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DESCRIPCIÓN

Elementos reguladores de ácido nucleico específicos de músculo y métodos y uso de los mismos

Campo 5

La presente invención se refiere a elementos reguladores de ácido nucleico que son capaces de potenciar la expresión 
específica de músculo de genes, a métodos que emplean estos elementos reguladores y al uso de los mismos. La 
invención abarca además casetes de expresión, vectores y composiciones farmacéuticas que comprenden estos 
elementos reguladores. La presente invención es particularmente útil para aplicaciones que usan terapia génica, más 10
particularmente, terapia génica dirigida al músculo y con fines de vacunación. 

Antecedentes 

El músculo es una diana atractiva para la terapia génica. La inserción de genes al músculo puede usarse para 15
aumentar la expresión de proteínas estructurales musculares, tales como distrofina y sarcoglicanos, por ejemplo, para 
tratar la distrofia muscular. Además, el músculo puede usare como plataforma terapéutica para expresar proteínas de 
la ruta reguladora/secretora no musculares para la diabetes, la aterosclerosis, la hemofilia, el cáncer, etc. 

Los esfuerzos para insertar transgenes al músculo se han centrado en vectores derivados de adenovirus, retrovirus, 20
lentivirus y virus adenoasociados (AAV), y plásmidos. Los vectores adenovirales tienen una capacidad de clonación 
relativamente grande que puede producirse a títulos altos y presentan una transducción relativamente eficaz del 
músculo. Desafortunadamente, estos vectores pueden provocar una respuesta inmunitaria celular robusta contra 
proteínas virales y algunas transgénicas. Además, pueden evocar una rápida activación del sistema inmunitario innato 
que puede contribuir a una respuesta inmunitaria inflamatoria limitante de la dosis y potencialmente peligrosa. Los 25
vectores adenovirales no se integran en el genoma huésped, de modo que su capacidad para persistir durante largos 
períodos de tiempo no está 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 30
consecuencia, pueden usarse vectores lentivirales para transducir células del músculo esquelético que no se dividen, 
mientras que éstas son refractarias a la transducción por inyección directa con vectores retrovirales. No obstante, 
incluso la transducción lentiviral del músculo esquelético no es muy eficiente. El ADN de plásmido desnudo muestra 
una notable capacidad para transferir genes al músculo. Los plásmidos muestran una inmunogenicidad y toxicidad 
mínimas, y tienen una capacidad de clonación extremadamente grande. La principal desventaja de los plásmidos es 35
su eficiencia de transfección relativamente escasa bajo protocolos de inserción típicos. La retención de plásmidos es 
otra consideración importante. 

El vector viral adenoasociado (AAV) es, con mucho, el vehículo de inserción génica más prometedor para la terapia 
génica dirigida al músculo. El tropismo natural del AAV a las células musculares, su expresión transgénica persistente 40
a largo plazo, sus múltiples serotipos, así como su mínima respuesta inmunitaria han hecho que los vectores de AAV
sean muy adecuados para la terapia génica dirigida al músculo. El vector de AAV puede insertarse tanto en el músculo 
esquelético como en el músculo cardíaco por medio de administraciones locales, regionales y sistémicas. 

Sin embargo, sigue habiendo preocupaciones con respecto a la eficacia y seguridad de algunos enfoques de inserción 45
génica. Los principales factores limitantes son: niveles de expresión transgénica transitorios y/o insuficientes y 
expresión inapropiada del transgén en tipos de células no deseadas. En particular, se ha demostrado que la expresión 
transgénica involuntaria en células presentadoras de antígeno (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 expresión génica a largo plazo. 50

Los métodos convencionales de diseño 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 expresión. 
Aunque esto a veces podía ser eficaz, a menudo daba como resultado combinaciones no productivas que daban como 
resultado niveles de expresión o bien modestos o bien no aumentados del gen de interés y/o pérdida de especificidad 55
tisular. Además, estos enfoques convencionales no tuvieron en cuenta la importancia de incluir motivos reguladores 
conservados evolutivamente en los módulos de expresión, lo cual es particularmente relevante para la traducción 
clínica. 

La solicitud de patente china CN103421786 da a conocer un plásmido de expresión que comprende la secuencia 60
promotora del gen Mylpf de ratón de 1498 pb para dirigir la expresión de GFP. El plásmido se usó para transfectar 
células musculares de ratón C2D12. Sin embargo, el documento CN103421786 no se refiere a elementos reguladores 
pequeños, por ejemplo, de 1000 nucleótidos como máximo para potenciar la expresión génica específica de músculo. 
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 CK6, que incluye elementos reguladores de ese promotor, para restringir la expresión transgénica in vivo al músculo 65
esquelético. 
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Los números de registro de Genbank AQ503558 y FI096286 dan a conocer secuencias de nucleótidos que parecen 
contener regiones idénticas a ciertas regiones de la secuencia promotora del gen Mylpf humano, pero no se ha 
atribuido ninguna función a dichas secuencias. 

5
La solicitud de patente estadounidense US 2002/0198371 se refiere a la identificación y el mapeo de un número muy 
grande de polimorfismos de un solo nucleótido 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 útil para la 10
identificación in silico de agrupaciones de motivos de sitio de unión a factores de transcripción (TFBS) conservados 
evolutivamente asociados con una expresión robusta específica de tejido en hígado (documento WO 2009/130208) y 
corazón (documento WO2011/051450). 

Sigue existiendo la necesidad en la técnica de una inserción génica segura y eficaz al músculo. 15

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 unión a factores de 20
transcripción (TFBS) conservados evolutivamente asociados con genes específicos de músculo altamente expresados 
definidos en el presente documento como elementos reguladores de ácido nucleico. Tal como se muestra en la sección 
experimental, los inventores pudieron identificar elementos reguladores de ácido nucleico que potenciaban 
específicamente la expresión génica tanto en el músculo cardíaco como en el esquelético y elementos reguladores de 
ácido nucleico específicos de músculo esquelético. Estos elementos reguladores se validaron posteriormente in vivo, 25
produciendo una expresión génica eficaz y específica de tejido. Por tanto, este enfoque permite el uso de dosis de 
vector más bajas y, por tanto, más seguras, al tiempo que maximiza la eficacia terapéutica. 

La invención es tal como se define en las reivindicaciones. La divulgación proporciona los siguientes aspectos: 
30

Aspecto 1: un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo, 
preferiblemente para potenciar la expresión génica específica de músculo esquelético, que comprende la secuencia 
de SEQ ID NO:10 y que tiene una longitud máxima de 550 nucleótidos, o que consiste en un fragmento funcional de 
dicha secuencia que tiene una longitud máxima de 300 nucleótidos 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. 35

Aspecto 2: el elemento regulador de ácido nucleico según 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 ácido nucleico según el aspecto 1 o 2 en un casete de 40
expresión de ácido nucleico, o un vector, más particularmente para potenciar la expresión específica de músculo de 
dicho casete o vector de expresión de ácido nucleico. 

Aspecto 4: un elemento regulador de ácido nucleico según el aspecto 1 o 2 para su uso en medicina. 
45

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

50
Aspecto 6: el casete de expresión de ácido nucleico según el aspecto 5, en el que el promotor es un promotor 
específico de músculo, preferiblemente el promotor del gen de desmina (DES) o el promotor de SPc5-12. 

Aspecto 7: el casete de expresión de ácido nucleico según uno cualquiera de los aspectos 5 o 6, en el que el transgén 
codifica una proteína terapéutica, una proteína inmunogénica o una proteína estructural, preferiblemente distrofina o 55
sarcoglicano. 

Aspecto 8: el casete de expresión de ácido nucleico según uno cualquiera de los aspectos 5 a 7, que comprende 
además un intrón, preferiblemente el intrón del Virus Diminuto del Ratón (MVM). 

60
Aspecto 9: el casete de expresión de ácido nucleico según cualquiera de los aspectos 5 a 8, que comprende además 
una señal de poliadenilación, preferiblemente la señal de poliadenilación 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 ácido nucleico, o el casete de expresión de 65
ácido nucleico según uno cualquiera de los aspectos 5 a 9, en el que dicho elemento regulador de ácido nucleico 
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consiste en el elemento regulador de ácido nucleico tal como se define en la reivindicación 1 o 2. 

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

5
Aspecto 12: el vector según el aspecto 10, que es un vector no viral, preferiblemente un plásmido, un minicírculo o un 
vector basado en transposón, tal como un vector basado en PiggyBac o un vector basado en Sleeping Beauty. 

Aspecto 13: una composición farmacéutica que comprende el casete de expresión de ácido nucleico según uno 
cualquiera de los aspectos 5 a 9, o el vector según uno cualquiera de los aspectos 10 a 12, y un portador 10
farmacéuticamente aceptable. 

Aspecto 14: el elemento regulador de ácido nucleico según el aspecto 1 o 2, el casete de expresión de ácido nucleico 
según uno cualquiera de los aspectos 5 a 9, el vector según uno cualquiera de los aspectos 10 a 12, o la composición 
farmacéutica según el aspecto 13 para su uso en terapia génica, preferiblemente terapia génica dirigida al músculo. 15

Aspecto 15: el elemento regulador de ácido nucleico, el casete de expresión de ácido nucleico, el vector o la 
composición farmacéutica para su uso según 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 miotónica, 
enfermedad neuromuscular, enfermedades de neuronas motoras (MND), tales como por ejemplo enfermedad de 20
Charcot-Marie-Tooth (CMT), atrofia muscular espinal (SMA), esclerosis lateral amiotrófica (ELA), distrofia muscular de 
Emery-Dreifuss, distrofia muscular facioescapulohumeral (FSHD), distrofias musculares congénitas, miopatías 
congénitas, distrofia muscular de la cintura y las extremidades, miopatías metabólicas, enfermedades inflamatorias 
musculares, miastenia, miopatías mitocondriales, anomalías de canales iónicos, enfermedades de la envoltura 
nuclear, cardiomiopatías, hipertrofia cardíaca, insuficiencia cardiaca, miopatías distales, enfermedades 25
cardiovasculares, hemofilia, que incluye hemofilia A y B, y diabetes. 

Aspecto 16: el elemento regulador de ácido nucleico según el aspecto 1 o 2, el casete de expresión de ácido nucleico 
según uno cualquiera de los aspectos 5 a 9, el vector según uno cualquiera de los aspectos 10 a 12, o la composición 
farmacéutica según el aspecto 13 para su uso como vacuna, preferiblemente una vacuna profiláctica, o para su uso 30
en terapia de vacunación, preferiblemente vacunación profiláctica. 

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

35
- introducir el casete de expresión de ácido nucleico según uno cualquiera de los aspectos 5 a 9, o el vector según 
uno cualquiera de los aspectos 10 a 12 en las células musculares; 

- expresar el producto transgénico en las células musculares. 
40

Breve descripción de los dibujos 

Figura 1: Diagrama de flujo de la identificación y validación de elementos reguladores de ácido nucleico. Se usó un 
enfoque computacional para identificar los elementos reguladores de ácido nucleico que implican las siguientes 
etapas: (1) identificación de genes específicos de tejido altamente expresados, por ejemplo, basándose en análisis 45
estadístico de datos de expresión de micromatriz de tejidos humanos normales; (2) extracción de las secuencias de 
promotores correspondientes de bases de datos disponibles para el público; (3) identificación de los módulos 
reguladores y los sitios de unión a factores de transcripción (TFBS) que contienen; (4) a continuación, se buscó en el 
contexto genómico de los genes altamente expresados para agrupaciones conservadas evolutivamente de TFBS (es 
decir, elementos reguladores de ácido nucleico). Los elementos reguladores de ácido nucleico identificados se 50
diseñaron de novo y se validaron in vivo sometiendo a prueba si la inclusión en un constructo aumenta la expresión 
de un gen indicador. 

Figura 2: Secuencias de nucleótidos de elementos reguladores específicos de músculo cardíaco 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-55
SH5 (E, SEQ ID NO: 5) y CSk-SH6 (F, SEQ ID NO: 6). 

La figura 3 muestra una representación esquemática de los vectores de AAV9sc-CSk-SH/Sk-SH-Des-Luc2 dados a 
conocer en el presente documento. El casete de expresión se empaquetó en un virus adenoasociado 
autocomplementario (sc), serotipo 9 (AAV9). El promotor de desmina (Des) específico de músculo cardíaco y 60
esquelético regula la transcripción del transgén de luciferasa (Luc2). Los elementos reguladores de ácido nucleico 
específicos de músculo cardíaco y esquelético (CSk-SH) o específicos de músculo (Sk-SH) se clonaron en el sentido 
de 5’ del promotor de Des. El casete de expresión comprende además el intrón del Virus Diminuto del Ratón (MVM) y 
una señal de poliadenilación (pA) del virus de simios 40 (SV40). El casete de expresión está flanqueado por 
repeticiones terminales invertidas (ITR) del virus adenoasociado, serotipo 2 (AAV2). 65
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Figura 4: Diferencia en la expresión de luciferasa (A) y el nivel de ARNm de Luc (B) en el tejido cardíaco y muscular 
de ratones en los que se inyectó, por vía 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 
comparación con ratones en los que se inyectó el vector de control AAV9sc-Des-Luc2 sin elemento regulador de ácido 5
nucleico (control, sin CSk-SH). La expresión de luciferasa se midió como flujo total, expresado en fotones por segundo 
por centímetro cuadrado por estereorradián (fotones/s/cm2/sr), liberados por la actividad luciferasa en los tejidos 
seleccionados a las 9 semanas después de la inyección. Los resultados se presentaron como media  error estándar 
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 extraído de biopsias de los tejidos indicados. Los 10
resultados se presentaron como media  error estándar de la media, *p<0,05; **p<0,001. 

Figura 5: (A) Expresión de luciferasa en tejidos seleccionados de ratones en los que se inyectó, por vía 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-15
SH4), AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc2 (CSk-SH5) o AAV9sc-CSk-SH6-Des-Luc2 (CSk-SH6). La expresión de luciferasa 
se midió como flujo total, expresado en fotones por segundo por centímetro cuadrado por estereorradián 
(fotones/s/cm2/sr), liberados por la actividad luciferasa en el tejido seleccionado a las 9 semanas después de la 
inyección. Los resultados se presentaron como media  error estándar de la media. (B) Nivel de ARNm de Luc en 
tejidos seleccionados de ratones en los que se inyectó, por vía intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de 20
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 comparación con ratones en los que se inyectó 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 extraído de biopsias de los tejidos indicados. Los resultados se presentaron 25
como media  error estándar de la media. 

Figura 6: Eficiencia de transducción en diferentes órganos de ratones en los que se inyectó AAV9sc-CSk-SH1-Des-
Luc2 (CSk-SH1) (A) o AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc2 (CSk-SH5) (B). Se determinó el número de copias de AAV en 
relación con 100 ng de ADN genómico para ambos constructos a una dosis de 5x109 vg/ratón. 30

Figura 7: Secuencias de nucleótidos de los elementos reguladores específicos de músculo 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). 

35
La figura 8 muestra la diferencia en la expresión de luciferasa en tejido cardíaco y muscular de ratones en los que se 
inyectó, por vía 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 comparación con ratones en los que se inyectó el vector de control AAV9sc-Des-Luc2 sin 40
elemento regulador de ácido nucleico (control, sin Sk-SH, n=5). La expresión de luciferasa se midió como flujo total, 
expresado en fotones por segundo por centímetro cuadrado por estereorradián (fotones/s/cm2/sr), liberados por la 
actividad luciferasa en los tejidos seleccionados a las 7 semanas después de la inyección. Los resultados se 
presentaron como media  error estándar de la media, *p<0,05; **p<0,001. 

45
La figura 9 muestra la expresión de luciferasa en tejidos seleccionados de ratones en los que se inyectó por vía 
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 expresión de luciferasa se midió como flujo total, expresado en 50
fotones por segundo por centímetro cuadrado por estereorradián (fotones/s/cm2/sr), liberados por la actividad 
luciferasa en el tejido seleccionado a las 7 semanas después de la inyección. Los resultados se presentaron como 
media  error estándar de la media, *p<0,05; **p<0,001. 

Figura 10: (A) Diagrama esquemático del constructo de plásmido AAVsc-CMV-Luc2-SV40pA con indicación de dónde 55
se clona el promotor de citomegalovirus (CMVp) en el sentido de 5’ del gen de luciferasa de luciérnaga (Luc2). Las 
abreviaturas usadas son: ITR: repetición terminal invertida viral; SV40pA: sitio de poliadenilación del virus de simios 
40. (B) Expresión de luciferasa en tejidos seleccionados de ratones en los que se inyectó, por vía 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 expresión de luciferasa se 60
midió como flujo total, expresado en fotones por segundo por centímetro cuadrado por estereorradián 
(fotones/s/cm2/sr), liberados por la actividad luciferasa en el tejido seleccionado. Los resultados se presentaron como 
media  error estándar de la media. (C) Diferencia en la expresión de luciferasa en tejido cardíaco y muscular de 
ratones en los que se inyectó, por vía 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 65
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comparación con ratones en los que se inyectó el vector de AAV9sc-CMV-Luc2 (CMV, n=4). La expresión de luciferasa 
se midió como flujo total, expresado en fotones por segundo por centímetro cuadrado por estereorradián 
(fotones/s/cm2/sr), liberados por la actividad luciferasa en los tejidos seleccionados a las 7 semanas después de la 
inyección. Los resultados se presentaron como media  error estándar de la media. 

5
La figura 11 muestra fragmentos funcionales y los sitios de unión a factores de transcripción (TFBS) indicados de 
CSk-SH1 (A), CSk-SH-5 (B) y Sk-SH4 (C) mapeados en una representación esquemática 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 cardíaco y muscular de ratones en los que se inyectó, por 10
vía 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-Luc2 
(Sk-SH6) o AAV9sc-Sk-SH7-Des-Luc2 (Sk-SH7) en comparación con ratones en los que se inyectó el vector de control 
AAV9sc-Des-Luc2 sin elemento regulador de ácido 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 extraído de biopsias de los 15
tejidos indicados. Los resultados se presentaron como media  error estándar de la media, *p<0,05; **p<0,001. 

Figura 13: Eficiencia de transducción en diferentes órganos de ratones en los que se inyectó el vector de AAV9sc-Sk-
SH4-Des-MVM-Luc-pA (A) o el vector de AAV9sc-Sk-SH1-Des-MVM-Luc-pA (B). Se determinó el número de copias 
de AAV en relación con 100 ng de ADN genómico para ambos vectores (n=3). 20

La figura 14 muestra la expresión de luciferasa en tejido cardíaco y muscular de ratones en los que se inyectó, por 
vía intravenosa, de izquierda a derecha, el vector de AAV9sc-Des-Luc (control, sin Sk-SH), AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc 
(Sk-SH4), AAV9sc-Sk-SH4a-Des-Luc (Sk-SH4a), AAV9sc-Sk-SH4b-Des-Luc (Sk-SH4b), AAV9sc-Sk-SH4c-Des-Luc 
(Sk-SH4d), AAV9sc-Sk-SH4d-Des-Luc (Sk-SH4e) o AAV9sc-Sk-SH4e-Des-Luc (Sk-SH4e). La expresión de luciferasa 25
se midió como flujo total, expresado en fotones por segundo por centímetro cuadrado por estereorradián 
(fotones/s/cm2/sr), liberados por la actividad luciferasa en el tejido seleccionado 5 semanas después de la inyección. 
Los resultados se presentaron como media  error estándar de la media. Se indica la diferencia en veces en la 
expresión de luciferasa en ratones en los que se inyectó Sk-SH4 y Sk-SH4b en comparación con ratones en los que 
se inyectó el vector de control AAV9sc-Des-Luc2 sin elemento regulador de ácido nucleico. 30

Figura 15: Ensayo de inmunoprecipitación de cromatina (CHIP) para tejido cardíaco (A, C) y muscular (B, D) de 
ratones en los que se inyectó AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc (A, B) o AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc (C, D) (5x109 vg/ratón). 
Se usaron anticuerpos específicos para los factores de transcripción CEBP, SRF y MEF2. Se diseñaron cebadores de 
PCR para amplificar una región de Sk-SH4 que se une a CEBP y SRF, o una región de CSk-SH5 que se une a CEBP 35
y MEF2, y como control negativo (-) se usó una región no transcrita en el cromosoma 17. Se determinaron los 
acontecimientos de unión para 103 células para cada uno de los pares de cebadores correspondientes. Los resultados
se presentan como media  error estándar de la media. Se indica una diferencia significativa en comparación con el 
control negativo (prueba de la t, * P≤0,05). 

40
La figura 16 muestra representaciones esquemáticas de constructos de plásmidos de AAV monocatenarios (single-
stranded, ss) dados a conocer en el presente documento, que comprenden el transgén de microdistrofina1 (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 ácido nucleico específico de músculo SkSH4 
clonado en el sentido de 5’ del promotor de desmina. El gen de folistatina se unió al gen indicador de Luc2 a través de 45
un péptido 2A. Los casetes de expresión comprenden además el intrón del Virus Diminuto del Ratón (MVM) y el sitio 
de poliadenilación (pA) sintético Proudfoot de 49 pb. Los casetes de expresión están flanqueados por repeticiones 
terminales invertidas (ITR). (B) Secuencia de nucleótidos del constructo de plásmido AAVss-SkSH4-Des-MVM-MD1 
(SEQ ID NO:44). (D) Secuencia de nucleótidos del constructo de plásmido AAVss-SkSH4-Des-MVM-FST-2A-Luc2 
(SEQ ID NO:45). 50

Figura 17: Prueba de cinta de correr para ratones MDX-SCID en los que se inyectó, de izquierda a derecha, PBS 
(control), AAVss-Sk-SH4-Des-MVMFST-2A-Luc, AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1, o la combinación 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 máquina de cinta de correr. 55

Figura 18: (A) Tinción con hematoxilina/eosina de tejidos del músculo gastrocnemio de ratones MDX/SCID en los que 
se inyectó PBS (a, control), AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc (b), AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 (c) o la 
combinación de AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 y AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc (d). (B) Cuantificación de 
células nucleadas centralmente en ratones silvestres C57BI/6, ratones MDX/SCID no tratados (control) y ratones 60
MDX/SCID en los que se inyectó AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 (MD1), AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc (FST) 
o ambos vectores terapéuticos (FST+MD1). El análisis estadístico se realizó sobre miofibras transectadas 
transversalmente teñidas con H&E del músculo gastrocnemio incrustado en parafina. *** ≤0,0001 **≤0,001 *≤0,05

Figura 19: Niveles de ARNm de microdistrofina1 (MD1) (A, B) y folistatina (FST) (C) en tejidos cardíacos y musculares 65
(gastrocnemio y cuádriceps) de ratones en los que se inyectó, por vía intravenosa, el vector de AAVss-Sk-SH4-Des-
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MVM-MD1 (A), la combinación 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 relación con la expresión del gen de mantenimiento endógeno (GAPDH: 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). Los resultados se presentan como expresión relativa de MD1 o FST (CT). 

La figura 20 muestra representaciones esquemáticas de constructos de AAV autocomplementarios (self-5
complementary, sc) dados a conocer en el presente documento, que comprenden el transgén de luciferasa (Luc) 
regulado por (a) el promotor de desmina (desmina) específico de músculo cardíaco 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 ácido nucleico específico de músculo (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 ácido nucleico específico de músculo (Sk-10
SH) clonado en el sentido de 5’ del promotor de SPc5-12. Los casetes de expresión (a), (b), (d) y (e) comprenden 
además el intrón del Virus Diminuto del Ratón (MVM) y una señal de poliadenilación (pA). Los casetes de expresión 
están flanqueados por repeticiones terminales invertidas (ITR). 

Figura 21: Diferencia en los niveles de ARNm de Luc en tejidos seleccionados de ratones CB17/lcrTac/Prkdcscid en 15
los que se inyectó, por vía 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 esquemática en la figura 20, en comparación con ratones en los que se inyectó el vector de AAVsc-CMV-
Luc. Los niveles de ARNm de Luc se midieron mediante qRT-PCR a partir de ARN total extraído de biopsias de los 
tejidos indicados. Los resultados se presentaron como media  error estándar de la media, *p<0,05; **p<0,001.20

Descripción 

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. 25

Los términos “que comprende”, “comprende” y “compuesto por” tal como se usan en el presente documento son 
sinónimos 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 terminología de patentes. 30

La mención de intervalos numéricos por puntos extremos incluye todos los números y fracciones incluidos dentro de 
los respectivos intervalos, así como los puntos extremos mencionados. 

Los términos “alrededor” o “aproximadamente” tal como se usan en el presente documento cuando se refieren a un 35
valor medible, tal como un parámetro, una cantidad, una duración temporal, etc., pretenden abarcar variaciones de y 
desde el valor especificado, tales como variaciones de +/-10 % o menos, preferiblemente +/-5 % o menos, más 
preferiblemente +/-1 % o menos, y aún más preferiblemente +/-0,1 % o menos del valor especificado, en la medida en 
que tales variaciones sean apropiadas de realizar en la invención dada a conocer. Debe entenderse que el valor al 
que se refiere el modificador “aproximadamente” en sí mismo también se da a conocer específica y preferiblemente. 40

Mientras que los términos “uno o más” o “al menos uno”, tal como uno o más miembros o al menos un miembro de un 
grupo de miembros, están claros per se, por medio de ejemplificación adicional, el término abarca, entre otras cosas, 
una referencia a uno cualquiera de dichos miembros, o a dos o más de dichos miembros, tales como, por ejemplo, 
cualquier ≥3, ≥4, ≥5, ≥6 o ≥7, etc. de dichos miembros, y hasta todos de dichos miembros. En otro ejemplo, “uno o 45
más” o “al menos uno” puede referirse a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o más. 

Se incluye la descripción de los antecedentes de la invención en el presente documento para explicar el contexto de 
la invención. Esto no debe tomarse como una admisión de que alguno de los materiales a los que se hace referencia 
se publicó, se conoció o formaba parte del conocimiento general común en algún país a partir de la fecha de prioridad 50
de cualquiera de las reivindicaciones. 

Salvo que se defina otra cosa, todos los términos usados en la divulgación de la invención, incluyendo los términos 
técnicos y científicos, tienen el significado comúnmente entendido por un experto habitual en la técnica a la que 
pertenece esta invención. Por medio de orientación adicional, se incluyen definiciones de términos para apreciar mejor 55
la enseñanza de la invención. Cuando se definen términos específicos en conexión con un aspecto particular de la 
invención o una realización particular de la invención, tal connotación se aplica a lo largo de esta memoria descriptiva, 
es decir, también en el contexto de otros aspectos o realizaciones de la invención, a menos que se defina otra cosa. 

En los siguientes pasajes se definen con más detalle diferentes aspectos o realizaciones de la invención. Cada aspecto 60
o realización así definido puede combinarse con otro(s) aspecto(s) o realización/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 característica o rasgo indicado como preferido o ventajoso. 

La referencia a lo largo de esta memoria descriptiva a “una realización” significa que un rasgo, estructura o 65
característica particular descrita en conexión con la realización se incluye en al menos una realización de la presente 
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invención. Por tanto, las apariciones de la frase “en una realización” en diversos lugares a lo largo de esta memoria 
descriptiva no necesariamente todas hacen referencia a la misma realización, pero puede ocurrir. Además, los rasgos, 
estructuras o características particulares pueden combinarse de cualquier manera adecuada, tal como resultaría 
evidente para un experto en la técnica de esta divulgación, en una o más realizaciones. Además, mientras que algunas 
realizaciones descritas en el presente documento incluyen algunos pero no otros rasgos incluidos en otras 5
realizaciones, las combinaciones de rasgos de diferentes realizaciones están destinadas a estar dentro del alcance 
de la invención, y formar diferentes realizaciones, tal como entenderían los expertos en la técnica. Por ejemplo, en las 
reivindicaciones adjuntas, cualquiera de las realizaciones reivindicadas puede usarse en cualquier combinación. 

Para métodos generales relacionados con la invención, se hace referencia, entre otras cosas, a libros de texto muy 10
conocidos, tales como, por ejemplo, “Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª 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 ácido nucleico para potenciar la expresión génica 
específica de músculo que comprende, que consiste esencialmente en (es decir, el elemento regulador puede 15
comprender por ejemplo adicionalmente secuencias usadas para fines de clonación, pero las secuencias indicadas 
constituyen la parte esencial del elemento regulador, por ejemplo, no forman parte de una región reguladora más 
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 20
80 %, preferiblemente al menos el 85 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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 25
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 actuación en cis no codificante, capaz de regular y/o controlar 
la transcripción de un gen, en particular la transcripción específica de tejido de un gen. Los elementos reglamentarios 30
comprenden al menos un sitio de unión a factores de transcripción (TFBS), más en particular al menos un sitio de 
unión para un factor de transcripción específico de tejido, lo más particularmente al menos un sitio de unión para un 
factor de transcripción específico de músculo. Normalmente, los elementos reguladores usados en el presente 
documento aumentan o potencian la expresión dirigida por promotores en comparación con la transcripción del gen a 
partir del promotor solo, sin los elementos reguladores. Por tanto, los elementos reguladores comprenden 35
particularmente secuencias potenciadoras, aunque debe entenderse que los elementos reguladores que potencian la 
transcripción no se limitan a secuencias potenciadoras en el sentido de 5’ lejanas típicas, sino que pueden aparecer a 
cualquier distancia del gen que regulan. De hecho, en la técnica se conoce que las secuencias que regulan la 
transcripción pueden estar situadas o bien en el sentido de 5’ (por ejemplo, en la región 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 40
más 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 sí mismos como elemento regulador. 
Los elementos reguladores tal como se usan en el presente documento pueden comprender parte de una secuencia 45
más 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 transcripción, sino que requieren un 
promotor para este fin. Los elementos reguladores dados a conocer en el presente documento se proporcionan como 
moléculas de ácido nucleico, es decir, ácidos nucleicos aislados o moléculas de ácido nucleico aisladas. Dicho 
elemento regulador de ácido nucleico tiene por tanto una secuencia que es solo una pequeña parte de la secuencia 50
genómica que se produce de manera natural y por tanto no se produce de manera natural como tal, sino que está 
aislada de la misma. 

El término “ácido nucleico” tal como se usa en el presente documento se refiere normalmente a un oligómero o 
polímero (preferiblemente un polímero lineal) de cualquier longitud compuesto esencialmente por nucleótidos. Una 55
unidad de nucleótido incluye comúnmente una base heterocíclica, un grupo azúcar y al menos uno, por ejemplo, uno, 
dos o tres grupos fosfato, incluyendo grupos fosfato modificados o sustituidos. Las bases heterocíclicas pueden incluir, 
entre otras, bases de purina y pirimidina, tales como adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T) y uracilo (U) que 
están muy extendidas en ácidos nucleicos que se producen de manera natural, otras bases que se producen de 
manera natural (por ejemplo, xantina, inosina, hipoxantina), así como bases química o bioquímicamente modificadas 60
(por ejemplo, metiladas), no naturales o derivatizadas. Los grupos azúcar pueden incluir, entre otros, grupos pentosa 
(pentofuranosa), tales como preferiblemente ribosa y/o 2-desoxirribosa común en ácidos nucleicos que se producen 
de manera natural, o grupos azúcar de arabinosa, 2-desoxiarabinosa, treosa o hexosa, así como grupos azúcar 
modificados o sustituidos. Los ácidos nucleicos tal como se pretende en el presente documento pueden incluir 
nucleótidos naturales, nucleótidos modificados o mezclas de los mismos. Un nucleótido modificado puede incluir una 65
base heterocíclica modificada, un resto azúcar modificado, un grupo fosfato modificado o una combinación de los 
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mismos. Pueden introducirse modificaciones de grupos fosfato o azúcares para mejorar la estabilidad, resistencia a la 
degradación enzimática o alguna otra propiedad útil. El término “ácido nucleico” abarca además preferiblemente 
moléculas de ADN, ARN e híbridas de ADN/ARN, incluyendo específicamente ARNhn, pre-ARNm, ARNm, ADNc, ADN 
genómico, productos de amplificación, oligonucleótidos e híbridos de ADN/ARN, ARN o ADN sintéticos (por ejemplo, 
sintetizados químicamente). Un ácido nucleico puede producirse de manera natural, por ejemplo, presente en o aislado 5
de la naturaleza; o puede producirse de manera no natural, por ejemplo, recombinante, es decir, producirse por 
tecnología de ADN recombinante, y/o química o bioquímicamente, de manera parcial o completa. Un “ácido nucleico” 
puede ser bicatenario, parcialmente bicatenario o monocatenario. Cuando es monocatenario, el ácido nucleico puede 
ser la hebra sentido o la hebra antisentido. Además, el ácido nucleico puede ser circular o lineal. 

10
Tal como se usa en el presente documento, “sitio de unión a factor de transcripción”, “secuencia de unión a factor de 
transcripción” o “TFBS” se refiere a una secuencia de una región de ácido nucleico a la que se unen factores de 
transcripción. Los ejemplos no limitativos de TFBS incluyen sitios de unión para el factor de transcripción 3, también 
conocido como TCF3 o E2A; sitios de unión para el factor nuclear I, también conocido como NF1; sitios de unión para 
la proteína de unión a potenciador-CCAAT, también conocido como C/EBP; sitios de unión para diferenciación 15
miogénica, también conocido como MyoD; sitios de unión para la proteína de unión a elementos reguladores de 
esteroles, también conocidos como SREBP; sitios de unión para el factor relacionado con leucemia/linfoma, también 
conocido como LRF; sitios de unión para la proteína 53, también conocida como p53; sitios de unión para el factor 
nuclear de hepatocitos 3-alfa, también conocido como HNF3a; sitios de unión para el factor nuclear de hepatocitos 3-
beta, también conocido como HNF3b; sitios de unión para el factor nuclear de hepatocitos 4, también conocido como 20
HNF4; sitios de unión para el factor potenciador específico de miocitos 2A, también conocido como MEF2A o RSRFC4; 
sitios de unión para el receptor activado por proliferador de peroxisoma, también conocido como PPAR; sitios de unión 
para el factor de respuesta sérica, también conocido como SRF; sitios de unión para la proteína 1b similar a activador 
de transcripción, también conocido como Tal1_b. Pueden encontrarse sitios de unión a factores de transcripción en 
bases de datos tales como Transfac®. 25

Las secuencias dadas a conocer en el presente documento pueden formar parte de secuencias de elementos 
reguladores capaces de controlar la transcripción de genes específicos de músculo 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 proteína similar a actina (ABLP), filamina-2 (FLN2), 30
ABP-280, ABP280A, ABPA, ABPL, MFM5 o MPD4; ATPasa 1 de calcio del retículo sarcoplásmico/endoplasmático 
también conocido como ATP2A1, ATP2A o SERCA1; troponina I de tipo 1 (músculo esquelético lento) también 
conocida como TNNI1, SSTNI o TNN1; cadena ligera de miosina de músculo esquelético rápido 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 35
hscp30; y proteína 2 que contiene dominios de repetición de anquirina también conocida como ANKRD2, o ARPP. En 
consecuencia, los elementos reguladores de ácido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden 
comprender una secuencia de elementos reguladores de Des, es decir, elementos reguladores que controlan la 
expresión 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 ácido nucleico 40
dados a conocer en el presente documento pueden comprender una secuencia de elementos reguladores de ACTN2, 
es decir, elementos reguladores que controlan la expresión in vivo del gen ACTN2, 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 ácido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden comprender una 
secuencia de elementos reguladores de FLNC, es decir, elementos reguladores que controlan la expresión in vivo del 45
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 ácido nucleico dados a conocer en 
el presente documento pueden comprender una secuencia de elementos reguladores de ATP2A1, es decir, elementos 
reguladores que controlan la expresión 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 ácido nucleico 50
dados a conocer en el presente documento pueden comprender una secuencia a partir de elementos reguladores 
TNNI1, es decir, elementos reguladores que controlan la expresión 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 ácido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden 
comprender una secuencia de elementos reguladores de MYLPF, es decir, elementos reguladores que controlan la 55
expresión 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 ácido 
nucleico dados a conocer en el presente documento pueden comprender una secuencia de elementos reguladores de 
MYH1, es decir, elementos reguladores que controlan la expresión del gen MYH1 in vivo, por ejemplo elementos 60
reguladores que comprenden SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:27, o fragmentos funcionales de los mismos. Los elementos 
reguladores de ácido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden comprender una secuencia de 
elementos reguladores de TPM3, es decir, elementos reguladores que controlan la expresión 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 ácido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden comprender 65
una secuencia de elementos reguladores de ANKRD2, es decir, elementos reguladores que controlan la expresión del 
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gen ANKRD2 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 ácido nucleico, por ejemplo, dos 5
moléculas de ADN. Pueden hacerse alineaciones de secuencias y la determinación de la identidad de secuencia, por 
ejemplo, usando la herramienta de búsqueda de alineación local básica (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” 10
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 expresión específica 15
de músculo, es decir, todavía pueden conferir especificidad de tejido y son capaces de regular expresión 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 nucleótidos contiguos 20
de la secuencia de la que se derivan. También preferiblemente, los fragmentos funcionales pueden comprender al 
menos 1, más preferiblemente al menos 2, al menos 3, o al menos 4, incluso más preferiblemente al menos 5, al 
menos 10 o al menos 15 de los sitios de unión a factores de transcripción (TFBS) que están presentes en la secuencia 
de la que se derivan. 

25
“Expresión específica de músculo” tal como se usa en la solicitud se refiere a la expresión preferente o predominante 
de un (trans)gen (tal como ARN y/o polipéptido) en músculos o tejidos musculares, en comparación con otros tejidos 
(es decir, no musculares). Al menos el 50 %, más 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 expresión (trans)génica puede producirse dentro del músculo. La expresión específica de músculo 30
puede suponer que no haya ‘fuga’ de producto genético expresado a otros órganos o tejidos distintos del músculo, 
tales como pulmón, hígado, cerebro, riñón y/o bazo. 

Tal como se usa en el presente documento, “expresión específica del músculo cardíaco y esquelético” se refiere a la 
expresión preferente o predominante de un (trans)gen en el corazón, en particular el músculo cardíaco, y el músculo 35
esquelético. Al menos el 50 %, más 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 
expresión (trans)génica puede producirse dentro del corazón y el músculo esquelético. Por tanto, menos del 10 %, 
menos del 5 %, menos del 2 % o incluso menos del 1 % de la expresión (trans)génica puede producirse en un órgano 
o tejido distinto del corazón y el músculo esquelético. 40

Tal como se usa en el presente documento, “expresión específica del músculo esquelético” se refiere a la expresión 
preferente o predominante de un (trans)gen en el músculo esquelético. Al menos el 50 %, más 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 expresión (trans)génica puede producirse dentro del 45
músculo esquelético. Por tanto, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 2 % o incluso menos del 1 % de la 
expresión (trans)génica puede producirse en un órgano o tejido distinto del músculo esquelético. 

Lo mismo se aplica cambiando lo que se tenga que cambiar para la expresión específica de miocitos y específica de 
mioblastos, que puede considerarse como una forma particular de expresión específica de músculo. A lo largo de toda 50
la solicitud, cuando se menciona específico de músculo en el contexto de la expresión, también se contemplan 
explícitamente expresión específica de miocitos y expresión específica de mioblastos. De manera similar, cuando se 
usa expresión específica de músculo cardíaco y esquelético en la solicitud, también se prevé explícitamente la 
expresión específica de miocitos esqueléticos y cardiomiocitos y la expresión específica de mioblastos esqueléticos y 
mioblastos cardíacos. De manera similar, cuando se usa expresión específica del músculo esquelético en la solicitud, 55
también se prevé explícitamente la expresión específica de miocitos esqueléticos y la expresión específica de 
mioblastos esqueléticos. 

Tal como se usan en el presente documento, los términos “músculo del corazón” o “músculo cardíaco” se refieren al 
tipo de músculo estriado regulado de forma autónoma que se encuentra en el corazón. 60

Tal como se usa en el presente documento, el término “músculo esquelético” se refiere al tipo de músculo estriado y 
controlado voluntariamente que está unido al esqueleto. Los ejemplos no limitativos de músculo esquelético incluyen 
el bíceps, el tríceps, el cuádriceps, el tibial interior y el músculo gastrocnemio. 

65
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 específico del músculo en condiciones 
apropiadas. Los miocitos diferenciados terminalmente se fusionan entre sí para formar miotubos, un componente 
importante de las fibras musculares. El término “miocito” también se refiere a miocitos que están 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. 5

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. 

10
En el presente documento se da a conocer un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica 
específica de músculo 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 %, más 15
preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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, más preferiblemente menos al 50, al menos 100, al menos 200 o al menos 
250 nucleótidos contiguos de la secuencia de la que se deriva, y en el que dicho fragmento funcional comprende al 
menos 1, preferiblemente al menos 5, más preferiblemente al menos 10 o al menos 15 de los sitios de unión a factores 20
de transcripción (TFBS) que están presentes en la secuencia de la que se deriva. 

Un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo cardíaco 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 25
menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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, más 
preferiblemente al menos 50, al menos 100, al menos 200 o al menos 250 nucleótidos contiguos de la secuencia de 
la que se deriva, y en el que dicho fragmento funcional comprende al menos 1, preferiblemente al menos 5, más 30
preferiblemente al menos 10 o al menos 15 de los sitios de unión a factores de transcripción (TFBS) que están 
presentes en la secuencia de la que se deriva. 

Más particularmente, un elemento regulador de ácido nucleico para mejorar la expresión génica específica de músculo 
cardíaco y esquelético puede comprender un fragmento funcional de una secuencia seleccionada del grupo que 35
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 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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 nucleótidos desde la posición 33 hasta 58 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleótidos 
desde la posición 90 hasta 142 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleótidos desde la posición 143 hasta 233 en SEQ 40
ID NO:1; la secuencia de nucleótidos desde la posición 240 hasta 310 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleótidos 
desde la posición 90 hasta 233 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleótidos desde la posición 47 hasta 130 en SEQ 
ID NO:5; la secuencia de nucleótidos desde la posición 252 hasta 293 en SEQ ID NO:5; o la secuencia de nucleótidos 
desde la posición 330 hasta 450 en SEQ ID NO:5. 

45
Un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo 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 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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, 50
en el que dicho fragmento funcional comprende al menos 20, preferiblemente al menos 25, más preferiblemente al 
menos 50, al menos 100, al menos 200 o menos al 250 nucleótidos contiguos de la secuencia de la que se deriva, y 
en el que dicho fragmento funcional comprende al menos 1, preferiblemente al menos 5, más preferiblemente al menos 
10 o al menos 15 de los sitios de unión a factores de transcripción (TFBS) presentes en la secuencia de la que se 
deriva. 55

Más particularmente, un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de 
músculo 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 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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 60
fragmento funcional consiste en la secuencia de nucleótidos desde la posición 10 hasta 180 en SEQ ID NO:10; la 
secuencia de nucleótidos desde la posición 190 hasta 240 en SEQ ID NO:10; la secuencia de nucleótidos desde la 
posición 241 hasta 300 en SEQ ID NO:10; la secuencia de nucleótidos desde la posición 241 hasta 360 en SEQ ID 
NO:10; o la secuencia de nucleótidos desde la posición 380 hasta 420 en SEQ ID NO:10. 

65
Por ejemplo, los elementos reguladores de ácido 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 nucleótidos desde 
la posición 33 hasta 58 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleótidos desde la posición 90 hasta 142 en SEQ ID NO:1; 
la secuencia de nucleótidos desde la posición 143 hasta 233 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleótidos desde la 
posición 240 hasta 310 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleótidos desde la posición 90 hasta 233 en SEQ ID NO:1; 
la secuencia de nucleótidos desde la posición 47 hasta 130 en SEQ ID NO:5; la secuencia de nucleótidos desde la 5
posición 252 hasta 293 en SEQ ID NO:5; la secuencia de nucleótidos desde la posición 330 hasta 450 en SEQ ID 
NO:5; la secuencia de nucleótidos desde la posición 10 hasta 180 en SEQ ID NO:10; la secuencia de nucleótidos 
desde la posición 190 hasta 240 en SEQ ID NO:10; la secuencia de nucleótidos desde la posición 241 hasta 300 en 
SEQ ID NO:10; la secuencia de nucleótidos desde la posición 241 hasta 360 en SEQ ID NO:10; la secuencia de 
nucleótidos desde la posición 380 hasta 420 en SEQ ID NO:10; o una secuencia que tiene al menos el 95 % de 10
identidad con cualquiera de dichas secuencias. 

Por ejemplo, los elementos reguladores de ácido nucleico dados a conocer en el presente documento comprenden o 
consisten en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: la secuencia de nucleótidos desde la posición 33 
hasta 310 en SEQ ID NO:1; la secuencia de nucleótidos desde la posición 47 hasta 450 en SEQ ID NO:5; la secuencia 15
de nucleótidos desde la posición 10 hasta 420 en SEQ ID NO:10, o una secuencia que tiene al menos el 95 % de 
identidad con cualquiera de dichas secuencias. 

Además, se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la 
expresión génica específica de músculo que comprende, que consiste esencialmente en o consiste en una secuencia 20
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 %, más preferiblemente al menos el 
90 %, incluso más 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. 25

Un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo cardíaco 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 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 30
95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias. 

Un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo 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 35
que tiene al menos el 80 %, preferiblemente al menos el 85 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 
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 además en el presente documento elementos reguladores de ácido nucleico para potenciar la 40
expresión génica específica de músculo, 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 45
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 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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 ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo cardíaco y 50
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 %, más 
preferiblemente al menos el 90 %, incluso más preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, 55
el 98 % o el 99 % de identidad con cualquiera de estas secuencias. 

Los elementos reguladores de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo 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 60
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 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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. 

65
También es posible preparar elementos reguladores de ácido nucleico que comprenden una secuencia artificial 
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combinando dos o más 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 
ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo 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 5
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 ácido nucleico para potenciar la 
expresión génica específica de músculo, en particular la expresión génica específica de músculo cardíaco y 10
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. 

15
También se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la 
expresión génica específica de músculo, en particular la expresión génica específica de músculo 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 20
de estas secuencias, o un fragmento de las mismas. 

Por ejemplo, se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de ácido nucleico que comprende, que 
consiste esencialmente en o que consiste en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:5; un elemento regulador de ácido nucleico 
que comprende, que consiste esencialmente en o que consiste en SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:10; un elemento 25
regulador de ácido 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 ácido nucleico que comprende, que consiste esencialmente en o 
que consiste en 2, 3, 4 o 5 repeticiones, por ejemplo, repeticiones en tándem, de SEQ ID NO:1; un elemento regulador 
de ácido nucleico que comprende, que consiste esencialmente en o que consiste en 2, 3, 4 o 5 repeticiones, por 
ejemplo, repeticiones en tándem, de SEQ ID NO:5; o un elemento regulador de ácido nucleico que comprende, que 30
consiste esencialmente en o que consiste en 2, 3, 4 o 5 repeticiones, por ejemplo, repeticiones en tándem, de SEQ ID 
NO:10. 

Ejemplos particulares de elementos reguladores de ácido nucleico que comprenden una secuencia artificial incluyen 
los elementos reguladores que se obtienen mediante la reorganización de los sitios de unión a factores de transcripción 35
(TFBS) presentes en las secuencias dadas a conocer presente en el presente documento. Dicha reorganización puede 
abarcar cambiar el orden de los TFBS y/o cambiar la posición de uno o más TFBS en relación con los otros TFBS y/o 
cambiar el número de copias de uno o más de los TFBS. Por ejemplo, también se da a conocer en el presente 
documento un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo, en 
particular la expresión génica específica de músculo cardíaco y esquelético, que comprende sitios de unión para E2A, 40
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 ácido nucleico 
para potenciar la expresión génica específica de músculo, en particular la expresión génica específica de músculo 45
esquelético, que comprende sitios de unión 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 
ácido nucleico comprenden al menos dos, tal como 2, 3, 4 o más copias de uno o más de los TFBS mencionados. 50

En caso de que el elemento regulador se proporcione como un único ácido 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 ácido 
nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo que comprende, que consiste esencialmente en o 55
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 %, más preferiblemente al 
menos el 90 %, incluso más preferiblemente al menos el 95 %, tal como el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % 60
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 ácido nucleico para potenciar la 
hibridación de la expresión génica específica de músculo en condiciones rigurosas con un elemento regulador de ácido 
nucleico descrito en el presente documento, en particular con el elemento regulador de ácido nucleico que comprende, 65
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 ácido nucleico no necesitan tener la misma longitud que la secuencia con la que se hibridan. 5
Preferiblemente, el tamaño de dicho elemento regulador de ácido nucleico hibridante no difiere más del 25 % en 
longitud, en particular el 20 % en longitud, más en particular el 15 % en longitud, más en particular el 10 % en longitud 
de la secuencia con la que se hibrida. 

La expresión ‘hibridarse en condiciones rigurosas’ se refiere a la capacidad de una molécula de ácido nucleico para 10
hibridarse con una molécula de ácido nucleico diana en condiciones definidas de temperatura y concentración de sal. 
Normalmente, las condiciones de hibridación estrictas están a no de más de 25ºC a 30ºC (por ejemplo, 20ºC, 15ºC, 
10ºC o 5ºC) por debajo de la temperatura de fusión (Tm) del dúplex nativo. Los métodos de cálculo de Tm se conocen 
bien en la técnica. A modo de ejemplo no limitativo, las condiciones representativas de sal y temperatura para lograr 
una hibridación rigurosa son: 1x SSC, SDS al 0,5 % a 65ºC. La abreviatura SSC se refiere a un tampón usado en 15
disoluciones de hibridación de ácido nucleico. Un litro de la disolución tampón 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 período de tiempo 
representativo para lograr la hibridación es de 12 horas. 

Preferiblemente, los elementos reguladores descritos en el presente documento son plenamente funcionales, aunque 20
solo tienen una longitud limitada. Esto permite su uso en vectores o casetes de expresión de ácido nucleico sin 
restringir indebidamente su capacidad de carga útil. Por consiguiente, el elemento regulador dado a conocer en el 
presente documento puede ser un ácido nucleico de 1500 nucleótidos o menos, 1000 nucleótidos o menos, 900 
nucleótidos o menos, 800 nucleótidos o menos, 700 nucleótidos o menos, más preferiblemente 600 nucleótidos o 
menos, tal como 550 nucleótidos o menos, 500 nucleótidos o menos, 450 nucleótidos o menos, 400 nucleótidos o 25
menos, 350 nucleótidos o menos, o 300 nucleótidos o menos (es decir, el elemento regulador de ácido nucleico tiene 
una longitud máxima de 1500 nucleótidos, 1000 nucleótidos, 900 nucleótidos, 800 nucleótidos, 700 nucleótidos, 
preferiblemente 600 nucleótidos, tal como 550 nucleótidos, 500 nucleótidos, 450 nucleótidos, 400 nucleótidos, 350 
nucleótidos o 300 nucleótidos). 

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

Por ejemplo, se da a conocer en el presente documento un elemento regulador de ácido nucleico de 1000 nucleótidos 
o menos, preferiblemente 600 nucleótidos o menos, tal como 550 nucleótidos o menos, 500 nucleótidos o menos, 450 
nucleótidos o menos, 400 nucleótidos o menos, 350 nucleótidos o menos o 300 nucleótidos o menos, para potenciar 
la expresión génica específica de músculo que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: 40
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 %, más preferiblemente al menos el 90 %, incluso más 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. 45

Los elementos reguladores de ácido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden usarse en un casete 
de expresión de ácido nucleico. Por consiguiente, también se da a conocer en el presente documento el uso in vitro o 
ex vivo de los elementos reguladores de ácido nucleico descritos en el presente documento en un casete de expresión 
de ácido nucleico, así como los elementos reguladores de ácido nucleico descritos en el presente documento para su 50
uso en medicina, en el que dichos elementos reguladores de ácido nucleico están en un casete de expresión de ácido 
nucleico, o un vector. 

Se da a conocer en el presente documento un casete de expresión de ácido nucleico que comprende un elemento 
regulador de ácido nucleico tal como se describe en el presente documento, unido operativamente a un promotor. El 55
casete de expresión de ácido nucleico puede no contener un transgén. Tal casete de expresión de ácido nucleico 
puede usarse para dirigir la expresión de un gen endógeno. Preferiblemente, el casete de expresión de ácido nucleico 
comprende un elemento regulador de ácido nucleico tal como se describe en el presente documento, unido 
operativamente a un promotor y un transgén. 

60
Tal como se usa en el presente documento, el término ‘casete de expresión de ácido nucleico’ se refiere a moléculas 
de ácido nucleico que incluyen uno o más elementos de control transcripcional (tales como, pero sin limitarse a, 
promotores, potenciadores y/o elementos reguladores, secuencias de poliadenilación e intrones) que dirigen la 
expresión (trans)génica en uno o más tipos celulares, tejidos u órganos deseados. Normalmente, también contendrán 
un transgén, aunque también se prevé que un casete de expresión de ácido nucleico dirija la expresión de un gen 65
endógeno en una célula en la que se inserta el casete de ácido nucleico. 
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El término ‘unido operativamente’ tal como se usa en el presente documento se refiere a la disposición de diversos 
elementos de moléculas de ácido nucleico en relación entre sí de manera que los elementos están funcionalmente 
conectados y son capaces de interaccionar entre sí. Tales elementos pueden incluir, sin limitación, un promotor, un 
potenciador y/o un elemento regulador, una secuencia de poliadenilación, uno o más intrones y/o exones y una 5
secuencia codificante de un gen de interés que va a expresarse (es decir, el transgén). Los elementos de secuencia 
de ácido nucleico, cuando están apropiadamente orientados u unido operativamentes, actúan juntos modulando la 
actividad del otro, y en última instancia pueden afectar al nivel de expresión del transgén. Por modular quiere decirse 
aumentar, disminuir o mantener el nivel de actividad de un elemento particular. La posición de cada elemento en 
relación con otros elementos puede expresarse en cuanto al extremo 5’ terminal y el extremo 3’ terminal de cada 10
elemento, y la distancia entre cualquier elemento particular puede referenciarse por el número de nucleótidos 
intermedios, o pares de bases, entre los elementos. Tal como entiende el experto, unido operativamente implica 
actividad funcional, y no está necesariamente relacionado con una unión posicional natural. De hecho, cuando se usan 
en casetes de expresión de ácido nucleico, los elementos reguladores normalmente estarán ubicados inmediatamente 
en el sentido de 5’ del promotor (aunque este es generalmente el caso, definitivamente no debe interpretarse como 15
una limitación o exclusión de posiciones dentro del casete de expresión de ácido 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 transcripción afecta es capaz de funcionar del mismo modo cuando está ubicado 
en el sentido de 5’ del promotor. Por tanto, el efecto regulador o potenciador del elemento regulador puede ser 
independiente de la posición. 20

El casete de expresión de ácido nucleico puede comprender un elemento regulador de ácido nucleico tal como se 
describe en el presente documento. Alternativamente, el casete de expresión de ácido nucleico puede comprender 
dos o más, tal como, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10, elementos reguladores de ácido nucleico tal como se 
describen en el documento, es decir, se combinan modularmente para potenciar su efecto regulador (y/o potenciador). 25
Al menos dos de los dos o más elementos reguladores de ácido nucleico pueden ser idénticos o sustancialmente 
idénticos, tal como los dos o más elementos reguladores pueden ser idénticos o sustancialmente idénticos. Las copias 
de los elementos reguladores de ácido nucleico idénticos o sustancialmente idénticos pueden proporcionarse como 
repeticiones en tándem en el casete de expresión de ácido nucleico. Alternativamente, al menos dos de los dos o más 
elementos reguladores de ácido nucleico pueden ser diferentes entre sí. El casete de expresión de ácido nucleico 30
también puede comprender una combinación de elementos reguladores de ácido nucleico idénticos y sustancialmente 
idénticos y elementos reguladores de ácido nucleico no idénticos. 

Por ejemplo, el casete de expresión de ácido nucleico puede comprender un elemento regulador de ácido nucleico 
que comprende SEQ ID NO:1, y un elemento regulador de ácido nucleico que comprende SEQ ID NO:5; o el casete 35
de expresión de ácido nucleico puede comprender un elemento regulador de ácido nucleico que comprende SEQ ID 
NO:1 y un elemento regulador de ácido nucleico que comprende SEQ ID NO:10; o el casete de expresión de ácido 
nucleico puede comprender un elemento regulador de ácido nucleico que comprende SEQ ID NO:1, un elemento 
regulador de ácido nucleico que comprende SEQ ID NO:5 y un elemento regulador de ácido nucleico que comprende 
SEQ ID NO:1; o el elemento regulador de ácido nucleico puede comprender 2, 3, 4 o 5 elementos reguladores de 40
ácido nucleico que comprenden SEQ ID NO:1; o el elemento regulador de ácido nucleico puede comprender 2, 3, 4 o 
5 elementos reguladores de ácido nucleico que comprenden SEQ ID NO:5; o el elemento regulador de ácido nucleico 
puede comprender 2, 3, 4 o 5 elementos reguladores de ácido nucleico que comprenden SEQ ID NO:10. 

Tal como se usa en la solicitud, el término ‘promotor’ se refiere a secuencias de ácido nucleico que regulan, directa o 45
indirectamente, la transcripción de secuencias codificantes de ácido nucleico correspondientes a las que están 
operativamente unidas (por ejemplo, un transgén o gen endógeno). Un promotor puede funcionar solo regulando la 
transcripción o puede actuar en concierto con una o más de otras secuencias reguladoras (por ejemplo potenciadores
o silenciadores, o elementos reguladores). En el contexto de la presente solicitud, un promotor está normalmente 
unido operativamente a un elemento regulador tal como se da a conocer en el presente documento para regular la 50
transcripción de un (trans)gen. Cuando un elemento regulador tal como se describe en el presente documento está 
unido operativamente tanto a un promotor como a un transgén, el elemento regulador puede (1) conferir un grado 
significativo de expresión in vivo específica de músculo, en particular específica de músculo cardiaco y esquelético o 
específica de músculo esquelético (y/o en mioblastos, miocitos o líneas celulares derivadas del músculo, en particular 
mioblastos cardíacos y esqueléticos o esqueléticos, miocitos cardíacos y esqueléticos o esqueléticos, o líneas 55
celulares derivadas de músculo cardíaco o esquelético o derivadas de músculo esquelético in vitro) del transgén, o (2) 
puede aumentar el nivel de expresión del transgén en el músculo, en particular músculo cardíaco y esquelético o 
músculo esquelético (y/o en mioblastos, miocitos o líneas celulares derivadas del músculo, en particular mioblastos 
cardíacos y esqueléticos o esqueléticos, miocitos cardíacos y esqueléticos o esqueléticos, o líneas celulares derivadas 
de músculo cardiaco o esquelético o de músculo esquelético in vitro). 60

El promotor puede ser homólogo (es decir, de la misma especie que el animal, en particular mamífero, que va a 
transfectarse con el casete de expresión de ácido nucleico) o heterólogo (es decir, de una fuente distinta de la especie 
del animal, en particular mamífero, que va a transfectarse con el casete de expresión). Como tal, la fuente del promotor 
puede ser cualquier virus, cualquier organismo unicelular procariota o eucariota, cualquier organismo vertebrado o 65
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 combinación con los elementos reguladores 
descritos en el presente documento. Preferiblemente, el promotor es un promotor de mamíferos, en particular un 
promotor murino o humano. 

El promotor puede ser un promotor inducible o constitutivo. 5

El enriquecimiento de TFBS específico de músculo en los elementos reguladores de ácido nucleico dados a conocer 
en el presente documento, en principio, permite que los elementos reguladores dirijan la expresión específica de 
músculo incluso a partir de un promotor que por sí mismo no es específico de músculo. Por tanto, los elementos 
reguladores dados a conocer en el presente documento pueden usarse en casetes de expresión de ácido nucleico 10
conjuntamente con su promotor natural, así como con otro promotor. Preferiblemente, los casetes de expresión de 
ácido nucleico dados a conocer en el presente documento comprenden un promotor específico de músculo. Esto es 
para aumentar la especificidad de músculo y/o evitar la fuga de expresión en otros tejidos. Los ejemplos no limitativos 
de promotores específicos de músculo 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 retículo sarcoplásmico/endoplásmico 15
(ATP2A1), el promotor de troponina I de tipo 1 (TNNI1), el promotor de miosina-1 (MYH1) de cadena ligera de miosina 
de músculo esquelético rápido, fosforilable (MYLPF), el promotor de tropomiosina de cadena alfa 3 (TPM3), el 
promotor de proteína 2 que contiene dominios de repetición de anquirina (ANKRD2), 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 20
SPc5-12, el promotor de creatina cinasa muscular (MCK), el promotor de dMCK y el promotor de tMCK que consisten 
respectivamente en un tándem 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). 

Más preferiblemente, el promotor es un promotor específico de músculo de mamíferos, en particular un promotor 25
específico de músculo 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 está disponible comercialmente 
como pDRIVE-mDESmin (Invivogen). El promotor de desmina se expresa tanto en el músculo cardíaco como en el 30
músculo esquelético. 

El promotor puede ser un promotor específico de músculo esquelético, en particular un promotor de creatina cinasa 
muscular (MCK), más particularmente el promotor doble de MCK o el promotor triple de MCK que consiste en un 
tándem doble o triple de potenciador de MCK y promotor basal de MCK tal como se describe en Wang et al. (2008. 35
Gene Ther. 15:1489-1499). 

Además, no es necesario que el promotor sea el promotor del transgén en el casete de expresión de ácido nucleico, 
aunque es posible que el transgén se transcriba a partir de su propio promotor. 

40
Para minimizar la longitud del casete de expresión de ácido nucleico, los elementos reguladores pueden estar unidos 
a promotores mínimos, o versiones acortadas de los promotores descritos en el presente documento. Un promotor 
mínimo (también denominado promotor basal o promotor central) tal como se usa en el presente documento forma 
parte de un promotor de tamaño completo que todavía es capaz de dirigir la expresión, pero que carece de al menos 
parte de la secuencia cuya expresión contribuye a regular (por ejemplo, específica de tejido). Esta definición abarca 45
tanto promotores de los que se han delecionado elementos reguladores (específicos de tejido) que son capaces de 
dirigir la expresión de un gen pero que han perdido su capacidad para expresar ese gen de una manera específica de 
tejido y promotores de los que se han delecionado elementos reguladores (específicos de tejido) que son capaces de 
dirigir (posiblemente disminuida) la expresión de un gen, pero no que no han perdido necesariamente su capacidad 
de expresar ese gen de una manera específica de tejido. Preferiblemente, el promotor contenido en el casete de 50
expresión de ácido nucleico dado a conocer en el presente documento tiene 1000 nucleótidos o menos de longitud, 
900 nucleótidos o menos, 800 nucleótidos o menos, 700 nucleótidos o menos, 600 nucleótidos o menos, 500 
nucleótidos o menos, 400 nucleótidos o menos, 300 nucleótidos o menos, o 250 nucleótidos o menos. 

El término ‘transgén’ usado en el presente documento se refiere a secuencias de ácido nucleico particulares que 55
codifican para un polipéptido o una porción de un polipéptido que va a expresarse en una célula en la que se introduce 
la secuencia de ácido 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 ácido nucleico. Estas moléculas de ARN incluyen, pero no se limitan a, moléculas que ejercen 
su función a través de interferencia de ARN (ARNhp, iARN), regulación por micro-ARN (miR) (que puede usarse para 60
controlar la expresión de genes específicos), ARN catalítico, ARN antisentido, aptámeros de ARN, etc. La forma en 
que la secuencia de ácido nucleico se introduce en una célula no es esencial para la invención, puede ser, por ejemplo, 
a través de integración en el genoma o como plásmido episomal. Cabe destacar que la expresión del transgén puede 
restringirse a un subconjunto de las células en las que se introduce la secuencia de ácido nucleico. El término 
‘transgén’ pretende incluir (1) una secuencia de ácido nucleico que no se encuentra de manera natural en la célula (es 65
decir, una secuencia de ácido nucleico heteróloga); (2) una secuencia de ácido nucleico que es una forma mutante de 
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una secuencia de ácido nucleico que se encuentra de manera natural en la célula en la que se ha introducido; (3) una 
secuencia de ácido nucleico que sirve para añadir copias adicionales de la misma secuencia de ácido nucleico (es 
decir, homóloga) o una similar que se produce de manera natural en la célula en la que se ha introducido; o (4) una 
secuencia de ácido nucleico homóloga o que se produce de manera natural silenciosa cuya expresión se induce en la 
célula en la que se ha introducido. 5

El transgén puede ser homólogo o heterólogo para el promotor (y/o para el animal, en particular mamífero, en el que 
se introduce, por ejemplo, en los casos en que el casete de expresión de ácido nucleico se usa para terapia génica). 

El transgén puede ser un ADNc de longitud completa o secuencia genómica de ADN, o cualquier fragmento, subunidad 10
o mutante del mismo que tenga al menos alguna actividad biológica. En particular, el transgén puede ser un minigen, 
es decir, una secuencia génica que carece de parte, la mayoría o la totalidad de sus secuencias intrónicas. El transgén 
puede contener por tanto opcionalmente secuencias de intrón. Opcionalmente, el transgén puede ser una secuencia 
híbrida de ácido nucleico, es decir, una construida a partir de fragmentos de ADN genómico y/o ADNc homólogo y/o 
heterólogo. Por ‘forma mutante’ se entiende una secuencia de ácido nucleico que contiene uno o más nucleótidos que 15
son diferentes de la secuencia silvestre o que se produce de manera natural, es decir, la secuencia de ácido nucleico 
mutante contiene una o más sustituciones, deleciones y/o inserciones de nucleótidos. La sustitución, deleción y/o 
inserción de nucleótidos puede dar lugar a un producto génico (es decir, proteína o ácido nucleico) que es diferente 
en su secuencia de aminoácidos/ácido nucleico de la secuencia de aminoácidos/ácido nucleico silvestre. La 
preparación de tales mutantes se conoce bien en la técnica. En algunos casos, el transgén también puede incluir una 20
secuencia que codifica para un péptido líder o secuencia señal de manera que el producto transgénico se secretará 
de la célula. 

El transgén que puede estar contenido en los casetes de expresión de ácido nucleico descritos en el presente 
documento codifica normalmente para un producto génico tal como ARN o un polipéptido (proteína). 25

El transgén puede codificar para una proteína terapéutica. La proteína terapéutica puede ser una proteína secretable. 
Los ejemplos no limitantes de proteínas secretables, en particular proteínas terapéuticas secretables, incluyen factores 
de coagulación, tales como factor VIII o factor IX, insulina, eritropoyetina, lipoproteína lipasa, anticuerpos o 
nanocuerpos, factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas, factores plasmáticos, etc. La proteína terapéutica 30
también puede ser una proteína estructural. Los ejemplos no limitativos de proteínas estructurales, en particular 
proteínas 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 proteína inmunogénica. Los ejemplos no limitativos de proteínas inmunogénicas 35
incluyen epítopos y antígenos derivados de un patógeno. 

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

40
También pueden incorporarse otras secuencias en el casete de expresión de ácido nucleico dado a conocer en el 
presente documento, normalmente para aumentar o estabilizar adicionalmente la expresión del producto transgénico 
(por ejemplo, intrones y/o secuencias de poliadenilación). 

Cualquier intrón puede usarse en los casetes de expresión descritos en el presente documento. El término “intrón” 45
abarca cualquier porción de un intrón 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 intrón cortas, 
funcionales, con el fin de mantener el tamaño del casete de expresión lo más pequeño posible, lo que facilita la 
construcción y manipulación del casete de expresión. El intrón puede obtenerse de un gen que codifica para la proteína 
que está codificada por la secuencia codificante dentro del casete de expresión. El intrón puede estar ubicado en 5’ 50
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 intrón en 5’ en la secuencia codificante es minimizar la posibilidad de que el intrón 
interfiera con la función de la señal de poliadenilación. El casete de expresión de ácido nucleico dado a conocer en el 
presente documento puede comprender además un intrón. Ejemplos no limitativos de intrones adecuados son el intrón 
del Virus Diminuto del Ratón (MVM), el intrón de beta-globina (betaIVS-II), el intrón A del factor IX (FIX), el intrón t 55
pequeño de virus de simios 40 (SV40) y el intrón de beta-actina. 

Preferiblemente, el intrón es intrón de MVM. 

Cualquier señal de poliadenilación que dirija la síntesis de una cola de poliA es útil en los casetes de expresión 60
descritos en el presente documento, ejemplos de los cuales los conoce bien un experto en la técnica. Las señales de 
poliadenilación a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, secuencias de poliA derivadas del gen tardío del 
virus de simios 40 (SV40), la señal de poliadenilación de la hormona del crecimiento bovina (BGH), el gen mínimo de 
β-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). 65
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Preferiblemente, la señal de poliadenilación se deriva de SV40 (es decir, pA de SV40). 

Por ejemplo, se da a conocer un casete de expresión de ácido nucleico en el presente documento que comprende un 
elemento regulador de ácido 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 5
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 expresión de ácido nucleico puede comprender además un intrón de 
MVM. El casete de expresión de ácido nucleico puede comprender aun adicionalmente una señal de poliadenilación, 
preferiblemente una señal de poliadenilación derivada de SV40. 

10
En otro ejemplo, se da a conocer un casete de expresión de ácido nucleico que comprende un elemento regulador de 
ácido 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 expresión de ácido nucleico puede 
comprender además un intrón de MVM. El casete de expresión de ácido nucleico puede comprender aun 15
adicionalmente una señal de poliadenilación, preferiblemente en la que la señal de poliadenilación tiene SEQ ID 
NO:46. 

El elemento regulador de ácido nucleico y el casete de expresión de ácido nucleico dados a conocer en el presente 
documento puede usarse como tales, o normalmente, pueden formar parte de un vector de ácido nucleico. Por 20
consiguiente, también se da a conocer en el presente documento el uso de un elemento regulador de ácido nucleico 
tal como se describe en el presente documento o un casete de expresión de ácido nucleico tal como se describe en 
el presente documento en un vector, en particular un vector de ácido nucleico. 

También se da a conocer en el presente documento un vector que comprende un elemento regulador de ácido nucleico 25
tal como se da a conocer en el presente documento. El vector también puede comprender un casete de expresión de 
ácido 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 ácido nucleico, por ejemplo, ADN 
bicatenario, que puede haberse insertado en otra molécula de ácido nucleico (la molécula de ácido nucleico de 30
inserción), tal como, pero sin limitarse a, una molécula de ADNc. El vector se usa para transportar la molécula de ácido 
nucleico de inserción a una célula huésped adecuada. Un vector puede contener los elementos necesarios que 
permiten transcribir la molécula de ácido nucleico de inserción y, opcionalmente, convertir el transcrito en un 
polipéptido. La molécula de ácido nucleico de inserción 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 35
en coincidencia con, el ADN cromosómico huésped, y pueden generarse varias copias del vector y su molécula de 
ácido nucleico de inserción. 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 vehículo de inserción génica que facilita la transferencia de genes a una 
célula diana. Esta definición incluye tanto vectores virales como no virales. Los vectores no virales incluyen, pero no 40
se limitan a, lípidos catiónicos, liposomas, nanopartículas, PEG, PEI, vectores de plásmido (por ejemplo, vectores 
pUC, vectores bluescript (pBS) y pBR322 o derivados de los mismos que carecen de secuencias bacterianas 
(minicírculos)), 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 45
necesariamente, los vectores virales son de replicación deficiente ya que han perdido la capacidad de propagarse en 
una célula dada puesto que se han eliminado genes virales esenciales para la replicación del vector viral. Sin embargo, 
algunos vectores virales también pueden adaptarse para replicarse específicamente en una célula dada, tal como por 
ejemplo una célula cancerosa, y se usan normalmente para desencadenar la (oncó)lisis específica de células 
(cancerosas). Los virosomas son un ejemplo no limitativo de un vector que comprende tanto elementos virales como 50
no virales, en particular combinan liposomas con un virus VIH o influenza inactivado (Yamada et al., 2003). Otro 
ejemplo abarca vectores virales mezclados con lípidos catiónicos. 

Preferiblemente, el vector es un vector viral, tal como un vector retroviral, lentiviral, adenoviral o de virus 
adenoasociado (AAV), más preferiblemente un vector de AAV. Se usan preferiblemente vectores de AAV como 55
vectores de AAV autocomplementarios, bicatenarios (scAAV) con el fin de superar una de las etapas limitantes de la 
transducción de AAV (es decir, conversión 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. 

60
El serotipo de AAV 9 (AAV9) es ideal para lograr una transducción eficaz en el corazón y el músculo esquelético. Por 
consiguiente, un vector particularmente preferido es un vector de AAV9, más particularmente un vector de AAV9 
autocomplementario (scAAV9). 

El vector también puede ser un vector no viral, preferiblemente un plásmido, un minicírculo o un vector basado en 65
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 expresión de ácido 
nucleico que comprende un elemento regulador de ácido nucleico que consiste en SEQ ID NO:10, un promotor, 5
preferiblemente el promotor del gen de desmina, un intrón de MVM, un transgén, preferiblemente un transgén que 
codifica para microdistrofina 1, y una señal de poliadenilación, preferiblemente la señal de poliadenilación 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 expresión de ácido 10
nucleico que comprende un elemento regulador de ácido nucleico que consiste en SEQ ID NO:10, un promotor, 
preferiblemente el promotor del gen de desmina, un intrón de MVM, un transgén, preferiblemente un transgén que 
codifica para folistatina, y una señal de poliadenilación, preferiblemente la señal de poliadenilación que tiene SEQ ID 
NO:46, tal como el vector que tiene SEQ ID NO: 45. 

15
Los vectores y casetes de expresión de ácido nucleico dados a conocer en el presente documento pueden usarse, 
por ejemplo, para expresar proteínas que normalmente se expresan y se utilizan en el músculo (es decir, proteínas 
estructurales), o para expresar proteínas que se expresan en músculo y que luego se exportan al torrente sanguíneo 
para su transporte a otras partes del cuerpo (es decir, proteínas secretables). Por ejemplo, los vectores y casetes de 
expresión dados a conocer en el presente documento pueden usarse para expresar una cantidad terapéutica de un 20
producto génico (tal como un polipéptido, en particular una proteína terapéutica, o ARN) con fines terapéuticos, en 
particular para terapia génica. Normalmente, el producto génico está codificado por el transgén dentro del vector o 
casete de expresión, aunque en principio también es posible aumentar la expresión de un gen endógeno con fines 
terapéuticos. En un ejemplo alternativo, los vectores y casetes de expresión dados a conocer en el presente 
documento pueden usarse para expresar una cantidad inmunológica de un producto génico (tal como un polipéptido, 25
en particular una proteína inmunogénica, o ARN) con fines de vacunación. 

Los vectores y casetes de expresión de ácido nucleico tal como se enseñan en el presente documento pueden 
formularse en una composición farmacéutica con un excipiente farmacéuticamente aceptable, es decir, una o más 
sustancias portadoras farmacéuticamente aceptables, y/o aditivos, por ejemplo, tampones, portadores, excipientes, 30
estabilizadores, etc. La composición 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 composición farmacéutica y no perjudicial para el receptor de la 
misma. 35

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

El uso de elementos reguladores del ácido nucleico descritos en el presente documento para la fabricación de estas 40
composiciones farmacéuticas también se da a conocer en el presente documento. 

La composición farmacéutica puede ser una vacuna. La vacuna puede comprender además uno o más adyuvantes 
para mejorar la respuesta inmunitaria. Adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, pero sin limitación, saponina, 
geles minerales tales como hidróxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurónicos, 45
polianiones, péptidos, emulsiones de aceite o hidrocarburos, bacilos Calmette-Guerin (BCG), Corynebacterium 
parvum y el adyuvante sintético QS-21. Opcionalmente, la vacuna puede comprender además una o más 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 50
(CSF) de colonias de granulocitos-macrófagos (GM)); y otras moléculas inmunoestimuladoras, tales como el factor 
inflamatorio de macrófagos, ligando Flt3, B7.1; B7.2, etc. 

Un aspecto adicional se refiere a los elementos reguladores de ácido nucleico, los casetes de expresión de ácido 
nucleico, los vectores o las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento para su uso en medicina. 55

Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratar” o “tratamiento” se refieren tanto a tratamiento 
terapéutico como a medidas profilácticas o preventivas. Los resultados clínicos beneficiosos o deseados incluyen, 
pero no se limitan a, la prevención de un trastorno o estado clínico no deseado, la reducción de la incidencia de un 
trastorno, el alivio de síntomas asociados con un trastorno, la disminución de la extensión de un trastorno, estado 60
estabilizado (es decir, sin empeoramiento) de un trastorno, retraso o ralentización de la progresión de un trastorno, 
mejora o paliación del estado de un trastorno, remisión (ya sea parcial o total), detectable o indetectable, o 
combinaciones de los mismos. “Tratamiento” también puede significar prolongar la supervivencia en comparación con 
la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. 

65
Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratamiento terapéutico” o “terapia” y similares, se refieren 

E15703234
12-03-2021ES 2 862 526 T3

 



20

a tratamientos en los que el objeto es llevar al cuerpo de un sujeto o un elemento del mismo de un trastorno o cambio 
fisiológico no deseado a un estado deseado, como un estado menos grave o desagradable (por ejemplo, mejora o 
paliación), o de vuelta a su estado normal y saludable (por ejemplo, restaurar la salud, la integridad física y el bienestar 
físico de un sujeto), mantenerlo en dicho cambio o trastorno fisiológico no deseado (por ejemplo, estabilización, o sin 
empeoramiento), o prevenir o ralentizar la progresión hasta un estado más grave o peor en comparación con dicho 5
trastorno o cambio fisiológico no deseado. 

Tal como se usa en el presente documento, los términos “prevención”, “tratamiento preventivo” o “tratamiento 
profiláctico” y similares abarcan la prevención de la aparición de una enfermedad o trastorno, incluyendo la reducción 
de la gravedad de una enfermedad o trastorno o síntomas asociados con los mismos antes de la aflicción por dicha 10
enfermedad o trastorno. Tal prevención o reducción antes de la aflicción se refiere a la administración de los elementos 
reguladores de ácido nucleico, los casetes de expresión de ácido nucleico, los vectores o las composiciones 
farmacéuticas descritas en el presente documento a un paciente que en el momento de la administración no está 
afectado por síntomas de la enfermedad o trastorno. “Prevenir” comprende también la prevención de la reaparición o 
la prevención de recaídas de una enfermedad o trastorno, por ejemplo después de un período de mejoría. Los 15
elementos reguladores de ácido nucleico, los casetes de expresión de ácido nucleico, los vectores o las composiciones 
farmacéuticas descritas en el presente documento pueden usarse en terapia génica, en particular terapia génica 
dirigida a músculos, más particularmente terapia génica dirigida a músculo cardiaco y esquelético, o terapia génica 
dirigida a músculo esquelético. 

20
También se da a conocer en el presente documento el uso de los elementos reguladores de ácido nucleico, los casetes 
de expresión de ácido nucleico, los vectores o las composiciones farmacéuticas descritas en el documento para la 
fabricación de un medicamento para terapia génica, en particular terapia génica dirigida del músculo, más 
particularmente terapia génica dirigida a músculo cardiaco y esquelético o terapia génica dirigida a músculo 
esquelético. 25

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

30
- introducir en el sujeto, en particular en el músculo del sujeto, más particularmente en el músculo cardíaco o 
esquelético del sujeto, un casete de expresión de ácido nucleico, un vector o una composición farmacéutica descrita 
en el presente documento, en el que el casete de expresión de ácido nucleico, el vector o la composición farmacéutica 
comprende un elemento regulador de ácido nucleico descrito en el presente documento unido operativamente a un 
promotor y un transgén; y 35

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

El producto transgénico puede ser un polipéptido, en particular una proteína estructural tal como, por ejemplo, 40
distrofina o un sarcoglicano, o una proteína secretable tal como, por ejemplo, un factor de coagulación, por ejemplo, 
factor IX o VIII, una citocina, un factor de crecimiento, un anticuerpo o nanocuerpo, una quimiocina, un factor 
plasmático, insulina, eritropoyetina, lipoproteína 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. 45

Las enfermedades y trastornos a modo de ejemplo que pueden beneficiarse de la terapia génica usando los elementos 
reguladores de ácido nucleico, los casetes de expresión de ácido 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 (DMO)), distrofia miotónica, enfermedad neuromuscular, enfermedades 50
de neuronas motoras (MND), tales como enfermedad Charcot-Marie-Tooth (CMT), atrofia muscular espinal (SMA), 
esclerosis lateral amiotrófica (ELA), distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular facioescapulohumeral 
(FSHD), distrofias musculares congénitas, miopatías congénitas, distrofia muscular de la cintura y las extremidades, 
miopatías metabólicas, enfermedades inflamatorias musculares, miastenia, miopatías mitocondriales, anomalías de 
los canales iónicos, enfermedades de la envuelta nuclear, cardiomiopatías, hipertrofia cardíaca, insuficiencia cardíaca, 55
miopatías 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, inyección 
intramuscular de plásmido (desnudo o en liposomas), inserción génica hidrodinámica en diversos tejidos, incluyendo 
músculo, inyección intersticial, instilación en las vías respiratorias, aplicación al endotelio, parénquima intrahepático y 60
administración 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 físicamente la célula diana con 
catéteres o materiales implantables que contienen ADN. Otro enfoque consiste en utilizar dispositivos de inyección 
por chorro sin agujas que proyectan una columna de líquido directamente en el tejido diana a alta presión. Estos 
paradigmas de inserción también pueden usarse para suministrar vectores. Otro enfoque para la inserción génica 65
dirigida es el uso de conjugados moleculares, que consisten en proteínas o ligandos sintéticos a los que se ha unido 
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un agente de unión a ácido nucleico o ADN para el direccionamiento específico de ácidos nucleicos a células (Cristiano 
et al., 1993). Los elementos reguladores de ácido nucleico, los casetes de expresión de ácido nucleico, los vectores o 
las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden usarse como vacuna, más 
particularmente para su uso como vacuna profiláctica. 

5
También se da a conocer en el presente documento el uso de los elementos reguladores de ácido nucleico, los casetes 
de expresión de ácido nucleico, los vectores o las composiciones farmacéuticas descritas en el documento para la 
fabricación de una vacuna, en particular para la fabricación de una vacuna profiláctica.

También se da a conocer en el presente documento un método de vacunación, en particular vacunación profiláctica, 10
de un sujeto que necesita dicha vacunación que comprende: 

- introducir en el sujeto, en particular en el músculo del sujeto, más particularmente en el músculo cardíaco o músculo 
esquelético del sujeto, un casete de expresión de ácido nucleico, un vector o una composición farmacéutica descrita 
en el presente documento, en el que el casete de expresión de ácido nucleico, el vector o la composición farmacéutica 15
comprende un elemento regulador de ácido nucleico descrito en el presente documento unido operativamente a un 
promotor y un transgén; y 

- expresar una cantidad inmunológicamente eficaz del producto transgénico en el sujeto, en particular en el músculo 
del sujeto, más particularmente en músculo cardiaco y esquelético o en el músculo esquelético del sujeto. 20

Tal como se usa en el presente documento, una frase tal como “un sujeto que necesita tratamiento” incluye sujetos 
que se beneficiarían del tratamiento de una enfermedad o trastorno mencionado. Tales sujetos pueden incluir, sin 
limitación, 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. 25

Los términos “sujeto” y “paciente” se usan indistintamente en el presente documento y se refieren a animales, 
vertebrados preferiblemente, mamíferos más preferiblemente e incluyen específicamente pacientes humanos y 
mamíferos no humanos. Los sujetos “mamíferos” incluyen, pero no se limitan a, humanos, animales domésticos, 
animales comerciales, animales de granja, animales de zoológico, animales deportivos, animales de compañía y 30
animales de experimentación, tales como perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones, caballos, ganado, vacas; 
primates tales como simios, monos, orangutanes y chimpancés; cánidos 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, hámsteres y cobayas; etcétera. 
Los pacientes o sujetos preferidos son sujetos humanos. 35

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 biológica o medicinal en un tejido, sistema, animal o humano que está buscando un investigador, veterinario, 40
doctor u otro médico. Tal cantidad dependerá normalmente del producto génico y la gravedad de la enfermedad, pero 
puede decidirla el experto, posiblemente a través de experimentación rutinaria. 

Una “cantidad inmunológicamente 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 exposición posterior al 45
inmunógeno 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 neutralización de 
placa, fijación del complemento, ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas o de microneutralización. 

Normalmente, la cantidad de producto (trans)génico expresada cuando se usa un vector o casete de expresión tal 50
como se describe en el presente documento (es decir, con al menos un elemento regulador de ácido nucleico 
específico de músculo) es mayor que cuando se usa un vector o casete de expresión idéntico pero sin un elemento 
regulador de ácido nucleico en el mismo. Más particularmente, la expresión es al menos el doble de alta, al menos 
cinco veces más alta, al menos diez veces más alta, al menos 20 veces más alta, al menos 30 veces más alta, al 
menos 40 veces más alta, al menos 50 veces más alta o incluso al menos 60 veces más alta que cuando se compara 55
con el mismo vector o casete de expresión de ácido nucleico sin elemento regulador de ácido nucleico. Además, la 
expresión superior sigue siendo específica de músculo, en particular tanto de músculo cardíaco como esquelético o 
músculo esquelético solo. Además, los vectores o casetes de expresión descritos en el presente documento dirigen la 
expresión de una cantidad terapéutica del producto génico durante un período prolongado. Normalmente, se prevé 
que la expresión terapéutica dure al menos 20 días, al menos 50 días, al menos 100 días, al menos 200 días y, en 60
algunos casos, 300 días o más. La expresión 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 expresión terapéutica del 
producto génico. La expresión del producto génico también puede medirse en un bioensayo que detecta una actividad 
enzimática o biológica del producto génico. También se da a conocer en el presente documento el uso de los 65
elementos reguladores de ácido nucleico, los casetes de expresión de ácido nucleico o los vectores dados a conocer 
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en el presente documento para transfectar o transducir células musculares, preferiblemente células de músculo 
cardíaco y/o células de músculo esquelético. 

Además se da a conocer en el presente documento el uso de los casetes de expresión de ácido nucleico o de los 
vectores dados a conocer en el presente documento para expresar un producto transgénico en células musculares, 5
preferiblemente células de músculo cardíaco y/o células de músculo esquelético, en el que el ácido nucleico o el vector 
comprende un elemento regulador de ácido nucleico dado a conocer en el presente documento unido operativamente 
a un promotor y un transgén. 

Además se da a conocer en el presente documento un método para expresar un producto transgénico en células 10
musculares, preferiblemente células de músculo cardíaco y/o células de músculo esquelético, que comprende: 

- transfectar o transducir las células musculares con un casete de expresión de ácido nucleico o un vector dado a 
conocer en el presente documento, en el que el vector o casete de expresión de ácido nucleico comprende un elemento 
regulador de ácido nucleico dado a conocer en el presente documento unido operativamente a un promotor y un 15
transgén; y 

- expresar el producto transgénico en las células musculares. 

La transfección no viral o la transducción mediada por vectores virales de células musculares puede realizarse 20
mediante procedimientos in vitro, ex vivo o in vivo. El enfoque in vitro requiere la transfección o transducción in vitro
de células musculares, por ejemplo, células musculares recogidas previamente de un sujeto, líneas 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, transfección 
o transducción in vitro y, opcionalmente, la reintroducción de las células musculares transfectadas en el sujeto. El 25
enfoque in vivo requiere la administración del casete de expresión de ácido nucleico o del vector dado a conocer en 
el presente documento en un sujeto. Preferiblemente, la transfección de las células musculares se realiza in vitro o ex 
vivo. 

El experto entiende que el uso de los elementos reguladores de ácido nucleico, los casetes de expresión de ácido 30
nucleico y los vectores dados a conocer en el presente documento tiene implicaciones más allá de la terapia génica, 
por ejemplo, diferenciación coaxial de células madre en células miogénicas, modelos transgénicos para la 
sobreexpresión de proteínas en el músculo, etc. 

La invención se explica además mediante los siguientes ejemplos.35

Ejemplos 

Ejemplo 1: Identificación de elementos reguladores específicos de músculo cardíaco y esquelético 
40

Procedimientos experimentales 

Se identificaron genes altamente expresados tanto en el corazón como en el músculo, pero que muestran solo una 
mínima expresión en otros tejidos, usando el método de medición de especificidad (SPM) descrito en Xiao et al. (2010. 
Bioinformatics 26:1273-1275). Como conjunto de datos se usó el U133A/GNF1H Atlas Gene (GSE1133) de los 45
transcriptomas que codifican para proteínas 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/músculo cardiaco (MYL2), gen de desmina (DES) y gen 
de teletonina (TCAP). A continuación, se buscó el contexto genómico de estos genes para determinar regiones 
conservadas de especies cruzadas enriquecidas en sitios de unión a factores de transcripción (TFBS) asociadas con 50
alta expresión en músculo y corazón. Se realizó filtrado adicional seleccionando los elementos reguladores de ácido 
nucleico supuestos que o bien se superponían o bien contenían regiones con características bioquímicas reproducibles 
asociados con la regulación de la transcripción y/o una estructura de cromatina abierta tal como se define en el 
proyecto ENCODE (The ENCODE Project Consortium. 2012. Nature 489:57-74). 

55
Para los elementos reguladores específicos del corazón, se usó una base de datos de expresión génica de alta 
densidad de 18.927 genes únicos basándose en micromatrices que se derivaron de 158 muestras humanas normales 
de 19 órganos diferentes de 30 individuos diferentes (Son, S. et al. 2005. Database of mRNA gene expression profiles 
of multiple human organs. Genome Res. 15:443-450). Se usó esto para identificar un conjunto de genes más altamente 
expresados (es decir, “sobreexpresado”) en el corazón en comparación con cualquiera de los otros tejidos. Se usó 60
una prueba de la t bilateral para cada comparación por parejas. A la inversa, se identificó un conjunto de genes 
“subexpresados”, correspondientes a aquellos genes que presentaban la expresión más baja en estos órganos 
respectivos en comparación con cualquiera de los otros tejidos. Este análisis dio como resultado un conjunto de 43 
genes sobreexpresados y una colección de 37 genes específicos del corazón subexpresados. A continuación, se 
usaron las listas de identificadores (ID) de la secuencia de referencia (RefSeq) de estos genes específicos del corazón 65
‘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 transcripción (TSS) notificados por 1000 bases (ensamblaje del genoma NCBI36/hg18), usando 
los datos de ubicación de inicio de transcripción 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 específicas del corazón correspondientes a los 5
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 específicas de tejidos no redundantes correspondientes a los promotores 10
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 podría explicarse por 
la presencia de uno o más elementos de TFBS característicos de los promotores del grupo de genes regulados por 
incremento o regulados por disminución. Estos elementos de TFBS ‘diferenciales’ pueden encontrarse usando el 
siguiente procedimiento. En primer lugar, se usó una biblioteca de matrices de peso posicional de TFBS (PWM) 15
(TRANSFAC® 2010.3) para predecir TFBS en cada secuencia promotora. Para los promotores específicos de músculo
se usó la aplicación Find Individual Motif Occurences (fimo) con un corte de valor de P de 10-3. El número de elementos 
de TFBS predichos por PWM por promotor se recogió en forma de matriz en la que cada fila corresponde a una 
secuencia promotora, mientras que las columnas correspondían a la PWM usada. Dos TFBS se consideraron 
correlacionados si sus columnas correspondientes en la matriz eran similares, lo que podría medirse usando una 20
función 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 cálculo de la matriz de diferencias 
de distancia (DDM) y la realización de escalado multidimensional en esta DDM para visualizar su contenido en dos 
dimensiones, pudieron distinguirse TFBS que no contribuían a la expresión génica diferencial observada ya que se 
mapearon cerca del origen de la gráfica de DDM-MDS de TFBS “que se desvían” que son probablemente responsables 25
de la expresión génica diferencial observada. Puesto que el procedimiento de MDS representa gráficamente TFBS 
que están fuertemente asociados más cerca entre sí 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 expresión específica de tejido para promotores específicos del corazón. 

30
Para los elementos reguladores específicos de músculo, se extrajo una lista de genes específicos de músculo de la 
base de datos Tissue-specific Gene Expression and Regulation (TiGER). Se usó esto para identificar un conjunto de 
los genes más altamente expresados (es decir, “sobreexpresados”) en el tejido muscular. A la inversa, se identificó un 
conjunto de genes “subexpresados”, correspondientes a aquellos genes que presentaban la expresión más baja en el 
músculo. A continuación, se usaron las listas de identificadores (ID) de la secuencia de referencia (RefSeq) de estos 35
genes específicos de músculo ‘sobreexpresados’ y ‘subexpresados’ para extraer las secuencias promotoras 
correspondientes en el sentido de 5’ de los sitios de inicio de la transcripción (TSS) notificados por 1000 bases 
(ensamblaje del genoma NCBI36/hg18), usando los datos de ubicación de inicio de la transcripción 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 específicas del músculo correspondientes a los promotores de 40
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 específicas 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 45
detalle en De Bleser et al. (2007, Genome Biol 8:R83). El comportamiento diferencial observado podría explicarse por 
la presencia de uno o más elementos de TFBS característicos de los promotores del grupo de genes regulados por 
incremento o regulados por disminución. Estos elementos de TFBS ‘diferenciales’ pudieron encontrarse usando el 
siguiente procedimiento. En primer lugar, se usó una biblioteca de matrices de peso posicional de TFBS (PWM) 
(TRANSFAC® 2010.3) para predecir TFBS en cada secuencia promotora. Para los promotores específicos de músculo 50
se usó la aplicación Find Individual Motif Occurences (fimo) con un corte de valor de P de 10-3. El número de elementos 
de TFBS predichos por PWM por promotor se recogió en forma de matriz en la que cada fila corresponde a una 
secuencia promotora, mientras que las columnas correspondían a la PWM usada. Dos TFBS se consideraron 
correlacionados si sus columnas correspondientes en la matriz eran similares, lo que podría medirse usando una 
función de distancia. Con este enfoque, se construyeron matrices de distancia que resumen todas las asociaciones 55
de TFBS para los TFBS en ambos grupos de promotores. Finalmente, mediante el cálculo de la matriz de diferencias 
de distancia (DDM) y la realización de escalado multidimensional en esta DDM para visualizar su contenido en dos 
dimensiones, pudieron distinguirse TFBS que no contribuían a la expresión génica diferencial observada ya que se 
mapearon cerca del origen de la gráfica de DDM-MDS de TFBS “que se desvían” que son probablemente responsables 
de la expresión génica diferencial observada. Puesto que el procedimiento de MDS representa gráficamente TFBS 60
que están fuertemente asociados más cerca entre sí 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 expresión específica de tejido para promotores específicos de músculo. 

Resultados 65
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Este enfoque computacional condujo a la identificación de 6 secuencias reguladoras específicas de músculo cardiaco 
y esquelético, resumidas en la tabla 1. 

Tabla 1: Elementos reguladores específicos de músculo cardíaco y esquelético. Pb: pares de bases.
5

Ejemplo 2: Validación in vivo de elementos reguladores específicos de músculo cardíaco y esquelético mediante 
vectores de AAV 

10
Procedimientos experimentales 

Generación de los constructos de plásmido de AAV (pAAV-CSk-SH-Des-Luc2)

Se sintetizaron los elementos reguladores específicos de músculo cardíaco y esquelético (CSk-SH1 a CSk-SH6) 15
mediante síntesis de oligonucleótidos convencional y se flanquearon con sitios de restricción Acc65I y Mlul. Los 
diferentes CSk-SH se clonaron en el sentido de 5’ del promotor de desmina (Des) que dirige la expresión 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 esquemáticamente en la figura 3. Los 
constructos de plásmido de AAV correspondientes se designaron como pAAV-CSk-SH-Des-Luc2. Los plásmidos 20
también contenían un intrón de Virus Diminuto del Ratón (MVM) y un sitio de poliadenilación (pA) del virus de simios 
40 (SV40). 

Producción y purificación de vectores de AAV (AAV9sc.CSk-SH1-6.Des.Luc2)
25

Se produjeron vectores de AAV9 mediante cotransfección con fosfato de calcio (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA) de 
células renales embrionarias humanas 293T con el plásmido de pAAV de interés, un plásmido 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 días después de la 
transfección, se recogieron las células y se purificaron las partículas de vector usando métodos de centrifugación 30
isopícnica. Las células recogidas se lisaron por ciclos sucesivos de congelación/descongelación y sonicación, se 
trataron con benzonasa (Novagen, Madison, WI) y ácido desoxicólico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y posteriormente 
se sometieron a 3 rondas sucesivas de ultracentrifugación en gradiente de densidad de cloruro de cesio (Invitrogen 
Corp, Carlsbad, CA). Se recogieron fracciones que contenían el vector de AAV, se concentraron en MgCl2 1 mM en 
solución salina tamponada con fosfato de Dulbecco (PBS) (Gibco, BRL) y se almacenaron a -80ºC. 35

Se determinaron los títulos de vector (en genomas virales (vg)/ml) mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando 
mezcla SYBR Green (que incluía tinte verde SYBR, Taqman polimerasa, ROX y dNTP todo en uno) y cebadores 
específicos 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’-40
TCAGGGCGATGGTTTTGTCCC-3’ (SEQ ID NO: 15), respectivamente. 

Normalmente, para todos los vectores se obtuvieron títulos en el intervalo de 1,5-6,1x1011 vg/ml a partir de un pequeño 
lote de producción de 20 placas de Petri de células productoras. Si se usó un mayor número de placas de Petri, tal 
como 60 placas de células productoras, se logró un título más alto normalmente en el intervalo de 1012-1013 gc/ml de 45
partículas de AAV. Para generar las curvas patrón, se usaron números de copias conocidos (102-107) de los 
respectivos plásmidos de vector usados para generar los vectores de AAV correspondientes, que portaban los ADNc 
apropiados. 

Estudios en animales 50

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 específicas libres de 
patógenos; se proporcionaron alimentos y agua a voluntad. 

55
Se inyectaron en ratones CB.17/IcrTac/Prkdcscid de dos días de edad vía intravenosa en la vena periorbital 50 l de 
vectores concentrados (5x109 vg/ratón) que contenían 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 (5x109 vg/ratón) tal como se resume en la tabla 2. 

Se obtuvieron imágenes de los ratones entre 5 y 8 semanas después de la inyección una vez por semana usando un 5
sistema de obtención de imágenes fotográficas in vivo Biospace (IVIS). La CCD se enfrió hasta -120ºC y el campo de 
visión (FOV) se fijó a 25 cm de altura del estante de muestra. La cámara de dispositivo de carga acoplada (CCD) 
funciona convirtiendo los fotones que inciden en el píxel de la CCD en electrones en longitudes de onda de entre 400-
100 nm, permitiendo la detección de luz infrarroja de imágenes visibles mediante anestesia con isofluorano al 2% y 
oxígeno. Se inyectó por vía intravenosa sustrato de D-luciferina, a una dosis de 150 g/g de peso corporal. Se sacrificó 10
a los ratones 9 semanas después de la inyección y se recogieron órganos intactos y se obtuvieron imágenes usando 
un sistema de obtención de imágenes fotográficas in vivo Biospace (IVIS). 

Análisis de ARNm 
15

Se extrajo el ARN de diferentes órganos de los ratones mediante un kit de purificación basado en membrana de sílice 
según las instrucciones del fabricante (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EE.UU.). Posteriormente, se sometieron 50 ng 
del ARN total de cada muestra a transcripción inversa (RT) usando un kit de síntesis de ADNc (Invitrogen Corp, 
Carlsbad, CA, EE.UU.). A continuación, se amplificó 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’-20
CCCACCGTCGTATTCGTGAG-3’ (SEQ ID NO: 14) como cebador directo y 5’-TCAGGGCGATGGTTTTGTCCC-3’ 
(SEQ ID NO: 15) como cebador inverso (amplicón de 217 pb). Los patrones de qPCR consistían en plásmidos 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 endógeno de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa murina (mGAPDH), usando 5’-
TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’ (SEQ ID NO:31) como cebador directo y 5’-GCCTGCTTCACCACCTTCTTGA-3’ 25
(SEQ ID NO:32) como cebador inverso (amplicón de 82 pb). Se amplificaron muestras de ARN con y sin transcriptasa 
inversa para excluir la amplificación del ADN. El tamaño de los fragmentos de PCR amplificados se verificó en un gel 
de agarosa al 1,8 %. 

Eficiencia de transducción y biodistribución del vector 30

Se evaluó la eficiencia de transducción de los vectores virales y la biodistribución mediante la cuantificación de los 
números de copias de transgén de Luc2 en los diferentes órganos y tejidos tal como se describió anteriormente (Pacak, 
C.A., et al. 2008. Genet Vaccines Ther 6: 13). Brevemente, se extrajo ADN genómico de 30 mg de cada tejido según 
el protocolo del kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Chatsworth, CA, EE.UU.) y se sometieron 100 ng de ADN 35
genómico de cada muestra a qPCR, usando el cebador directo específico de Luc2 5’-CCCACCGTCGTATTCGTGAG-
3’ (SEQ ID NO: 14) y el cebador inverso 5’-TCAGGGCGATGGTTTTGTCCC-3’ (SEQ ID NO: 15) (amplicón de 217 
pb). Para generar la curva patrón, se usaron números de copia conocidos (102-107) del plásmido correspondiente 
pAAV-CSk-SH-Des-Luc2. Los resultados se expresaron como número de copias medio de AAV/100 ng de ADN 
genómico. 40

Resultados 

Para evaluar el efecto in vivo de los elementos reguladores específicos de músculo esquelético y cardíaco (CSk-SH) 
identificados in silico, se generaron vectores adenoasociados que expresaban el gen luc2 de luciferasa a partir de un 45
promotor quimérico. Este promotor estaba compuesto por el promotor de desmina (Des) específico de músculo ligado 
a los elementos reguladores específicos de músculo cardíaco y esquelético CSk-SH1-6. Los vectores se inyectaron 
por vía intravenosa en ratones y se tomaron imágenes de todo el cuerpo de los ratones a las 5 y 6 semanas después 
de la inyección para examinar el nivel de expresión de luciferasa. 

50
Todos los ratones en los que se inyectó un vector que comprendía un elemento regulador específico de músculo 
cardíaco y esquelético (CSk- SH1-6) mostraron aumento de la actividad luciferasa en comparación con ratones de 
control en los que se inyectó un vector de AAV9 correspondiente sin elemento regulador, indicando que todos los 
elementos reguladores sometidos a prueba aumentaban la expresión de luciferasa (datos no mostrado). Se observó 
una actividad luciferasa muy robusta y potenciada en ratones en los que inyectó el vector de AAV9 que comprendía 55
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el elemento regulador CSk-SH1, CSk-SH3 o CSk-SH5 a las 5 y 6 semanas después de la inyección en comparación 
con la actividad luciferasa de los ratones de control. 

También se determinó la actividad luciferasa en los órganos individuales. Nueve semanas después de la inyección, 
se sacrificó a los ratones y se analizaron órganos individuales para evaluar la expresión de luciferasa y el patrón de 5
biodistribución. Se observó un aumento significativo de los niveles de actividad luciferasa en el corazón, el bíceps, el 
tríceps, el cuádriceps, el tibial interior y músculo gastrocnemio de ratones en los que se inyectó un vector de AAV que 
comprende un elemento regulador CSk-SH1-6 en comparación con ratones de control. Se midió un aumento de hasta 
48 veces de la actividad luciferasa en el corazón de ratones en los que se inyectó un vector de AAV que comprende 
el elemento regulador CSk-SH5 en comparación con ratones de control (figura 4A). Este elemento regulador fue 10
también el más robusto en músculo, en particular el músculo gastrocnemio, tibial interior, cuádriceps, bíceps y tríceps. 
Por tanto, el elemento regulador más potente fue CSk-SH5. El segundo elemento regulador más robusto fue CSk-
SH1. Se midió un aumento de 25 veces de la actividad luciferasa en el corazón de ratones en los que se inyectó un 
vector de AAV que comprende CSk-SH1 en comparación con ratones de control. También se midió una actividad 
luciferasa robusta en otros músculos de ratones en los que se inyectó CSk-SH1. El tercer elemento regulador robusto 15
fue CSk-SH3, seguido de CSk-SH6, CSk-SH4 y CSk-SH2. Además, la expresión fue específica para músculo cardíaco 
y esquelético, ya que la expresión de luciferasa estuvo ausente o limitada en todos los demás órganos (figura 5A), a 
pesar de la transducción del vector en los otros órganos (figura 6A-B). El nivel de actividad luciferasa medido en los 
órganos fue consecuente con los niveles de ARNm de luciferasa medidos en los órganos respectivos (figuras 4B, 5B). 
Estos datos in vivo muestran que los elementos reguladores de ácido nucleico CSk-SH, en particular CSk-SH1, CSk-20
SH3 y CSk-SH5, en particular CSk-SH1 y CSk-SH5, pueden potenciar la expresión de luciferasa específica de músculo 
cardiaco y esquelético. 

Ejemplo 3: Identificación de elementos reguladores específicos de músculo esquelético 
25

Procedimientos experimentales 

En primer lugar, se extrajo una lista de genes específicos de músculo de la base de datos Tissue-specific Gene 
Expression and Regulation (TiGER). Se usó esto para identificar un conjunto de los genes más altamente expresados 
(es decir, “sobreexpresados”) en el tejido muscular. A la inversa, se identificó un conjunto de genes “subexpresados”, 30
correspondientes a aquellos genes que presentaban la expresión más baja en el músculo. A continuación, se usaron 
las listas de identificadores (ID) de la secuencia de referencia (RefSeq) de estos genes específicos de músculo 
‘sobreexpresados’ y ‘subexpresados’ para extraer las secuencias promotoras correspondientes en el sentido de 5’ de 
los sitios de inicio de la transcripción (TSS) notificados por 1000 bases (ensamblaje del genoma NCBI36/hg18), usando 
los datos de ubicación de inicio de transcripción almacenados en la tabla refGene de la base de datos del navegador 35
de genomas de UCSC (http://genome.ucsc.edu). Esto dio como resultado dos conjuntos de secuencias promotoras 
específicas de músculo 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/). 

40
Los dos conjuntos de secuencias promotoras específicas 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 podría explicarse por 
la presencia de uno o más elementos de TFBS característicos de los promotores del grupo de genes regulados por 
incremento o regulados por disminución. Estos elementos de TFBS ‘diferenciales’ pueden encontrarse usando el 45
siguiente procedimiento. En primer lugar, se usó una biblioteca de matrices de peso posicional de TFBS (PWM) 
(TRANSFAC® 2010.3) para predecir TFBS en cada secuencia promotora. Para los promotores específicos de músculo 
se usó la aplicación Find Individual Motif Occurences (fimo) con un corte de valor de P de 10-3. El número de elementos 
de TFBS predichos por PWM por promotor se recogió en forma de matriz en la que cada fila corresponde a una 
secuencia promotora, mientras que las columnas correspondían a la PWM usada. Dos TFBS se consideraron 50
correlacionados si sus columnas correspondientes en la matriz eran similares, lo que podría medirse usando una 
función 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 cálculo de la matriz de diferencias 
de distancia (DDM) y la realización de escalado multidimensional en esta DDM para visualizar su contenido en dos 
dimensiones, pudieron distinguirse TFBS que no contribuían a la expresión génica diferencial observada ya que se 55
mapearon cerca del origen de la gráfica de DDM-MDS de TFBS “que se desvían” que son probablemente responsables 
de la expresión génica diferencial observada. Puesto que el procedimiento de MDS representa gráficamente TFBS 
que están fuertemente asociados más cerca entre sí 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 expresión específica de tejido para promotores específicos de músculo. 60

A continuación, se buscó el contexto genómico de los genes sobreexpresados específicos del tejido para determinar 
regiones conservadas de especies cruzadas para el TFBS asociado con una alta expresión génica específica del 
tejido. Para ese fin, las secuencias de todos los elementos de secuencia conservados en el ensamblaje del genoma 
NCBI36/hg18 se descargaron basándose en la información almacenada en la tabla phastConsElements44way de la 65
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 puntuación de probabilidad logarítmica igual a su probabilidad logarítmica 
bajo el modelo conservado menos su probabilidad logarítmica bajo el modelo no conservado. Esto permite restringir 
la búsqueda de elementos reguladores supuestos que coinciden con los elementos de secuencia más conservados. 
Los elementos de secuencia conservados se exploraron para detectar TFBS asociados con alta expresión específica 
de tejido usando la aplicación fimo, tal como se describió anteriormente. Usando conjuntos de instrucciones de Perl 5
desarrollados internamente, esto condujo a la identificación de elementos de secuencia altamente conservados que 
contenían agrupaciones de TFBS asociadas con una alta expresión específica de tejido (es decir, elementos 
reguladores de ácido nucleico). Se realizó filtrado adicional seleccionando los elementos reguladores de ácido nucleico 
supuestos que se superponían o contenían regiones con características bioquímicas reproducibles asociadas con la 
regulación de la transcripción y/o una estructura de cromatina abierta tal como se define en el proyecto ENCODE (The 10
ENCODE Project Consortum. 2012. Nature 489:57-74). 

Resultados 

Este enfoque computacional condujo a la identificación de 6 secuencias reguladoras específicas de músculo, 15
resumidas en la tabla 3. 

Tabla 3: Elementos reguladores específicos de músculo. Pb: pares de bases.

20

Ejemplo 4: Validación in vivo de elementos reguladores específicos de músculo esquelético a través de vectores de 
AAV que comprenden un promotor de desmina 

Procedimientos experimentales 25

Se generaron constructos de plásmido de AAV que comprenden un elemento regulador específico de músculo 
esquelético (pAAV-Sk-SH-Des-Luc2) según el protocolo descrito en el ejemplo 2. Brevemente, se sintetizaron los 
elementos reguladores específicos de músculo esquelético mediante síntesis de oligonucleótidos convencional y se 
flanquearon con sitios de restricción Acc65I y Mlul (Sk-SH1, 2, 3, 4, 5 y 7) o sitios de restricción BsiWI y Mlul (Sk-SH6). 30
Los diferentes Sk-SH se clonaron en el sentido de 5’ del promotor de desmina (Des) que dirige la expresión de un gen 
indicador de luciferasa de luciérnaga (Luc2) en el contexto de la estructura principal de vector de AAV pAAV-Des-
Luc2. Los plásmidos también contenían un intrón de Virus Diminuto del Ratón (MVM) y un sitio de poliadenilación (pA) 
del virus de simios 40 (SV40). 

35
Se llevaron a cabo estudios de producción y purificación de vectores de AAV y en animales tal como se describió en 
el ejemplo 2. El diseño del experimento se resume en la tabla 4. 
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Se evaluaron el análisis de ARNm y la eficiencia de transducción y la biodistribución del vector tal como se describió 
en el ejemplo 2. 

5
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 específicos de músculo esquelético 
Sk-SH1-7. Los vectores se inyectaron por vía intravenosa en ratones y se tomaron imágenes de todo el cuerpo de los 10
ratones a las 5 y 6 semanas después de la inyección para examinar el nivel de expresión de luciferasa. 

Todos los ratones en los que se inyectó un vector que comprende un elemento regulador específico de músculo 
esquelético (Sk-SH1-7) mostraron un aumento de la actividad luciferasa en comparación con ratones de control en los 
que se inyectó un vector de AAV9 correspondiente sin un elemento regulador, indicando que todos los elementos 15
reguladores sometidos a prueba aumentaron la expresión de luciferasa a partir del promotor de desmina (datos no 
mostrados). Se observó una actividad luciferasa muy robusta y potenciada en ratones en los que inyectó el vector de 
AAV9 que comprende el elemento regulador Sk-SH1 o Sk-SH4 a las 5 y 6 semanas después de la inyección en 
comparación con la actividad luciferasa de los ratones de control. 

20
7 semanas después de la inyección, se sacrificó a los ratones y se analizaron órganos individuales para evaluar la 
expresión de luciferasa y el patrón de biodistribución (figuras 8 y 9). Se midió un aumento de hasta 200 a 400 veces 
de la actividad luciferasa en músculo esquelético, en particular músculo gastrocnemio, tibial interior, cuádriceps, bíceps 
y tríceps, de ratones en los que se inyectó el vector de AAV que comprende el elemento regulador Sk-SH4 en 
comparación con ratones de control (figura 8). Todavía hubo un aumento de 36 veces de la actividad luciferasa medida 25
en el corazón de dichos ratones (figura 8), debido al uso del promotor de desmina, que es específico tanto para 
músculo cardiaco como para el esquelético. La expresión de luciferasa estuvo ausente o limitada en todos los demás 
órganos distintos del tejido de músculo cardíaco y esquelético (figura 9). El segundo elemento regulador más robusto 
fue Sk-SH1, que también aumentó específicamente la expresión de luciferasa del promotor de desmina en el músculo 
esquelético, y en menor medida en el músculo cardíaco. 30

El nivel de actividad luciferasa medido en el corazón y los diferentes músculos esqueléticos fue consecuente con los 
niveles de ARNm de luciferasa medidos en los órganos respectivos (figura 12). A pesar de la transducción del vector 
en diferentes órganos, tal como se muestra en la figura 13, la expresión de luciferasa estuvo ausente o limitada en 
todos los demás órganos distintos del músculo cardíaco y esquelético (figura 9). 35

Estos datos in vivo muestran que los elementos reguladores de ácido nucleico Sk-SH, en particular Sk-SH1 y Sk-SH4, 
pueden potenciar la expresión de luciferasa específica de músculo cardiaco y esquelético. El elemento regulador del 
ácido nucleico Sk-SH4 es, con mucho, el elemento más robusto que condujo al nivel más alto de expresión de 
luciferasa en el músculo cardiaco y esquelético en comparación con los otros 5 elementos reguladores que se 40
identificaron. La actividad más alta que se midió fue una regulación por incremento de 400 veces de la actividad 
luciferasa en el tibial. 

Ejemplo 5: Comparación in vivo de elementos reguladores específicos de músculo y promotor de CMV 
45

Procedimientos experimentales 

Se generaron constructos de plásmido de AAV que comprendían un elemento regulador específico de músculo (pAAV-
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Sk-SH4-Des-Luc2, pAAV-CSk-SH1-Des-Luc2, pAAV-CSk-SH5-Des-Luc2) según el protocolo descrito en el ejemplo 
2. Brevemente, los elementos reguladores específicos de músculo se sintetizaron mediante síntesis de 
oligonucleótidos convencional y se clonaron en el sentido de 5’ del promotor de desmina (Des) que dirige la expresión 
de un gen indicador de luciferasa de luciérnaga (Luc2) en el contexto de la estructura principal de vector de AAV pAAV-
Des-Luc2. Los plásmidos también contenían un intrón de Virus Diminuto del Ratón (MVM) y un sitio de poliadenilación 5
(pA) del virus de simios 40 (SV40). 

Se generó un constructo de plásmido 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 plásmido también contenía 10
un sitio de poliadenilación (pA) del virus de simios 40 (SV40). En la figura 10A se muestra una representación 
esquemática de pAAVsc-CMV-Luc2-SV40pA. Para la clonación del AAVsc-CMV-Luc2-SV40pA, se sintetizó el 
fragmento 5’-Acc65I-CMV-HindIII-3’ y se clonó en un vector de AAVsc-Luc2-SV40pA que se restringió con el mismo 
par de enzimas (es decir, Acc65I y Hindlll). 

15
La producción y purificación de vectores de AAV se llevaron a cabo tal como se describió 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 vía intravenosa 
en la vena periorbital 1x1010 vg/ratón de vectores concentrados. Se obtuvieron imágenes de los ratones 4 semanas 
después de la inyección, tal como se describe en el ejemplo 2. Se sacrificó a los ratones 5 semanas después de la 
inyección y se recogieron los órganos intactos y se obtuvieron imágenes tal como se describió en el ejemplo 2. 20

Resultados 

Se comparó actividad luciferasa en ratones en los que se inyectó un vector que expresaba el gen de luciferasa luc2 a 
partir del promotor de desmina (Des) operativamente unido a un elemento regulador específico de músculo: Sk-SH4, 25
CSk-SH1 o CSk-SH5, frente a ratones en los que se inyectó un vector que expresaba el gen de luciferasa luc2 a partir 
del promotor de citomegalovirus (CMV). El promotor de CMV se considera uno de los promotores más potentes 
conocidos para permitir una expresión génica robusta en el corazón. No estaba presente ningún elemento regulador 
específico de músculo en estos últimos vectores. 

30
Las figuras 10A y 10B muestran que los vectores que comprenden un elemento regulador específico de músculo tal 
como se describe en el presente documento operativamente unido al promotor de desmina permiten una expresión 
mucho mejor que el vector que comprende el promotor de CMV.

Ejemplo 6: Validación in vivo de elementos reguladores específicos de músculo esquelético mediante vectores de AAV 35
que comprenden un promotor específico de músculo esquelético 

Procedimientos experimentales 

Se construyeron plásmidos de AAV tal como se describió en el ejemplo 4, en los que el promotor de desmina se 40
reemplaza por el promotor específico de músculo descrito en Wang et al. (2008. Gene Ther. 15:1489-1499). 

La producción y purificación de vectores de AAV y los estudios en animales se llevan a cabo tal como se describió en 
el ejemplo 2. 

45
Resultados 

Al usar un promotor específico de músculo esquelético en lugar del promotor de desmina, el aumento de la expresión 
de luciferasa se limita únicamente al músculo esquelético, mostrando que los elementos reguladores de ácido nucleico 
Sk-SH1-7, en particular Sk-SH4 y Sk-SH1 potencian la expresión de luciferasa específica de músculo esquelético.50

Ejemplo 7: Validación in vivo de fragmentos funcionales de los elementos reguladores específicos de músculo 
identificados 

Procedimientos experimentales 55

Los elementos reguladores de ácido 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 más pequeños. Los sitios de unión 
a factores de transcripción (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 60
siguientes fragmentos funcionales: 

Fragmentos funcionales de SEQ ID NO:1: 

Agrupación 1A: la secuencia de nucleótidos desde la posición 33 hasta 58 en SEQ ID NO:1 65
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Agrupación 1B: la secuencia de nucleótidos desde la posición 90 hasta 142 en SEQ ID NO:1 

Agrupación 1C: la secuencia de nucleótidos desde la posición 143 hasta 233 en SEQ ID NO:1 

Agrupación 1D: la secuencia de nucleótidos desde la posición 240 hasta 310 en SEQ ID NO:1 5

Agrupación 1E: la secuencia de nucleótidos desde la posición 90 hasta 233 en SEQ ID NO:1

Fragmentos funcionales de SEQ ID NO:5: 
10

Agrupación 5A: la secuencia de nucleótidos desde la posición 47 hasta 130 en SEQ ID NO:5 

Agrupación 5B: la secuencia de nucleótidos desde la posición 252 hasta 293 en SEQ ID NO:5 

Agrupación 5C: la secuencia de nucleótidos desde la posición 330 hasta 450 en SEQ ID NO:5 15

Fragmentos funcionales de SEQ ID NO:10: 

Agrupación 4A: la secuencia de nucleótidos desde la posición 10 hasta 180 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO: 37); 
20

Agrupación 4B: la secuencia de nucleótidos desde la posición 190 hasta 240 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO: 38); 

Agrupación 4C: la secuencia de nucleótidos desde la posición 241 hasta 300 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO: 39); 

Agrupación 4E: la secuencia de nucleótidos desde la posición 241 hasta 360 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:41) 25

Agrupación 4D: la secuencia de nucleótidos desde la posición 380 hasta 420 en SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO: 40) 

Los fragmentos funcionales de Sk-SH4 se resumen en la tabla 5. 
30

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

Los fragmentos funcionales de Sk-SH4 se sintetizaron por síntesis de oligonucleótidos convencional y se clonaron en 35
el vector pAAV9sc-Des-Luc2 tal como se describe en el ejemplo 2. La producción y purificación de vectores de AAV 
se llevaron a cabo tal como se describió en el ejemplo 2. En ratones adultos CB17/lcrTac/Prkdc scid de 6 semanas de 
edad con un peso promedio de aproximadamente 17-18 g por ratón se inyectaron por vía intravenosa los vectores de 
AAV a una dosis de 1x1010 vg por ratón. Después de 2 y 4 semanas después de la inyección, se sometió a los ratones 
a obtención de imágenes usando el mismo sistema de obtención de imágenes fotográficas in vivo Biospace tal como 40
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 45
capaces de aumentar la expresión del gen de luciferasa dirigido a partir del promotor de desmina en comparación con 
el constructo de referencia sin ningún elemento regulador. El fragmento Sk-SH4b mostró la expresión de luciferasa 
más alta en comparación con los otros fragmentos. Sin embargo, ninguno de los fragmentos pudo lograr una expresión 
de luciferasa mayor o igual en comparación con la expresión inducida por el fragmento Sk-SH4 de longitud completa. 

50
Ejemplo 8: Validación in vivo de módulos de elementos reguladores específicos de músculo 

Los elementos reguladores específicos de músculo 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 55
repetido 3x o 4x; CSk-SH5 repetido 3x o 4x; Sk-SH4 repetido 3x o 4x). Estos constructos se incorporan en el sentido 
de 5’ del promotor Des según el protocolo descrito en el ejemplo 2. La producción y purificación de vectores de AAV 
y los estudios en animales se llevan a cabo tal como se describió en el ejemplo 2. 
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Se preparan combinaciones adicionales con fragmentos funcionales de los elementos reguladores específicos de 
músculo identificados tal como se generaron en el ejemplo 7. 

Ejemplo 9: Unión de factores de transcripción a elementos reguladores específicos de músculo 5

Procedimientos experimentales 

En ratones de 4 semanas de edad se inyectaron por vía intravenosa en la vena periorbital vectores de AVV que 
contenían un elemento regulador Sk-SH4 y CSk-SH5, es decir, AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc y AAV9sc-CSk-SH5-Des-10
Luc, a una dosis de 5x109 vg/por ratón. 

Se sumergieron tejidos cardíacos y musculares recogidos de los ratones en solución salina tamponada con fosfato 
(PBS) que contenía formaldehído al 1%, se cortaron en trozos pequeños y se incubaron a temperatura ambiente 
durante 15 minutos. La fijación se detuvo mediante la adición de glicina 0,125 M (concentración final). Entonces se 15
trataron los trozos de tejido con un cortador de tejido y finalmente se centrifugaron y se lavaron dos veces en PBS. Se 
aisló la cromatina mediante la adición de tampón de lisis, seguida por disrupción con un homogeneizador Dounce. Los 
lisatos se sonicaron y el ADN se fragmentó hasta una longitud media de 300-500 pb. Se preparó ADN genómico 
(entrada) tratando alícuotas de cromatina con ARNasa, proteinasa K y calor para la desreticulación, seguido de la 
precipitación con etanol. Se resuspendieron los sedimentos y el ADN resultante se cuantificó en un espectrofotómetro 20
NanoDrop. La extrapolación al volumen original de cromatina permitió la cuantificación del rendimiento total de 
cromatina. Se preaclaró una alícuota de cromatina (30 g) con perlas de agarosa de proteína A (Invitrogen, número 
de catálogo 15918-014). Se aislaron regiones de ADN genómico de interés usando 4 g 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 tampón SDS y se sometieron a tratamiento con ARNasa y proteinasa K. Se revirtieron las 25
reticulaciones mediante incubación durante la noche a 65ºC, y se purificó el ADN de ChIP mediante extracción con 
fenol-cloroformo y precipitación con etanol. Se llevaron a cabo reacciones de PCR cuantitativa (qPCR) por triplicado 
en regiones genómicas específicas usando SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Las señales resultantes se normalizaron 
para la eficiencia de cebadores llevando a cabo qPCR 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’-30
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.º 71012) y son específicos para secuencias 
génicas no transcritas en el cromosoma 17. 

35
Resultados 

El elemento regulador específico de músculo Sk-SH4 contiene varios sitios de unión a factores de transcripción (TFBS) 
supuestos, incluyendo E2A, SRF, p53, CEBP, LRF, MyoD y SREBP. Usando un ensayo de inmunoprecipitación de 
cromatina (CHIP), se confirmó la unión de CEBP y SRF en el elemento Sk-SH4 en el músculo cardiaco y esquelético 40
de ratones en los que se inyectó el vector de AAV9sc-Sk-SH4-Des-Luc (figuras 15A, B). De manera similar, se mostró 
la unión del elemento CEBP y MEF2 sobre el elemento regulador CSk-SH5 en el músculo cardiaco y esquelético a 
partir de ratones en los que se inyectó AAV9sc-CSk-SH5-Des-Luc (figuras 15C, D). 

Ejemplo 10: Evaluación terapéutica de elementos reguladores específicos de músculo mediante vectores de AAV que 45
comprenden un promotor de desmina 

Se evaluó el efecto del elemento regulador específico de músculo Sk-SH4 sobre la expresión 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 50
MDX-SCID replican las manifestaciones de la enfermedad de distrofia muscular de Duchenne en pacientes y, 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 55

Clonación 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 específico de músculo Sk-60
SH4. El gen MD1 estaba flanqueado por los sitios de restricción Mlul y Xhol en los extremos 5’ y 3’, mientras que el 
gen FST estaba flanqueado por los sitios de restricción Mlul y Sall en los extremos 5’ y 3’, respectivamente y se 
sintetizaron por síntesis de oligonucleótidos convencional. El elemento regulador Sk-SH4, operativamente unido al 
promotor de desmina, se clonó en el sentido de 5’ del intrón de MVM en el contexto de una estructura principal de 
vector viral adenoasociado monocatenario (AAVss). El vector también contenía un sitio de poliadenilación sintético 65
Proudfoot de 49 pb (Levitt N et al, 1989). El gen folistatina se ligó 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 esquemáticamente en la figura 16.

La producción y purificación de vectores de AAV se llevaron a cabo tal como se describió en el ejemplo 2. 
5

Prueba de cinta de correr para la corrección fenotípica de ratones MDX-SCID 

En ratones MDX-SCID de 4 semanas de edad (criados internamente) se inyectó por vía intravenosa en un volumen 
total de 100 l con una dosis de 2x1010 vg por ratón de los vectores de AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 y AAVss-Sk-
SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc, de manera individual o en combinación. 8 semanas después de la inyección, los ratones 10
MDX-SCID tratados y de control (en los que se inyectó 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 
inclinación de la cinta se ajustó a 10º cuesta arriba antes de realizar la prueba. La velocidad inicial se fijó en 10 m/min 
y, después de eso, la velocidad se incrementó en 1 m cada minuto. La prueba se terminó en un punto en el que los 
ratones se sentaron durante ≥ 5 segundos en la parrilla de pulsos. En ese punto se registró la distancia cubierta por 15
los ratones y la distancia total cubierta por los ratones durante el transcurso de la prueba se calculó usando la fórmula, 
distancia = ((N+n)/2)*(N-n+1) donde N es el tiempo (en min) en el punto de terminación de la prueba y n es el tiempo 
(en minutos) al inicio de la prueba.

Análisis de ARNm 20

El análisis de ARNm se realizó tal como se describió en el ejemplo 2. Para cuantificar el ARNm de los genes de 
microdistrofina y folistatina, se usó un método basado en qPCR usando los cebadores 5’-GTGCCCTACTACATCAA-
3’ (SEQ ID NO:42) como cebador directo y 5’-AGGTTGTGCTGGTCCA-3’ (SEQ ID NO:43) como cebador inverso 
(amplicón de 206 pb) para la microdistrofina, y el cebador directo específico de Luc2 5’-25
CCCACCGTCGTATTCGTGAG-3’ (SEQ ID NO: 14) y el cebador inverso 5’-TCAGGGCGATGGTTTTGTCCC-3’ (SEQ 
ID NO: 15) (amplicón de 217 pb) para el gen de folistatina. 

Resultados 
30

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 combinación 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 cubrió una distancia de 4 km, que es 35
4 veces mayor que la distancia cubierta por los ratones MDX-SCID de control en los que se inyectó PBS. Estos 
resultados demuestran claramente que la eficacia terapéutica puede lograrse usando estos vectores. 

El efecto fisiológico 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 confirmó mediante examen histológico. Las secciones 40
musculares teñidas 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 
localización predominantemente periférica del núcleo en las miofibras (datos no mostrado) y un porcentaje mínimo (< 
2%) de los núcleos estaban ubicados centralmente (figura 18B). En ratones MDX/SCID no tratados, de control, los 
núcleos estaban predominantemente (alrededor del 50% de los núcleos) ubicados centralmente en las miofibras 45
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 disminución del número de miofibras que están nucleadas 
centralmente. La administración 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 más profundo en la localización nuclear hacia la periferia 50
de las miofibras, y una reducción adicional en el porcentaje de núcleos ubicados centralmente (figura 18Ad, figura 
18B). Estos resultados son indicativos de un estímulo regenerativo reducido y corrección fenotípica después de la 
terapia génica. En consecuencia, el cambio de la localización nuclear de una ubicación central a otra más periférica 
en las miofibras es consecuente con la corrección fenotípica tal como se muestra por mejoría de la fuerza muscular y 
la movilidad en la prueba de cinta de correr. 55

Usando RT-PCR cuantitativa, se sometió a ensayo la expresión de los genes de microdistrofina (MD1) y de folistatina 
(FST) en biopsias de tejidos cardíacos y musculares, en particular gastrocnemio y cuádriceps, de los ratones en los 
que se inyectó el constructo pAAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1, el constructo pAAVss-Sk-SH4-Des-MVM-FST-2A-Luc 
o la combinación de ambos constructos (figura 19). 60

Ejemplo 11: Comparación in vivo de elementos reguladores específicos de músculo con promotores de CMV y SPc5-
12 

Procedimientos experimentales 65
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La producción y purificación de vectores de AAV se llevaron a cabo tal como se describió 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 contenía un intrón 
del Virus Diminuto del Ratón (MVM) y un sitio de poliadenilación (pA) del virus de simios 40 (SV40). 5

El vector de AAVsc-SPc5-12-MVM-Luc tenía la misma configuración que el vector de AAVsc-Des-MVM-Luc, pero el 
promotor de desmina se reemplazó por el promotor de SPc5-12. 

Se generaron vectores de AAV que comprendían el elemento regulador específico de músculo Sk-SH4 según el 10
protocolo descrito en el ejemplo 2. Brevemente, el elemento regulador específico de músculo Sk-SH4 se sintetizó por 
síntesis de oligonucleótidos convencional y se clonó 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. 

15
El vector de AAVsc-CMV-Luc se generó mediante clonación 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 contenía un sitio de poliadenilación (pA). 

En la figura 20 se muestra una representación esquemática de los diferentes vectores. 20

En ratones adultos CB17/lcrTac/Prkdcscid se inyectaron por vía intravenosa los diferentes vectores (n=3) a una dosis 
de 1x1010 vg/ratón. 

El análisis de ARNm se realizó tal como se describió en el ejemplo 3. 25

Resultados 

Se compararon los niveles de ARNm de luciferasa en ratones en los que se inyectó un vector que expresaba el gen 
de luciferasa a partir del promotor de desmina operativamente unido al elemento regulador específico de músculo Sk-30
SH4 frente a ratones en los que se inyectó 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 específico de 
músculo. Los promotores de CMV y SPc5-12 se consideran los promotores más potentes conocidos para permitir una 
expresión génica robusta en los músculos cardiaco y esquelético. La figura 21 muestra que el vector que comprende 
el elemento regulador específico de músculo Sk-SH4 tal como se describe en el presente documento operativamente 35
unido al promotor de desmina permite una expresión mucho mejor que los vectores que comprenden el promotor de 
CMV o el SPc5-12 sin elemento regulador específico de músculo. 

De manera similar, cuando el elemento regulador específico de músculo Sk-SH4 se unió operativamente con el 
promotor de SPc5-12, se observaron mayores niveles de ARNm de luciferasa en el corazón y todos los tipos de 40
músculo 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 específico de músculo Sk-SH4 descrito en el presente 
documento está operativamente unido al promotor de desmina. 

Lista de secuencias 45

<110> VRIJE UNIVERSITEIT BRUSSEL 
VIB vzw 
Universiteit Gent 

50
<120> ELEMENTOS REGULADORES DE ÁCIDO NUCLEICO ESPECÍFICOS DE MÚSCULO Y MÉTODOS Y USO 
DE LOS MISMOS 

<130> VUB-062-PCT 
55

<150> 14151960.3 
<151> 2014-01-21 

<160> 46 
60

<170> PatentIn versión 3.5 

<210> 1 
<211> 381 
<212> ADN 65
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo cardiaco y esquelético 1 (CSk-SH1) 

<400> 15

<210> 2 
<211> 435 
<212> ADN 10
<213> Artificial 

<220> 
<223> Elemento regulador específico músculo cardiaco y esquelético 2 (CSk-SH2) 

15
<400> 2 

20
<210> 3 
<211> 551 
<212> ADN 
<213> Artificial 

25
<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo cardiaco y esquelético 3 (CSk-SH3) 

<400> 3
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<210> 4 
<211> 430 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

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

10
<400> 4 

<210> 5 
<211> 454 15
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo cardiaco y esquelético 5 (CSk-SH5) 20

<400> 5

E15703234
12-03-2021ES 2 862 526 T3

 



36

<210> 6 
<211> 453 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

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

10
<400> 6 

<210> 7 
<211> 495 15
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo esquelético 1 (Sk-SH1) 20

<400> 7
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<210> 8 
<211> 344 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo esquelético 2 (Sk-SH2) 

10
<400> 8 

<210> 9 
<211> 430 15
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo esquelético 3 (Sk-SH3) 20

<400> 9

<210> 10 25
<211> 435 
<212> ADN 
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<213> Artificial 

<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo esquelético 4 (Sk-SH4) 

5
<400> 10 

<210> 11 
<211> 474 10
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo esquelético 5 (Sk-SH5) 15

<400> 11

<210> 12 20
<211> 519 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 25
<223> Elemento regulador específico de músculo esquelético 6 (Sk-SH6) 

<400> 12 
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<210> 13 
<211> 372 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

<220> 
<223> Elemento regulador específico de músculo esquelético 7 (Sk-SH7) 

10
<400> 13

<210> 14 15
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 20
<223> Cebador 

<400> 14 

25
<210> 15 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 

30
<220> 
<223> cebador 

<400> 15 

35

<210> 16 
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<211> 983 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 5
<223> Promotor de desmina 

<400> 16

10
<210> 17 
<211> 1000 
<212> ADN 
<213> Artificial 

15
<220> 
<223> Fragmento de elemento regulador de DES 

<400> 17

20
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<210> 18 
<211> 1000 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

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

10
<400> 18

E15703234
12-03-2021ES 2 862 526 T3

 



42

<210> 19 
<211> 1000 5
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Fragmento de elemento regulador de ACTN2 10

<400> 19

<210> 20 15
<211> 999 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 20
<223> Fragmento de elemento regulador de ACTN2 

<400> 20
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<210> 21 
<211> 999 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

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

10
<400> 21
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<210> 22 
<211> 1000 5
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Fragmento de elemento regulador de FLNC 10

<400> 22

<210> 23 15
<211> 1000 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 20
<223> Fragmento de elemento regulador de ATP2A1 
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<400> 23

<210> 24 5
<211> 999 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 10
<223> Fragmento de elemento regulador de TNNI1 

<400> 24
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<210> 25 
<211> 999 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

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

10
<400> 25

<210> 26 
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<211> 1000 
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 5
<223> Fragmento de elemento regulador de MYLPF1 

<400> 26

10
<210> 27 
<211> 999 
<212> ADN 
<213> Artificial 

15
<220> 
<223> Fragmento de elemento regulador de MYH1 

<400> 27

20

E15703234
12-03-2021ES 2 862 526 T3

 



48

<210> 28 
<211> 1000 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

<220> 
<223> Fragmento de elemento regulador de TPM3 

10
<400> 28
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<210> 29 
<211> 999 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

<220> 
<223> Fragmento de elemento regulador de ANKRD2 

10
<400> 29

<210> 30 
<211> 663 15
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> Promotor de CMV 20

<400> 30
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<210> 31 
<211> 20 
<212> ADN 5
<213> Artificial 

<220> 
<223> Cebador 

10
<400> 31 

<210> 32 
<211> 22 15
<212> ADN 
<213> Artificial 

<220> 
<223> cebador 20

<400> 32 

<210> 33 25
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 30
<223> cebador 

<400> 33 

35
<210> 34 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223> cebador 

<400> 34 

45
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<210> 35 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220> 
<223> cebador 

<400> 35 10

<210> 36 
<211> 20 
<212> ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> cebador 

20
<400> 36 

<210> 37 
<211> 171 25
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Fragmento a de elemento regulador específico de músculo esquelético 4 (Sk-SH4a) 30

<400> 37

<210> 38 35
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 40
<223> Fragmento b de elemento regulador específico de músculo esquelético 4 (Sk-SH4b) 

<400> 38 

45
<210> 39 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

50
<220> 
<223> Fragmento c de elemento regulador específico de músculo esquelético 4 (Sk-SH4c) 

<400> 39 

55

<210> 40 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 60
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<220> 
<223> Fragmento d de elemento regulador específico de músculo esquelético 4 (Sk-SH4d) 

<400> 40 5

<210> 41 
<211> 120 
<212> ADN 10
<213> Secuencia artificial 

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

15
<400> 41 

<210> 42 
<211> 17 20
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> cebador 25

<400> 42 

<210> 43 30
<211> 16 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220> 35
<223> cebador 

<400> 43 

40
<210> 44 
<211> 8069 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial

45
<220> 
<223> Constructo de plásmido AAVss-Sk-SH4-Des-MVM-MD1 

<400> 44 
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<210> 45 
<211> 7217 
<212> ADN 5
<213> Secuencia artificial 

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

10
<400> 45 
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<210> 46 
<211> 49 
<212> ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<223> Señal de poliadenilación sintética 

10
<400> 46 
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REIVINDICACIONES

1. Un elemento regulador de ácido nucleico para potenciar la expresión génica específica de músculo, 
preferiblemente para potenciar la expresión génica específica de músculo esquelético, que comprende la 
secuencia de SEQ ID NO:10 y que tiene una longitud máxima de 550 nucleótidos, o que consiste en un 5
fragmento funcional de dicha secuencia que tiene una longitud máxima de 300 nucleótidos 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. 

2. El elemento regulador de ácido nucleico según la reivindicación 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. 10

3. Uso in vitro o ex vivo de un elemento regulador de ácido nucleico según la reivindicación 1 o 2, en un casete 
de expresión de ácido nucleico, o en un vector. 

4. Un elemento regulador de ácido nucleico según la reivindicación 1 o 2 para su uso en medicina, en el que 15
dicho elemento regulador de ácido nucleico está en un casete de expresión de ácido nucleico, o en un vector. 

5. Un casete de expresión de ácido nucleico que comprende al menos un elemento regulador de ácido nucleico, 
operativamente unido a un promotor y un transgén, en el que dicho elemento regulador de ácido nucleico 
consiste en el elemento regulador de ácido nucleico tal como se define en la reivindicación 1 o 2. 20

6. El casete de expresión de ácido nucleico según la reivindicación 5, en el que el promotor es un promotor 
específico de músculo.

7. El casete de expresión de ácido nucleico según la reivindicación 5 o 6, en el que el promotor es el promotor 25
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. 

8. El casete de expresión de ácido nucleico según una cualquiera de reivindicaciones 5 o 6, en el que el transgén 
codifica para una proteína terapéutica, una proteína inmunogénica o una proteína estructural, preferiblemente 30
distrofina o un sarcoglicano. 

9. El casete de expresión de ácido nucleico según la reivindicación 5, en el que el transgén codifica para 
distrofina, un sarcoglicano o folistatina. 

35
10. Un vector que comprende al menos un elemento regulador de ácido nucleico, en el que dicho elemento 

regulador de ácido nucleico consiste en el elemento regulador de ácido nucleico tal como se define en la 
reivindicación 1 o 2, o el casete de expresión de ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones 
5 a 9. 

40
11. El vector según la reivindicación 10, que es un vector viral, preferiblemente un vector viral adenoasociado. 

12. Una composición farmacéutica que comprende el casete de expresión de ácido nucleico según una 
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, o el vector según una cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, y 
un portador farmacéuticamente aceptable. 45

13. El elemento regulador de ácido nucleico según la reivindicación 1 o 2, casete de expresión de ácido nucleico 
según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, vector según una cualquiera de las reivindicaciones 10 u 
11, o composición farmacéutica según la reivindicación 12 para su uso en terapia génica. 

50
14. El elemento regulador de ácido nucleico según la reivindicación 1 o 2, casete de expresión de ácido nucleico 

según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, el vector según una cualquiera de las reivindicaciones 10 
u 11, o composición farmacéutica según la reivindicación 12 para su uso en terapia de vacunación, 
preferiblemente vacunación profiláctica. 

55
15. Un método in vitro o ex vivo para expresar un producto transgénico en células musculares que comprende: 

- introducir el casete de expresión de ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, o el 
vector según una cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11 en las células musculares; 

60
- expresar el producto transgénico en las células musculares.
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