicinal en un tejido, sistema, animal o humano que esta buscando un investigador, veterinario,
doctor u otro médico. Tal cantidad dependera normalmente del producto génico y la gravedad de la enfermedad, pero
puede decidirla el experto, posiblemente a través de experimentacién rutinaria.

Una “cantidad inmunolégicamente eficaz” tal como se usa en el presente documento se refiere a la cantidad de
producto (trans)génico eficaz para potenciar la respuesta inmunitaria de un sujeto contra una exposicién posterior al
inmunogeno codificado por el (trans)gen. Los niveles de inmunidad inducida pueden determinarse, por ejemplo,
midiendo las cantidades de anticuerpos séricos y/o secretores neutralizantes, por ejemplo, mediante neutralizaciéon de
placa, fijacion del complemento, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas o de microneutralizacion.

Normalmente, la cantidad de producto (trans)génico expresada cuando se usa un vector o casete de expresion tal
como se describe en el presente documento (es decir, con al menos un elemento regulador de acido nucleico
especifico de musculo) es mayor que cuando se usa un vector o casete de expresion idéntico pero sin un elemento
regulador de acido nucleico en el mismo. Mas particularmente, la expresion es al menos el doble de alta, al menos
cinco veces mas alta, al menos diez veces mas alta, al menos 20 veces mas alta, al menos 30 veces mas alta, al
menos 40 veces mas alta, al menos 50 veces mas alta o incluso al menos 60 veces mas alta que cuando se compara
con el mismo vector o casete de expresion de acido nucleico sin elemento regulador de acido nucleico. Ademas, la
expresion superior sigue siendo especifica de musculo, en particular tanto de musculo cardiaco como esquelético o
musculo esquelético solo. Ademas, los vectores o casetes de expresion descritos en el presente documento dirigen la
expresion de una cantidad terapéutica del producto génico durante un periodo prolongado. Normalmente, se prevé
que la expresion terapéutica dure al menos 20 dias, al menos 50 dias, al menos 100 dias, al menos 200 dias y, en
algunos casos, 300 dias o mas. La expresion del producto génico (por ejemplo, polipéptido) puede medirse por
cualquier medio reconocido en la técnica, tal como mediante ensayos basados en anticuerpos, por ejemplo, un ensayo
de inmunotransferencia de tipo Western o ELISA, por ejemplo, para evaluar si se logra la expresion terapéutica del
producto génico. La expresion del producto génico también puede medirse en un bioensayo que detecta una actividad
enzimatica o bioldgica del producto génico. También se da a conocer en el presente documento el uso de los
elementos reguladores de acido nucleico, los casetes de expresion de acido nucleico o los vectores dados a conocer
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en el presente documento para transfectar o transducir células musculares, preferiblemente células de musculo
cardiaco y/o células de musculo esquelético.

Ademas se da a conocer en el presente documento el uso de los casetes de expresion de acido nucleico o de los
vectores dados a conocer en el presente documento para expresar un producto transgénico en células musculares,
preferiblemente células de musculo cardiaco y/o células de musculo esquelético, en el que el acido nucleico o el vector
comprende un elemento regulador de acido nucleico dado a conocer en el presente documento unido operativamente
a un promotor y un transgén.

Ademas se da a conocer en el presente documento un método para expresar un producto transgénico en células
musculares, preferiblemente células de musculo cardiaco y/o células de musculo esquelético, que comprende:

- transfectar o transducir las células musculares con un casete de expresion de acido nucleico o un vector dado a
conocer en el presente documento, en el que el vector o casete de expresion de acido nucleico comprende un elemento
regulador de acido nucleico dado a conocer en el presente documento unido operativamente a un promotor y un
transgén; y

- expresar el producto transgénico en las células musculares.

La transfecciéon no viral o la transduccion mediada por vectores virales de células musculares puede realizarse
mediante procedimientos in vitro, ex vivo o in vivo. El enfoque in vitro requiere la transfeccién o transduccion in vitro
de células musculares, por ejemplo, células musculares recogidas previamente de un sujeto, lineas de células
musculares o células musculares diferenciadas de, por ejemplo, células madre pluripotentes inducidas o células
embrionarias no humanas. El enfoque ex vivo requiere la recogida de las células musculares de un sujeto, transfeccion
o transduccion in vitro y, opcionalmente, la reintroduccion de las células musculares transfectadas en el sujeto. El
enfoque in vivo requiere la administracion del casete de expresion de acido nucleico o del vector dado a conocer en
el presente documento en un sujeto. Preferiblemente, la transfeccion de las células musculares se realiza in vitro o ex
vivo.

El experto entiende que el uso de los elementos reguladores de acido nucleico, los casetes de expresion de acido
nucleico y los vectores dados a conocer en el presente documento tiene implicaciones mas alla de la terapia génica,
por ejemplo, diferenciacion coaxial de células madre en células miogénicas, modelos transgénicos para la
sobreexpresién de proteinas en el musculo, etc.

La invencion se explica ademas mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacién de elementos reguladores especificos de musculo cardiaco y esquelético

Procedimientos experimentales

Se identificaron genes altamente expresados tanto en el corazén como en el musculo, pero que muestran solo una
minima expresion en otros tejidos, usando el método de medicion de especificidad (SPM) descrito en Xiao et al. (2010.
Bioinformatics 26:1273-1275). Como conjunto de datos se us6 el U133A/GNF1H Atlas Gene (GSE1133) de los
transcriptomas que codifican para proteinas humanas (Su et al. 2004. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101:6062-6067).
Esto dio como resultado una corta lista de 5 genes: gen de filamina-c (FLNC), gen de actinina, alfa 2 (ACTN2), gen de
cadena ligera 2 reguladora de miosina, isoforma ventricular/musculo cardiaco (MYL2), gen de desmina (DES) y gen
de teletonina (TCAP). A continuacion, se busco el contexto genémico de estos genes para determinar regiones
conservadas de especies cruzadas enriquecidas en sitios de union a factores de transcripcion (TFBS) asociadas con
alta expresion en musculo y corazén. Se realizo filtrado adicional seleccionando los elementos reguladores de acido
nucleico supuestos que o bien se superponian o bien contenian regiones con caracteristicas bioquimicas reproducibles
asociados con la regulacion de la transcripcion y/o una estructura de cromatina abierta tal como se define en el
proyecto ENCODE (The ENCODE Project Consortium. 2012. Nature 489:57-74).

Para los elementos reguladores especificos del corazén, se usé una base de datos de expresion génica de alta
densidad de 18.927 genes Unicos basandose en micromatrices que se derivaron de 158 muestras humanas normales
de 19 dérganos diferentes de 30 individuos diferentes (Son, S. et al. 2005. Database of mMRNA gene expression profiles
of multiple human organs. Genome Res. 15:443-450). Se us6 esto para identificar un conjunto de genes mas altamente
expresados (es decir, “sobreexpresado”) en el corazén en comparacion con cualquiera de los otros tejidos. Se us6
una prueba de la t bilateral para cada comparacion por parejas. A la inversa, se identificd un conjunto de genes
“subexpresados”, correspondientes a aquellos genes que presentaban la expresion mas baja en estos organos
respectivos en comparacion con cualquiera de los otros tejidos. Este analisis dio como resultado un conjunto de 43
genes sobreexpresados y una coleccion de 37 genes especificos del corazén subexpresados. A continuacion, se
usaron las listas de identificadores (ID) de la secuencia de referencia (RefSeq) de estos genes especificos del corazén
‘sobreexpresados’ y ‘subexpresados’ para extraer las secuencias promotoras correspondientes en el sentido de 5’ de
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los sitios de inicio de la transcripcion (TSS) notificados por 1000 bases (ensamblaje del genoma NCBI36/hg18), usando
los datos de ubicacion de inicio de transcripcion almacenados en la tabla refGene de la base de datos del navegador
de genomas de UCSC (http://genome.ucsc.edu).

Esto dio como resultado dos conjuntos de secuencias promotoras especificas del corazén correspondientes a los
promotores de genes “sobreexpresados” o “subexpresados”. Con el fin de preparar un conjunto no redundante de
secuencias promotoras representativas, las secuencias promotoras se filtraron usando ‘uclust’
(http://www.drive5.com/usearch/).

Los dos conjuntos de secuencias promotoras especificas de tejidos no redundantes correspondientes a los promotores
de genes “sobreexpresados” o “subexpresados” se usaron como entrada para el método de DDM/MDS, descrito en
detalle en De Bleser et al. (2007, Genome Biol 8: R83). El comportamiento diferencial observado podria explicarse por
la presencia de uno o mas elementos de TFBS caracteristicos de los promotores del grupo de genes regulados por
incremento o regulados por disminucion. Estos elementos de TFBS ‘diferenciales’ pueden encontrarse usando el
siguiente procedimiento. En primer lugar, se usé una biblioteca de matrices de peso posicional de TFBS (PWM)
(TRANSFAC® 2010.3) para predecir TFBS en cada secuencia promotora. Para los promotores especificos de musculo
se uso la aplicacion Find Individual Motif Occurences (fimo) con un corte de valor de P de 103, El nimero de elementos
de TFBS predichos por PWM por promotor se recogié en forma de matriz en la que cada fila corresponde a una
secuencia promotora, mientras que las columnas correspondian a la PWM usada. Dos TFBS se consideraron
correlacionados si sus columnas correspondientes en la matriz eran similares, lo que podria medirse usando una
funcién de distancia. Con este enfoque, se construyeron matrices de distancia que resumen todas las asociaciones
de TFBS para los TFBS en ambos grupos de promotores. Finalmente, mediante el calculo de la matriz de diferencias
de distancia (DDM) y la realizacion de escalado multidimensional en esta DDM para visualizar su contenido en dos
dimensiones, pudieron distinguirse TFBS que no contribuian a la expresion génica diferencial observada ya que se
mapearon cerca del origen de la grafica de DDM-MDS de TFBS “que se desvian” que son probablemente responsables
de la expresion génica diferencial observada. Puesto que el procedimiento de MDS representa graficamente TFBS
que estan fuertemente asociados mas cerca entre si que los menos asociados, fue capaz de resaltar interacciones
entre TFBS en los conjuntos de datos de promotores. Este procedimiento dio como resultado una lista de TFBS
asociados con una alta expresion especifica de tejido para promotores especificos del corazon.

Para los elementos reguladores especificos de musculo, se extrajo una lista de genes especificos de musculo de la
base de datos Tissue-specific Gene Expression and Regulation (TiGER). Se uso6 esto para identificar un conjunto de
los genes mas altamente expresados (es decir, “sobreexpresados”) en el tejido muscular. A la inversa, se identifico un
conjunto de genes “subexpresados”, correspondientes a aquellos genes que presentaban la expresion mas baja en el
musculo. A continuacion, se usaron las listas de identificadores (ID) de la secuencia de referencia (RefSeq) de estos
genes especificos de musculo ‘sobreexpresados’ y ‘subexpresados’ para extraer las secuencias promotoras
correspondientes en el sentido de 5’ de los sitios de inicio de la transcripcion (TSS) notificados por 1000 bases
(ensamblaje del genoma NCBI36/hg18), usando los datos de ubicacion de inicio de la transcripcién almacenados en
la tabla refGene de la base de datos de navegador del genoma de UCSC (http://genome.ucsc.edu). Esto dio como
resultado dos conjuntos de secuencias promotoras especificas del musculo correspondientes a los promotores de
genes “sobreexpresados” o “subexpresados”. Con el fin de preparar un conjunto no redundante de secuencias
promotoras representativas, las secuencias promotoras se filtraron usando ‘uclust’ (http://www.drive5.com/usearch/).

Los dos conjuntos de secuencias promotoras especificas de tejidos no redundantes correspondientes a los promotores
de genes “sobreexpresados” o “subexpresados” se usaron como entrada para el método de DDM/MDS, descrito en
detalle en De Bleser et al. (2007, Genome Biol 8:R83). EI comportamiento diferencial observado podria explicarse por
la presencia de uno o mas elementos de TFBS caracteristicos de los promotores del grupo de genes regulados por
incremento o regulados por disminucion. Estos elementos de TFBS ‘diferenciales’ pudieron encontrarse usando el
siguiente procedimiento. En primer lugar, se usé una biblioteca de matrices de peso posicional de TFBS (PWM)
(TRANSFAC® 2010.3) para predecir TFBS en cada secuencia promotora. Para los promotores especificos de musculo
se uso la aplicacion Find Individual Motif Occurences (fimo) con un corte de valor de P de 103, El nimero de elementos
de TFBS predichos por PWM por promotor se recogié en forma de matriz en la que cada fila corresponde a una
secuencia promotora, mientras que las columnas correspondian a la PWM usada. Dos TFBS se consideraron
correlacionados si sus columnas correspondientes en la matriz eran similares, lo que podria medirse usando una
funcién de distancia. Con este enfoque, se construyeron matrices de distancia que resumen todas las asociaciones
de TFBS para los TFBS en ambos grupos de promotores. Finalmente, mediante el calculo de la matriz de diferencias
de distancia (DDM) y la realizacion de escalado multidimensional en esta DDM para visualizar su contenido en dos
dimensiones, pudieron distinguirse TFBS que no contribuian a la expresion génica diferencial observada ya que se
mapearon cerca del origen de la grafica de DDM-MDS de TFBS “que se desvian” que son probablemente responsables
de la expresion génica diferencial observada. Puesto que el procedimiento de MDS representa graficamente TFBS
que estan fuertemente asociados mas cerca entre si que los menos asociados, fue capaz de resaltar interacciones
entre TFBS en los conjuntos de datos de promotores. Este procedimiento dio como resultado una lista de TFBS
asociados con una alta expresion especifica de tejido para promotores especificos de musculo.

Resultados
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Este enfoque computacional condujo a la identificacion de 6 secuencias reguladoras especificas de musculo cardiaco
y esquelético, resumidas en la tabla 1.

Tabla 1: Elementos reguladores especificos de musculo cardiaco y esquelético. Pb: pares de bases.

Secuencia Nombre Gen regulado por | Tamafio | TFBS conservado presente

secuencia (pb)
SEQID NO: 1 CSk-SH1 Des 381 E2A, HNH1, NF1, CEBP, LRF, MyoD, SREBP
SEQIDNO:2 | CSk-SH2 Des 435 E2A, NF1, p53, CEBP, LRF, SREBP
SEQIDNO:3 | CSk-SH3 ACTN2 551 E2A, HNH1, HNF3a, HNF3b, NF1, CEBP, LRF,

MyoD, SREBP

SEQIDNO:4 | CSk-SH4 ACTN2 430 E2A, HNF3a, NF1, CEBP, LRF, MyoD, SREBP
SEQIDNO:5 | CSk-SH5 FLNC 454 HNF4, NF1, RSRFC4, CEBP, LRF, MyoD
SEQIDNO:6 | CSk-SH6 FLNC 453 NF1, PPAR, p53, CEBP, LRF, MyoD

Ejemplo 2: Validacién in vivo de elementos reguladores especificos de musculo cardiaco y esquelético mediante
vectores de AAV

Procedimientos experimentales

Generacion de los constructos de plasmido de AAV (pAAV-CSk-SH-Des-Luc2)

Se sintetizaron los elementos reguladores especificos de musculo cardiaco y esquelético (CSk-SH1 a CSk-SH6)
mediante sintesis de oligonucleétidos convencional y se flanquearon con sitios de restriccion Acc65! y Miul. Los
diferentes CSk-SH se clonaron en el sentido de 5’ del promotor de desmina (Des) que dirige la expresiéon de un gen
indicador de luciferasa de luciérnaga (Luc2) en el contexto de una estructura principal de vector de virus
adenoasociado (AAV) (designado como pAAV-Des-Luc2), representada esquematicamente en la figura 3. Los
constructos de plasmido de AAV correspondientes se designaron como pAAV-CSk-SH-Des-Luc2. Los plasmidos
también contenian un intrén de Virus Diminuto del Raton (MVM) y un sitio de poliadenilacion (pA) del virus de simios
40 (SV40).

Produccién y purificacion de vectores de AAV (AAV9sc.CSk-SH1-6.Des.Luc?2)

Se produjeron vectores de AAV9 mediante cotransfeccion con fosfato de calcio (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA) de
células renales embrionarias humanas 293T con el plasmido de pAAV de interés, un plasmido auxiliar adenoviral y un
constructo de empaquetamiento quimérico que suministra el gen rep de AAV2 junto con el gen cap de AAV9, tal como
se describe en Vandendriessche et al. (2007. J Thromb Haemost 5:16-24). Brevemente, dos dias después de la
transfeccion, se recogieron las células y se purificaron las particulas de vector usando métodos de centrifugacion
isopicnica. Las células recogidas se lisaron por ciclos sucesivos de congelacion/descongelacion y sonicacion, se
trataron con benzonasa (Novagen, Madison, WI) y acido desoxicdlico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y posteriormente
se sometieron a 3 rondas sucesivas de ultracentrifugacion en gradiente de densidad de cloruro de cesio (Invitrogen
Corp, Carlsbad, CA). Se recogieron fracciones que contenian el vector de AAV, se concentraron en MgCl, 1 mM en
solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (PBS) (Gibco, BRL) y se almacenaron a -80°C.

Se determinaron los titulos de vector (en genomas virales (vg)/ml) mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando
mezcla SYBR Green (que incluia tinte verde SYBR, Tagman polimerasa, ROX y dNTP todo en uno) y cebadores
especificos de luciferasa en un sistema de PCR en tiempo real ABI 7500 (Applied Biosystem, Foster city, CA, EE.UU.).
Los cebadores directo e inverso usados fueron 5-CCCACCGTCGTATTCGTGAG-3' (SEQ ID NO: 14) y 5'-
TCAGGGCGATGGTTTTGTCCC-3’ (SEQ ID NO: 15), respectivamente.

Normalmente, para todos los vectores se obtuvieron titulos en el intervalo de 1,5-6,1x10"" vg/ml a partir de un pequefio
lote de produccion de 20 placas de Petri de células productoras. Si se usé un mayor nimero de placas de Petri, tal
como 60 placas de células productoras, se logré un titulo mas alto normalmente en el intervalo de 10'2-10"3 gc/ml de
particulas de AAV. Para generar las curvas patrdn, se usaron nimeros de copias conocidos (10%-107) de los
respectivos plasmidos de vector usados para generar los vectores de AAV correspondientes, que portaban los ADNc
apropiados.

Estudios en animales
Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por el comité institucional de ética animal de la Universidad
Libre de Bruselas (VUB) (Bruselas, Bélgica). Todos los ratones se alojaron en condiciones especificas libres de

patégenos; se proporcionaron alimentos y agua a voluntad.

Se inyectaron en ratones CB.17/IcrTac/Prkdcscid de dos dias de edad via intravenosa en la vena periorbital 50 pl de
vectores concentrados (5x10° vg/raton) que contenian los diferentes elementos reguladores de CSk-SH (es decir,
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CSk-SH1 a CSk-SH6) o el vector de control AAV9-Des-Luc2 (5x10° vg/ratdn) tal como se resume en la tabla 2.

Tabla 2: Disefio del experimento para la | Nomero | Dosis | Titulo Volumen | Volumen | Volumen
inyeccion de  elementos reguladores | de ratén (gc/ml) de de PBS | total (ul)
especificos de muasculo cardiaco y | (n) vector (ul)

esquelético. Vector (u)

AAV9sc. Des.Luc2 3 5x10° | 57x10"" | 8,7 41,3 50
AAV9sc.CSk-SH1.Des.Luc2 4 5x10° | 6,1x10"" | 8,2 41,8 50
AAV9sc.CSk-SH2.Des.Luc2 2 5x10° | 6,0x10"" | 8,3 41,7 50
AAV9sc.CSk-SH3.Des.Luc2 5 5x10° | 1,5x10"" | 33,3 16,7 50
AAV9sc.CSk-SH4.Des.Luc2 3 5x10° | 52x10" | 9,6 40,4 50
AAV9sc.CSk-SHS5.Des.Luc2 4 5x10° | 1,7x10™ | 394 20,6 50
AAV9sc.CSk-SH6.Des.Luc2 4 5x10° | 3,1x10™ | 16,1 33,9 50

Se obtuvieron imagenes de los ratones entre 5 y 8 semanas después de la inyeccion una vez por semana usando un
sistema de obtencion de imagenes fotograficas in vivo Biospace (IVIS). La CCD se enfri6 hasta -120°C y el campo de
vision (FOV) se fij6 a 25 cm de altura del estante de muestra. La camara de dispositivo de carga acoplada (CCD)
funciona convirtiendo los fotones que inciden en el pixel de la CCD en electrones en longitudes de onda de entre 400-
100 nm, permitiendo la deteccion de luz infrarroja de imagenes visibles mediante anestesia con isofluorano al 2% y
oxigeno. Se inyectd por via intravenosa sustrato de D-luciferina, a una dosis de 150 ug/g de peso corporal. Se sacrificd
a los ratones 9 semanas después de la inyeccion y se recogieron érganos intactos y se obtuvieron imagenes usando
un sistema de obtencién de imagenes fotograficas in vivo Biospace (IVIS).

Analisis de ARNm

Se extrajo el ARN de diferentes érganos de los ratones mediante un kit de purificacion basado en membrana de silice
segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EE.UU.). Posteriormente, se sometieron 50 ng
del ARN total de cada muestra a transcripcion inversa (RT) usando un kit de sintesis de ADNc (Invitrogen Corp,
Carlsbad, CA, EE.UU.). A continuacion, se amplificd una cantidad de ADNc correspondiente a 10 ng del ARN total
mediante PCR cuantitativa (q) en un instrumento ABI 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), usando 5'-
CCCACCGTCGTATTCGTGAG-3’ (SEQ ID NO: 14) como cebador directo y 5-TCAGGGCGATGGTTTTGTCCC-3
(SEQ ID NO: 15) como cebador inverso (amplicon de 217 pb). Los patrones de qPCR consistian en plasmidos AAV9-
CSk-SH-Des-Luc2 diluidos en serie de cantidad conocida. Los niveles de ARNm de Luc2 se normalizaron a los niveles
de ARNm del gen endégeno de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa murina (MGAPDH), usando 5'-
TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’ (SEQ ID NO:31) como cebador directo y 5-GCCTGCTTCACCACCTTCTTGA-3’
(SEQ ID NO:32) como cebador inverso (amplicén de 82 pb). Se amplificaron muestras de ARN con y sin transcriptasa
inversa para excluir la amplificacion del ADN. El tamafio de los fragmentos de PCR amplificados se verifico en un gel
de agarosa al 1,8 %.

Eficiencia de transduccion y biodistribucién del vector

Se evalud la eficiencia de transduccion de los vectores virales y la biodistribucidon mediante la cuantificacion de los
numeros de copias de transgén de Luc2 en los diferentes 6rganos y tejidos tal como se describié anteriormente (Pacak,
C.A,, et al. 2008. Genet Vaccines Ther 6: 13). Brevemente, se extrajo ADN gendmico de 30 mg de cada tejido segun
el protocolo del kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Chatsworth, CA, EE.UU.) y se sometieron 100 ng de ADN
genomico de cada muestra a gPCR, usando el cebador directo especifico de Luc2 5-CCCACCGTCGTATTCGTGAG-
3’ (SEQ ID NO: 14) y el cebador inverso 5-TCAGGGCGATGGTTTTGTCCC-3’ (SEQ ID NO: 15) (amplicdn de 217
pb). Para generar la curva patron, se usaron nimeros de copia conocidos (10%-107) del plasmido correspondiente
pAAV-CSk-SH-Des-Luc2. Los resultados se expresaron como numero de copias medio de AAV/100 ng de ADN
gendmico.

Resultados

Para evaluar el efecto in vivo de los elementos reguladores especificos de musculo esquelético y cardiaco (CSk-SH)
identificados in silico, se generaron vectores adenoasociados que expresaban el gen luc2 de luciferasa a partir de un
promotor quimérico. Este promotor estaba compuesto por el promotor de desmina (Des) especifico de musculo ligado
a los elementos reguladores especificos de musculo cardiaco y esquelético CSk-SH1-6. Los vectores se inyectaron
por via intravenosa en ratones y se tomaron imagenes de todo el cuerpo de los ratones a las 5 y 6 semanas después
de la inyeccion para examinar el nivel de expresion de luciferasa.

Todos los ratones en los que se inyectd un vector que comprendia un elemento regulador especifico de musculo
cardiaco y esquelético (CSk- SH1-6) mostraron aumento de la actividad luciferasa en comparacién con ratones de
control en los que se inyectd un vector de AAV9 correspondiente sin elemento regulador, indicando que todos los
elementos reguladores sometidos a prueba aumentaban la expresion de luciferasa (datos no mostrado). Se observé
una actividad luciferasa muy robusta y potenciada en ratones en los que inyecté el vector de AAV9 que comprendia
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el elemento regulador CSk-SH1, CSk-SH3 o CSk-SH5 a las 5 y 6 semanas después de la inyeccién en comparacion
con la actividad luciferasa de los ratones de control.

También se determind la actividad luciferasa en los érganos individuales. Nueve semanas después de la inyeccion,
se sacrificd a los ratones y se analizaron 6rganos individuales para evaluar la expresion de luciferasa y el patron de
biodistribucién. Se observd un aumento significativo de los niveles de actividad luciferasa en el corazén, el biceps, el
triceps, el cuadriceps, el tibial interior y musculo gastrocnemio de ratones en los que se inyecté un vector de AAV que
comprende un elemento regulador CSk-SH1-6 en comparacion con ratones de control. Se midié un aumento de hasta
48 veces de la actividad luciferasa en el corazén de ratones en los que se inyectd un vector de AAV que comprende
el elemento regulador CSk-SH5 en comparacion con ratones de control (figura 4A). Este elemento regulador fue
también el mas robusto en musculo, en particular el musculo gastrocnemio, tibial interior, cuadriceps, biceps y triceps.
Por tanto, el elemento regulador mas potente fue CSk-SH5. El segundo elemento regulador mas robusto fue CSk-
SH1. Se midié un aumento de 25 veces de la actividad luciferasa en el corazén de ratones en los que se inyecté un
vector de AAV que comprende CSk-SH1 en comparacion con ratones de control. También se midié una actividad
luciferasa robusta en otros musculos de ratones en los que se inyecté CSk-SH1. El tercer elemento regulador robusto
fue CSk-SH3, seguido de CSk-SH6, CSk-SH4 y CSk-SH2. Ademas, la expresion fue especifica para musculo cardiaco
y esquelético, ya que la expresion de luciferasa estuvo ausente o limitada en todos los demas 6rganos (figura 5A), a
pesar de la transduccion del vector en los otros érganos (figura 6A-B). El nivel de actividad luciferasa medido en los
organos fue consecuente con los niveles de ARNm de luciferasa medidos en los 6rganos respectivos (figuras 4B, 5B).
Estos datos in vivo muestran que los elementos reguladores de acido nucleico CSk-SH, en particular CSk-SH1, CSk-
SH3 y CSk-SHS5, en particular CSk-SH1 y CSk-SH5, pueden potenciar la expresion de luciferasa especifica de musculo
cardiaco y esquelético.

Ejemplo 3: Identificacion de elementos reguladores especificos de musculo esquelético

Procedimientos experimentales

En primer lugar, se extrajo una lista de genes especificos de musculo de la base de datos Tissue-specific Gene
Expression and Regulation (TIGER). Se us6 esto para identificar un conjunto de los genes mas altamente expresados
(es decir, “sobreexpresados”) en el tejido muscular. A la inversa, se identificd un conjunto de genes “subexpresados”,
correspondientes a aquellos genes que presentaban la expresion mas baja en el musculo. A continuacion, se usaron
las listas de identificadores (ID) de la secuencia de referencia (RefSeq) de estos genes especificos de musculo
‘sobreexpresados’ y ‘subexpresados’ para extraer las secuencias promotoras correspondientes en el sentido de 5’ de
los sitios de inicio de la transcripcion (TSS) notificados por 1000 bases (ensamblaje del genoma NCBI36/hg18), usando
los datos de ubicacién de inicio de transcripcion almacenados en la tabla refGene de la base de datos del navegador
de genomas de UCSC (http://genome.ucsc.edu). Esto dio como resultado dos conjuntos de secuencias promotoras
especificas de musculo correspondientes a los promotores de genes “sobreexpresados” o “subexpresados”. Con el fin
de preparar un conjunto no redundante de secuencias promotoras representativas, las secuencias promotoras se
filtraron usando ‘uclust’ (http://www.drive5.com/usearch/).

Los dos conjuntos de secuencias promotoras especificas de tejidos no redundantes correspondientes a los promotores
de genes “sobreexpresados” o “subexpresados” se usaron como entrada para el método de DDM/MDS, descrito en
detalle en De Bleser et al. (2007, Genome Biol 8:R83). El comportamiento diferencial observado podria explicarse por
la presencia de uno o mas elementos de TFBS caracteristicos de los promotores del grupo de genes regulados por
incremento o regulados por disminucion. Estos elementos de TFBS ‘diferenciales’ pueden encontrarse usando el
siguiente procedimiento. En primer lugar, se usé una biblioteca de matrices de peso posicional de TFBS (PWM)
(TRANSFAC® 2010.3) para predecir TFBS en cada secuencia promotora. Para los promotores especificos de musculo
se uso la aplicacion Find Individual Motif Occurences (fimo) con un corte de valor de P de 103, El nimero de elementos
de TFBS predichos por PWM por promotor se recogié en forma de matriz en la que cada fila corresponde a una
secuencia promotora, mientras que las columnas correspondian a la PWM usada. Dos TFBS se consideraron
correlacionados si sus columnas correspondientes en la matriz eran similares, lo que podria medirse usando una
funcién de distancia. Con este enfoque, se construyeron matrices de distancia que resumen todas las asociaciones
de TFBS para los TFBS en ambos grupos de promotores. Finalmente, mediante el calculo de la matriz de diferencias
de distancia (DDM) y la realizacion de escalado multidimensional en esta DDM para visualizar su contenido en dos
dimensiones, pudieron distinguirse TFBS que no contribuian a la expresion génica diferencial observada ya que se
mapearon cerca del origen de la grafica de DDM-MDS de TFBS “que se desvian” que son probablemente responsables
de la expresion génica diferencial observada. Puesto que el procedimiento de MDS representa graficamente TFBS
que estan fuertemente asociados mas cerca entre si que los menos asociados, fue capaz de resaltar interacciones
entre TFBS en los conjuntos de datos de promotores. Este procedimiento dio como resultado una lista de TFBS
asociados con una alta expresion especifica de tejido para promotores especificos de musculo.

A continuacion, se busco el contexto gendmico de los genes sobreexpresados especificos del tejido para determinar
regiones conservadas de especies cruzadas para el TFBS asociado con una alta expresion génica especifica del
tejido. Para ese fin, las secuencias de todos los elementos de secuencia conservados en el ensamblaje del genoma
NCBI36/hg18 se descargaron basandose en la informacion almacenada en la tabla phastConsElements44way de la
base de datos del navegador del genoma de UCSC (http://genome.ucsc.edu). A los elementos de secuencia
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conservados predichos se les asigna una puntuacion de probabilidad logaritmica igual a su probabilidad logaritmica
bajo el modelo conservado menos su probabilidad logaritmica bajo el modelo no conservado. Esto permite restringir
la busqueda de elementos reguladores supuestos que coinciden con los elementos de secuencia mas conservados.
Los elementos de secuencia conservados se exploraron para detectar TFBS asociados con alta expresion especifica
de tejido usando la aplicacion fimo, tal como se describié anteriormente. Usando conjuntos de instrucciones de Perl
desarrollados internamente, esto condujo a la identificacion de elementos de secuencia altamente conservados que
contenian agrupaciones de TFBS asociadas con una alta expresion especifica de tejido (es decir, elementos
reguladores de acido nucleico). Se realizo filtrado adicional seleccionando los elementos reguladores de acido nucleico
supuestos que se superponian o contenian regiones con caracteristicas bioquimicas reproducibles asociadas con la
regulacion de la transcripcion y/o una estructura de cromatina abierta tal como se define en el proyecto ENCODE (The
ENCODE Project Consortum. 2012. Nature 489:57-74).

Resultados

Este enfoque computacional condujo a la identificacion de 6 secuencias reguladoras especificas de musculo,
resumidas en la tabla 3.

Tabla 3: Elementos reguladores especificos de musculo. Pb: pares de bases.

Secuencia Nombre | Gen regulado por | Tamafio | TFBS conservado presente
secuencia (pb)

SEQID NO: 7 Sk-SH1 ATP2A1 495 E2A, NF1, SRFC, p53, CEBP, LRF, MyoD

SEQID NO: 8 Sk-SH2 | TNNI 344 E2A, NF1, CEBP, LRF, MyoD, SREBP

SEQID NO: 9 Sk-SH3 | TNNH 430 E2A, HNF3a, CEBP, LRF, MyoD, SREBP,
Tall_b

SEQID NO:10 | Sk-SH4 | MYLPF 435 E2A, SRF, p53, CEBP, LRF, MyoD, SREBP

SEQID NO:11 | Sk-SH5 | MYH1 474 HNF4, NF1, RSRFC4, CEBP, LRF, SREBP

SEQID NO:12 | Sk-SH6 | TPM3 519 E2A, HNF3a, HNF3b, NF1, SRF, CEBP, LRF,
MyoD, SREBP

SEQID NO: 13 | Sk-SH7 | ANKRD2 372 E2A, CEBP, MyoD

Ejemplo 4: Validacion in vivo de elementos reguladores especificos de musculo esquelético a través de vectores de
AAV gue comprenden un promotor de desmina

Procedimientos experimentales

Se generaron constructos de plasmido de AAV que comprenden un elemento regulador especifico de musculo
esquelético (pAAV-Sk-SH-Des-Luc2) segun el protocolo descrito en el ejemplo 2. Brevemente, se sintetizaron los
elementos reguladores especificos de musculo esquelético mediante sintesis de oligonucledtidos convencional y se
flanquearon con sitios de restriccion Acc65l y Mlul (Sk-SH1, 2, 3, 4, 5y 7) o sitios de restriccion BsiW| y Miul (Sk-SH6).
Los diferentes Sk-SH se clonaron en el sentido de 5’ del promotor de desmina (Des) que dirige la expresion de un gen
indicador de luciferasa de luciérnaga (Luc2) en el contexto de la estructura principal de vector de AAV pAAV-Des-
Luc?2. Los plasmidos también contenian un intrén de Virus Diminuto del Ratén (MVM) y un sitio de poliadenilacion (pA)
del virus de simios 40 (SV40).

Se llevaron a cabo estudios de produccion y purificacion de vectores de AAV y en animales tal como se describié en
el ejemplo 2. El disefio del experimento se resume en la tabla 4.
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Tabla 4: Disefio del experimento para la inyeccion de elementos reguladores especificos de musculo esquelético.

Vector Numero de | Dosis Titulo Volumen de | Volumen de | Volumen
raton (n) (gc/ml) vector (ul) PBS (pl) total (pl)

AAV9sc. Des.Luc2 5 5x10° 5,7x10" | 8,7 41,3 50

AAVI9sc. Sk- | 4 5x10° 1,7x10"" | 29,4 20,6 50

SH1.Des.Luc2

AAVI9sc. Sk- | 4 5x10° 1,8x10"" | 27,7 22,3 50

SH2.Des.Luc2

AAVI9sc. Sk- | 4 5x10° 1,9x10"" | 26,3 23,7 50

SH3.Des.Luc2

AAVI9sc. Sk- | 4 5x10° 1,6x10"" | 31,3 18,7 50

SH4.Des.Luc2

AAVI9sc. Sk- | 1 5x10° 8,1x10"" | 62 3 65

SH5.Des.Luc2

AAVI9sc. Sk-| 3 5x10° 1,4x10"" | 35,7 14,3 50

SH6.Des.Luc2

AAVI9sc. Sk- | 4 5x10° 1,8x10"" | 27,7 22,3 50

SH7.Des.Luc2

Se evaluaron el analisis de ARNm y la eficiencia de transduccién y la biodistribucion del vector tal como se describio
en el ejemplo 2.

Resultados

Se generaron vectores adenoasociados que expresaban el gen de luciferasa luc2 a partir de un promotor quimérico
compuesto por el promotor de desmina (Des) ligado a los elementos reguladores especificos de musculo esquelético
Sk-SH1-7. Los vectores se inyectaron por via intravenosa en ratones y se tomaron imagenes de todo el cuerpo de los
ratones a las 5 y 6 semanas después de la inyeccion para examinar el nivel de expresion de luciferasa.

Todos los ratones en los que se inyectd un vector que comprende un elemento regulador especifico de musculo
esquelético (Sk-SH1-7) mostraron un aumento de la actividad luciferasa en comparacion con ratones de control en los
que se inyectd un vector de AAV9 correspondiente sin un elemento regulador, indicando que todos los elementos
reguladores sometidos a prueba aumentaron la expresion de luciferasa a partir del promotor de desmina (datos no
mostrados). Se observé una actividad luciferasa muy robusta y potenciada en ratones en los que inyecto el vector de
AAV9 que comprende el elemento regulador Sk-SH1 o Sk-SH4 a las 5 y 6 semanas después de la inyeccion en
comparacion con la actividad luciferasa de los ratones de control.

7 semanas después de la inyeccion, se sacrificd a los ratones y se analizaron érganos individuales para evaluar la
expresion de luciferasa y el patron de biodistribucion (figuras 8 y 9). Se midié un aumento de hasta 200 a 400 veces
de la actividad luciferasa en musculo esquelético, en particular misculo gastrocnemio, tibial interior, cuadriceps, biceps
y triceps, de ratones en los que se inyectd el vector de AAV que comprende el elemento regulador Sk-SH4 en
comparacion con ratones de control (figura 8). Todavia hubo un aumento de 36 veces de la actividad luciferasa medida
en el corazon de dichos ratones (figura 8), debido al uso del promotor de desmina, que es especifico tanto para
musculo cardiaco como para el esquelético. La expresion de luciferasa estuvo ausente o limitada en todos los demas
organos distintos del tejido de musculo cardiaco y esquelético (figura 9). El segundo elemento regulador mas robusto
fue Sk-SH1, que también aumentd especificamente la expresion de luciferasa del promotor de desmina en el musculo
esquelético, y en menor medida en el musculo cardiaco.

El nivel de actividad luciferasa medido en el corazén y los diferentes musculos esqueléticos fue consecuente con los
niveles de ARNm de luciferasa medidos en los érganos respectivos (figura 12). A pesar de la transduccion del vector
en diferentes érganos, tal como se muestra en la figura 13, la expresion de luciferasa estuvo ausente o limitada en
todos los demas 6rganos distintos del musculo cardiaco y esquelético (figura 9).

Estos datos in vivo muestran que los elementos reguladores de acido nucleico Sk-SH, en particular Sk-SH1 y Sk-SH4,
pueden potenciar la expresion de luciferasa especifica de musculo cardiaco y esquelético. El elemento regulador del
acido nucleico Sk-SH4 es, con mucho, el elemento mas robusto que condujo al nivel mas alto de expresion de
luciferasa en el musculo cardiaco y esquelético en comparaciéon con los otros 5 elementos reguladores que se
identificaron. La actividad mas alta que se midié fue una regulacién por incremento de 400 veces de la actividad
luciferasa en el tibial.

Ejemplo 5: Comparacion in vivo de elementos reguladores especificos de musculo y promotor de CMV

Procedimientos experimentales

Se generaron constructos de plasmido de AAV que comprendian un elemento regulador especifico de musculo (pAAV-
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Sk-SH4-Des-Luc2, pAAV-CSk-SH1-Des-Luc2, pAAV-CSk-SH5-Des-Luc?2) segun el protocolo descrito en el ejemplo
2. Brevemente, los elementos reguladores especificos de musculo se sintetizaron mediante sintesis de
oligonucledtidos convencional y se clonaron en el sentido de 5’ del promotor de desmina (Des) que dirige la expresion
de un gen indicador de luciferasa de luciérnaga (Luc2) en el contexto de la estructura principal de vector de AAV pAAV-
Des-Luc2. Los plasmidos también contenian un intrén de Virus Diminuto del Ratéon (MVM) y un sitio de poliadenilacion
(pA) del virus de simios 40 (SV40).

Se genero un constructo de plasmido pAAVsc-CMV-Luc2-SV40pA, en el que el promotor del citomegalovirus (CMV)
(SEQ ID NO: 30) se clona en el sentido de 5 del gen indicador de luciferasa de luciérnaga (Luc2) en lugar del promotor
de desmina en el contexto de la estructura principal de vector de AAV pAAV-Des-Luc2. El plasmido también contenia
un sitio de poliadenilacion (pA) del virus de simios 40 (SV40). En la figura 10A se muestra una representacion
esquematica de pAAVsc-CMV-Luc2-SV40pA. Para la clonaciéon del AAVsc-CMV-Luc2-SV40pA, se sintetizé el
fragmento 5’-Acc65I-CMV-Hindlll-3’ y se clond en un vector de AAVsc-Luc2-SV40pA que se restringié con el mismo
par de enzimas (es decir, Acc65l y Hindlll).

La produccion y purificacion de vectores de AAV se llevaron a cabo tal como se describié en el ejemplo 2. En ratones
macho CB17 SC SCID de 6 semanas que tienen un peso promedio de 17,4 + 1,6 g se inyectaron por via intravenosa
en la vena periorbital 1x10'° vg/ratén de vectores concentrados. Se obtuvieron imagenes de los ratones 4 semanas
después de la inyeccion, tal como se describe en el ejemplo 2. Se sacrificé a los ratones 5 semanas después de la
inyeccion y se recogieron los 6rganos intactos y se obtuvieron imagenes tal como se describio en el ejemplo 2.

Resultados

Se comparé actividad luciferasa en ratones en los que se inyecté un vector que expresaba el gen de luciferasa luc2 a
partir del promotor de desmina (Des) operativamente unido a un elemento regulador especifico de musculo: Sk-SH4,
CSk-SH1 o CSk-SHb5, frente a ratones en los que se inyecté un vector que expresaba el gen de luciferasa luc2 a partir
del promotor de citomegalovirus (CMV). ElI promotor de CMV se considera uno de los promotores mas potentes
conocidos para permitir una expresion génica robusta en el corazén. No estaba presente ningin elemento regulador
especifico de musculo en estos ultimos vectores.

Las figuras 10A y 10B muestran que los vectores que comprenden un elemento regulador especifico de musculo tal
como se describe en el presente documento operativamente unido al promotor de desmina permiten una expresion
mucho mejor que el vector que comprende el promotor de CMV.

Ejemplo 6: Validacion in vivo de elementos reguladores especificos de musculo esquelético mediante vectores de AAV
que comprenden un promotor especifico de musculo esquelético

Procedimientos experimentales

Se construyeron plasmidos de AAV tal como se describié en el ejemplo 4, en los que el promotor de desmina se
reemplaza por el promotor especifico de musculo descrito en Wang et al. (2008. Gene Ther. 15:1489-1499).

La produccion y purificacion de vectores de AAV vy los estudios en animales se llevan a cabo tal como se describié en
el ejemplo 2.

Resultados
Al usar un promotor especifico de musculo esquelético en lugar del promotor de desmina, el aumento de la expresion
de luciferasa se limita Unicamente al musculo esquelético, mostrando que los elementos reguladores de acido nucleico

Sk-SH1-7, en particular Sk-SH4 y Sk-SH1 potencian la expresion de luciferasa especifica de musculo esquelético.

Ejemplo 7: Validacion in vivo de fragmentos funcionales de los elementos reguladores especificos de musculo
identificados

Procedimientos experimentales

Los elementos reguladores de acido nucleico identificados CSk-SH1 (SEQ ID NO: 1; 381 pb), CSk-SH5 (SEQ ID NO:5;
454 pb) y Sk-SH4 (SEQ ID NO:10; 435 pb) se dividieron en fragmentos funcionales mas pequefios. Los sitios de union
a factores de transcripcion (TFBS) de los elementos reguladores se mapearon en la secuencia respectiva (figuras
11A-C), y los fragmentos funcionales se generaron agrupando aleatoriamente regiones con TFBS. Se generaron los
siguientes fragmentos funcionales:

Fragmentos funcionales de SEQ ID NO:1:

Agrupacion 1A: la secuencia de nucleotidos desde la posicion 33 hasta 58 en SEQ ID NO:1
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Agrupacion 1B: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 90 hasta 142 en SEQ ID NO:1
Agrupacion 1C: la secuencia de nucleétidos desde la posicion 143 hasta 233 en SEQ ID NO:1
Agrupacion 1D: la secuencia de nucleétidos desde la posicion 240 hasta 310 en SEQ ID NO:1
Agrupacion 1E: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 90 hasta 233 en SEQ ID NO:1

Fragmentos funcionales de SEQ ID NO:5:

Agrupacion 5A: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 47 hasta 130 en SEQ ID NO:5
Agrupacion 5B: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 252 hasta 293 en SEQ ID NO:5
Agrupacion 5C: la secuencia de nucleétidos desde la posicion 330 hasta 450 en SEQ ID NO:5

Fragmentos funcionales de SEQ ID NO:10:

Agrupacion 4A: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 10 hasta 180 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO: 37);
Agrupacion 4B: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 190 hasta 240 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO: 38);
Agrupacion 4C: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 241 hasta 300 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO: 39);
Agrupacion 4E: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 241 hasta 360 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:41)
Agrupacion 4D: la secuencia de nucledtidos desde la posicion 380 hasta 420 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO: 40)
Los fragmentos funcionales de Sk-SH4 se resumen en la tabla 5.

Tabla 5: Fragmentos funcionales del elemento regulador especifico de musculo Sk-SH4. Pb: pares de bases.

Secuencia Nombre Gen regulado por secuencia Tamafio TFBS conservado presente
(pb)
SEQ ID NO: 37 Sk-SH42 MYLPF 171 CEBP, E2A, LRF, SRFb,
SRFc
SEQ ID NO: 38 Sk-SH4P MYLPF 51 CEBP, E2A, LRF, SRFb
SEQ ID NO: 39 Sk-SH4° MYLPF 60 E2A, LRF, SRFb, MyoD
SEQ ID NO: 40 Sk-SH4¢ MYLPF 41 LRF, SRFb, p53, MyoD
SEQ ID NO: 41 Sk-SH4® MYLPF 120 CEBP, E2A, LRF, SRFb

Los fragmentos funcionales de Sk-SH4 se sintetizaron por sintesis de oligonucledtidos convencional y se clonaron en
el vector pAAV9sc-Des-Luc?2 tal como se describe en el ejemplo 2. La produccion y purificacion de vectores de AAV
se llevaron a cabo tal como se describié en el ejemplo 2. En ratones adultos CB17/IcrTac/Prkdc scid de 6 semanas de
edad con un peso promedio de aproximadamente 17-18 g por raton se inyectaron por via intravenosa los vectores de
AAV a una dosis de 1x10'° vg por raton. Después de 2 y 4 semanas después de la inyeccion, se sometio a los ratones
a obtencion de imagenes usando el mismo sistema de obtenciéon de imagenes fotograficas in vivo Biospace tal como
se describe en el ejemplo 2.

Resultados

Los resultados mostrados en la figura 14 muestran que los 5 fragmentos del elemento regulador Sk-SH4 fueron
capaces de aumentar la expresion del gen de luciferasa dirigido a partir del promotor de desmina en comparacién con
el constructo de referencia sin ninguin elemento regulador. El fragmento Sk-SH4° mostro la expresion de luciferasa
mas alta en comparacion con los otros fragmentos. Sin embargo, ninguno de los fragmentos pudo lograr una expresion
de luciferasa mayor o igual en comparacion con la expresion inducida por el fragmento Sk-SH4 de longitud completa.

Ejemplo 8: Validacion in vivo de médulos de elementos requladores especificos de musculo

Los elementos reguladores especificos de musculo se validan adicionalmente preparando diferentes combinaciones
de los elementos reguladores y/o usando varias copias del mismo elemento regulador (por ejemplo, CSk-SH1
combinado con CSk-SH5; CSk-SH1 combinado con Sk-SH4; CSk-SH1 combinado con CSk-SH5 y Sk-SH4; CSk-SH1
repetido 3x o 4x; CSk-SH5 repetido 3x o0 4x; Sk-SH4 repetido 3x o 4x). Estos constructos se incorporan en el sentido
de 5’ del promotor Des segun el protocolo descrito en el ejemplo 2. La produccidn y purificacion de vectores de AAV
y los estudios en animales se llevan a cabo tal como se describié en el ejemplo 2.
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Se preparan combinaciones adicionales con fragmentos funcionales de los elementos reguladores especificos de
musculo identificados tal como se generaron en el ejemplo 7.

Ejemplo 9: Unién de factores de transcripcion a elementos reguladores especificos de musculo

Procedimientos experimentales

En ratones de 4 semanas de edad se inyectaron por via intravenosa en la vena periorbital vectores de AVV que
contenian un elemento regulador Sk-SH4 y CSk-SH5, es decir, AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc y AAV9sc-CSk-SH5-Des-
Luc, a una dosis de 5x10° vg/por raton.

Se sumergieron tejidos cardiacos y musculares recogidos de los ratones en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) que contenia formaldehido al 1%, se cortaron en trozos pequefios y se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos. La fijacion se detuvo mediante la adicién de glicina 0,125 M (concentracion final). Entonces se
trataron los trozos de tejido con un cortador de tejido y finalmente se centrifugaron y se lavaron dos veces en PBS. Se
aisl6 la cromatina mediante la adicion de tampdn de lisis, seguida por disrupcion con un homogeneizador Dounce. Los
lisatos se sonicaron y el ADN se fragmentd hasta una longitud media de 300-500 pb. Se prepar6 ADN gendémico
(entrada) tratando alicuotas de cromatina con ARNasa, proteinasa K y calor para la desreticulacion, seguido de la
precipitacion con etanol. Se resuspendieron los sedimentos y el ADN resultante se cuantifico en un espectrofotometro
NanoDrop. La extrapolacion al volumen original de cromatina permitid la cuantificacion del rendimiento total de
cromatina. Se preaclar6é una alicuota de cromatina (30 pg) con perlas de agarosa de proteina A (Invitrogen, nimero
de catalogo 15918-014). Se aislaron regiones de ADN gendmico de interés usando 4 ug de anticuerpo contra MEF2
(Santa Cruz, sc-313), SRF (Santa Cruz, sc-335) y CEBP (Santa Cruz, sc-150). Los complejos se lavaron, se eluyeron
de las perlas con tampén SDS y se sometieron a tratamiento con ARNasa y proteinasa K. Se revirtieron las
reticulaciones mediante incubacion durante la noche a 65°C, y se purifico el ADN de ChIP mediante extracciéon con
fenol-cloroformo y precipitacion con etanol. Se llevaron a cabo reacciones de PCR cuantitativa (QPCR) por triplicado
en regiones gendmicas especificas usando SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Las sefiales resultantes se normalizaron
para la eficiencia de cebadores llevando a cabo gPCR para cada par de cebadores usando el ADN de entrada. Las
secuencias de cebadores para Sk-SH4 fueron: 5-GTCCCTCACTCCCAACTCAG-3' (SEQ ID NO: 33; directo) y 5'-
GAGGAGAAGGAGATCAGACACTG-3' (SEQ ID NO: 34; inverso); para CSk-SH5: 5-TAGCTGGGCCTTTCCTTCTC-
3’ (SEQ ID NO: 35; directo) y 5-CGTCTCCCTAGCAGCAACAG-3' (SEQ ID NO: 36; inverso). Se adquirieron
cebadores de control negativo de Active Motif (Carlsbad, CA, EE.UU.) (n.° 71012) y son especificos para secuencias
génicas no transcritas en el cromosoma 17.

Resultados

El elemento regulador especifico de musculo Sk-SH4 contiene varios sitios de unidn a factores de transcripcion (TFBS)
supuestos, incluyendo E2A, SRF, p53, CEBP, LRF, MyoD y SREBP. Usando un ensayo de inmunoprecipitacion de
cromatina (CHIP), se confirmé la unién de CEBP y SRF en el elemento Sk-SH4 en el musculo cardiaco y esquelético
de ratones en los que se inyectd el vector de AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc (figuras 15A, B). De manera similar, se mostré
la unién del elemento CEBP y MEF2 sobre el elemento regulador CSk-SH5 en el musculo cardiaco y esquelético a
partir de ratones en los que se inyectd AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc (figuras 15C, D).

Ejemplo 10: Evaluacion terapéutica de elementos reguladores especificos de musculo mediante vectores de AAV que
comprenden un promotor de desmina

Se evalué el efecto del elemento regulador especifico de musculo Sk-SH4 sobre la expresion y eficacia terapéutica de
dos genes terapéuticos, en particular microdistrofina y folistatina, que tienen potencial terapéutico para el tratamiento
de enfermedades musculares tales como distrofia muscular de Duchenne (DMD) mediante terapia génica. Los ratones
MDX-SCID replican las manifestaciones de la enfermedad de distrofia muscular de Duchenne en pacientes vy, por
tanto, son adecuados para evaluar la eficacia terapéutica de los vectores de AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 y AAVss-
Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc.

Procedimientos experimentales

Clonacién de genes de folistatina y MD1 en AAV

Los genes de microdistrofina 1 (MD1) (Koo et al., 2011) y folistatina (FST) (Kota et al., 2009) se clonaron y se dirigieron
a partir del promotor de desmina, que estaba operativamente unido al elemento regulador especifico de musculo Sk-
SH4. El gen MD1 estaba flanqueado por los sitios de restriccion Miul y Xhol en los extremos 5’ y 3’, mientras que el
gen FST estaba flanqueado por los sitios de restriccion Mlul y Sall en los extremos 5 y 3, respectivamente y se
sintetizaron por sintesis de oligonucleétidos convencional. El elemento regulador Sk-SH4, operativamente unido al
promotor de desmina, se cloné en el sentido de 5 del intron de MVM en el contexto de una estructura principal de
vector viral adenoasociado monocatenario (AAVss). El vector también contenia un sitio de poliadenilacién sintético
Proudfoot de 49 pb (Levitt N et al, 1989). El gen folistatina se ligé a un gen indicador de luciferasa mediante un
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polipéptido 2A. Los constructos generados se designaron pAAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 y pAAVss-Sk-CRM4-Des-
MVM-FST-2A-Luc, respectivamente, y se muestran esquematicamente en la figura 16.

La produccion y purificacion de vectores de AAV se llevaron a cabo tal como se describié en el ejemplo 2.
Prueba de cinta de correr para la correccién fenotipica de ratones MDX-SCID

En ratones MDX-SCID de 4 semanas de edad (criados internamente) se inyectd por via intravenosa en un volumen
total de 100 pl con una dosis de 2x10'° vg por raton de los vectores de AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 y AAVss-Sk-
SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc, de manera individual o en combinacion. 8 semanas después de la inyeccion, los ratones
MDX-SCID tratados y de control (en los que se inyecté PBS) se sometieron a la prueba de cinta de correr. Las pruebas
de cinta de correr se realizaron usando la cinta de correr abierta Exer-3/6 (Columbus instruments, EE.UU.). La
inclinacion de la cinta se ajustd a 10° cuesta arriba antes de realizar la prueba. La velocidad inicial se fijo en 10 m/min
y, después de eso, la velocidad se incrementé en 1 m cada minuto. La prueba se terminé en un punto en el que los
ratones se sentaron durante = 5 segundos en la parrilla de pulsos. En ese punto se registré la distancia cubierta por
los ratones y la distancia total cubierta por los ratones durante el transcurso de la prueba se calcul6 usando la formula,
distancia = ((N+n)/2)*(N-n+1) donde N es el tiempo (en min) en el punto de terminacién de la prueba y n es el tiempo
(en minutos) al inicio de la prueba.

Analisis de ARNm

El analisis de ARNm se realiz6 tal como se describid en el ejemplo 2. Para cuantificar el ARNm de los genes de
microdistrofina y folistatina, se us6 un método basado en gPCR usando los cebadores 5-GTGCCCTACTACATCAA-
3’ (SEQ ID NO:42) como cebador directo y 5-AGGTTGTGCTGGTCCA-3 (SEQ ID NO:43) como cebador inverso
(amplicon de 206 pb) para la microdistrofina, y el cebador directo especifico de Luc2 5-
CCCACCGTCGTATTCGTGAG-3’ (SEQ ID NO: 14) y el cebador inverso 5-TCAGGGCGATGGTTTTGTCCC-3 (SEQ
ID NO: 15) (amplicon de 217 pb) para el gen de folistatina.

Resultados

Los resultados de la prueba de cinta de correr mostraron claramente que los ratones tratados mediante terapia génica
con o bien MD1 o bien FST o bien la combinacién de ambos, tuvieron un mejor rendimiento que los ratones de control
MDX-SCID no tratados (figura 17). Los ratones MDX-SCID en los que se inyectaron el vector de AAVss-Sk-SH4-Des-
MVM-MD1 o el AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc cubrieron dos veces la distancia cubierta por los ratones de
control. Cuando ambos vectores se coinyectaron en los ratones MDX-SCID, se cubrié una distancia de 4 km, que es
4 veces mayor que la distancia cubierta por los ratones MDX-SCID de control en los que se inyecté6 PBS. Estos
resultados demuestran claramente que la eficacia terapéutica puede lograrse usando estos vectores.

El efecto fisioldgico significativo de la terapia génica usando el vector de AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 o el AAVss-
Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc o su uso combinado se confirm6é mediante examen histologico. Las secciones
musculares tefiidas con hematoxilina/eosina se puntuaron para el % de células nucleadas centralmente para los
diferentes grupos experimentales (figura 18). Las secciones musculares de ratones silvestres C57B6 mostraron una
localizacion predominantemente periférica del nucleo en las miofibras (datos no mostrado) y un porcentaje minimo (<
2%) de los nucleos estaban ubicados centralmente (figura 18B). En ratones MDX/SCID no tratados, de control, los
nucleos estaban predominantemente (alrededor del 50% de los nucleos) ubicados centralmente en las miofibras
transectadas transversalmente (figura 18Aa, figura 18B). Ratones MDX/SCID en los que se inyectaron AAVss-Sk-
SH4-Des-MVM-MD1 (AAV9-MD1) (figura 18Ac, figura 18B) o AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc (AAV9-FST)
(figura 18Ab, figura 18B), mostraron todos una disminucién del numero de miofibras que estan nucleadas
centralmente. La administracion conjunta de ambos vectores de AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 y AAVss-Sk-SH4-
Des-MVM-FST-2A-Luc, dio como resultado un cambio incluso mas profundo en la localizacién nuclear hacia la periferia
de las miofibras, y una reduccién adicional en el porcentaje de nucleos ubicados centralmente (figura 18Ad, figura
18B). Estos resultados son indicativos de un estimulo regenerativo reducido y correccion fenotipica después de la
terapia génica. En consecuencia, el cambio de la localizacién nuclear de una ubicacién central a otra mas periférica
en las miofibras es consecuente con la correccion fenotipica tal como se muestra por mejoria de la fuerza muscular y
la movilidad en la prueba de cinta de correr.

Usando RT-PCR cuantitativa, se sometié a ensayo la expresion de los genes de microdistrofina (MD1) y de folistatina
(FST) en biopsias de tejidos cardiacos y musculares, en particular gastrocnemio y cuadriceps, de los ratones en los
que se inyecto el constructo pAAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1, el constructo pAAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc
o la combinacion de ambos constructos (figura 19).

Ejemplo 11: Comparacion in vivo de elementos reguladores especificos de musculo con promotores de CMV y SPc5-
12

Procedimientos experimentales
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La produccion y purificacion de vectores de AAV se llevaron a cabo tal como se describié en el ejemplo 2.

El vector de AAVsc-Des-MVM-Luc es un vector de AAV autocomplementario que contiene un transgén de luciferasa
(Luc) dirigido a partir del promotor de desmina. La estructura principal del vector de scAAV también contenia un intrén
del Virus Diminuto del Raton (MVM) y un sitio de poliadenilacion (pA) del virus de simios 40 (SV40).

El vector de AAVsc-SPc5-12-MVM-Luc tenia la misma configuracion que el vector de AAVsc-Des-MVM-Luc, pero el
promotor de desmina se reemplazo por el promotor de SPc5-12.

Se generaron vectores de AAV que comprendian el elemento regulador especifico de musculo Sk-SH4 segun el
protocolo descrito en el ejemplo 2. Brevemente, el elemento regulador especifico de musculo Sk-SH4 se sintetizé por
sintesis de oligonucledtidos convencional y se clond en el sentido de 5’ del promotor de desmina o el SPc5-12 en el
contexto de la estructura principal de vector de AAV AAVsc-Des-MVM-Luc o AAVsc-SPc5-12-MVM-Luc,
respectivamente.

El vector de AAVsc-CMV-Luc se generé mediante clonacion del promotor de citomegalovirus (CMV) (SEQ ID NO: 30)
en el sentido de 5’ del gen indicador de luciferasa en lugar del promotor de desmina en el contexto de la estructura
principal de vector de AAV de AAVsc-Des-Luc, que también contenia un sitio de poliadenilacion (pA).

En la figura 20 se muestra una representacion esquematica de los diferentes vectores.

En ratones adultos CB17/IcrTac/Prkdcscid se inyectaron por via intravenosa los diferentes vectores (n=3) a una dosis
de 1x10'° vg/raton.

El analisis de ARNm se realiz6 tal como se describio en el ejemplo 3.
Resultados

Se compararon los niveles de ARNm de luciferasa en ratones en los que se inyectd un vector que expresaba el gen
de luciferasa a partir del promotor de desmina operativamente unido al elemento regulador especifico de musculo Sk-
SH4 frente a ratones en los que se inyectd un vector que expresaba el gen de luciferasa a partir de los promotores de
citomegalovirus (CMV) o el SPc5-12, que no estaban operativamente unidos a un elemento regulador especifico de
musculo. Los promotores de CMV y SPc5-12 se consideran los promotores mas potentes conocidos para permitir una
expresion génica robusta en los musculos cardiaco y esquelético. La figura 21 muestra que el vector que comprende
el elemento regulador especifico de musculo Sk-SH4 tal como se describe en el presente documento operativamente
unido al promotor de desmina permite una expresiéon mucho mejor que los vectores que comprenden el promotor de
CMV o el SPc5-12 sin elemento regulador especifico de musculo.

De manera similar, cuando el elemento regulador especifico de musculo Sk-SH4 se unidé operativamente con el
promotor de SPc5-12, se observaron mayores niveles de ARNm de luciferasa en el corazon y todos los tipos de
musculo esquelético sometidos a prueba (figura 21). Sin embargo, el nivel de ARNm inducido a partir de este
constructo fue menor que cuando el elemento regulador especifico de musculo Sk-SH4 descrito en el presente
documento esta operativamente unido al promotor de desmina.
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<223> Elemento regulador especifico de musculo cardiaco y esquelético 1 (CSk-SH1)

<400> 1

gttctecctet
atggttgggt
gtggtgtgag
acaaagtctg
cctttctgga
gaggaagagg

gacatacatg

<210>2
<211> 435
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ataaataccc
tgacatgcgg
tagggggatg
tgcgggggtyg
aatcagccca

gcctgcacta

gcaggcaggc

gctctggtat ttggggttgg cagctgttgce

ctecctgacaa
aatcagggag
ggagcgcaca
ctgtttataa

gtccagaggg

t

aacacaaacc
g9999cggg9gg
tagcaattgg
acttgaggcce

aaactgaggc

cctggtgtgt
acccaggggg
aaactgaaag
ccaccctcga

tcagggctag

<223> Elemento regulador especifico musculo cardiaco y esquelético 2 (CSk-SH2)

<400> 2

cgtctataaa
gacccagtca
ggggtggagyg
agcttgcagg
tccacatggt
aaataaccag

cccccatcta

ctttgaaaag

<210>3
<211> 551
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Elemento regulador especifico de musculo cardiaco y esquelético 3 (CSk-SH3)

<400> 3

ttccagggaa
ctgaagtcag
gatggggagyg
ctactttgaa
ctccaaaatc
aacacaacag
tttcagaagc

agtgc

ggtctctgat
ggagatgcag
aggcacagca
tgacaatgag
ctccaggagce
cttgcactga

ttgtctcttg

tggccectget
taataagact
tgtcatcaaa
aaagacggtg
atacagtcta
ctcgagggcect

gatgaaaatt

34

cattcccagg
ggctggaatc
ataaggaaat
ctgcctgagt
gtctgggaga
ggataagaat

agacacttaa

tgccagggag
gtgggcgtgg
caggagccac
cttatcagac
cagtaccggg

ctcgccecata

cccattcett
agggtcttta
tgcaaaagaa
gtgttaagga
tgagacacaa
atctggaact

tgggaaaggg
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381
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aaaaaataaa
ttagacctga
actgtaaatc
aatgctgtca
tcacccagga
cctgtttttg
ctcecccagtt
gggacatttt
gaaatagggc

tagatgtcac

aataaaaaat
ctaaagctta
caaaaaatcc
cctecttett
aaatcatttt
ataggttgaa
tgatgtgcca
gcatgcttag
acaagtggaa

t
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aaaaataaat
gacataattg
cttecttette
gaaaggagaa
tatggacact
gttttcatct
ggcactttgt
ccagcagctg

gccaagttaa

aaagtggatg
ttagtttagg
tttttttttt
actattagtc
ttgtctttet
tgaacacaaa
tctcaagcece
ccagaaacat

aagaagctgg

gcttagagta
ctctcagggt
tttttttggt
agatttgaaa
gtagtctgac
ccetgtttgt
agcagctgtt
ttctaatctg

aaaaataaac

tcttttetgt
aaaatttatt
ccttgaatta
atcctcttta
ttagaagcag
gtgtcccecta
gtgggatgag
gttttggcag

agaataactt

<210> 4
<211> 430
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento regulador especifico de musculo cardiaco y esquelético 4 (CSk-SH4)

<400> 4

tgcactgtag
gaatacaaag
taaactttgce
atccacagcc
agtgtcacct
agtagctcac

tcaggagtte

actatttatg tttgcatatt tttcaggatt

gatccaattg
tagtactttc
tccttttcaa
cacacaatgg
acctaaaatc

aagaccagcc

tcectgtaaga
aggatgcagt
attggacact
ggtatacaca
ccagcacttt

tggccaacgt

ctcacttcaa
caatcaagag
tagtctctgg
gtttttaaaa
gggaggctga

ggcaaaatcc

gtgtacagta
ttacagattg
gcagggaaag
tccgaataat
atttatttte
ggcaggtgga

tgtctctact

aaccttaagt
tgctcagtat
gtctgtcage
aggtgccccce
agctgggcac
tcacctgagg

aaaaatacaa

aaattaaccg
<210>5
<211> 454
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento regulador especifico de musculo cardiaco y esquelético 5 (CSk-SH5)

<400> 5
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cagtttactc
ggttggctgt
tgtcctagga
acgggtgect
tctagagata
aggcagccga
cagggtcccc

ggtcccecttet

accagggatt
cagaagtcgg
gcggggecte
gatgggtgga
gggagaaggg
cagaacatga
acagctccce

ctactcctece
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cagaggcagc
cctttgtaca
tctcecacage
tttagccatg
gttgccaata
gccgcagggce
ccacctceccecag

cccteectac

actgctgaac
tacacagttc
agagctcagc
agttgaaggt
ggagagtgga
ccaggctatt
ccacacacag

ctaa

cctgagccct
ccttgtgagg
ctctcaagtg
ggcttgggga
attcctgage
tatacctcge

caggtccecttt

tggcacatca
cccagctgceg
tatggacagc
gaatgagagt
acctcgtcac
ctgtcactat

tgctcetttet

<210>6
<211> 453
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento regulador especifico de musculo cardiaco y esquelético 6 (CSk-SH6)

<400> 6
ccecttteecet ggcaggatct gceccectgtgge ccaaatggge atgttgeccca gggggctcecce

tggcactatg
g9999aggggg
cgaggcgatg
gtcttactce
agcaatggct

ccgggcaagg

cctgtccaca

ggggaagagt
atacacagtg
aggccaaacg
tgggcetcetg
gggaggcaca
tcecectgette

ggtggacaat

ctctecttece
tgagtcactg
ggctggtgac
gatttgggcce
cacaaccccec
ctctcaggee

gccctgggcet

cctcettatca
ggtacccttt
agggacactg
ctacatgagg
cgccceeceg

gtctectgeac

agg

tctcagttga
tcctgagetce
agtcaggggc
cttttctate
caggcttctce

aagcacacac

gtcagacttg
agcttcatac
aggggccccg
tgtaaagtca
cttcattgge

acttccctte

<210>7
<211> 495
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento regulador especifico de musculo esquelético 1 (Sk-SH1)

<400> 7
ctcactccee gceccaggcag caaggagcecc acaccctcat gececctcage ttcageccee

acctccagga ggccctacce acgctcatga ccttgctatt ctgggecttg tgtcectgtag

36
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ggagatggac
agcctgetgg
gactggggat
cttagtgaga
ctaatcttcc

cagggacctg

aggagacagc
ctctectget
aggaccggcc
tggccagtga
agcagcaact

cctteccaaag
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tgggcttcca
tgctctaatt
ttgaaagtgg
aggctgtggt
ggtgctctga

atgggcaggg

ggccacccag
tctggggete
gggaagcttt
gcececgaggt
ggctccecect

gagggggacg

gcggggggcet
cccaaacctt
ggagagccgg
aagcagggcc
ccceccagecce

aggacaccca

agaccagcat gtctt
<210>8
<211> 344
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento regulador especifico de musculo esquelético 2 (Sk-SH2)

<400> 8
ccctccagat gggtttcctg gaatctagat ttcccaggtt ccaaaggaca

atgcctggaa ctcagtgaga ctaattcacc tctcctcetge cctaatette
agaagccaac agatcccagg ggactggagce cacaggggct gcacctgttt
tttaggatgg ttgatgaaca cataataccc accctatagt cagagaaaga
tatgttaatc ctgtggctat tatagtctgt catctcatgg gttggggcag
ctctcagagg ccagagagag gcctcgcaag caggaggtta ggga

<210>9

<211>430

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Elemento regulador especifico de musculo esquelético 3 (Sk-SH3)

<400> 9
atggagacaa tccatgaatt cctgagatgc ttggctggta ttagatttta

cttattctta
ggcgaagagc
agagggcacc
gcagtgatca
cctteccaagg
ctgacaaatg

cacccctcag

gggctctget
cacctccagg
aggtctgcgt
tgcctcecectg
ccggtttaca

ccagaccaag

tctccaaaga
cccatctgtce
ctgtcteccect
tctcectecag
cctectgeca

gggtcccacg

cactgaggaa
catcatcagc
gggatgtgcc
agatccaact

agctcegggg

tcaggcaaga

gtccaaagga
ctccaggaat
ttgtcettgg
gtcccceattg
cctgececca

ggcctcagec

<210> 10
<211> 435
<212> ADN

37

agccgaggga
ggcctcagga
gtgctgggtt
tgatcccecte
tgccagceccett

cccactecete

cccgagtcte
atctccagece
accgggtatt
caatgcctgce

gacactgacc

tgggcagctg
aacaccagct
gccagtgtcce
tgggcatttg
tggggcccta
gcctgectea

tgtgctctga

180

240

300

360

420

480

495

60

120

180

240

300

344

60

120

180

240

300

360

420

430
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15

20

25

<213> Artificial

<220>

ES 2 862 526 T3

<223> Elemento regulador especifico de musculo esquelético 4 (Sk-SH4)

<400> 10

ttctgagtcce
cagtgtctga
ctctectece
gctectcecect
gcagggaggg
ctcttettag
ggtatcggca

atcgggtcct

<210> 11
<211> 474
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tctaaggtcce
tcteecttete
attccccttt
ggcctggacce
gctggtgtgg
agacaacagg
tgggcctgga

agagg

ctcactccca
ctcacctttce
ttggagtcct
cccgtggtaa
gaggctaagg
tggctgggge

ggagggggga

actcagcccce
ccatctceceg
cctectetee
ccctataagg
gcagctgcecta
ctcagtgcce

cagggcaggg

atgtcctgtce
tttgacccaa
cagaacccag
cgaggcagct
agtttagggt
agaaaagaaa

ggaggcatct

<223> Elemento regulador especifico de musculo esquelético 5 (Sk-SH5)

<400> 11

gactaggaat
tttttcttaa
agttcectgge
gggctatgga
aagctccatg
gattctattt
tgtggtaccg

cccaaagctt

<210> 12
<211> 519
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

aaatcacata
aaaaaaaatt
agttcccaca
taagactgac
ttcagcagga
aggaggtcct
aagtggatcc

gaagtacgta

tcctcaatce
gaaatcattc
gaagcattac
attaaccaca
gctgcaaagt
gttactcaca
tgatgaattt

gtggggatgc

ctggacaact
tgaggctgga
ctcatgactg
agcatgtttg
gttcctccaa
tgtttcaata
acccttgtaa

cactgaaata

tgtttacttc
atactttgga
gagtgggtaa
gcagcagact
accaatattt
tcagcagaag
gtaaaaaaaa

attcagacat

<223> Elemento regulador especifico de musculo esquelético 6 (Sk-SH6)

<400> 12

aattcccact
gcttcctgag
taataagtgg
gctgtctgag
ggctccttet
atgtcttaga

tcctcecaggac

tagtgttagt
catgcccagce
agcatactgt
ggtgctttac
gtcattcttg
ccagtttcce
tgatgttata

gctt

gtgctcatag ctccaccttt tgttcctaat atggtcttte cagectccecte caccccatca

38

60

120

180

240

300

360

420

435

60

120

180

240

300

360

420

474

60
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15

20

25

30

35

ttgttctecct gggggaacac agggtgagac gctttgatga actgacatca ccagcaaaaa 120
aaatatctag caacagctga ggctgatttt agacaatgga aagtggggga gggaagaggt 180
tctcecctgac cctgaaactt tccactcatt ctgggcaget ctatggatgt tttaaaagaa 240
gaggaagagg ggagggaaga acattgaaat agagaagtgt actttggcaa ttctaggttg 300
gcagtttgca tccagggggt cctggttgece tttcagettcec cegtttcact ctcecececcaga 360
ctgtgttgaa tgctggtcaa actccgttag ttgagtttta gecttttgatt cctggtattc 420
aaggagcttg ggcacaggga agaggggagg tcactcatga tccttaacaa ttcetcccaga 480
tccccagatc aaattgectgt gectattctgg gagtctcecg 519

<210>13

<211> 372

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Elemento regulador especifico de musculo esquelético 7 (Sk-SH7)

<400> 13
atcgtgtgtc agaggtttgt gtcagcttcc cagcaaggga accagaaagg aaaaggaacce 60
ggttcctcat gcecttecctagg ggaatgcatg catatctgaa gagaagggaa tcttatataa 120
ggctgtttag ctaagggcag ccaccagcca ggtgagcctt acagaagcac agggctgggt 180
gtctgcagtt ccctagcaga ttaacctggg tcacagtgac tcagagctcc agcatgcgag 240
ttccaggtgt ggaactgagc aagtacagat ctgcttttgce tccacttggg agtatttttce 300
cttecttagtg agcatgggca gcctecctgge cagggaagte tggcactgte tgggcecctgac 360
agggaaaccc tg 372

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 14

cccaccgtceg tattcgtgag

<210> 15
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15

tcagggcgat ggttttgtcc ¢ 21

<210> 16

20

39
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<211>983
<212> ADN
<213> Artificial
5 <220>
<223> Promotor de desmina
<400> 16
accttgcttec ctagectggge ctttceccttcet cctctataaa taccagetct ggtatttege 60
cttggcaget gttgctgeta gggagacgge tggettgaca tgcatctect gacaaaacac 120
aaaccegtgg tgtgagtggg tgtgggceggt gtgagtaggg ggatgaatca gagagggggce 180
gagggagaca ggggcgcagg agtcaggcaa aggcgatgcg ggggtgcgac tacacgcagt 240
tggaaacagt cgtcagaaga ttctggaaac tatcttgctg gctataaact tgagggaagce 300
agaaggccaa cattcctccec aagggaaact gaggctcaga gttaaaaccc aggtatcagt 360
gatatgcatg tgcccecggecc agggtcactc tctgactaac cggtacctac cctacaggcec 420
tacctagaga ctcttttgaa aggatggtag agacctgtcc gggctttgecc cacagtegtt 480
ggaaacctca gcattttcta ggcaacttgt gcgaataaaa cacttcgggg gtccttcettg 540
ttcattccaa taacctaaaa cctctccteg gagaaaatag ggggcctcaa acaaacgaaa 600
ttctctagee cgetttececce aggataagge aggcatccaa atggaaaaaa aggggccggce 660
cgggggtctec ctgtcagcte cttgccectgt gaaacccage aggectgect gtcecttetgte 720
ctcttgggge tgtccagggg cgcaggcectce ttgeggggga getggectcecce cecgeccccete 780
geetgtggee geecttttee tggcaggaca gagggatcet gcagetgtca ggggaggggce 840
gceggggggt gatgtcagga gggctacaaa tagtgcagac agctaagggg ctcecegtcecacce 900
catcttcaca tccactccag ccggectgcce geccecgetgece tecctectgtge gtccgeccag 960
ccagcectegt ccacgecgece acce 983
10
<210> 17
<211> 1000
<212> ADN
<213> Artificial
15
<220>
<223> Fragmento de elemento regulador de DES
<400> 17
ccaaaagggt caggtccaag agggacctgg agtgccaagt ggaggtgtag aggcacggcc 60
agtacccatg gagaatggtg gatgtcctta ggggttageca agtgecegtgt getaaggagg 120
gggctttgga ggttgggcag gccctctgtg gggctccatt tttgtggggg tgggggctgg 180
20 agcattatag ggggtgggaa gtgattgggg ctgtcaccct agccttcectt atctgacgece 240

40
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41

cacccatgecce tcctcaggta cccecctgecce cccacagete ctctectgtg cettgtttec 300
cagccatgcg ttctcctcta taaataccecg ctctggtatt tggggttgge agectgttgcet 360
gccagggaga tggttgggtt gacatgcgge tcctgacaaa acacaaaccce ctggtgtgtg 420
tgggcgtggg tggtgtgagt agggggatga atcagggagg gggcggggga cccagggggce 480
aggagccaca caaagtctgt gcgggggtgg gagcgcacat agcaattgga aactgaaagce 540
ttatcagacc ctttctggaa atcagcccac tgtttataaa cttgaggcccec caccctcgac 600
agtaccgggg aggaagaggg cctgcactag tccagaggga aactgaggcet cagggctagce 660
tcgecccatag acatacatgg caggcaggct ttggccagga tccecctceccecgec tgeccaggegt 720
ctceectgeee tcececcttectg cctagagacce cccaccctca agectggetg gtcectttgect 780
gagacccaaa cctcttcgac ttcaagagaa tatttaggaa caaggtggtt tagggceccttt 840
cctgggaaca ggccttgacce ctttaagaaa tgacccaaag tctctecttg accaaaaagg 900
ggaccctcaa actaaaggga agcctctcectt ctgectgtcte cecctgaccecce actecccecceccce 960
accccaggac gaggagataa ccagggctga aagaggcccg 1000

<210> 18

<211> 1000

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de elemento regulador de DES

<400> 18
aatctggttc tttgggctgt aagtgatcaa agcaatacca agtgccttaa attaaaaaaa 60
aaaaaaaaaa aaaaaacgga aagtttgttg gcccaaggcce aggaaggaca gtgtgggagce 120
tcaactcaca aagttgaggg aagcactgca ggaaccaagg ggctggcctg ctcctectcet 180
ccagcctect ctgettcetta catattgacce tctectttett cctactccece cagggggecag 240
gaaacatggc ttccacaggt tccagttgaa gaatcccagt tccgtctata aattccaggg 300
aaggtctctg attggccctg ctcattccca ggecccattce ttgacccagt cactgaagtce 360
agggagatgc agtaataaga ctggctggaa tcagggtctt taggggtgga gggatgggga 420
ggaggcacag catgtcatca aaataaggaa attgcaaaag aaagcttgca ggctactttg 480
aatgacaatg agaaagacgg tgctgcctga gtgtgttaag gatccacatg gtctccaaaa 540
tcctccagga gcatacagtc tagtcectggga gatgagacac aaaaataacc agaacacaac 600
agcttgcact gactcgaggg ctggataaga atatctggaa ctcccccatce tatttcagaa 660
gcttgtctet tggatgaaaa ttagacactt aatgggaaag ggctttgaaa agagtgcagt 720
aacaaagccc cctttacaat ttacccggceca cattcacace catcctgagg ccaaagccac 780
aggctgtgag gtctcactgt ctcagcttcc tgagctataa aatgggaatg atgctagtgt 840



10

15

20
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ctacctccta gggttggaga attgggggtc atgggtgtga agtgctcagc agcttggccc

acactaggtg gtcagtacat gtaaggtatt attgttgcta catacattag tagggcctgg

gcctetttaa acctttatag ggtagecatgg caaggctaac

<210>19
<211> 1000
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de elemento regulador de ACTN2

<400> 19

cagatggatc acctgaagtc aggagtttaa gaccagtctg

tctctactaa
ctagggtggt
agatcatgcce
aaataaaaat
cttagacata
atcccttcett
tcttgaaagg
tttttatgga
tgaagttttc
gccaggcact
ttagccagca
ggaagccaag
tatggtccat
tcecettecaa
ttggaatatg

atttgtttaa

<210> 20
<211> 999
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de elemento regulador de ACTN2

<400> 20

aaatacaaaa
tgaggecggga
actgcactcc
aaataaagtg
attgttagtt
cttetttttt
agaaactatt
cactttgtct
atcttgaaca
ttgttctcaa
gctgccagaa
ttaaaagaag
tttcageccga
aggcagggtt
cttgtaggag

ttgatttaat

atcagctagg
gaatcacttg
agcctggaag
gatggcttag
taggectctca
tttttttttt
agtcagattt
ttctgtagtc
caaaccctgt
gcccagcagce
acatttctaa
ctggaaaaat
agatttgccce
gaatatagtc
gttattgtta

tagtagctta

tgtggtggca
aactcgggag
caagactccg
agtatctttt
gggtaaaatt
tggtccttga
gaaaatcctc
tgacttagaa
ttgtgtgtce
tgttgtggga
tctggttttg
aaacagaata
tagtaatttg
acctttgaga
ttatttttte

aaactgttgt

gccaacatgg
ggcacctgta
gcggagattg
tctcaaaaaa
ctgtttagac
tattactgta
attaaatgct
tttatcaccc
gcagcctgtt
cctactcecec
tgaggggaca
gcaggaaata
actttagatg
ttaatatgac
tccaggatgt

aatgatagac

caaaaccccg
ttcectageta
cggtgagcectg
taaaaataaa
ctgactaaag
aatccaaaaa
gtcacctcct
aggaaaatca
tttgataggt
agtttgatgt
ttttgcatge
gggcacaagt
tcacttaata
tggactgtga
agtccagtgce

tatactgcaa

agctgaagecc gtgggacgtc tgagcggcac atttttatgg tcatcacaga tggtgetggg

42

9200

960

1000

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1000

60
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tttttecettt
taccaataaa
ggtagcatct
attagttgtc
tatgtttgca
attgtcctgt
tttcaggatg
tcaaattgga
atggggtata
aatcccagca
agcctggceca
gtggtggcac
gggaggcaga
gtgagactgt
ccaaccaccce
cattgtcctt
<210> 21
<211> 999

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tttttttttt
accctttaag
gtgaattcca
atcaactaca
tatttttcag
aagactcact
cagtcaatca
cacttagtct
cacagttttt
ctttgggagg
acgtggcaaa
ctgtagtcce
ggttgcagtg
gcctcaaaaa
tgaagtctag

ttgaagtccce

ES 2 862 526 T3

tttttttttg
tgttacaaaa
tttacctaag
cacagtttat
gattgtgtac
tcaattacag
agaggcaggg
ctggtccgaa
aaaaatttat
ctgaggcagg
atcctgtctce
agctactcgg
agccaagatc
aaattaaaaa
ttttagtgtc

taagtgtcat

gtgagaagtc
tcactgggca
agtatgaatt
tttttcatgt
agtaaacctt
attgtgctca
aaaggtctgt
taataggtgc
tttcagctgg
tggatcacct
tactaaaaat
gaggctgagg
ccaccactgce
aagtattttc
tttttatgtt

cagaattta

<223> Fragmento de elemento regulador de FLNC

<400> 21
cacactgacc

gggagttcct
gctggcetggg
aaaggggctg
agaggaatgc
gcactgctga
catacacagt
gcagagctca
tgagttgaag
taggagagtg

gcccaggcta

tccectggag
tctccectee
ggacctcaga
tcagctccga
atcctttcte
accctgagcece
tcecttgtga
gcctcetcaag
gtggcttggg
gaattcctga

tttataccte

cgagctcttg
ctggcttect
taatgcctge
gctacctcac
agatctgtgt
cttggcacat
ggcccagcetg
tgtatggaca
gagaatgaga
gcacctegte

gcctgtcact

agtcagaggg
ccggcectete
aaaacaggac
cttaaccctt
ctcagtttac
caggttggcect
cgtgtecctag
gcacgggtge
gttctagaga
acaggcagcce

atcagggtcc

43

aattggccaa
aaggaataca
acaaaccaga
gagttgcact
aagtgaatac
gtattaaact
cagcatccac
cceccagtgte
gcacagtagc
gaggtcagga
acaaaaatta
caggagaatc
actccagcect

atttaaaaag

ggagcttgtg

aaagcaaggg
cacctgaaca
tgtggaccat
tctcectecce
tcaccaggga
gtcagaagtc
gagcggggcc
ctgatgggtg
tagggagaag
gacagaacat

ccacagctcc

acttgaaatt
tttgagatgt
tgaatgacag
gtagactatt
aaaggatcca
ttgctagtac
agccteettt
acctcacaca
tcacacctaa
gttcaagacc
accgggcatg
ttttgaaccc
gggtgacaga
gggcgagtca

gctgectcectg

aagctacgct
gaggcgctca
tagggtctgt
agcagctcaa
ttcagaggca
ggcctttgta
tctctccaca
gatttagcca
gggttgccaa
gagccgcagg

ccccacctee

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

999

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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15

20

agccacacac
acctaaggac
aaccctgaca
aagagccccc
aattagatat
tcaggctcag
<210> 22
<211> 1000

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

agcaggtcct
caggcaattt
ctttttecte
aaagatgctc
aatgattcat

atatggcctc

ES 2 862 526 T3

tttgctcttt
cattcataga
agctccegtaa
actatccctt
ctaaaagggc

ctagccagcet

ctggtcccectt
cccctgteat
cagggggtgce
cttttacacc
ccagaacctt

cagctagac

<223> Fragmento de elemento regulador de FLNC

<400> 22

ctctactcct
cataagcatt
cctcattgge

aggtctaggg

ccetggetta

cccectecect
gcccccacag
ccttggggga
gtagaagagg

aagaaacttc

aaaaaaaaaa gaaaaaagaa aaagaaatac

cagagtctgt
ggcttgeect
accactctge
tggggctctce
ggcccaaatg
tcccctetta
ctgggtaccc
gacagggaca
gccctacatg
ccecegecece
gccgtcetetg
gctaggagcce
ctgtgaacac
tcttcagceccece
ggtgtggatg

ccagggggtg

<210> 23
<211> 1000
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ttgggtgecet
gagtgcagct
ccectggtect
cctgtttcetg
ggcatgttgce
tcatctcagt
ttttcctgag
ctgagtcagg
aggcttttct
ccgcaggett
cacaagcaca
agccctcgea
cagatcagtg
gtgcggggtg
gagaactgtc

ggcgccctca

cggttteccect
ttgcetggge
gcctacccac
cctggectgac
ccagggggct
tgagtcagac
ctcagcttca
ggcaggggcc
atctgtaaag
ctccttcatt
cacacttccc
ggccctgtca
ggttttgccc
tggagggage
ggcectcecece

acccegtcecce

gttctctage
gctgttctat
atcccagctg
ctggtcacat
ccacccttte
ccctggecact
ttgggggagg
taccgaggceg
ccggtcettac
tcaagcaatg
ggcccgggcea
ttcecectgtee
acagcctgece
taatcactgg
atatttcatt
gccaccttce

gccgcccggg

<223> Fragmento de elemento regulador de ATP2A1

44

tctttctect
tcececcaggece
gctcecttag
ttccecectgg
cctggcagga
atgggggaag
gggatacaca
atgaggccaa
tcctgggect
gctgggagge
aggtccctge
acaggtggac
accaactagt
cctcagtttce

cctgacagtt

agcgeggcgg

caccccaggce
tgcageccettt
gctcteectg
ctgctectgge
tctgecectgt
agtctctcct
gtgtgagtca
acgggctggt
ctggatttgg
acacacaacc
ttccteteag
aatgccctgg
ctagaaaatt
cccatttacc
tggtgtgttg

caccgggggc

720

780

840

900

960

999

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1000



10

<400> 23

ccectgtggge
aaacacaggc
gggcacccct
ctgaagaatc
tcagcatcct
gcttcagccce
tgtgtcctgt
ctagccgagg
ttggccectcag
gggtgctggg
cctgatccce
cctgccagee
cacccactcc
cctttettta
tctgtgtcce
ctgggcgtagg

ccatggcagt

atttgagttt
tctgetcettg
gggcttcecca
ccacccgcetg
gcctcactcece
ccacctccag
agggagatgg
gaagcctgcet
gagactgggg
ttcttagtga
tcctaatctt
ttcagggacc
tcagaccagce
cagatggtta
atgcttttag
agacccctgt

tcacacccac

ES 2 862 526 T3

ataacaccac
gaatcagtct
gctetggggg
agcteggect
ccgceccagge
gaggccctac
acaggagaca
ggctctcectg
ataggaccgg
gatggccagt
ccagcagcaa
tgccttccaa
atgtcttggce
aaccgaagtt
ctccagecect

gggaagggat

agccttcecect

<210> 24
<211> 999
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de elemento regulador de TNNI1

<400> 24

gggccacagt gaaggcccag aggggcaagt

accctgcatc
ccaagagggc
acgagggtgce
gtttccaggg
ctgagggtct
ccaggttcca

cctetgecect

tcttataagg
taaagactca
ctggctgtgg
ctgagcagaa
gcagacactc
aaggacaccc

aatcttcatc

caatatggaa
gctttcaggg
ggagtgatgt
tggcagtgge
tgcatccccece
gagtctcatg

tccagccaga

ccccattgtg
tcctgatcetg
tagtgggtge
tctceccttec
agcaaggagc
ccacgctcat
gctgggcette
cttgctctaa
ccttgaaagt
gaaggctgtg
ctggtgctct
agatgggcag
tgttggggce
ctgcactcat
caggtgtgac
cceccgaggge

agagcagccce

agcagctggg
atgaggcccce
atttttcagt
gagcagtgtt
agcagggcac
tccagatggg
cctggaactce

agccaacaga

45

gcacacccct
tggctgtgece
caacaaggag
ccactgtcca
ccacaccctc
gaccttgcta
caggccaccc
tttctggggce
gggggaagct
gtgcceccgag
gaggctcccc
gggaggggga
tgagagactt
cagggactgg
aggaggatca

gcctetgget

ggaagaggac
tgaacccatg
ggctctggtg
gcaggctgac
acctttatge
tttcctggaa
agtgagacta

tcccagggga

ccaccccgta
ctccaacaga
gggcctgggyg
gctcegecett
atgcccctcea
ttctgggect
aggcgggggg
tccccaaacce
ttggagagcce
gtaagcaggg
ctceccececcage
cgaggacacc
tccctcectaag
ccagggtgtc
ctttcecatce

cagcctcect

cattgggcta
ccccaaaagce
cacgtgggat
cccagtgagt
tcagggaggt
tctagatttc
attcacctct

ctggagccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1000

60

120

180

240

300

360

420

480
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46

aggggctgca cctgtttacc gggtattttt aggatggttg atgaacacat aatacccacc 540
ctatagtcag agaaagacaa tgcctgctat gttaatcctg tggctattat agtctgtcat 600
ctcatgggtt ggggcaggac actgaccctc tcagaggcca gagagaggcc tcgcaagcag 660
gaggttaggg agccccagcc atgctcccca tttggagaag gagagagtaa tgggcagggg 720
tgtcctaagg agacacaccce cagtgcccac agaggtaaag gccctgccct ctctacaacg 780
acattctgcect gcctaataga ggttgctcta attctgttcet ggtcgggtca actttgagaa 840
gcctctatgt gagacggetg ccagggagaa atgacagggt ctggggaggce ataggggttg 900
gggacatagg attccaagtg gagaggctgt gatggataat gaaggcaggc tccagccaaa 960
aggagcagct agaggggaga aggaatttag gggctttge 999

<210> 25

<211> 999

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de elemento regulador de TNNI1

<400> 25
ttgtggggtc tgggaagtgg ggaattaaaa gacacttgta aagtgcctgc caataattgt 60
atcccagage caccccttec tetgecctaa ttetcectecett tecetttgtg ceccatgaage 120
actatcccaa ccccaatgaa cacagectttg gccacctcce ctgaatctcce caacgggtca 180
gaaagccttc tgggcctceccee tccacctetg cecteccgeccac caggggaggg taaggectggg 240
gtggaggagg tggaggtgta gtgtgacccc agagtctcag ctgtcatgcet ggggcacaga 300
gggaggggta tggagacaat ccatgaattc ctgagatgct tggctggtat tagattttat 360
gggcagctgc ttattcttag ggctctgett ctccaaagac actgaggaag tccaaaggaa 420
acaccagctg gcgaagagcec acctccaggce ccatctgtce atcatcagecce tccaggaatg 480
ccagtgtcca gagggcacca ggtctgegtc tgtctcectg ggatgtgect tgtcettggt 540
gggcatttgg cagtgatcat gcctccectgt ctccctcaga gatccaactg tccccattgt 600
ggggccctac cttccaagge cggtttacac ctcectgccaa gecteccgggge ctgcecccccag 660
cctgecctcac tgacaaatgc cagaccaagg ggtcccacgt caggcaagag gcctcagect 720
gtgctctgac acccctcaga cgggggccct tgeccaggecte tgtggaagac aagcgaggac 780
tgataagtca ggatgaagat agcagccact ggaaggcttg gagagccagg attccatctce 840
ctctacaagt agcaagcaag gagataatga gaaaatcctc ccececcgaggg ggggagcaaa 900
gagtctctgg tggttgccte agagctgggce tttceccttcece ttgaggettt gcagegtgga 960
agggactatc cgctagacta tgagattgag tctgtgtgt 999

<210> 26
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47

<211> 1000

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de elemento regulador de MYLPF1

<400> 26
tcttttgggg atccaaggcc ccagtcccgt caacccctet ccectcactg ccacatccect 60
ctgtgectecct catgttccac tgagaatcce gacctcaate tcatgagege tccaggttgt 120
ccttagatca caagcataaa gacctgacgt tatgagctce aaccttccaa cttctaaacg 180
ccectettett tectetgaccee ccatattctg atttccatat agcatccace atcectggaat 240
tccagtgaga cctagctcce gacttctcag ctectceecttg gtttectgagt cctectaaggt 300
ccctcactee caactcagece ccatgtcecctg tcaattccca ctcagtgtcet gatctcecette 360
tcctcacctt tcccatctece cgtttgaccce aagcecttecctg agetcteccte ccatteccect 420
ttttggagtc ctcctecctet cccagaaccce agtaataagt gggctcecctce ctggectgga 480
ccececegtggt aaccctataa ggcgaggcag ctgetgtctg aggcagggag gggetggtgt 540
gggaggctaa gggcagctgce taagtttagg gtggctcctt ctctcettett agagacaaca 600
ggtggctggg gcctcagtge ccagaaaaga aaatgtctta gaggtatcgg catgggcectg 660
gaggaggggg gacagggcag ggggaggcat cttcctcagg acatcgggtc ctagagggag 720
cgggaggaga aggagatggt tgtccttgec aacttgggge ttcctcagec actatttttce 780
cagacttctg ctgcatggag gggactgggt cactgaggce cagagggaga agagagggta 840
catcaaagtc acacaatcag ccaagctggce tcttggccag aataaagtga gectgceccactg 900
gctatcaagg cacctcacag aaagtgacca gctggctgte cttttagggt cttttcctcece 960
cctettgagt tccagectee acaccagtac ccagagaaaa 1000

<210> 27

<211> 999

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de elemento regulador de MYH1

<400> 27
gggatcatta gctaaatctc actggcctct tgagatttca actgaatgtt cctgtgaagt 60
accacatatt atgtctctac aaacactatt gcagttccte ctgecctcecctg ggaaaaaagt 120
gaaatatgcet tggctcaaga tattcacttc tcatacagaa gatccttgac atttggaata 180
taattgagtc ctgagactcc ctctgcaggg tcctgtcgecc atataataga gggactacta 240
aaagcaacag tattaaagct cagactagga ataaatcaca tatcctcaat ccctggacaa 300



10

cttgtttact
gaatactttg
tggagtgggt
tggcagcaga
aaaccaatat
tatcagcaga
aagtaaaaaa
taattcagac
acttacaaag
tagggggttyg
ttgcatctgg

aacaatcaga

tctagtgtta
gacatgceccca
aaagcatact
ctggtgettt
ttgtcattct
agccagtttce
aatgatgtta
atgctttcte
cgagaggagt
gcactgatga
ggcttgggaa

ctcacctgca
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gttttttcett
gcagttcectg
gtgggctatg
acaagctcca
tggattctat
cctgtggtac
tacccaaagce
tggcatctaa
tgtcattcct
tttgatcttce
tttcctacct

ttttgccaga

aaaaaaaaaa
gcagttecca
gataagactg
tgttcagcag
ttaggaggtc
cgaagtggat
ttgaagtacg
aggcagagaa
cacggtcttg
cagagtcccce
gagagtcccg

agtaacttc

ttgaaatcat
cagaagcatt
acattaacca
gagctgcaaa
ctgttactca
cctgatgaat
tagtggggat
gaccctttgg
gcgttgecaa
tgcaaaggca

acagagcctg

tctgaggetg
acctcatgac
caagcatgtt
gtgttcctcece
catgtttcaa
ttacccttgt
gccactgaaa
caaccaagag
aggcctccag
agagcagtcc

gattctgact

<210> 28
<211> 1000
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de elemento regulador de TPM3

<400> 28
gtgcctacct

cgatccagag
atcatgagca
caagaaagaa
gtgctcatag
ttgttctecct
aaatatctag
tctcectgac
gaggaagagg
gcagtttgca
ctgtgttgaa
aaggagcttg
tccccagatce

ctcecccacca

gtttacttct
cattctcctt
gtggctgttg
ggggctgctyg
ctccaccttt
gggggaacac
caacagctga
cctgaaactt
ggagggaaga
tccagggggt
tgctggtcaa
ggcacaggga
aaattgctgt

agagccacaa

ttecttectgece
gtctaacttc
gtaggctcac
cctgagtgac
tgttecctaat
agggtgagac
ggctgatttt
tccactcatt
acattgaaat
cctggttgece
actcegttag
agaggggagg
gctattctgg

gagtagagta

tgcttcetget
agcatctgca
ctgtgaacac
caggaggtcc
atggtcttte
gctttgatga
agacaatgga
ctgggcagcet
agagaagtgt
tttcagcectte
ttgagtttta
tcactcatga
gagtctccga

agaggtaggg

48

cagcttcagce
tctttttett
tggagaactg
ccagacttga
cagctccecctce
actgacatca
aagtggggga
ctatggatgt
actttggcaa
ccgtttcact
gcttttgatt
tccttaacaa

ttggcaggga

ttggaatctc

ttgctctgece
gatggcctcce
gagactgggg
gtctttatct
caccccatca
ccagcaaaaa
gggaagaggt
tttaaaagaa
ttctaggttg
ctccceccaga
cctggtattce
ttctececaga
gacgtttttce

caaccctatce

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

999

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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cttgaaggct atcccagagc ttcaagtggg gtggggagag aaacagggga gggtcagaac

aatccagaca ggatcatacc ctttgttttc ccacagtaat cttaaaatag aactgttgta

cccacacaga ctttggtetg tgtggetcte tcectettett

<210> 29
<211> 999
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de elemento regulador de ANKRD2

<400> 29

ggcatgcaat
ctcceectggt
agccatgcectg
atgtgaaagt
agaggggcta
ctgacagatt
aggaaaagga
gaatcttata
cacagggctg
tccagecatge
gggagtattt
gtctgggect
cgctagetgg
tgcagaggtc
actaaaagtc
gagccgaagg

cggccctgge

<210> 30
<211> 663
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ctccagcaga
gtcectcatga
cctgecectge
gcttgcaagg
acttcecggece
tagatcgtgt
accggttcct
taaggctgtt
ggtgtctgca
gagttccagg
ttccttctta
gacagggaaa
gcttagtgcet
ccctgagecac
acccagccaa
ccagcgtgag

ctggacaagt

<223> Promotor de CMV

<400> 30

gtgagcctgg
gtcectcagga
ctcctceccatce
cgaagacagc
ctggagacgc
gtcagaggtt
catgcttcet
tagctaaggg
gttccctage
tgtggaactg
gtgagcatgg
ccctgggagg
ttceggagac
ttaccaagag
atgcagtgat
ctgtgatcag

agagtgtgac

aactgccagt
aaagccactce
agttgctggg
acctcaggaa
tgtagccatc
tgtgtcagct
aggggaatgc
cagccaccag
agattaacct
agcaagtaca
gcagcctcecct
gtagaaggat
ccectttettg
aggagacaga
gcttaacggg
agagggagac

cctcectecac

cttectgggee
tttgetttte
aggattaagc
ggtggtctge
gtgatgttaa
tcccagcaag
atgcatatct
ccaggtgage
gggtcacagt
gatctgettt
ggccagggaa
ccagagtagc
aagcaagact
ttggataagg
gaagcatgtg

agctgecccett

ctgatcccag
tttaaagcag
aggaagacag
tcctgcageca
agcaaaatct
ggaaccagaa
gaagagaagg
cttacagaag
gactcagagc
tgctccactt
gtctggcact
tgctgttcect
ctgtaagccc
tttgttcatg
ggaccccgga

cctgctacca

acgcgtggag ctagttatta atagtaatca attacggggt cattagttca tagcccatat

atggagttcc gegttacata acttacggta aatggccege ctggetgace geccaacgac

49

9200

960

1000

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

999

60

120
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20

25

30

35

40

45

ccececgeccat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgcccagt
atcgctatta
gactcacggg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt

cctggagacg

tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcc
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
ggactttcca
acggtgggag

ccatccacge

tcc

<210> 31
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
tgtgtccgte gtggatctga 20

<210> 32
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
gcctgcettca ccaccttctt ga 22

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
gtcccteact cccaactcag 20

<210> 34

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
gaggagaagg agatcagaca ctg
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aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
gcggttttgg
tctccaccce
aaatgtcgta
gtctatataa

tgttttgacc

23

gttcccatag
taaactgccce
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacatca
attgacgtca
acaactccge
gcagagctcg

tccatagaag

50

taacgtcaat
acttggcagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
cccattgacg
tttagtgaac

acaccgggac

agggactttc
acatcaagtg
cgcctggeat
cgtattagtce
atagcggttt
gttttgcacc
caaatgggcg
cgtcagatcg

cgatccagcc

180

240

300

360

420

480

540

600

660

663
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<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 35
tagctgggcec tttecttete 20

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
cgtctcecta gecagcaacag 20

<210> 37

<211> 171

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento a de elemento regulador especifico de musculo esquelético 4 (Sk-SH4a)

<400> 37
ctctaaggtc cctcactcce aactcagceccce catgtcctgt caattcccac tcagtgtctg

atctcettet cetcacettt cecatetece gtttgaccca agettectga getetectec

cattccecett tttggagtce tcctectcectce ccagaaccca gtaataagtg g

<210> 38

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento b de elemento regulador especifico de musculo esquelético 4 (Sk-SH4b)

<400> 38
tggcctggac ccecegtggta accctataag gcgaggceagce tgctgtetga g 51

<210> 39

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento c de elemento regulador especifico de musculo esquelético 4 (Sk-SH4c)

<400> 39
gcagggaggg gctggtatgg gaggctaagg gecagcetgceta agtttagggt ggctecttet 60

<210> 40

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

51

60

120

171
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<220>
<223> Fragmento d de elemento regulador especifico de musculo esquelético 4 (Sk-SH4d)

<400> 40
aggagggggyg acagggcagg gggaggcatc ttcctcagga ¢ 41

<210> 41

<211>120

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento e de elemento regulador especifico de musculo esquelético 4 (Sk-SH4e)

<400> 41
gcagggaggg gctggtgtgg gaggctaagg gcagctgcta agtttagggt ggcectccttet

ctcttcttag agacaacagg tggctggggc ctcagtgcce agaaaagaaa atgtcttaga

<210> 42

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 42
gtgccctact acatcaa 17

<210> 43

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43
aggttgtgct ggtcca 16

<210> 44

<211> 8069

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1

<400> 44

52

60

120



cctgcaggca
gggcgacctt
actccatcac
cagccccatg
tctecegttt
cctctecceccag
tataaggcga
gctgctaagt
agtgcccaga
ggcaggggga
ggccttteet
ctagggagac
gggtgtggge
aggagtcagg
agattctgga
cccaagggaa
gccagggtca
gaaaggatgg
ctaggcaact
aaacctctcce
cccaggataa
ctecettgece
gggcgcaggc
tcctggcagg
ggagggctac
cagccggctg

gccacctcta

gctgecgeget
tggtcgceecg
taggggttce
tcetgtcaat
gacccaagct
aacccagtaa
ggcagctgct
ttagggtgge
aaagaaaatg
ggcatcttcce
tctecctctat
ggctggcettg
ggtgtgagta
caaaggcgat
aactatcttg
actgaggctc
ctctctgact
tagagacctg
tgtgcgaata
tcggagaaaa
ggcaggcatc
tgtgaaaccc
ctcttgeggg
acagagggat
aaatagtgca
cccgececget

gaaagaggta
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cgctegetca
gcctcagtga
tegtacgttce
tcccactcag
tcctgagetce
taagtgggct
gtctgaggca
tcecttetcte
tcttagaggt
tcaggacatc
aaataccagc
acatgcatct
gggggatgaa
gcgggggtge
ctggctataa
agagttaaaa
aaccggtacc
tcecgggettt
aaacacttcg
tagggggcct
caaatggaaa
agcaggcctg
ggagctggcce
cctgecagcetg
gacagctaag
gcectectetg

agggtttaag

ctgaggccge
gcgagcgagce
tgagtcctet
tgtctgatct
tcctcccatt
cctceetgge
gggaggggct
ttcttagaga
atcggcatgg
gggtcctaga
tctggtattt
cctgacaaaa
tcagagaggg
gactacacgce
acttgaggga
cccaggtatc
taccctacag
gcccacagtce
ggggtcctte
caaacaaacg
aaaaggggcc
cctgtcttcet
tceceegececee
tcaggggagg
gggctccgte
tgcgtecgee

ggatggttgg

53

ccgggcaaag
gcgcagagag
aaggtccctce
ccttctecte
ccectttttg
ctggaccccce
ggtgtgggag
caacaggtgg
gcctggagga
gggaccttgce
cgecttggea
cacaaacccg
ggcgagggag
agttggaaac
agcagaaggc
agtgatatgc
gcctacctag
gttggaaacc
ttgttcattc
aaattctcta
ggccgggggt
gtcctettgg
ctecgeetgtg
ggcgccgggg
acccatcttc
cagccagcct

ttggtggggt

ccecgggegte
ggagtggcca
actcccaact
acctttccca
gagtcctcct
gtggtaaccc
gctaagggca
ctggggectce
ggggggacag
ttcctagetg
gctgttgetg
tggtgtgagt
acaggggcgce
agtcgtcaga
caacattcct
atgtgccccg
agactctttt
tcagcatttt
caataaccta
gceccegettte
ctcctgtcag
ggctgtccag
gccgececttt
ggtgatgtca
acatccactc
cgtccacgee

attaatgttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



aattacctgg
tgtggtggga
ccaagtgggt
gcgacctgea
tgcccaagga
gagtgctgca
gcaaccacaa
acgtgatgaa
gctgggtgag
cctggagcga
actggaacag
tcgccagata
accccgacaa
aggtgtccat
tggcecaggg

tggcccaggg
cccaggccge
tggaggcccc
acagatacca
tgcaggccca
acgagggcta
tgggcagcaa
agcagatgaa
agagcaacct
actggctgac
acctggagga
aggagcaggt
gcgaccacgce
acatctgecg
agagactgac
tgaacaagat

agctggecgt

agcacctgcece
ggaagtggag
gaacgcccag
ggatggcagg
gaagggcagc
gaacaacaac
gctgacccetg
gaacatcatg
gcagagcacc
cggcctggece
cgtggtgtgt
ccagctggge
gaaaagcatc
cgaggccatc
ctatgagaga
ctatgagaga
ctacgtgacc
cgaggacaag
gaccgccectg
gggcgagatce
catgatggat
gctgatcggce
cctgetgaac
gcaccgegtg
caagaccgag
cctgaagaga
gcgcegtgaac
cacagccgec
gtggaccgag
agaggagcag
ccacaccacc

gctgaaggece
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tgaaatcact
gactgctacg
ttcagcaagt
agactgcectgg
accagagtgce
gtggacctgg
ggcctgatct
gcecggectge
agaaactacc
ctgaacgccc
cagcagagcg
atcgagaagce
ctgatgtata
caggaagtgg
accagcagcc
accagcagcc
acctcecgacce
agcttcggcea
gaggaagtgc
agcaacgacg
ctgaccgceccece
accggcaagc
agcagatggg
ctgatggacc
gagcggacca
caggtgcagc
agcctgaccc
ctggaagagc
gacagatggg
tgcetgttta
ggcttcaagg

gatctggaga

ttttttcagg
agagagagga
tcggcaagca
atctgctgga
acgccctgaa
tgaatatcgg
ggaacatcat
agcagaccaa
cccaggtgaa
tgatccacag
ccacccagag
tgctggacce
ttacctctet
aaatgctgcc
ccaagcccag
ccaagcccag
ccaccagaag
gcagcctgat
tgtcttggcet
tggaagtggt
accagggcag
tgagcgagga
agtgecctgag
tgcagaacca
gaaagatgga
agcacaaagt
acatggtggt
agctgaaagt
tgctgctgeca
gcgectgget
accagaacga

agaaaaagca

54

ttggacgcgt
cgtgcagaag
gcacatcgag
gggactgacc
caacgtgaac
cagcaccgac
cctgcactgg
cagcgagaag
cgtgatcaac
ccacagaccc
actggagcac
cgaggacgtg
gtttcaggtg
caggccccec
attcaagagc
attcaagagce
ccecttecce
ggagagcgaa
gctgtecegee
gaaggaccag
agtgggcaat
cgaggagacc
agtggccagce
gaagctgaag
ggaggagccc
gctgcaggag
cgtggtggac
getgggegac
ggacatcctg
gagcgagaag
gatgctgage

gagcatgggce

gccaccatge
aaaaccttca
aacctgttca
ggccagaagce
aaggccctga
atcgtggacg
caggtgaaga
atcctgetga
ttcaccacct
gacctgttcg
gccttcaaca
gacaccacct
ctgececccage
accgtgtccce
accgtgtcce
tacgecctaca
agccagcacc
gtgaacctgg
gaggacaccc
ttccacacce
atcctgcage
gaagtgcagg
atggagaagc
gagctgaacg
ctgggccceg
gacctggaac
gagagcagcg
agatgggcca
ctgaagtggce
gaggacgccg
agcctgcaga

aagctgtact

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



ccctgaagca
cctggctgga
ccgcccagat
tggagaccgt
agctgcceccee
tgcaggagct
tcaagggcag
agaaagtgaa
acgacctgge
ccctggaaga
ggcagctgca
gcgtgecaggg
acgagaccca
ccgacctgaa
agaaggccct
acaacctgaa
ccatctacga
acatgtgect
tgctgtcctt
gctacctgtt
tgctgetgea
gcagcaacat
tcgaggecge
ctgtgctgceca
gcaaggagtg
tctgeccagag
tggtggagta
tgaagaataa
ccgtgecagac
agaataaaag

tagtgatgga

ggacctgctg
caatttcgcce
cagccaggcc
gaccacagtg
tecececceceect
gcaggaagcc
ctggcagcct
ggccctgegg
cagacagctg
tctgaacacce
cgaggcccac
cccectgggag
gaccacctgce
caatgtgcgg
gtgcctggac
gcagaacgac
tcggetggag
gaattggctg
caagaccggc
caagcaggtg
cgatagcatce
cgagccctcet
cctgttectg
cagagtggcce
ccccatcatc
ctgettttte
ctgcaccccce
gttccggacce
cgtgetggag
atctttattt

gttggccact

ES 2 862 526 T3

tccaccctga
cggtgctggg
gtgaccacca
accaccaggg
cagaagaagc
accgacgagc
gtgggcgatc
ggcgagatcg
accaccctgg
cggtggaaac
agagacttcg
agagccatct
tgggaccacce
ttcagcgect
ctgctgagcece
cagcccatgg
caggagcaca
ctgaacgtgt
atcatcagcc
gccagcagca
cagatcccta
gtgaggagct
gattggatga
gccgccgaga
ggcttcecggt
agcggcagag
accacctccg
aagcggtact
ggcgacaaca
tcattagatc

ccctetetge

agaacaagag
acaatctggt
cccagcccag
agcagatcct
ggcagatcac
tggacctgaa
tgctgatcga
ccceectgaa
gcatccagct
tgctgcaggt
gccctgecte
cccccaacaa
ctaagatgac
acagaaccgc
tgagcgccge
acattctgca
acaacctggt
acgacaccgg
tgtgcaaggc
ccggcttcetg
ggcagctggg
gcttccagtt
ggctggagcece
ccgccaagca
acaggagcct
tggccaaggg
gcgaggatgt
ttgccaagca
tggagaccga
tgtgtgttgg

gcgctcegete

55

cgtgacccag
gcagaaactg
cctgacacag
ggtgaagcac
agtggacacc
gctgagacag
cagcctgecag
ggagaatgtg
gagcccectac
ggccgtggag
ccagcacttc
agtgccctac
cgagctgtac
catgaagctg
ctgcgacgcecce
gatcatcaac
gaacgtgccce
caggaccggc
ccacctggag
cgatcagagg
cgaagtggcece
cgccaacaac
ccagagcatg
ccaggccaag
gaagcacttc
ccacaagatg
gagagacttc
ccccaggatg
caccatgtga
ttttttgtgt

gctcactgag

aaaaccgagg
gagaagagca
accaccgtga
gcccaggagg
ctggagagac
gccgaagtga
gaccacctgg
agccacgtga
aatctgagca
gatagagtga
ctgagcacca
tacatcaacc
cagagcctgg
cggagactgc
ctggaccagc
tgcctgacca
ctgtgcgtgg
agaatcagag
gataagtacc
agactgggcc
agctttggeg
aagcccgaga
gtgtggctge
tgcaacatct
aactacgaca
cactacccca
gccaaagtgce
ggctacctge
tgatgactceg
gaggaacccc

gccgggcgac

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400



caaaggtcgc
gctgecctgea
accgcatacg
tgtggtggtt
cgectttette
ggggctccect
tttgggtgat
gttggagtcc
tatctcggge
aaatgagctg
tttatggtgce
cccgecaaca
acaagctgtg
acgcgcgaga
aatggtttct
tttatttttce
gcttcaataa
tccetttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggce
tgecggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactggc
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctcee
aaatagacag

agtttactca

ccgacgcecg
ggggcgectg
tcaaagcaac
acgcgcageg
ccttecttte
ttagggttcc
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttg
atttaacaaa
actctcagta
cccgcetgacg
accgtctceceg
cgaaagggcc
tagacgtcag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggcatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegg
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga

tatatacttt

ES 2 862 526 T3

ggctttgecece
atgcggtatt
catagtacgc
tgaccgcetac
tcgecacgtt
gatttagtgc
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg
aatttaacgc
caatctgctce
cgccectgacg
ggagctgcat
tcgtgatacg
gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtgcacg
ttecgececega
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgcc
ctctagettce
ttectgegete
gtgggtctceg
ttatctacac
taggtgccte

agattgattt

gggcggcecte

ttctecttac
gccctgtage
acttgccage
cgeceggettt
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa
gattttgecg
gaattttaac
tgatgccgeca
ggcttgtetg
gtgtcagagg
cctattttta
tcggggaaat
tcegetceatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcce
tgagtactca
cagtgectgee
aggaccgaag
tegttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggccctteoeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag

aaaacttcat

56

agtgagcgag
gcatctgtge
ggcgcattaa
gccctagege
cceccgtcaag
ctcgaccccea
acggttttte
actggaacaa
atttcggecct
aaaatattaa
tagttaagce
ctceceggeat
ttttcaccgt
taggttaatg
gtgcgcggaa
agacaataac
catttcegtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagctga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac

ttttaattta

cgagcgcgea
ggtatttcac
gcgeggceggg
cegeteettt
ctctaaatcg
aaaaacttga
gcectttgac
cactcaaccc
attggttaaa
cgtttacaat
agccccgaca
ccgcecttacag
catcaccgaa
tcatgataat
ccectatttg
cctgataaat
tcgeccecttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggaggc
ttattgetga
ggccagatgyg
tggatgaacg
tgtcagacca

aaaggatcta

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320
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ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtccectt
tacatacctc
tcttacecggg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagcgge
gtatctttat
ctegtcaggg

ggccttttge

ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtagce
gctctgetaa
ttggactcaa
tgcacacagce
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtcg
gggcggagcc

tggccttttg

ES 2 862 526 T3

atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttcecgaaggt
cgtagttagg
tcctgttacce
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgccacgcet
caggagagcg
ggtttcgcca
tatggaaaaa

ctcacatgt

caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggctgcet
accggataag
gcgaacgacce
tccecgaaggg
cacgagggag
cctectgactt

cgccagcaac

taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgce
aagaactctg
gccagtggeg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
cttccagggg
gagcgtcgat

gcggectttt

<210> 45

<211>7217

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido AAVss-SkSH4-Des-MVM-FST-2A-Luc2

<400> 45

cctgcaggca
gggcgacctt
actccatcac
cagccccatg
tctececegttt
cctctecccag
tataaggcga
gctgctaagt
agtgcccaga
ggcaggggga
ggcctttecet
ctagggagac

gggtgtggge

gctgecgeget
tggtcgceecg
taggggttcce
tcctgtcaat
gacccaagct
aacccagtaa
ggcagctgct
ttagggtgge
aaagaaaatg
ggcatcttcce

tctectcetat

ggctggcettg

ggtgtgagta

cgctegetca
gcctcagtga
tecgtacgttce
tcccactcag
tcectgagetce
taagtgggct
gtctgaggca
tccttctete
tcttagaggt
tcaggacatc
aaataccagc
acatgcatct

gggggatgaa

ctgaggccge
gcgagcgagce
tgagtcctet
tgtctgatct
tcctcccatt
ccteceetgge
gggaggggct
ttcttagaga
atcggcatgg
gggtcctaga
tctggtattt
cctgacaaaa

tcagagaggg

57

ccgggcaaag
gcgcagagag
aaggtccctce
ccttctecte
cceetttttg
ctggacccce
ggtgtgggag
caacaggtgg
gcctggagga
gggaccttgce
cgeccttggea
cacaaacccg

ggcgagggag

tttcgttcca
tttttectgceg
gtttgcecgga
agataccaaa
tagcaccgcce
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg

tacggttcct

cccgggegte
ggagtggcca
actcccaact
acctttccca
gagtcctcect
gtggtaaccc
gctaagggca
ctggggectce
ggggggacag
ttcctagetg
gctgttgetg
tggtgtgagt

acaggggcgc

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8069

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



aggagtcagg
agattctgga
cccaagggaa
gccagggtceca
gaaaggatgg
ctaggcaact
aaacctctcc
cccaggataa
ctcettgece
gggcgcaggce
tecectggecagg
ggagggctac
cagccggcetg
gccacctcta
aattacctgg
cgaggcacca
accgcagtgce
tcctgtacaa
cgtggaccga
gcgcccccaa
aaaaatgccg
acatcacctg
cactcctaaa
gtaaaaagac
ccaataatgc
aatatctctg
cctgectget
cctgtgaaga
gaggccggtg
gtgccagtga
caggtgtgct

aggaagagga

caaaggcgat
aactatcttg
actgaggctc
ctctetgact
tagagacctg
tgtgcgaata
tcggagaaaa
ggcaggcatc
tgtgaaaccc
ctecttgecggg
acagagggat
aaatagtgca
cccgecceget
gaaagaggta
agcacctgece
gcegggtggg
ccaggctggyg
gaccgaactg
ggaggacgtg
ctgcatceccece
aatgaacaag
gaagggtcca
ggcaagatgt
ttgtcgggat
ctactgtgtg
tgggaatgat
gggcagatct
tatccagtge
ttececetetgt
caatgccact
actggaagta

ggaagatgaa

ES 2 862 526 T3

gcgggggtge
ctggctataa
agagttaaaa
aaccggtacc
tcecgggettt
aaacacttcg
tagggggcct
caaatggaaa
agcaggcctg
ggagctggcc
cctgecagcetg
gacagctaag
gcctectcetg
agggtttaag
tgaaatcact
ctttgectece
aactgctggce
agcaaggagg
aatgacaaca
tgtaaagaaa
aagaacaaac
gtctgcggge
aaagagcagc
gttttetgte
acctgtaatc
ggagtcacct
attggattag
actggtggga
gatgagctgt
tatgccageg
aagcactccg

gaccaggact

gactacacgce
acttgaggga
cccaggtatc
taccctacag
gcccacagtce
ggggtccttce
caaacaaacg
aaaaggggcc
cctgtcttet
tceceecgeccee
tcaggggagg
gggctcegte
tgecgtecgece
ggatggttgg
ttttttcagg
tgctgetget
tcegtcaage
agtgctgcag
cactcttcaa
cgtgtgagaa
ccegetgegt
tggatgggaa
cagaactgga
caggcagctce
ggatttgcce
actccagtgce
cctatgaggg
aaaaatgttt
gecctgacag
agtgtgccat
gatcttgcaa

acagctttcce

58

agttggaaac
agcagaaggc
agtgatatgc
gcctacctag
gttggaaacc
ttgttcattc
aaattctcta
ggcegggggt
gtcctettgg
ctcgeetgtg
ggcgccgggg
acccatcttc
cagccagcct
ttggtggggt
ttggacgegt
gctetgecag
gaagaacggc
caccggccgg
gtggatgatt
cgtggactgt
ctgcgececeg
aacctaccgc
agtccagtac
cacatgtgtg
agagcctget
ctgccacctg
aaagtgtatc
atgggattte
taagtcggat
gaaggaagct
ctccattteg

tatatettet

agtcgtcaga
caacattcct
atgtgccceg
agactetttt
tcagcatttt
caataaccta
gcececgettte
ctcectgtcecag
ggctgtccag
gcecgeecttt
ggtgatgtca
acatccactc
cgteccacgee
attaatgttt
atggtccgeg
ttcatggagg
cgctgecagg
ctgagcacct
ttcaacgggg
ggacctggga
gattgttcca
aatgaatgtg
caaggcagat
gtggaccaga
tcectetgage
agaaaggcta
aaagcaaagt
aaggttggga
gagcectgtet
gcctgetect
gaagacaccg

attctagagt

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



gggtcgagag
aggagaatcc
acccactcga
tggtgceegg
agtacttecga
accatcggat
ccctgttcat
tgaacagcat
agatcctcaa
agaccgacta
gcttcaacga
tcatgaacag
cttgtgtecg
ccgctatcect
acttgatctg
gcagcttgeca
tcgctaagag
gcggggcgcece
gcatccgcca
gggacgacaa
acttggacac
ccatgatcat
acggctggct
tggaccggcet
agagcatcct
acgatgccgg
agaaggagat
gtgttgtgtt
tcecgegagat
ctttattttc

tggccactcce

gtceggegge
cggcccaatg
agacgggacc
caccatcgcecce
gatgagcegtt
cgtggtgtgce
cggtgtggcet
gggcatcagce
cgtgcaaaag
ccagggcette
gtacgacttc
tagtggcagt
attcagtcat
cagcgtggtg
cggetttegg
agactataag
cactctcatc
gctcagcaag
gggctacggc
gcctggegea
cggtaagaca
gagcggctac
gcacagcggc
gaagagcctg
gctgcaacac
cgagcetgececce
cgtggactat
cgtggacgag
tctcattaag
attagatctg

ctctetgege
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ggagagggca
gaagatgcca
gccggcgage
tttaccgacg
cggctggeag
agcgagaata
gtggccccag
cagcccaccg
aagctaccga
caaagcatgt
gtgccecgaga
accggattgce
gcccgcgace
ccatttcacc
gtcgtgctca
attcaatctg
gacaagtacg
gaggtaggtg
ctgacagaaa
gtaggcaagg
ctgggtgtga
gttaacaacc
gacatcgcct
atcaaataca
cccaacatct
gccgcagteg
gtggccagce
gtgcctaaag
gccaagaagg
tgtgttggtt

gctcegetege

gaggaagtct
aaaacattaa
agctgcacaa
cacatatcga
aagctatgaa
gcttgcagtt
ctaacgacat
tcgtattegt
tcatacaaaa
acaccttegt
gcttcgacceg
ccaagggcgt
ccatcttegg
acggcttcgg
tgtaccgcett
ccetgetggt
acctaagcaa
aggccgtgge
caaccagcgc
tggtgcceccett
accagcgcgg
ccgaggctac
actgggacga
agggctacca
tcgacgecegg
tcgtgetgga
aggttacaac
gactgaccgg
gcggcaagat
ttttgtgtga

tcactgaggc

59

tctaacatgce
gaagggccca
agccatgaag
ggtggacatt
gcgctatggg
cttcatgcecce
ctacaacgag
gagcaagaaa
gatcatcatc
gacttcccat
ggacaaaacc
agccctaccg
caaccagatc
catgttcacc
cgaggaggag
gcccacacta
cttgcacgag
caaacgctte
cattctgatc
cttcgaggcet
cgagectgtge
aaacgctctce
ggacgagcac
ggtagcccca
ggtcgeegge
acacggtaaa
cgccaagaag
caagttggac
cgcecgtgtaa
ggaaccccta

cgggcgacca

ggtgacgtgg
gcgccattet
cgctacgceccc
acctacgceceg
ctgaatacaa
gtgttgggtg
cgcgagcetge
gggctgcaaa
atggatagca
ttgccacceg
atcgcectga
caccgcaccg
atcceccegaca
acgctgggcet
ctattcttge
tttagcttcet
atcgccageg
cacctaccag
acccccgaag
aaggtggtgg
gtcegtggec
atcgacaagg
ttcttcatceg
gccgaactgg
ctgceccgacg
accatgaccg
ctgcgeggtg
gcccgcaaga
aataaaagat
gtgatggagt

aaggtcgceccce

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



gacgcccggg
ggcgcctgat
aaagcaacca
gcgcagegtg
ttcectttete
agggttccga
ttcacgtagt
gttectttaat
ttettttgat
ttaacaaaaa
tctcagtaca
cgctgacgeg
cgtcteeggg
aaagggcctc
gacgtcaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttgc
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgcggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata

tatactttag

ctttgceegg
gcggtatttt
tagtacgcgce
accgctacac
gccacgtteg
tttagtgcett
gggccatecge
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
atctgectcetg
ccctgacggg
agctgcatgt
gtgatacgcc
ggcacttttc
aatatgtatc
aagagtatga
cttcctgttt
ggtgcacgag
cgccccgaag
ttatccegta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgccttgatce
acgatgcctg
ctagettecce
ctgegetegg
gggtctcgeg
atctacacga
ggtgcctecac

attgatttaa
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gcggcctcag
ctcettacge
cctgtagegg
ttgeccagege
ccggcectttee
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgccgat
attttaacaa
atgccgceata
cttgtetget
gtcagaggtt
tatttttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcaccc
tgggttacat
aacgttttce
ttgacgcegg
agtactcacc
gtgctgcecceat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatggc
ggcaacaatt
ccetteegge
gtatcattge
cggggagtca
tgattaagca

aacttcattt

tgagcgageg
atctgtgecgg
cgcattaagc
cctagegecece
ccgtcaaget
cgaccccaaa
ggtttttecge
tggaacaaca
ttecggectat
aatattaacg
gttaagccag
cccggceatcee
ttcaccgtca
ggttaatgtc
gcgcggaacce
acaataaccc
tttecegtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggectggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg

ttaatttaaa

60

agcgcgcagce
tatttcacac
gcggegggtg
gctecettteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
tttacaattt
ccececgacace
gcttacagac
tcaccgaaac
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatgc
gcccttatte
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
ctcggtegece
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag

aggatctagg

tgecectgeagg
cgcatacgtc
tggtggttac
ctttettece
ggctcccettt
tgggtgatgg
tggagtccac
tctegggeta
atgagctgat
tatggtgcac
cgccaacace
aagctgtgac
gcgcgagacg
tggtttctta
tatttttcta
ttcaataata
cecttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgetatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgce
aatctggagce
ageccctceecg
atagacagat
tttactcata

tgaagatcct

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480
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ttttgataat
ccccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatce
ggactcaaga
cacacagccce
atgagaaagc
ggtcggaaca
tecetgteggg
gcggagcecta

gcettttget

ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgcttce
ggagagcgca
tttcgceccecace
tggaaaaacg

cacatgt

ES 2 862 526 T3

aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccage
ctggcettcag
accacttcaa
tggctgcectge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga

ccagcaacgc

<210> 46

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sefal de poliadenilacion sintética

<400> 46
aataaaagat ctttattttc attagatctg tgtgttggtt ttttgtgtg

acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcecgattt

ggccttttta

49

61

tcgttccact
tttctgegeg
ttgceggatce
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgcect

cggttectgg

gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtccttcet
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag

cgtcaggggg

ccttttgcetg
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6840

6900

6960
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7200
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REIVINDICACIONES

Un elemento regulador de acido nucleico para potenciar la expresion génica especifica de musculo,
preferiblemente para potenciar la expresion génica especifica de musculo esquelético, que comprende la
secuencia de SEQ ID NO:10 y que tiene una longitud maxima de 550 nucledtidos, o que consiste en un
fragmento funcional de dicha secuencia que tiene una longitud maxima de 300 nucledtidos y que comprende
la secuencia de SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40 o SEQ ID NO:41.

El elemento regulador de acido nucleico segun la reivindicacion 1, en el que dicho fragmento funcional
consiste en la secuencia de SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40 o SEQ ID NO:41.

Uso in vitro o ex vivo de un elemento regulador de acido nucleico segun la reivindicacion 1 o 2, en un casete
de expresion de acido nucleico, o en un vector.

Un elemento regulador de acido nucleico segun la reivindicaciéon 1 o 2 para su uso en medicina, en el que
dicho elemento regulador de acido nucleico esta en un casete de expresion de acido nucleico, o en un vector.

Un casete de expresion de acido nucleico que comprende al menos un elemento regulador de acido nucleico,
operativamente unido a un promotor y un transgén, en el que dicho elemento regulador de acido nucleico
consiste en el elemento regulador de acido nucleico tal como se define en la reivindicacion 1 o 2.

El casete de expresion de acido nucleico segun la reivindicacion 5, en el que el promotor es un promotor
especifico de musculo.

El casete de expresion de acido nucleico segun la reivindicacion 5 o 6, en el que el promotor es el promotor
del gen de desmina (DES), el promotor de SPc5-12, el promotor de creatina cinasa muscular (MCK), el
promotor de dMCK o el promotor de tMCK.

El casete de expresion de acido nucleico segun una cualquiera de reivindicaciones 5 o 6, en el que el transgén
codifica para una proteina terapéutica, una proteina inmunogénica o una proteina estructural, preferiblemente
distrofina o un sarcoglicano.

El casete de expresion de acido nucleico segun la reivindicaciéon 5, en el que el transgén codifica para
distrofina, un sarcoglicano o folistatina.

Un vector que comprende al menos un elemento regulador de acido nucleico, en el que dicho elemento
regulador de acido nucleico consiste en el elemento regulador de acido nucleico tal como se define en la
reivindicacion 1 o 2, o el casete de expresion de acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones
5a09.

El vector segun la reivindicacion 10, que es un vector viral, preferiblemente un vector viral adenoasociado.
Una composicion farmacéutica que comprende el casete de expresion de acido nucleico segun una
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, o el vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, y
un portador farmacéuticamente aceptable.

El elemento regulador de acido nucleico segun la reivindicacion 1 o 2, casete de expresion de acido nucleico
segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 u
11, o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 12 para su uso en terapia génica.

El elemento regulador de acido nucleico segun la reivindicacion 1 o 2, casete de expresion de acido nucleico
segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, el vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 10
u 11, o composicidon farmacéutica segun la reivindicacion 12 para su uso en terapia de vacunacion,
preferiblemente vacunacion profilactica.

Un método in vitro o ex vivo para expresar un producto transgénico en células musculares que comprende:

- introducir el casete de expresion de acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 5a 9, o el
vector segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11 en las células musculares;

- expresar el producto transgénico en las células musculares.
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FIG. 2

SEQ ID NO: 1

GTTCTCCTCTATAAATACCCGCTCTGGTATTTGGGGTTGGCAGCTGTTGCTGCCAGGGAGA
TGGTTGGGTITGACATGCGGCTCCTGACAAAACACAAACCCCTGGTGTGTGTGGGCGTGGGT
GGTGTGAGTAGGGGGATGAATCAGGGAGGGGGCGGGGGACCCAGGGGGCAGGAGCCACACA
AAGTCTGTGCGGGGETGGGAGCGCACATAGCAATTGGAAACTGAAAGCTTATCAGACCCTT
TCTGGAAATCAGCCCACTGTTTATAAACTTGAGGCCCCACCCTCGACAGTACCGGGGAGGA
AGAGGGCCTGCACTAGTCCAGAGGGAAACTGAGGCTCAGGGCTAGCTCGCCCATAGACATA
CATGGCAGGCAGGCT

B
SEQ ID NO: 2

CGTCTATAAATTCCAGGGAAGGTCTCTGATTGGCCCTGCTCATTCCCAGGCCCATTCCTTG
ACCCAGTCACTGAAGTCAGGGAGATGCAGTAATAAGACTGGCTGGAATCAGGGTCTTTAGG
GGTGGAGGGATGGGGAGGAGGCACAGCATGTCATCAAAATAAGGAAATTGCAAAAGAAAGC
TTGCAGGCTACTTTGAATGACAATGAGAAAGACGGTGCTGCCTGAGTGTGTTAAGGATCCA
CATGGTCTCCAAAATCCTCCAGGAGCATACAGTCTAGTCTGGGAGATGAGACACAAARAATA
ACCAGAACACAACAGCTTGCACTGACTCGAGGGCTGGATAAGAATATCTGGAACTCCCCCA
TCTATTTCAGAAGCTTGTCTCTTGGATGAAAATTAGACACTTAATGGGAAAGGGCTTTGAA
AAGAGTGC

C
SEQ ID NO: 3

AAAAAATARAAATAAAAAATAAAAATARATARAGTGGATGGCTTAGAGTATCTTTTCTGTT
TAGACCTGACTAAAGCTTAGACATAATTGTTAGTTTAGGCTCTCAGGGTAAAATTTATTAC
TGTAAATCCAAAAAATCCCTTCTTCTTCTTTTITTTTTTTTTTTTTGGTCCTTGAATTAAAT
GCTGTCACCTCCTTCTTGAAAGGAGAAACTATTAGTCAGATTTGAAAATCCTCTTTATCAC
CCAGGAAAATCATTTTTATGGACACTTTIGTICTTTICTGTAGTCTGACTTAGAAGCAGCCTGT
TTTTGATAGGTTGAAGTTTTCATCTTGAACACAAACCCTGTTTIGTGTGTCCCCTACTCCCC
AGTTTGATGTGCCAGGCACTTTGTTCTCAAGCCCAGCAGCTGTTGTGGGATGAGGGGACAT
TTTGCATGCTTAGCCAGCAGCTGCCAGAAACATTTCTAATCTGGTTTTGGCAGGAAATAGG
GCACAAGTGGAAGCCAAGTTAAAAGAAGCTGGAAAAATAAACAGAATAACTTTAGATGTCA
CT
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FIG. 2
SEQ ID NO: 4

TGCACTGTAGACTATTTATGTTTGCATATTTTTCAGGATTGTGTACAGTAAACCTTAAGTG
AATACAAAGGATCCAATTGTCCTGTAAGACTCACTTCAATTACAGATTGTGCTCAGTATTA
AACTTTGCTAGTACTTTCAGGATGCAGTCAATCAAGAGGCAGGGAAAGGTCTGTCAGCATC
CACAGCCTCCTTTTCAAATTGGACACTTAGTCTCTGGTCCGAATAATAGGTGCCCCCAGTG
TCACCTCACACAATGGGGTATACACAGTTTTTAAAAATTTATTTTCAGCTGGGCACAGTAG
CTCACACCTAAAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCAGGTGGATCACCTGAGGTCAGGA
GTTCAAGACCAGCCTGGCCAACGTGGCAAAATCCTGICTCTACTAAAAATACAAAARATTAA
CCG

E
SEQ ID NO: b5

CAGTTTACTCACCAGGGATTCAGAGGCAGCACTGCTGAACCCTGAGCCCTTGGCACATCAG
GTTGGCTGTCAGAAGTCGGCCTTTGTACATACACAGTTCCCTTGTGAGGCCCAGCTGCGTG
TCCTAGGAGCGGGGCCTCTCTCCACAGCAGAGCTCAGCCTCTCAAGTGTATGGACAGCACG
GGTGCCTGATGGGTGGATTTAGCCATGAGTTGAAGGTGGCTTGGGGAGAATGAGAGTTCTA
GAGATAGGGAGAAGGGGTTGCCAATAGGAGAGTGGAATTCCTGAGCACCTCGTCACAGGCA
GCCGACAGAACATGAGCCGCAGGGCCCAGGCTATTTATACCTCGCCTGTCACTATCAGGGT
CCCCACAGCTCCCCCCACCTCCAGCCACACACAGCAGGTCCTTTTGCTCTTTCTGGTCCCT
TCTCTACTCCTCCCCCTCCCTACCTAA

F
SEQ ID NO: 6

CCCTTTCCCTGGCAGGATCTGCCCTGTGGCCCAAATGGGCATGTTGCCCAGGGGGCTCCCT
GGCACTATGGGGGAAGAGTCTCTCCTTCCCCTCTTATCATCTCAGTTGAGTCAGACTTGGG
GGAGGGGGATACACAGTGTGAGTCACTGGGTACCCTTTTCCTGAGCTCAGCTTCATACCGA
GGCGATGAGGCCAAACGGGCTGGTGACAGGGACACTGAGTCAGGGGCAGGGGCCCCGGTCT
TACTCCTGGGCCTCTGGATTTGGGCCCTACATGAGGCTTTTCTATCTGTAAAGTCAAGCAA
TGGCTGGGAGGCACACACAACCCCCCGCCCCCCCGCAGGCTTCTCCTTCATTGGCCCGGGC
AAGGTCCCTIGCTTCCTCTCAGGCCGTCTCTGCACAAGCACACACACTTCCCTTCCCTGTCC
ACAGGTGGACAATGCCCTGGGCTAGG
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FIG. 7

SEQ ID NO: 7

CTCACTCCCCGCCCAGGCAGCAAGGAGCCCACACCCTCATGCCCCTCAGCTTCAGCCCCCA
CCTCCAGGAGGCCCTACCCACGCTCATGACCTTGCTATTCTGGGCCTTGTGTCCTGTAGGG
AGATGGACAGGAGACAGCTGGGCTTCCAGGCCACCCAGGCGGGEGGEGCTAGCCGAGGGAAGC
CTGCTGGCTCTCCTGCTTGCTCTAATTTCTGGGGCTCCCCAAACCTTGGCCTCAGGAGACT
GGGGATAGGACCGGCCTTGAAAGTGGGGGAAGCTTTGGAGAGCCGGGTGCTGGGTTCTTAG
TGAGATGGCCAGTGAAGGCTGTGGTGCCCCGAGGTAAGCAGGGCCTGATCCCCTCCTAATC
TTCCAGCAGCAACTGGTGCTCTGAGGCTCCCCCTCCCCCAGCCCTGCCAGCCTTCAGGGAL
CTGCCTTCCAAAGATGGGCAGGGGAGGGGGACGAGGACACCCACCCACTCCTCAGACCAGC
ATGTCTT

B
SEQ ID NO: 8

CCCTCCAGATGGGTTTCCTGGAATCTAGATTTCCCAGGTTCCAAAGGACACCCGAGTCTCA
TGCCTGGAACTCAGTGAGACTAATTCACCTCTCCTCTGCCCTAATCTTCATCTCCAGCCAG
AAGCCAACAGATCCCAGGGGACTGGAGCCACAGGGGCTGCACCTGTTTACCGGGTATTTTT
AGGATGGTTGATGAACACATAATACCCACCCTATAGTCAGAGAAAGACAATGCCTGCTATG
TTAATCCTGTGGCTATTATAGTCTGTCATCTCATGGGTTGGGGCAGGACACTGACCCTCTC
AGAGGCCAGAGAGAGGCCTCGCAAGCAGGAGGTTAGGGA

C
SEQ ID NO: 9

ATGGAGACAATCCATGAATTCCTGAGATGCTTGGCTGGTATTAGATTTTATGGGCAGCTGC
TTATTCTTAGGGCTCTGCTTCTCCAAAGACACTGAGGAAGTCCAAAGGAAACACCAGCTGG
CGAAGAGCCACCTCCAGGCCCATCTGTCCATCATCAGCCTCCAGGAATGCCAGTGTCCAGA
GGGCACCAGGTCTGCGTCTGTCTCCCTGGGATGTGCCTTGTCCTTGGTGGGCATTTGGCAG
TGATCATGCCTCCCTGTCTCCCTCAGAGATCCAACTGTCCCCATTGTGGGGCCCTACCTTC
CAAGGCCGGTTTACACCTCCTGCCAAGCTCCGGGGCCTGCCCCCAGCCTGCCTCACTGACA
AATGCCAGACCAAGGGGTCCCACGTCAGGCAAGAGGCCTCAGCCTGTGCTCTGACACCCCT
CAG

D
SEQ ID NO: 10

TTCTGAGTCCTCTAAGGTCCCTCACTCCCAACTCAGCCCCATGTCCTGTCAATTCCCACTC
AGTGTCTGATCTCCTTCTCCTCACCTTTCCCATCTCCCGTTTGACCCAAGCTTCCTGAGCT
CTCCTCCCATTCCCCTTTTTGGAGTCCTCCTCCTCTCCCAGAACCCAGTAATAAGTGGGCT
CCTCCCTGGCCTGGACCCCCGTGGTAACCCTATAAGGCGAGGCAGCTGCTGTCTGAGGCAG
GGAGGGGCTGGTGTGGGAGGCTAAGGGCAGCTGCTAAGTTTAGGGTGGCTCCTTCTCTCTT
CTTAGAGACAACAGGTGGCTGGGGCCTCAGTGCCCAGAAAAGAAAATGTCTTAGAGGTATC
GGCATGGGCCTGGAGGAGGGGGGACAGGGCAGGGGGAGGCATCTTCCTCAGGACATCGGGT
CCTAGAGG
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FIG.7

SEQ ID NO: 11

GACTAGGAATAAATCACATATCCTCAATCCCTIGGACAACTTGTTTACTTCTAGTGTTAGTT
TTTTCTTAAAAAAARAATTGAAATCATTCTGAGGCTGGAATACTTTGGACATGCCCAGCAG
TTCCTGGCAGTTCCCACAGAAGCATTACCTCATGACTGGAGTGGGTAAAGCATACTGTGGG
CTATGGATAAGACTGACATTAACCACAAGCATGTTTGGCAGCAGACTGGTGCTTTACAAGC
TCCATGTTCAGCAGGAGCTGCAAAGTGTTCCTCCAAACCAATATTTGTCATTCTTGGATTC
TATTTAGGAGGTCCTGTTACTCACATGTTTCAATATCAGCAGAAGCCAGTTTCCCTGTGGT
ACCGAAGTGGATCCTGATGAATTTACCCTTGTAAGTAAAAAAAATGATGTTATACCCARAAG
CTTGAAGTACGTAGTGGGGATGCCACTGAAATAATTCAGACATGCTT

F
SEQ ID NO: 12

GTGCTCATAGCTCCACCTTITTGTTCCTAATATGGTCTTTCCAGCTCCCTCCACCCCATCAT
TGTTCTCCTGGGGGAACACAGGGTGAGACGCTTTGATGAACTGACATCACCAGCAAARARA
ATATCTAGCAACAGCTGAGGCTGATTTTAGACAATGGAAAGTGGGGGAGGGAAGAGGTTCT
CCCTGACCCTGAAACTTTCCACTCATTCTGGGCAGCTCTATGGATGTTTTAAAAGAAGAGG
AAGAGGGGAGGGAAGAACATTGAAATAGAGAAGTGTACTTTGGCAATTCTAGGTTGGCAGT
TTGCATCCAGGGGGTCCTGGTTGCCTTTCAGCTTCCCGTTTCACTCTCCCCCAGACTGTGT
TGAATGCTGGTCAAACTCCGTTAGTTGAGTTTTAGCTTTTGATTCCTGGTATTCAAGGAGC
TTGGGCACAGGGAAGAGGGGAGGTCACTCATGATCCTTAACAATTCTCCCAGATCCCCAGA
TCAAATTGCTGTGCTATTCTGGGAGTCTCCG

G
SEQ ID NO: 13

ATCGTGTGTCAGAGGTTTGTGTCAGCTTCCCAGCAAGGGAACCAGAAAGGAAAAGGAACCG
GTTCCTCATGCTTCCTAGGGGAATGCATGCATATCTGAAGAGAAGGGAATCTTATATAAGG
CTGTTTAGCTAAGGGCAGCCACCAGCCAGGTGAGCCTTACAGAAGCACAGGGCTGGGTGTC
TGCAGTTCCCTAGCAGATTAACCTGGGTCACAGTGACTCAGAGCTCCAGCATGCGAGTTCC
AGGTGTGGAACTGAGCAAGTACAGATCTGCTTTTGCTCCACTTGGGAGTATTTTTCCTTCT
TAGTGAGCATGGGCAGCCTCCTGGCCAGGGAAGTCTGGCACTGTCTGGGCCTGACAGGGAA
ACCCTG
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FIG. 10
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FIG. 16

SEQ ID NO:44

CCTGCAGGCAGCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCG
GGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAAC
TCCATCACTAGGGGTTCCTCGTACGTTCTGAGTCCTCTAAGGTCCCTCACTCCCAACTCAG
CCCCATGTCCTGTCAATTCCCACTCAGTGTCTGATCTCCTTCTCCTCACCTTTCCCATCTC
CCGTTTGACCCAAGCTTCCTGAGCTCTCCTCCCATTCCCCTTTTTGGAGTCCTCCTCCTICT
CCCAGAACCCAGTAATAAGTGGGCTCCTCCCTGGCCTGGACCCCCGTGGTAACCCTATAAG
GCGAGGCAGCTGCTGTCTGAGGCAGGGAGGGGCTGGTGTGGGAGGCTAAGGGCAGCTGCTA
AGTTTAGGGTGGCTCCTTCTCTCTTCTTAGAGACAACAGGTGGCTGGGGCCTCAGTGCCCA
GAAAAGAAAATGTCTTAGAGGTATCGGCATGGGCCTGGAGGAGGGGGGACAGGGCAGGGGG
AGGCATCTTCCTCAGGACATCGGGTCCTAGAGGGACCTTGCTTCCTAGCTGGGCCTTTCCT
TCTCCTCTATAAATACCAGCTCTIGGTATTTCGCCTTGGCAGCTGTTGCTGCTAGGGAGACG
GCTGGCTTGACATGCATCTCCTGACAAAACACAAACCCGTGGTGTGAGTGGGTGTGGGCGG
TGTGAGTAGGGGGATGAATCAGAGAGGGGGCGAGGGAGACAGGGGCGCAGGAGTCAGGCAA
AGGCGATGCGGGGGTGCGACTACACGCAGTTGGAAACAGTCGTCAGAAGATTCTGGAAACT
ATCTTGCTGGCTATARAACTTGAGGGAAGCAGAAGGCCAACATTCCTCCCAAGGGAAACTGA
GGCTCAGAGTTAAAACCCAGGTATCAGTGATATGCATGTGCCCCGGCCAGGGTCACTCTICT
GACTAACCGGTACCTACCCTACAGGCCTACCTAGAGACTCTTTTGAAAGGATGGTAGAGAC
CTGTCCGGGCTTTGCCCACAGTCGTTGGAAACCTCAGCATTTTCTAGGCAACTTGTGCGAA
TAAAACACTTCGGGGGTCCTTCTTGTTCATTCCAATAACCTAAAACCTCTCCTCGGAGAAA
ATAGGGGGCCTCAAACAAACGAAATTCTCTAGCCCGCTTTCCCCAGGATAAGGCAGGCATC
CAAATGGAAAAAAAGGGGCCGGCCGGGGGTCTCCTGTCAGCTCCTTGCCCTGTGAAACCCA
GCAGGCCTGCCTGTCTTCTGTCCTCTTGGGGCTGTCCAGGGGCGCAGGCCTCTTGCGGGGG
AGCTGGCCTCCCCGCCCCCTCGCCTGTGGCCGCCCTTTTCCTGGCAGGACAGAGGGATCCT
GCAGCTGTCAGGGGAGGGGCGCCGGEGEEGEETGATGTCAGGAGGGCTACAAATAGTGCAGACA
GCTAAGGGGCTCCGTCACCCATCTTCACATCCACTCCAGCCGGCTGCCCGCCCGCTGCCTC
CTCTGTGCGTCCGCCCAGCCAGCCTCGTCCACGCCGCCACCTCTAGAAAGAGGTAAGGGTT
TAAGGGATGGTTGGTTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGGAGCACCTGCCTGAAATC
ACTTTTTTTCAGGTTGGACGCGTGCCACCATGCTGTGGTGCGGAGGAAGTGGAGGACTGCTA
CGAGAGAGAGGACGTGCAGAAGAAAACCTTCACCAAGTGGGTGAACGCCCAGTTCAGCAAG
TTCGGCAAGCAGCACATCGAGAACCTGTTCAGCGACCTGCAGGATGGCAGGAGACTGCTGG
ATCTGCTGGAGGGACTGACCGGCCAGAAGCTGCCCAAGGAGAAGGGCAGCACCAGAGTGCA
CGCCCTGAACAACGTGAACAAGGCCCTGAGAGTGCTGCAGAACAACAACGTGGACCTGGTG
AATATCGGCAGCACCGACATCGTGGACGGCAACCACAAGCTGACCCTGGGCCTGATCTGGA
ACATCATCCTGCACTGGCAGGTGAAGAACGTGATGAAGAACATCATGGCCGGCCTGCAGCA
GACCAACAGCGAGAAGATCCTGCTGAGCTGGGTGAGGCAGAGCACCAGAAACTACCCCCAG
GTGAACGTGATCAACTTCACCACCTCCTGGAGCGACGGCCTGGCCCTGAACGCCCTGATCC
ACAGCCACAGACCCGACCTGTTCGACTGGAACAGCGTGGTGTGTCAGCAGAGCGCCACCCA
GAGACTGGAGCACGCCTTCAACATCGCCAGATACCAGCTGGGCATCGAGAAGCTGCTGGAC
CCCGAGGACGTGGACACCACCTACCCCGACAAGAAAAGCATCCTGATGTATATTACCTCTC
TGTTTCAGGTGCTGCCCCAGCAGGTGTCCATCGAGGCCATCCAGGAAGTGGAAATGCTGCC
CAGGCCCCCCACCGTGTCCCTGGCCCAGGGCTATGAGAGAACCAGCAGCCCCAAGCCCAGA
TTCAAGAGCACCGTGTCCCTGGCCCAGGGCTATGAGAGAACCAGCAGCCCCAAGCCCAGAT
TCAAGAGCTACGCCTACACCCAGGCCGCCTACGTGACCACCTCCGACCCCACCAGAAGCCC
CTTCCCCAGCCAGCACCTGGAGGCCCCCGAGGACAAGAGCTTCGGCAGCAGCCTGATGGAG
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AGCGAAGTGAACCTGGACAGATACCAGACCGCCCTGGAGGAAGTGCTGTCTTGGCTGCTGT
CCGCCGAGGACACCCTGCAGGCCCAGGGCGAGATCAGCAACGACGTGGAAGTGGTGAAGGA
CCAGTTCCACACCCACGAGGGCTACATGATGGATCTGACCGCCCACCAGGGCAGAGTGGGC
AATATCCTGCAGCTGGGCAGCAAGCTGATCGGCACCGGCAAGCTGAGCGAGGACGAGGAGA
CCGAAGTGCAGGAGCAGATGAACCTGCTGAACAGCAGATGGGAGTGCCTGAGAGTGGCCAG
CATGGAGAAGCAGAGCAACCTGCACCGCGTGCTGATGGACCTGCAGAACCAGAAGCTGAAG
GAGCTGAACGACTGGCTGACCAAGACCGAGGAGCGGACCAGAAAGATGGAGGAGGAGCCCC
TGGGCCCCGACCTGGAGGACCTGAAGAGACAGGTGCAGCAGCACAAAGTGCTGCAGGAGGA
CCTGGAACAGGAGCAGGTGCGCGTGAACAGCCTGACCCACATGGTGGTCGTGGTGGACGAG
AGCAGCGGCGACCACGCCACAGCCGCCCTGGAAGAGCAGCTGARAAGTGCTGGGCGACAGAT
GGGCCAACATCTGCCGGTGGACCGAGGACAGATGGGTGCTGCTGCAGGACATCCTGCTGAA
GTGGCAGAGACTGACAGAGGAGCAGTGCCTGTTTAGCGCCTGGCTGAGCGAGAAGGAGGAC
GCCGTGAACAAGATCCACACCACCGGCTTCAAGGACCAGAACGAGATGCTGAGCAGCCTGC
AGAAGCTGGCCGTGCTGAAGGCCGATCTGGAGAAGARAAAGCAGAGCATGGGCAAGCTGTA
CTCCCTGAAGCAGGACCTGCTGTCCACCCTGAAGAACAAGAGCGTGACCCAGAAAACCGAG
GCCTGGCTGGACAATTTCGCCCGGTGCTGGGACAATCTGGTGCAGAAACTGGAGAAGAGCA
CCGCCCAGATCAGCCAGGCCGTGACCACCACCCAGCCCAGCCTGACACAGACCACCGTGAT
GGAGACCGTGACCACAGTGACCACCAGGGAGCAGATCCTGGTGAAGCACGCCCAGGAGGAG
CTGCCCCCTCCCCCCCCTCAGAAGAAGCGGCAGATCACAGTGGACACCCTGGAGAGACTGC
AGGAGCTGCAGGAAGCCACCGACGAGCTGGACCTGAAGCTGAGACAGGCCGAAGTGATCAA
GGGCAGCTGGCAGCCTGTGGGCGATCTGCTGATCGACAGCCTGCAGGACCACCTGGAGAAA
GTGAAGGCCCTGCGGGGCGAGATCGCCCCCCTGAAGGAGAATGTGAGCCACGTGAACGACC
TGGCCAGACAGCTGACCACCCTGGGCATCCAGCTGAGCCCCTACAATCTGAGCACCCTGGA
AGATCTGAACACCCGGTGGAAACTGCTGCAGGTGGCCGTGGAGGATAGAGTGAGGCAGCTG
CACGAGGCCCACAGAGACTTCGGCCCTGCCTCCCAGCACTTCCTGAGCACCAGCGTGCAGG
GCCCCTGGGAGAGAGCCATCTCCCCCAACAAAGTGCCCTACTACATCAACCACGAGACCCA
GACCACCTGCTIGGGACCACCCTAAGATGACCGAGCTGTACCAGAGCCTGGCCGACCTGAAC
AATGTGCGGTTCAGCGCCTACAGAACCGCCATGAAGCTGCGGAGACTGCAGAAGGCCCTGT
GCCTGGACCTGCTGAGCCTGAGCGCCGCCTGCGACGCCCTGGACCAGCACAACCTGAAGCA
GAACGACCAGCCCATGGACATTCTGCAGATCATCAACTGCCTGACCACCATCTACGATCGG
CTGGAGCAGGAGCACAACAACCTGGTGAACGTGCCCCTGTGCGTGGACATGTGCCTGAATT
GGCTGCTGAACGTGTACGACACCGGCAGGACCGGCAGAATCAGAGTGCTGTCCTTCAAGAC
CGGCATCATCAGCCTGTGCAAGGCCCACCTGGAGGATAAGTACCGCTACCTGTTCAAGCAG
GTGGCCAGCAGCACCGGCTTCTGCGATCAGAGGAGACTGGGCCTGCTGCTGCACGATAGCA
TCCAGATCCCTAGGCAGCTGGGCGAAGTGGCCAGCTTTGGCGGCAGCAACATCGAGCCCTC
TGTGAGGAGCTGCTTCCAGTTCGCCAACAACAAGCCCGAGATCGAGGCCGCCCTGTITCCTG
GATTGGATGAGGCTGGAGCCCCAGAGCATGGTGTGGCTGCCTGTGCTGCACAGAGTGGCCG
CCGCCGAGACCGCCAAGCACCAGGCCAAGTGCAACATCTGCAAGGAGTGCCCCATCATCGG
CTTCCGGTACAGGAGCCTGAAGCACTTCAACTACGACATCTGCCAGAGCTGCTTTTTCAGC
GGCAGAGTGGCCAAGGGCCACAAGATGCACTACCCCATGGTGGAGTACTGCACCCCCACCA
CCTCCGGCGAGGATGTGAGAGACTTCGCCAAAGTGCTGAAGAATAAGTTCCGGACCAAGCG
GTACTTTGCCAAGCACCCCAGGATGGGCTACCTGCCCGTGCAGACCGTGCTGGAGGGCGAC
AACATGGAGACCGACACCATGTGATGATGACTCGAGAATAAAAGATCTTTATTTTCATTAG
ATCTGTGTGTTIGGTTTTTTGTGTGAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCT
GCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCLCGGGLCTTTGLCC
CGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCTGCCTGCAGGGGCGCCTGATGCGGTATT
TTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAGCAACCATAGTACGCG
CCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGETGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACAC
TTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGC
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CGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTA
CGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCT
GATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTT
CCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTG
CCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTA
ACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGC
ATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTICTG
CTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGT
TTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATA
GGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTG
CGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGAC
AATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTT
CCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAA
ACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAAC
TGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGAT
GAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAG
CAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAG
AAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAG
TGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCT
TTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATG
AAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCG
CAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATG
GAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTG
CTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGA
TGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACC
AAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTA
GGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCAC
TGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCG
TAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAARACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCA
AGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACT
GTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACAT
ACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTAC
CGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGT
TCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTG
AGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGG
CAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTAT
AGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGG
GGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTG
GCCTTTTGCTCACATGT
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FIG. 16

SEQ ID NO:45

CCTGCAGGCAGCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCG
GGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAAC
TCCATCACTAGGGGTTCCTCGTACGTTCTGAGTCCTCTAAGGTCCCTCACTCCCAACTCAG
CCCCATGTCCTGTCAATTCCCACTCAGTGTCTGATCTCCTTCTCCTCACCTTTCCCATCTC
CCGTTTGACCCAAGCTTCCTGAGCTCTCCTCCCATTCCCCTTTTTGGAGTCCTCCTCCTICT
CCCAGAACCCAGTAATAAGTGGGCTCCTCCCTGGCCTGGACCCCCGTGGTAACCCTATAAG
GCGAGGCAGCTGCTGTCTGAGGCAGGGAGGGGCTGGTGTGGGAGGCTAAGGGCAGCTGCTA
AGTTTAGGGTGGCTCCTTCTCTCTTCTTAGAGACAACAGGTGGCTGGGGCCTCAGTGCCCA
GAAAAGAAAATGTCTTAGAGGTATCGGCATGGGCCTGGAGGAGGGGGGACAGGGCAGGGGG
AGGCATCTTCCTCAGGACATCGGGTCCTAGAGGGACCTTGCTTCCTAGCTGGGCCTTTCCT
TCTCCTCTATAAATACCAGCTCTIGGTATTTCGCCTTGGCAGCTGTTGCTGCTAGGGAGACG
GCTGGCTTGACATGCATCTCCTGACAAAACACAAACCCGTGGTGTGAGTGGGTGTGGGCGG
TGTGAGTAGGGGGATGAATCAGAGAGGGGGCGAGGGAGACAGGGGCGCAGGAGTCAGGCAA
AGGCGATGCGGGGGTGCGACTACACGCAGTTGGAAACAGTCGTCAGAAGATTCTGGAAACT
ATCTTGCTGGCTATARAACTTGAGGGAAGCAGAAGGCCAACATTCCTCCCAAGGGAAACTGA
GGCTCAGAGTTAAAACCCAGGTATCAGTGATATGCATGTGCCCCGGCCAGGGTCACTCTICT
GACTAACCGGTACCTACCCTACAGGCCTACCTAGAGACTCTTTTGAAAGGATGGTAGAGAC
CTGTCCGGGCTTTGCCCACAGTCGTTGGAAACCTCAGCATTTTCTAGGCAACTTGTGCGAA
TAAAACACTTCGGGGGTCCTTCTTGTTCATTCCAATAACCTAAAACCTCTCCTCGGAGAAA
ATAGGGGGCCTCAAACAAACGAAATTCTCTAGCCCGCTTTCCCCAGGATAAGGCAGGCATC
CAAATGGAAAAAAAGGGGCCGGCCGGGGGTCTCCTGTCAGCTCCTTGCCCTGTGAAACCCA
GCAGGCCTGCCTGTCTTCTGTCCTCTTGGGGCTGTCCAGGGGCGCAGGCCTCTTGCGGGGG
AGCTGGCCTCCCCGCCCCCTCGCCTGTGGCCGCCCTTTTCCTGGCAGGACAGAGGGATCCT
GCAGCTGTCAGGGGAGGGGCGCCGGEGEEGEETGATGTCAGGAGGGCTACAAATAGTGCAGACA
GCTAAGGGGCTCCGTCACCCATCTTCACATCCACTCCAGCCGGCTGCCCGCCCGCTGCCTC
CTCTGTGCGTCCGCCCAGCCAGCCTCGTCCACGCCGCCACCTCTAGAAAGAGGTAAGGGTT
TAAGGGATGGTTGGTTGGTGGGGTATTAATGTTTAATTACCTGGAGCACCTGCCTGAAATC
ACTTTTTTTCAGGTTGGACGCGTATGGTCCGCGCGAGGCACCAGCCGGGTGGGCTTTGCCT
CCTGCTGCTGCTGCTCTGCCAGTTCATGGAGGACCGCAGTGCCCAGGCTGGGAACTGCTGG
CTCCGTCAAGCGAAGAACGGCCGCTGCCAGGTCCTGTACAAGACCGAACTGAGCAAGGAGG
AGTGCTGCAGCACCGGCCGGCTGAGCACCTCGTGGACCGAGGAGGACGTGAATGACAACAC
ACTCTTCAAGTGGATGATTTTCAACGGGGGCGCCCCCAACTGCATCCCCTGTAAAGAANCG
TGTGAGAACGTGGACTGTGGACCTGGGAAAAAATGCCGAATGAACAAGAAGAACARAACCCC
GCTGCGTCTGCGCCCCGGATTGTTCCAACATCACCTGGAAGGGTCCAGTCTGCGGGCTGGA
TGGGAAAACCTACCGCAATGAATGTGCACTCCTAAAGGCAAGATGTAAAGAGCAGCCAGAA
CTGGAAGTCCAGTACCAAGGCAGATGTAAAAAGACTTGTCGGGATGTTTTCTGTCCAGGCA
GCTCCACATGTGTGGTGGACCAGACCAATAATGCCTACTGTGTGACCTGTAATCGGATTTG
CCCAGAGCCTGCTTCCTCTGAGCAATATCTCTGTGGGAATGATGGAGTCACCTACTCCAGT
GCCTGCCACCTGAGAAAGGCTACCTGCCTGCTGGGCAGATCTATTGGATTAGCCTATGAGG
GAAAGTGTATCAAAGCAAAGTCCTGTGAAGATATCCAGTGCACTGGTGGGAAAAAATGTTT
ATGGGATTTCAAGGTTGGGAGAGGCCGGTGTTCCCTCTGTGATGAGCTGTGCCCTGACAGT
AAGTCGGATGAGCCTGTCTGTGCCAGTGACAATGCCACTTATGCCAGCGAGTGTGCCATGA
AGGAAGCTGCCTGCTCCTCAGGTGTGCTACTGGAAGTAAAGCACTCCGGATCTTGCAACTC
CATTTCGGAAGACACCGAGGAAGAGGAGGAAGATGAAGACCAGGACTACAGCTTTCCTATA
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TCTTCTATTCTAGAGTGGGTCGAGAGGTCCGGCGGCGGAGAGGGCAGAGGAAGTCTTCTAA
CATGCGGTGACGTGGAGGAGAATCCCGGCCCAATGGAAGATGCCAAAAACATTAAGAAGGG
CCCAGCGCCATTCTACCCACTCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCTGCACAAAGCCATG
AAGCGCTACGCCCTGGTGCCCGGCACCATCGCCTTTACCGACGCACATATCGAGGTGGACA
TTACCTACGCCGAGTACTTCGAGATGAGCGTTCGGCTGGCAGAAGCTATGAAGCGCTATGG
GCTGAATACARACCATCGGATCGTGGTGTGCAGCGAGAATAGCTTGCAGTTCTTCATGCCC
GTGTTGGGTGCCCTGTTCATCGGTGTGGCTGTGGCCCCAGCTAACGACATCTACAACGAGC
GCGAGCTGCTGAACAGCATGGGCATCAGCCAGCCCACCGTCGTATTCGTGAGCAAGAAAGG
GCTGCAAAAGATCCTCAACGTGCAAAAGAAGCTACCGATCATACAAAAGATCATCATCATG
GATAGCAAGACCGACTACCAGGGCTTCCAAAGCATGTACACCTTCGTGACTTCCCATTTGC
CACCCGGCTITCAACGAGTACGACTTCGTGCCCGAGAGCTTCGACCGGGACAAAACCATCGC
CCTGATCATGAACAGTAGTGGCAGTACCGGATTGCCCAAGGGCGTAGCCCTACCGCACCGC
ACCGCTTGTGTCCGATTCAGTCATGCCCGCGACCCCATCTTCGGCAACCAGATCATCCCCG
ACACCGCTATCCTCAGCGTGGTGCCATTTCACCACGGCTTCGGCATGTTCACCACGCTGGG
CTACTTGATCIGCGGCTTTCGGGTCGTGCTCATGTACCGCTTCGAGGAGGAGCTATTCTTG
CGCAGCTTGCAAGACTATAAGATTCAATCTGCCCTGCTGGTGCCCACACTATTTAGCTTCT
TCGCTAAGAGCACTCTCATCGACAAGTACGACCTAAGCAACTTGCACGAGATCGCCAGCGG
CGGGGCGCCGCTCAGCAAGGAGGTAGGTGAGGCCGTGGCCAAACGCTTCCACCTACCAGGC
ATCCGCCAGGGCTACGGCCTGACAGAAACAACCAGCGCCATTCTGATCACCCCCGAAGGGG
ACGACAAGCCTGGCGCAGTAGGCAAGGTGGTGCCCTTCTTCGAGGCTAAGGTGGTGGACTT
GGACACCGGTAAGACACTGGGTGTGAACCAGCGCGGCGAGCTGTGCGTCCGTGGCCCCATG
ATCATGAGCGGCTACGTTAACAACCCCGAGGCTACAAACGCTCTCATCGACAAGGACGGCT
GGCTGCACAGCGGCGACATCGCCTACTGGGACGAGGACGAGCACTTCTTCATCGTGGACCG
GCTGAAGAGCCTGATCAAATACAAGGGCTACCAGGTAGCCCCAGCCGAACTGGAGAGCATC
CTGCTGCAACACCCCAACATCTTCGACGCCGGGGTCGCCGGCCTGCCCGACGACGATGCCG
GCGAGCTGCCCGCCGCAGTCGTCGTGCTGGAACACGGTAAAACCATGACCGAGAAGGAGAT
CGTGGACTATGCTGGCCAGCCAGGTTACAACCGCCAAGAAGCTGCGCGGTGGTGTTGTGTTC
GTGGACGAGGTGCCTAAAGGACTGACCGGCAAGTTGGACGCCCGCAAGATCCGCGAGATTC
TCATTAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGATCGCCGTGTAAAATAAAAGATCTTTATTTITCATT
AGATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCT
CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTG
CCCGGGCGEGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCTGCCTGCAGGGGCGCCTGATGCGGTA
TTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAGCAACCATAGTACG
CGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTAC
ACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTC
GCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT
TACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCC
CTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTICTTTAATAGTGGACTCTTG
TTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTT
TGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTT
TAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCC
GCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTC
TGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAG
GTTTTCACCGICATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTA
TAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATG
TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAG
ACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAARAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACAT
TTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAG
AAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGA
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ACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATG
ATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAG
AGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC
AGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATG
AGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCG
CTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAA
TGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTG
CGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGA
TGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTAT
TGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCA
GATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATG
AACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGA
CCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATC
TAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCC
ACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTITITTICTGCG
CGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGAT
CAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATA
CTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
ATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTT
ACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGG
GTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCG
TGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGC
GGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTT
ATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGG
GGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGC
TGGCCTTTTGCTCACATGT
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FIG. 20
a
AAVSsc In;[jrén
Desmina M_\?M Luc pA
H | H_H
5-ITR 3-ITR
b
AAVIsc SpC |hérén
512 UM Luc pA
H__HH H—HI
5-ITR 3-ITR
L ¥
AAVSsc
CMV Luc pA
5-ITR 3%
d
AAVasc In(tjrb’n
Sk-SH  Desmina M\?M Luc pA
H.H H— O
5-ITH 3-ITR
e
. ~ Intron
M?gﬂﬂ SPC A )
Sk-SH 5-12 MVM Luc pA
H__H H_H HHl
5-ITR 3-ITR

99




ES 2 862 526 T3

FIG. 21

o
O

» 3]

s %

+ &3
Iu’)I

= o W 8w
= O ~ 0O
OO0 v »u v
B Ooes oo

g

AND ep odnib [ uoo uoloesedwod us
oN7 ap WNYY ap S898A Ua eloualaliqg

100



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

