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DESCRIPCION
Regulacién de la expresién génica mediante la accesibilidad de sefiales de poliadenilacién mediada por aptdmeros
Campo de la invencién

La invencién proporciona construcciones de polinucleétido para la regulacién de la expresion génica mediante la
modulacién basada en aptdmeros de la accesibilidad de una o més sefiales de poliadenilacién y métodos para
utilizar las construcciones de polinucleétido para regular la expresién génica en respuesta a la presencia o ausencia
de un ligando que se une al aptamero. La construccién de polinucleétido contiene un ribointerruptor ("riboswitch")
que comprende un aptamero y una horquilla efectora, en donde la horquilla efectora comprende una secuencia
sefial de poliadenilacién.

Antecedentes de la invencién

En las células eucariotas, los ARN mensajeros (ARNm) se producen a partir de transcritos de preARNm mediante
un amplio procesamiento postranscripcional, incluyendo el bloqueo ("capping") del extremo &', la eliminacién de
intrones por corte y empalme, y la escisién del extremo 3'y poliadenilacion. El extremo 3' de casi todos los ARNm
eucariotas comprende una cola de poli(A), un homopolimero de 20 a 250 residuos de adenosina. La cola de poli(A)
se afiade al preARNm en el ntcleo mediante escisién y poliadenilacién, un proceso catalizado por un gran complejo
de proteinas. La adicién de una cola de poli(A) depende de la presencia de multiples elementos, incluida la
secuencia sefial de poliadenilacién altamente conservada AATAAA (o su variante ATTAAA) que se encuentra en
direccién &' del sitio de poliadenilacién, y otros elementos en direccién 5' ("USE"), asi como un elemento en
direccién 3' ("DSE") rico en T o GT. La adicién de una cola de poli(A) al ARNm protege el mensaje de la
degradacion, entre otras funciones.

El documento WO 2010/141085 A1 (Myung J. et al.) ensefia un método para inducir la terminacién de la
transcripcién mediada por ribointerruptor utilizando un promotor operativamente ligado a un aptédmero de
ribointerruptor. Los ribointerruptores que regulan el corte y empalme del ARN se describen en el documento US
2010/221821 A1 (Breaker, R. et al.). Un articulo de revisién de Berens, C. et al. (Biotechnology Journal, 10(2), 246-
257) analiza los ribointerruptores en la regulaciéon de la expresiéon génica. El documento WO 2016/126747 A1
(Boyne, A. et al.) divulga el uso de los ribointerruptores para regular la expresién génica mediante el control del
corte y empalmen alternativo. El documento WO 2016/205764 A1 (Severinov, K. et al.) se refiere a un método de
regulacién dirigida de la expresién génica usando una proteina efectora CRISPR dirigida a ARN y al menos un
componente de &cido nucleico dirigido tal como un ARN guia (ARNg).

Sumario de la invencién

La invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. En un aspecto, la presente invencidén
proporciona un casete de polinucleétido para la regulacién de la expresién de un gen diana que comprende un
ribointerruptor en donde el ribointerruptor comprende una horquilla efectora y un aptdmero, en donde la horquilla
efectora comprende una sefial de poliadenilacién, y en donde el aptamero y la horquilla efectora estan unidos por
un brazo del tallo alternativamente compartido que comprende una secuencia complementaria al brazo no
compartido del tallo del aptdmero y al brazo no compartido de la horquilla efectora. En una realizacién, el aptamero
se une a una pequefia molécula ligando.

En las realizaciones, la parte del brazo del tallo alternativamente compartido que es complementaria a la secuencia
en el tallo del aptamero y a la secuencia en la horquilla efectora es de 4 a 8 nucleétidos, de 5 a 7 nuclebtidos, 5
nucleétidos o 6 nucleétidos. En las realizaciones, el tallo del aptdmero es de 6 a 12 pares de bases, de 7 a 10
pares de bases, 8 pares de bases 0 9 pares de bases. En las realizaciones, el tallo de la horquilla efectora es de 4
a 24 pares de bases, de 5 a 20 pares de bases, de 9 a 14 pares de bases, 9 pares de bases, 10 pares de bases,
11 pares de bases o 12 pares de bases.

En una realizacién, la horquilla efectora se sitia 3' del aptdmero, de modo que el brazo del tallo alternativamente
compartido comprende la totalidad o una parte del brazo del tallo del aptamero 3'y la totalidad o una parte del
brazo 5' del tallo efector. En una realizacién, la horquilla efectora se sitia 5' del aptdmero, de modo que el brazo
del tallo alternativamente compartido comprende todo o una parte del brazo ' del tallo del aptémero y todo o una
parte del brazo 3' del tallo efector. En una realizacién, la sefial de poliadenilacién es AATAAA o ATTAAA. En una
realizacién, la sefial de poliadenilacién es un elemento en direccién 3' (DSE). En una realizacion, la sefial de
poliadenilacién es un elemento de secuencia en direccién 5' (USE).

En una realizacién, el casete de polinucleétido comprende dos ribointerruptores de la presente invencién, en donde
la horquilla efectora del primer ribointerruptor comprende toda o parte de la sefial de poliadenilacién AATAAA o
ATTAA vy la horquilla efectora del segundo ribointerruptor comprende todo o parte del elemento en direccidén 3'
(DSE). En una realizacién, los dos ribointerruptores comprenden cada uno un aptamero que se une al mismo
ligando. En una realizacién, los dos ribointerruptores comprenden diferentes aptameros que se unen a diferentes



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3024 480 T3

ligandos.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para modular la expresién de un gen diana que
comprende

(a) insertar uno o mas de los casetes de polinucleétido de la presente invencién en la regién 3' no traducida de un
gen diana,

(b) introducir el gen diana que comprende el casete de polinucleétido en una célula in vitro 0 ex vivo, y

(c) exponer la célula a un ligando que se une al aptdmero en una cantidad eficaz para aumentar la expresién del
gen diana.

En una realizacién, el ligando es una molécula pequefia. En una realizacién, la horquilla efectora se sitia 3' del
aptamero, de modo que el brazo del tallo alternativamente compartido comprende todo o una parte del brazo 3' del
tallo del aptdmero y todo o una parte del brazo 5' del tallo efector. En una realizacién, la sefial de poliadenilacién
es AATAAA o ATTAAA. En una realizacién, la horquilla efectora se sitia 5' del aptdmero, de modo que el brazo
del tallo alternativamente compartido comprende todo o una parte del brazo ' del tallo del aptémero y todo o una
parte del brazo 3' del tallo efector. En una realizacién, la sefial de poliadenilacién es un elemento en direccién 3'
(DSE). En una realizacién, se insertan dos ribointerruptores en la regién 3' no traducida ("UTR") del gen diana, en
donde la horquilla efectora del primer ribointerruptor comprende toda o parte de la sefial de poliadenilacién
AATAAA o ATTAA y la horquilla efectora del segundo ribointerruptor comprende todo o parte del elemento en
direccién 3' (DSE). En una realizacién, los dos ribointerruptores comprenden cada uno un aptdmero que se une al
mismo ligando. En una realizacion, los dos ribointerruptores comprenden diferentes aptameros que se unen a
diferentes ligandos. En una realizacién, los dos 0 mas casetes de polinucleétido comprenden el mismo aptamero.

En una realizacién, el gen diana que comprende el casete de polinucleétido se incorpora a un vector para la
expresioén del gen diana. En una realizacion, el gen diana comprende ademas un casete de regulacién génica que
modula la expresién del gen diana mediante la regulacién mediada por aptameros del corte y empalmen alternativo.
En una realizacién, el vector es un vector virico. En una realizacién, el vector virico se selecciona del grupo que
consiste en vector adenovirico, vector del virus adenoasociado y vector lentivirico.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un vector que comprende un gen diana que contiene un casete
de polinucleétido descrito en el presente documento. En una realizaciéon, el vector es un vector virico. En una
realizacién, el vector virico se selecciona del grupo que consiste en vector adenovirico, vector del virus
adenoasociado y vector lentivirico. En una realizacién, el gen diana comprende ademas un casete de regulacién
génica que modula la expresidén del gen diana mediante la regulacién mediada por aptdmeros del corte y empalmen
alternativo.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere al casete de polinucleétido o al vector descrito en el presente
documento para su uso en el tratamiento del cancer, trastornos inmunitarios, enfermedades metabdlicas,
enfermedades raras tales como la HPN, angiogénesis ocular, DMAE seca, diabetes de tipo |, diabetes de tipo I,
sindrome metabdlico, trastornos del crecimiento o deficiencia de la hormona del crecimiento, anemia debida a
enfermedad renal crénica, anemia debida a mielodisplasia, anemia debida a la quimioterapia contra el cancer,
fibrosis quistica, hemofilia, distrofia muscular, talasemia, anemia de células falciformes, hemofilia A 0 hemofilia B.
Otro aspecto de la invencion se refiere al casete de polinucleétido o al vector descrito en el presente documento
para su uso en la modulacién de la expresiéon del gen diana. En otro aspecto mas, la invencidén proporciona el
casete de polinucleétido o el vector descrito en el presente documento para su uso como medicamento.

En un aspecto, el casete de polinucleétido de la presente invencién se usa junto con otros mecanismos para la
regulacién de la expresion del gen diana. En una realizacién, un casete de polinucleétido de la presente invenciéon
se usa junto con un casete de regulacién génica que modula la expresiéon del gen diana mediante la regulacién
mediada por aptdmeros del corte y empalme alternativo, como se describe en el documento WO 2016/126747
(PCT/US2016/016234). En otras realizaciones, el casete de polinucleétido de la presente invencién usado junto
con un casete de regulaciéon génica que modula la expresidén del gen diana mediante la regulacién mediada por
aptameros de ribozimas de autoescisién como se describe en el documento PCT/US2017/016303. En otras
realizaciones, el casete de polinucleétido de la presente invencién usado junto con un casete de regulacién génica
que modula la expresién del gen diana mediante la modulacién de la poliadenilacién mediada por aptameros, como
se describe en el documento PCT/US1207/016279.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1a. Un esquema de una realizacion de la invencion en la que el brazo del tallo 3' de un aptamero esté unido
al brazo del tallo 5' de la horquilla efectora a través de un brazo del tallo alternativamente compartido (es decir, un
brazo del tallo que puede formar una estructura tallo con el tallo del aptamero o con el tallo efector, pero no ambos
al mismo tiempo), y una secuencia sefial de poliadenilacién (en este caso AATAAA) se encuentra en el tallo de la
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horquilla efectora.

Figura 1b. Esquemas de una realizacién de la invencién en la que la accesibilidad de una sefial de poliadenilacién
(en este caso AATAAA) esta regulada por la presencia o ausencia de un ligando del aptdmero. En la UTR 3' se
inserta un aptdmero unido a una horquilla efectora (con la secuencia AATAAA incrustada en el tallo). La secuencia
complementaria del brazo &' de la estructura horquilla seguida de la secuencia aptamera se une al brazo 5' de la
estructura horquilla. En ausencia del ligando del aptamero (panel superior), la secuencia AATAAA esté bloqueada
por la estructura horquilla formada por la horquilla efectora, inhibiendo la poliadenilacién y suprimiendo de este
modo la expresién génica. En presencia del ligando del aptamero, la unién aptdmero/ligando facilita la formacién
del tallo del aptamero P1, alterando de este modo la estructura horquilla efectora y provocando la liberacién de la
AATAAA secuestrada. La secuencia que se comparte entre el tallo de la estructura horquilla y el tallo del aptdmero
P1 se indica con una linea gruesa.

Figura 1c y Figura 1d. Regulacién de la expresién de la luciferasa mediante la modulacién de la accesibilidad de
AATAAA mediada por aptameros. Se transfectaron células HEK 293 con las construcciones indicadas y se trataron
con DMSO (Figura 1¢) o NaOH (Figura 1d) como disolvente control o 500 uM de guanosina (Figura 1¢) o guanina
(Figura 1d). La actividad luciferasa se expresé como mediatDE. (n=3), y el coeficiente de induccién se expresd
como el cociente de la actividad de la luciferasa obtenida en presencia de guanosina o guanina dividido por el valor
obtenido en ausencia de guanosina o guanina.

Figura 1e. Regulacién de la expresion de EGFP mediante la modulacién de la accesibilidad de AATAAA mediada
por aptdmeros. Se transfectaron células HEK 293 con las construcciones indicadas y se trataron con NaOH como
disolvente control o con 500 uM de guanina. La intensidad de fluorescencia de GFP se expresé como mediatDE.
(n=3), y el coeficiente de induccién se expresé como el cociente de la intensidad de fluorescencia obtenida en
presencia de guanina dividido por el valor obtenido en ausencia de guanina.

Figura 2a. Esquemas de la modulacién de la accesibilidad de DSE en una horquilla mediante la unién
aptamero/ligando. En la UTR 3' se inserta una estructura que forma una horquilla con la secuencia DSE incrustada
en el tallo. La secuencia del aptdmero esta unida al brazo 3' de la estructura que forma la horquilla, seguida de la
secuencia complementaria del brazo 3' de la estructura horquilla. En ausencia del ligando del aptamero (panel
superior), la secuencia DSE se bloquea mediante la formacién de una estructura horquilla, inhibiendo de este modo
la poliadenilacién y suprimiendo la expresién del gen diana. En presencia del ligando del aptamero (panel inferior),
la unién aptémero/ligando facilita la formacién del tallo del aptamero P1, alterando de este modo la estructura
horquilla y provocando la liberacién de la secuencia DSE de su secuestro. La secuencia compartida entre el tallo
de la estructura horquilla efectora y el tallo del aptamero P1 se indica con una linea gruesa.

Figura 2b y Figura 2¢c. Regulacién de la expresién de la luciferasa mediante la modulacién de la accesibilidad de
DSE mediada por aptdmeros. Se transfectaron células HEK 293 con las construcciones indicadas y se trataron
con DMSO (Figura 2b) o NaOH (Figura 2¢) como disolvente control 0 500 uM de guanosina (Figura 2b) o guanina
(Figura 2c). La actividad de la luciferasa se presenta como mediatDE. (n=3), y el coeficiente de induccién se
expresd como el cociente de la actividad de la luciferasa obtenida en presencia de guanosina o guanina dividido
por el valor obtenido en ausencia de guanosina o guanina.

Figura 3. Regulacién de la expresion de la luciferasa mediante la modulacién mediada por aptdmeros del acceso
a una secuencia sintética de poliA.

Figura 4. La secuencia del bucle en la estructura horquilla afecta a la actividad del ribointerruptor basado en poliA.
stbl_ATA_Gual tiene un bucle TTCG més estable, ATA_Gua_1 tiene el bucle GAAA y gaat_ATA_Gua_1 tiene el
bucle GAAT.

Figura 5a. Esquemas de la modulacién de la accesibilidad de las secuencias AATAAA y DSE simultaneamente
mediante un aptamero. En la UTR 3' de un gen diana se insertan dos estructuras horquilla, cada una con una
secuencia AATAAA o DSE, y los aptdmeros se unen a cada estructura horquilla como se describe en la Figura 1b
y la Figura 2a. El aptdmero 1 y el aptamero 2 representan el mismo aptamero o aptdmeros diferentes que se unen
al mismo ligando o a ligandos diferentes. En ausencia del ligando del aptamero (panel superior), tanto AATAAA
como DSE estan secuestradas en las estructuras horquilla, por lo que se suprime la expresién génica. En presencia
del ligando del aptamero (panel inferior), cuando ambos aptdmeros se unen a sus ligandos, tanto la secuencia
AATAAA como la DSE se liberan de la estructura horquilla, permitiendo la expresién del gen diana.

Figura 5b. Se transfectaron células HEK 293 con las construcciones indicadas y se trataron con NaOH como
disolvente control o con 500 pM de guanina. La actividad luciferasa se expresé como mediatDE. (n=3), y el
coeficiente de induccién se expresé como el cociente de la actividad de la luciferasa obtenida en presencia de
guanina dividido por el valor obtenido en ausencia de guanina. El secuestro simultaneo del elemento de secuencia
AATAAA y DSE en la secuencia de poliA disminuye aln més el nivel basal de la expresion de luciferasa en la
construccién ATA_DSE_Gua.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3024 480 T3

Figura 6a. Esquemas de la construccion de doble interruptor en el que el ribointerruptor ATA_Gua esta en la UTR
3'y el ribointerruptor G15 esta insertado en la secuencia codificante de la luciferasa.

Figura 6b. Actividad luciferasa de células HEK 293 transfectadas con las construcciones indicadas y tratadas con
o sin 500 pM de guanina. La construccién con dos interruptores pFLuc-G15_ATA_Gua gener6 un mayor aumento
de la induccién que la construccién con un Unico ribointerruptor.

Figura 7. Regulacién de la expresién de la luciferasa a través de la modulacién mediada por aptamero de adenina
de la accesibilidad de AATAAA. Se transfectaron células HEK 293 con las construcciones indicadas y se trataron
con NaOH como disolvente control o con 1 mM de adenina. La actividad luciferasa se expresé como mediazDE.
(n=3), y el coeficiente de induccién se expresd como el cociente de la actividad de la luciferasa obtenida en
presencia de adenina dividido por el valor obtenido en ausencia de adenina.

Figura 8. La UTR 3' de las construcciones utilizadas en los ejemplos. La secuencia codificante del gen de la
luciferasa estd en mayusculas; AATAAA y DSE estan resaltados en gris; la secuencia del aptdmero esta subrayada;
la secuencia de la horquilla estd subrayada con ondas; y la secuencia del tallo del aptamero P1 aparece en cursiva.

Descripcion detallada de la invencién

La regulacién de la expresién de un gen diana (por ejemplo, un transgén terapéutico) es util o necesario en diversas
situaciones. En el contexto de la expresién terapéutica de genes, las técnicas que permiten la expresién regulada
de transgenes tienen el potencial de mejorar la seguridad mediante la regulacién del nivel de expresiéon y su
calendario. Un sistema regulado para controlar la expresién de proteinas tiene efectos préacticos y, en algunos
casos, funciones esenciales para unas aplicaciones terapéuticas seguras y eficaces. La invencidén proporciona
construcciones de polinucleétido para la regulacién de la expresién génica mediante la modulacién de la
poliadenilacién basada en aptdmeros secuestrando una o mas sefiales de poliadenilacién en una estructura
horquilla (horquilla efectora) que estéd unida al aptamero y métodos para usar las construcciones para regular la
expresién génica en respuesta a la presencia o ausencia de un ligando que se une al aptamero.

La construccién de polinucleétido contiene al menos un ribointerruptor que comprende una horquilla efectora y un
aptamero en donde la horquilla efectora comprende una secuencia sefial de poliadenilacién. El aptamero y la
horquilla efectora estdn unidos por un brazo del tallo compartido que puede formar alternativamente un tallo con el
tallo del aptamero o con el tallo efector en funcién de la presencia de un ligando del aptdamero. Cuando un ligando
del aptdmero esta presente y unido al aptamero, el tallo del aptémero (el tallo del aptdmero P1) se estabiliza y
forma un tallo con el brazo del tallo alternativamente compartido. Por tanto, en presencia de ligando, la estructura
horquilla formada por la horquilla efectora estd desfavorecida y la sefial de poliadenilacién es accesible,
permitiendo que se produzca la poliadenilacién que conduce a una mayor expresion del gen diana. En ausencia
de ligando, la horquilla efectora forma una estructura de tallo con el brazo del tallo alternativamente compartido,
secuestrando de este modo la secuencia sefial de poliadenilacién, impidiendo la poliadenilacién y disminuyendo la
expresion del gen diana.

En una realizacién, la horquilla efectora se sitia 3' del aptamero de modo que el brazo del tallo alternativamente
compartido comprende todo o una parte del brazo del tallo del aptdmero 3' y todo o una parte del brazo 5' de la
horquilla efectora (véase, por ejemplo, Figuras 1a y 1b). En una realizacién, la horquilla efectora se sitlia 5' del
aptamero de modo que el brazo del tallo alternativamente compartido comprende todo o una parte del brazo del
tallo del aptamero 5' y todo o una parte del brazo 3' de la horquilla efectora (véase, por ejemplo, la Figura 3).

El casete de polinucleétido de regulacién génica se refiere a una construccién de ADN recombinante que, cuando
se incorpora al ADN de un gen diana en la UTR 3', proporciona la capacidad de regular la expresién del gen diana
mediante la regulacién de la poliadenilacion mediada por aptamero/ligando. Como se usa en el presente
documento, un casete o construcciéon de polinucleétido es un acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN) que
comprende elementos derivados de diferentes fuentes (por ejemplo, organismos diferentes, genes diferentes del
mismo organismo y similares).

Ribointerruptor

El casete de polinucleétido comprende un ribointerruptor. El término "ribointerruptor”, como se utiliza en el presente
documento, se refiere a un segmento regulador de un polinucleétido de ARN (o del ADN que codifica el
ribointerruptor). En el contexto de la presente invencién, un ribointerruptor contiene una regién sensor (es decir, un
aptamero) y una horquilla efectora que juntos son responsables de detectar la presencia de un ligando (por ejemplo,
una molécula pequefia) y de modular la accesibilidad de una secuencia de poliadenilacién situada en la horquilla
efectora. En una realizacién, el ribointerruptor es recombinante, utilizando polinucleétidos de dos o mas fuentes.
El término "sintético" como se utiliza en el presente documento en el contexto de un ribointerruptor se refiere a un
ribointerruptor que no se produce de forma natural.

Horquilla efectora
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La horquilla efectora del ribointerruptor comprende una secuencia de ARN (o ADN que codifica la secuencia de
ARN) que, en ausencia de un ligando que se une a la regién sensor (es decir, un aptamero), forma una estructura
tallo (es decir, una regién de doble cadena) que reduce la accesibilidad de una secuencia sefial de poliadenilacion.
El tallo efector comprende una sefial de poliadenilacién. En una realizacién, la horquilla efectora comprende una
secuencia de sefial de poliadenilacién y una secuencia complementaria de una secuencia de sefial de
poliadenilacién. En algunas realizaciones, la parte de tallo de la horquilla efectora comprende sélo una parte de la
secuencia de sefial de poliadenilacién. En algunas realizaciones, parte de la secuencia sefial de poliadenilacién se
encuentra en la parte de bucle de la horquilla efectora.

La secuencia sefial de poliadenilaciéon puede ser cualquier secuencia en la UTR 3' del gen diana que participe en
la poliadenilacién eficiente del ARNm transcrito desde el gen diana, incluyendo AATAAA (o secuencias
relacionadas), un elemento de secuencia en direccién 3' (DSE) (por ejemplo, secuencia rica en T o GT), o un
elemento de secuencia en direccién 5' (USE). En algunas realizaciones, la secuencia sefial de poliadenilacién es
una secuencia endégena de la UTR 3' del gen diana. En ofras realizaciones, la secuencia sefial de poliadenilacién
es una secuencia exdgena (por ejemplo, secuencia de un gen diferente o de un organismo diferente) o una
secuencia sefial de poliadenilacién sintética.

Uno de los brazos de tallo de la horquilla efectora estd4 unido a un aptdmero a través de un tallo del aptamero
(véase, por ejemplo, Figuras 1a, 1b y 2a). Cuando el aptamero no esta unido a su ligando, la horquilla efectora se
encuentra en un contexto que inhibe el acceso a una secuencia sefial de poliadenilacidn, inhibiendo la
poliadenilacién y provocando la degradacién del mensaje. Cuando el aptdmero se une a su ligando, la horquilla
efectora se encuentra en una conformacién que no inhibe el acceso a la secuencia sefial de poliadenilacién,
permitiendo la poliadenilacién del mensaje y el aumento de la expresiéon del gen diana.

La parte de tallo de la horquilla efectora debe tener una longitud (y un contenido de GC) suficiente para promover
la formacién de la estructura horquilla y, de este modo, inhibir la accesibilidad a la secuencia sefial de
poliadenilacién cuando el ligando del aptdmero no esté presente en cantidades suficientes. En realizaciones de la
invencién, la parte de tallo de la horquilla efectora comprende la secuencia de tallo ademas de la secuencia de
sefial de poliadenilacién y su secuencia complementaria. La longitud y la secuencia de la parte de tallo pueden
modificarse utilizando técnicas conocidas para identificar tallos que permitan una expresién de fondo aceptable del
gen diana cuando no hay ligando presente y niveles de expresion aceptables del gen diana cuando el ligando esta
presente. Si el tallo es, por ejemplo, demasiado largo puede ocultar el acceso a la secuencia sefial de
poliadenilacién en presencia o ausencia de ligando. Si el tallo es demasiado corto, puede no formar una estructura
horquilla estable capaz de secuestrar la secuencia sefial de poliadenilacién, en cuyo caso la poliadenilacién del
mensaje (que conduce a la expresién del gen diana) se producira en presencia o ausencia de ligando. En una
realizacién, la longitud total del tallo efector (es decir, la parte que forma el tallo de la horquilla efectora) es de 4 a
24 pares de bases, de 5 a 20 pares de bases, de 9 a 14 pares de bases, 9 pares de bases, 10 pares de bases, 11
pares de bases 0 12 pares de bases. Ademas de la longitud del tallo, el contenido de pares de bases GC del tallo
puede alterarse para modificar la estabilidad del tallo. En algunas realizaciones, el tallo de la regién efectora
contiene uno o mas nucleétidos con emparejamiento incorrecto que no se emparejan bases con la parte
complementaria del tallo de la regién efectora.

Brazo de tallo alternativamente compartido

La horquilla efectora y el aptamero se unen a través de un brazo del tallo alternativamente compartido que
comprende una secuencia que es complementaria tanto al brazo no compartido de la horquilla efectora como al
brazo no compartido del tallo del aptamero. Debido a la secuencia que es complementaria tanto al aptamero como
a los tallos efectores en el brazo no compartido, el brazo del tallo compartido puede formar alternativamente un
tallo con el tallo del aptamero o con el tallo del efector (pero no con ambos simultdneamente) dependiendo de la
presencia de un ligando del aptamero. En las realizaciones, la parte del brazo del tallo alternativamente compartido
que es complementaria a la secuencia en el tallo del aptamero y a la secuencia en la horquilla efectora (es decir,
secuencia alternativamente compartida) es de 4 a 8 nucleétidos, de 5 a 7 nucleétidos, 5 nucleébtidos o 6 nucleétidos.
En algunas realizaciones, el brazo del tallo alternativamente compartido comprende una secuencia adicional que
es complementaria a solo uno de los tallos efectores no compartidos o al tallo del aptdmero. En algunas
realizaciones, ademas de la secuencia alternativamente compartida, el brazo del tallo alternativamente compartido
comprende (a) una secuencia complementaria al brazo del tallo efector no compartido, pero no complementaria al
brazo del tallo del aptdmero no compartido; (b) secuencia que es complementaria al brazo del tallo del aptamero
no compartido, pero no complementaria al brazo del tallo efector no compartido; o (¢) ambos.

Aptamero/Ligando

La regién sensor comprende un aptamero. El término "aptdmero", como se utiliza en el presente documento, se
refiere a un polinucleétido de ARN que se une especificamente a un ligando. El aptdmero esta unido a la horquilla
efectora a través de un tallo del aptamero. El tallo del aptamero puede, o no, comprender la secuencia que
normalmente forma parte del aptdmero (por ejemplo, la secuencia del tallo del aptamero de tipo salvaje). Como
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tales, la referencia al tallo del aptdmero no implica que el tallo del aptamero comprenda ninguna secuencia en
particular. Por tanto, el tallo del aptamero puede comprender una secuencia del aptdmero y/o una secuencia
adicional capaz de formar un tallo tras la unién del ligando/aptémero.

Como en el caso del tallo de la horquilla efectora analizada anteriormente, la horquilla del aptdmero debe tener
una longitud suficiente (y un contenido de GC) de modo que el aptamero forme el tallo del aptamero en presencia
del ligando del aptdmero y la horquilla efectora forme un tallo cuando el ligando no esté presente. La longitud y la
secuencia del tallo del aptdmero pueden modificarse utilizando técnicas conocidas para identificar tallos que
permitan una expresién de fondo aceptable del gen diana cuando no esta presente el ligando y unos niveles de
expresioén aceptables del gen diana cuando el ligando esta presente. En las realizaciones, el tallo del aptdmero es
de 6 a 12 pares de bases, de 7 a 10 pares de bases, 8 pares de bases 0 9 pares de bases.

El término "ligando" se refiere a una molécula que esté especificamente unida a un aptamero. En una realizacion,
el ligando es una molécula de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 1.000 Daltons) que incluye, por
ejemplo, lipidos, monosacaridos, segundos mensajeros, cofactores, iones metéalicos, otros productos naturales y
metabolitos, acidos nucleicos, asi como la mayoria de los farmacos terapéuticos. En una realizacién, el ligando es
un polinucleétido con dos o0 mas bases nucleotidicas.

En una realizacién, el ligando se selecciona del grupo que consiste en 8-azaguanina, adenosina 5'-monofosfato
monohidrato, anfotericina B, avermectina B1, azatioprina, acetato de clormadinona, mercaptopurina, clorhidrato de
moricizina, N6-metiladenosina, nadida, progesterona, clorhidrato de promazina, pamoato de pirvinio,
sulfaguanidina, propionato de testosterona, tioguanosina, tiloxapol y vorinostat.

Los ligandos del aptamero también pueden ser componentes endbgenos de las células que aumentan
significativamente en condiciones fisiolégicas/patolégicas especificas, tales como la transformacién oncogénica -
pueden incluir moléculas de segundo mensajero tales como GTP o GDP, calcio; acidos grasos o acidos grasos
que se metabolizan incorrectamente tal como 13-HODE en el cancer de mama (Flaherty, JT et al., Plos One, vol.
8, e63076, 2013); aminoacidos o metabolitos de aminoacidos; metabolitos de la via de la glucélisis que suelen
tener niveles mas altos en las células cancerosas o en las células normales en las enfermedades metabdlicas; y
moléculas asociadas al cancer tales como Ras o la proteina Ras mutante, EGFR mutante en el cancer de pulmoén,
indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO) en muchos tipos de céncer. Entre los ligandos endégenos se incluyen los
metabolitos de la progesterona en el cancer de mama, como se ha divulgado en JP Wiebe (Endocrine-Related
Cancer (2006) 13:717-738). Los ligandos endb6genos también incluyen metabolitos con niveles aumentados como
resultado de mutaciones en enzimas metabdlicas clave en el cancer de rifidn, tal como lactato, glutatién, kinurenina
como se ha divulgado en Minton, DR y Nanus, DM (Nature Reviews,-- Urology, vol. 12, 2005).

Los aptameros tienen regiones de unién capaces de formar complejos con una molécula diana prevista (es decir,
el ligando). La especificidad de la unién puede definirse en términos de las constantes de disociacién comparativas
(Kd) del aptamero para su ligando en comparacidén con la constante de disociacién del aptdmero para moléculas
no relacionadas. Por tanto, el ligando es una molécula que se une al aptamero con mayor afinidad que al material
no relacionado. Normalmente, la Kd para el aptdmero con respecto a su ligando seréd al menos aproximadamente
10 veces menor que la Kd para el aptamero con moléculas no relacionadas. En otras realizaciones, la Kd sera al
menos aproximadamente 20 veces menor, al menos aproximadamente 50 veces menor, al menos
aproximadamente 100 veces menor, y al menos aproximadamente 200 veces menor. Normalmente, un aptamero
tendré entre aproximadamente 15 y aproximadamente 200 nucleétidos de longitud. Mas cominmente, un aptdmero
tendré entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucleétidos de longitud.

Los aptameros que pueden incorporarse como parte del ribointerruptor pueden ser un aptamero de origen natural,
o modificaciones del mismo, o aptdmeros disefiados de novo y/o cribados mediante evolucién sistémica de los
ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX) u otros métodos de cribado. Entre los ejemplos de aptdmeros
que se unen a ligandos de moléculas pequefias se incluyen, aunque no de forma limitativa, teofilina, dopamina,
sulforodamina B, celobiosa, kanamicina A, lividomicina, tobramicina, neomicina B, viomicina, cloranfenicol,
estreptomicina, citocinas, moléculas de la superficie celular y metabolitos. Para una revisién de los aptameros que
reconocen moléculas pequefias, véase, por ejemplo, Famulok, Science 9:324-9 (1999) y McKeague, M. & DeRosa,
M.C. J. Nuc.- Aci. 2012. En otra realizacién, el aptdmero es un polinucleétido complementario.

Métodos de identificacién de aptamero/ligando

En una realizacion, el aptamero esta disefiado para unirse, en particular, a un ligando de molécula pequefia. En el
documento WO/2018/025085 se divulgan métodos para disefiar y seleccionar aptdmeros que se unen a ligandos
particulares. Se incluyen otros métodos para el cribado de aptdmeros, por ejemplo, SELEX. Los métodos para
disefiar aptameros que se unen selectivamente a una molécula pequefia mediante SELEX se divulgan en, por
ejemplo, las patentes de EE. UU. N.° 5.475.096, 5.270.163, y Abdullah Ozer, et al. Nuc. Aci. 2014. Las
modificaciones del proceso SELEX se describen en las patentes de EE. UU. N.° 5.580.737 y 5.567.588.

Las técnicas de seleccion para identificar aptameros suelen implicar la preparaciéon de un gran conjunto de
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moléculas de ADN o ARN de la longitud deseada que contengan una regidén aleatorizada o mutagenizada. Por
ejemplo, un conjunto de oligonucleétidos para la seleccién de aptdmeros podria contener una regién de 20-100
nucleétidos aleatorizados flanqueada por regiones de secuencia definida de aproximadamente 15-25 nucleétidos
de longitud y utiles para la unién de cebadores de PCR. El conjunto de oligonucleétidos se amplifica utilizando
técnicas convencionales de PCR, u otros medios que permitan la amplificacién de secuencias seleccionadas de
acido nucleico. El conjunto de ADN puede transcribirse in vitro para producir un conjunto de transcritos de ARN
cuando se desee un aptamero de ARN. El conjunto de oligonucleétidos de ARN o ADN se somete, a continuacién,
a una seleccién basada en su capacidad para unirse especificamente al ligando deseado. Las técnicas de
seleccién incluyen, por ejemplo, cromatografia de afinidad, aunque puede utilizarse cualquier protocolo que permita
la seleccion de acidos nucleicos basada en su capacidad de unirse especificamente a otra molécula. Las técnicas
de seleccién para identificar aptameros que se unen a moléculas pequefias y funcionan dentro de una célula
pueden implicar métodos de cribado basados en células. En el caso de la cromatografia de afinidad, los
oligonucleétidos se ponen en contacto con el ligando diana que se ha inmovilizado en un sustrato en una columna
o en perlas magnéticas. El oligonucleétido se selecciona preferentemente para la unién del ligando en presencia
de concentraciones salinas, temperaturas y otras condiciones que imitan las condiciones fisiolégicas normales.
Los oligonucleétidos del conjunto que se unen al ligando quedan retenidos en la columna o perla, y las secuencias
que no se unen son lavadas. A continuacién, los oligonucleétidos que se unen al ligando se amplifican (tras la
transcripcién inversa si se han utilizado transcritos de ARN) mediante PCR (normalmente tras la elucién). El
proceso de seleccion se repite en las secuencias seleccionadas durante un total de aproximadamente tres a diez
rondas iterativas del procedimiento de seleccidén. A continuacién, se amplifican los oligonucledtidos resultantes, se
clonan y se secuencian usando procedimientos convencionales para identificar las secuencias de los
oligonucleétidos capaces de unirse al ligando diana. Una vez identificada una secuencia de aptamero, el aptamero
puede optimizarse alin mas realizando rondas adicionales de seleccidn a partir de un conjunto de oligonucleétidos
que comprenden una secuencia de aptamero mutagenizada.

El cribado de aptameros in vivo puede usarse tras una o mas rondas de seleccién in vitro (por ejemplo, SELEX).
Por ejemplo, Konig, J. et al.(RNA. 2007, 13(4):614-622) describen la combinacién de SELEX y un sistema de tres
hibridos de levadura para la seleccién in vivo de aptameros.

Genes diana

El casete de regulacién génica de la presente invencién es una plataforma que puede usarse para regular la
expresioén de cualquier gen diana que pueda expresarse en una célula diana, tejido u organismo con un ARNm que
esta poliadenilado. La expresién "gen diana" se refiere a un polinucleétido que se introduce en una célula y es
capaz de transcribirse en ARN y traducirse y/o expresarse en condiciones adecuadas. Como alternativa, el gen
diana es endbgeno a la célula diana, y el casete de regulacién génica de la presente invencién se sitia en la UTR
3' del gen diana. Un ejemplo de gen diana es un polinucleétido que codifica un polipéptido terapéutico. En una
realizacién, el gen diana es exégeno a la célula en la que se va a transcribir la construccién de ADN recombinante.
En otra realizacién, el gen diana es enddgeno a la célula en la que se va a transcribir la construccién de ADN
recombinante.

El gen diana de acuerdo con la presente invencién puede ser un gen que codifica una proteina. El gen diana puede
ser, por ejemplo, un gen que codifica una proteina estructural, una enzima, una proteina de sefializacién celular,
una proteina mitocondrial, una proteina de dedo de cinc, una hormona, una proteina de transporte, un factor de
crecimiento, una citocina, una proteina intracelular, una proteina extracelular, una proteina transmembrana, una
proteina citoplasmatica, una proteina nuclear, una molécula receptora, una proteina de unién a ARN, una proteina
de unién a ADN, un factor de transcripcién, maquinaria de traduccién, una proteina de canal, una proteina motora,
una molécula de adhesion celular, una proteina mitocondrial, una enzima metabdlica, una cinasa, una fosfatasa,
factores de cambio, una proteina chaperona y moduladores de cualquiera de las mismas. En las realizaciones, el
gen diana codifica la eritropoyetina (Epo), la hormona de crecimiento humana (hGH), las nucleasas efectoras de
tipo activador transcripcional (TALEN), insulina humana, la proteina 9 asociada a CRISPR (cas9), o una
inmunoglobulina (o parte de la misma), incluyendo, por ejemplo, un anticuerpo terapéutico.

Construcciones de expresion

La presente invencién contempla el uso de un vector recombinante para su introduccién en células diana, in vitro
0 ex vivo, de un polinucleétido que codifica un gen diana y contiene un casete de regulacién génica descrito en el
presente documento. En muchas realizaciones, la construccién de ADN recombinante de esta invencion incluye
elementos de ADN adicionales que incluyen segmentos de ADN que permiten la replicaciéon del ADN en una célula
hospedadora y la expresién del gen diana en dicha célula a niveles adecuados. El experto sabe que las secuencias
de control de la expresién (promotores, potenciadores y similares) se seleccionan en funcién de su capacidad para
promover la expresién del gen diana en la célula diana. "Vector" significa un pldsmido recombinante, cromosoma
artificial de levadura (YAC), minicromosoma, minicirculo de ADN o virus (incluidas las secuencias derivadas de
virus) que comprende un polinucledtido que debe administrarse a una célula hospedadora, ya sea in vitro o in vivo.
En una realizacién, el vector recombinante es un vector virico o una combinacién de multiples vectores viricos.
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En la técnica se conocen vectores viricos para la expresién mediada por aptameros de un gen diana en una célula
diana, tejido u organismo e incluyen vectores adenoviricos (AV), vectores de virus adenoasociado (AAV), vectores
retroviricos y lentiviricos, y vectores del Herpes simplex tipo 1 (HSV1).

Los vectores adenoviricos incluyen, por ejemplo, los basados en el adenovirus humano de tipo 2 y el adenovirus
humano de tipo 5 cuya replicacién se ha hecho defectuosa mediante deleciones en las regiones E1 y E3. El casete
transcripcional puede insertarse en la regién E1, obteniendo un vector AV recombinante E1/E3 sometido a
delecién. Los vectores adenoviricos también incluyen vectores adenoviricos de alta capacidad dependientes de
ayudante (también conocidos como vectores de alta capacidad, "gutless" o "gutted"), que no contienen secuencias
codificantes viricas. Estos vectores, contienen los elementos cis necesarios para la replicacién y el empaquetado
del ADN virico, principalmente las secuencias de repeticién terminal invertida (ITR) y la sefial de empaquetado (V).
Estos genomas de vectores AV dependientes de ayudantes tienen el potencial de transportar desde unos pocos
cientos de pares de bases hasta aproximadamente 36 kb de ADN extrafio.

Los vectores de virus adenoasociados recombinantes "rAAV" incluyen cualquier vector derivado de cualquier
serotipo de virus adenoasociado, incluyendo, sin limitacién, AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 AAV-7 y AAV-
8, AAV-9, AAV-10 y similares. Los vectores rAAV pueden tener uno o mas de los genes AAV de tipo salvaje
sometidos a delecién total o parcialmente, preferentemente los genes de Rep y/o Cap, pero conservan las
secuencias de flanqueo funcional ITR. Se conservan las secuencias ITR funcionales para el rescate, la replicacién,
el empaquetado y la posible integracion cromosémica del genoma del AAV. Las ITR no necesitan ser las
secuencias de nucleétidos de tipo salvaje, y pueden estar alteradas (por ejemplo, mediante la insercién, delecién
o sustitucién de nucleétidos) siempre que las secuencias permitan el rescate funcional, la replicacién y el
empagquetado.

Como alternativa, otros sistemas tales como los vectores lentiviricos pueden usarse en realizaciones de la
invencién. Los sistemas basados en lentiviricos pueden transducir tanto células que no se dividen como células
que se dividen, lo que los hace Utiles para aplicaciones dirigidas, por ejemplo, las células no divididas del SNC.
Los vectores lentiviricos se derivan del virus de la inmunodeficiencia humana y, como ese virus, se integran en el
genoma del hospedador, lo que proporciona la posibilidad de una expresiéon génica a largo plazo.

Los polinucledtidos, incluidos los plasmidos, YAC, minicromosomas y minicirculos, que portan el gen diana que
contiene el casete de regulacién génica también puede introducirse en una célula u organismo mediante sistemas
de vectores no viricos utilizando, por ejemplo, lipidos catiénicos, polimeros, o ambos, como portadores. También
pueden usarse sistemas de polimeros conjugados de poli-L-lisina (PLL) y polietilenimina (PEI) para administrar el
vector a las células. Otros métodos para administrar el vector a las células incluyen la inyecciéon hidrodindmica y la
electroporacién, asi como el uso de ultrasonidos, tanto para cultivos celulares como para organismos. Para una
revisién de los sistemas viricos y no viricos de administracién para la administracién génica, véase Nayerossadat,
N. et al. (Adv. Biomed. Res. 2012; 1:27).

Métodos para modular la expresiéon de un gen diana

En un aspecto, esta invencién proporciona un método para modular la expresién de un gen diana (por ejemplo, un
gen terapéutico), mediante (a) la insercién de uno o mas casetes de polinucleétido de regulacién génica de la
presente invencién en la UTR 3' de un gen diana; (b) introducir el gen diana que comprende el casete de regulacién
génica en una célula in vitro o ex vivo y (c) exponer la célula a un ligando que se une al aptamero. En una
realizacién, el ligando es una molécula pequefia. En algunos aspectos, la expresién del gen diana en las células
diana confiere una propiedad deseada a una célula en la que se introdujo, o conduce de otro modo a un resultado
terapéutico deseado. Las células diana son células eucariotas, por ejemplo, células de mamiferos. En las
realizaciones, las células diana son células humanas procedentes de un tejido diana, incluyendo, por ejemplo,
adiposo, sistema nervioso central (SNC), musculo, cardiaco, ocular, hepatico y similares.

En una realizacion, se insertan uno o més casetes de regulaciéon génica en la regién 3' no traducida del gen diana.
En una realizacién, se inserta un Unico casete de regulacién génica en la UTR 3' de un gen diana. En una
realizacién, se insertan dos ribointerruptores en la regién 3' no traducida del gen diana, en donde la horquilla
efectora del primer ribointerruptor comprende toda o parte de la sefial de poliadenilacién AATAAA (o ATTAA)y la
horquilla efectora del segundo ribointerruptor comprende todo o parte del elemento en direccién 3' (DSE).

En una realizaciéon, cuando se insertan multiples casetes de regulacién génica en un gen diana, cada uno de ellos
puede contener el mismo aptdmero de modo que pueda usarse un Unico ligando para modular la expresién del
gen diana. En otras realizaciones, cuando se insertan multiples casetes de regulacién génica en un gen diana,
cada uno de ellos puede contener un aptamero diferente, de modo que la exposicién a mltiples ligandos de
moléculas pequefias modula la expresién del gen diana.

El casete de polinucleétido de la presente invencién puede usarse junto con otros mecanismos para la regulacién
de la expresién del gen diana. En una realizacién, un casete de polinucleétido de la presente invencién se usa
junto con un casete de regulacién génica que modula la expresidén del gen diana mediante la regulacién mediada
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por aptameros del corte y empalme alternativo, como se describe en el documento WO 2016/126747. La presente
invencién también puede combinarse con las construcciones de polinucledtido y los métodos descritos en
PCT/US2017/016303 y PCT/US1207/016279.

Usos médicos y composiciones farmacéuticas

Un aspecto de la invencién proporciona el casete de polinucleétido o vector descrito en el presente documento
para su uso en un método de regulacién del nivel de una proteina terapéutica administrada mediante terapia génica.
En esta realizacién, el "gen diana" puede codificar la proteina terapéutica. El "gen diana" puede codificar una
proteina enddgena o exégena a la célula.

La secuencia génica terapéutica que contiene el casete regulador con el ribointerruptor dirigido por aptdmeros se
administra a las células diana /n vitro o ex vivo, por ejemplo, por un vector. La especificidad celular del "gen diana"
puede estar controlada por el promotor u otros elementos dentro del vector. La administracién de la construccién
de vector que contiene el gen diana y el casete de polinucleétido, y la transfeccién de los tejidos diana que resulta
en una transfeccidén estable del gen diana regulado, suele ser el primer paso en la produccién de la proteina
terapéutica.

Sin embargo, debido a la presencia del casete regulador dentro de la secuencia del gen diana, el gen diana no se
expresa a niveles significativos (o se expresa a niveles mas bajos), es decir, se encuentra en "estado desactivado”
en ausencia del ligando especifico que se une al aptdmero contenido dentro del ribointerruptor de casete
reguladora. Sélo cuando se administra el ligando especifico del aptdmero (o estd presente de otro modo en
cantidades suficientes) se activa o aumenta la expresion del gen diana.

La administracién de la construcciéon de vector que contiene el gen diana con el casete de polinucleétido y la
administracién del ligando activador generalmente estan separadas en el tiempo. La administracién del ligando
activador controlara cuando se expresa el gen diana, asi como el nivel de expresién de proteinas. El ligando puede
suministrarse por diversas vias, que incluyen, aunque no de forma limitativa, oral, intramuscular (IM), intravenosa
(IV), intraocular o tépica.

El momento de administracién del ligando dependera del requisito de activacién del gen diana. Por ejemplo, si la
proteina terapéutica codificada por el gen diana se requiere constantemente, un ligando oral de molécula pequefia
puede administrarse diariamente o varias veces al dia, para garantizar la activacién continua del gen diana y, por
tanto, la expresién continua de la proteina terapéutica. Si el gen diana tiene un efecto prolongado, el ligando
inductor puede dosificarse con menor frecuencia.

Esta invencién permite controlar temporalmente la expresion del transgén terapéutico, de una manera determinada
por la dosificacién temporal del ligando especifico del aptamero dentro del ribointerruptor del casete de
polinucleétido regulador. El aumento de la expresién del transgén terapéutico sélo sobre la administracién del
ligando aumenta la seguridad de un tratamiento de terapia génica al permitir que el gen diana esté desactivado en
ausencia del ligando.

Se pueden usar diferentes aptdmeros para permitir que diferentes ligandos activen los genes diana. En
determinadas realizaciones de la invencién, cada gen terapéutico que contenga un casete regulador tendra un
aptamero especifico dentro del casete que seré activado por una molécula pequefia especifica. Esto significa que
cada gen terapéutico sélo puede ser activado por el ligando especifico del aptamero alojado dentro del mismo. En
estas realizaciones, cada ligando sélo activara un gen terapéutico. Esto permite la posibilidad de que varios "genes
diana" diferentes puedan ser administrados a un individuo y que cada uno se active en la administracién del ligando
especifico para el aptdmero contenido dentro del casete regulador alojado en cada gen diana.

Esta invencion permite que cualquier proteina terapéutica cuyo gen se pueda administrar al cuerpo (tal como la
eritropoyetina (EPO) o un anticuerpo terapéutico) sea producida por el cuerpo cuando se administra el ligando
activador. Este método de administracién de proteinas terapéuticas puede sustituir a la fabricacién de dichas
proteinas terapéuticas fuera del cuerpo que luego se inyectan o infunden, por ejemplo, anticuerpos utilizados en el
cancer o para bloquear enfermedades inflamatorias o autoinmunes. El cuerpo que contiene el gen diana regulado
se convierte en la fabrica de fabricacién de compuestos biolégicos, que se activa cuando se administra el ligando
especifico del gen.

Los niveles y el momento de dosificacién de una proteina terapéutica pueden ser importantes para el efecto
terapéutico. Por ejemplo, en la administracién de AVASTIN (anticuerpo anti-VEGF) contra el cancer. La presente
invencién aumenta la facilidad de dosificacién en respuesta a la monitorizacién de los niveles y efectos terapéuticos
de las proteinas.

En una realizacién, el gen diana puede codificar una nucleasa que puede dirigirse y editar una secuencia de ADN

particular. Dichas nucleasas incluyen la Cas9, nucleasas con dedos de zinc o TALEN. En el caso de estas
nucleasas, la proteina nucleasa puede ser necesaria s6lo durante un corto periodo de tiempo que es suficiente
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para editar los genes endégenos diana. Sin embargo, si se administra en el cuerpo un gen de nucleasa no regulado,
esta proteina puede estar presente durante el resto de la vida de la célula. En el caso de las nucleasas, existe un
riesgo creciente de edicién no deseada cuanto més tiempo esté presente la nucleasa. La regulacién de la expresion
de tales proteinas tiene una importante ventaja en materia de seguridad. En este caso, el vector que contiene el
gen diana de la nucleasa con un casete regulador podria administrarse a las células apropiadas del cuerpo. El gen
diana se encuentra en estado "desactivado" en ausencia del ligando especifico del casete, por lo que no se produce
nucleasa. Sélo cuando se administra el ligando activador, se produce la nucleasa. Cuando haya transcurrido el
tiempo suficiente para que se produzca la edicién, el ligando se retirara y no se volvera a administrar. Por tanto, el
gen de la nucleasa se encuentra a partir de entonces en estado "desactivado" y no se produce mas nucleasa, por
lo que la edicién se para. Este planteamiento puede usarse para corregir las condiciones genéticas, incluyendo
una serie de retinopatias hereditarias tales como la LCA10 causada por mutaciones en CEP290 y la enfermedad
de Stargardt causada por mutaciones en ABCA4.

La administracién de un gen diana regulado que codifica una proteina terapéutica que se activa sélo con la
administracién de un ligando especifico puede usarse para regular genes terapéuticos con el fin de tratar muchos
tipos diferentes de enfermedades, por ejemplo, cancer con anticuerpos terapéuticos, trastornos inmunitarios con
proteinas inmunomoduladoras o anticuerpos, enfermedades metabélicas, enfermedades raras tales como la HPN
con anticuerpos anti-C5 o fragmentos de anticuerpos como gen regulado, o la angiogénesis ocular con anticuerpos
terapéuticos, y la DMAE seca con proteinas inmunomoduladoras.

Una amplia diversidad de genes diana especificos, que permiten el tratamiento de una amplia diversidad de
enfermedades y afecciones especificas, son adecuados para su uso en la presente invencién. Por ejemplo, la
insulina o un analogo de la insulina (preferentemente insulina humana o un analogo de la insulina humana) puede
usarse como gen diana para tratar la diabetes de tipo |, la diabetes tipo Il o el sindrome metabdlico; la hormona de
crecimiento humana puede usarse como gen diana para tratar a nifios con trastornos del crecimiento o adultos con
deficiencia de la hormona de crecimiento; la eritropoyetina (preferentemente eritropoyetina humana) puede usarse
como gen diana para tratar la anemia debida a la enfermedad renal crénica, la anemia debida a mielodisplasia o
la anemia debida a quimioterapia contra el cancer.

La presente invencién puede ser especialmente adecuada para tratar enfermedades causadas por defectos de un
solo gen, tales como la fibrosis quistica, hemofilia, distrofia muscular, talasemia o anemia de células falciformes.
Por tanto, la B-, y-, 8- o -globina humana puede usarse como gen diana para tratar la -talasemia o la anemia de
células falciformes; el Factor VIIl o el Factor IX humanos pueden usarse como gen diana para tratar la hemofilia A
o la hemofilia B.

Los ligandos utilizados en la presente invencidn se combinan generalmente con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables para formar composiciones farmacéuticas adecuadas para su administracién a un
paciente. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen disolventes, aglutinantes, diluyentes,
disgregantes, lubricantes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes
isoténicos y retardantes de la absorciéon y similares, de uso general en las técnicas farmacéuticas. Las
composiciones farmacéuticas pueden estar en la forma de comprimidos, pildoras, capsulas, troches y similares, y
estan formuladas para ser compatibles con su via de administracién prevista. Los ejemplos de las vias de
administracién incluyen parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica, intranasal, subcuténea, oral, inhalacién,
transdérmica (tépica), transmucosa y rectal.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden ligandos se administran a un paciente en un programa de
dosificacién de modo que se administra al paciente una cantidad de ligando suficiente para regular de forma
deseable el gen diana. Cuando el ligando es una molécula pequefia y la forma farmacéutica es un comprimido,
capsula o similar, preferentemente, la composicién farmacéutica comprende desde 0,1 mg hasta 10 g de ligando;
desde 0,5 mg hasta 5 g de ligando; desde 1 mg hasta 1 g de ligando; desde 2 mg hasta 750 mg de ligando; desde
5 mg hasta 500 mg de ligando; o desde 10 mg hasta 250 mg de ligando.

Las composiciones farmacéuticas pueden dosificarse una vez al dia o mdltiples veces al dia (por ejemplo, 2, 3, 4,
5 o mas veces al dia). Como alternativa, las composiciones farmacéuticas pueden dosificarse con menos
frecuencia que una vez al dia, por ejemplo, una vez cada 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 0 14 dias, o0 una vez
al mes o una vez cada varios meses. En algunas realizaciones de la invencién, las composiciones farmacéuticas
pueden administrarse a un paciente sélo un pequefio nimero de veces, por ejemplo, una vez, dos veces, tres
veces, etc.

La presente invencién proporciona un uso del casete de polinucleétido o vector descrito en el presente documento
para su uso en un método de tratamiento de un paciente que necesita la expresién regulada de una proteina
terapéutica codificada por un gen diana. El método comprende administrar al paciente una composicién
farmacéutica que comprende un ligando para un aptamero, cuando al paciente se le haya administrado
previamente un vector recombinante que comprende el gen diana, donde el gen diana contiene un casete de
regulacién génica de la presente invencién que proporciona la capacidad de regular la expresién del gen diana
mediante el ligando del aptamero a través de la accesibilidad de una o mas sefiales de poliadenilacién. La
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administracién del ligando aumenta la expresién de la proteina terapéutica.
Articulos de fabricacién y kits

También se describen en el presente documento kits o articulos de fabricacién para su uso en los métodos
descritos en el presente documento. Los kits pueden comprender las composiciones del presente documento (por
ejemplo, para composiciones para la administracién de un vector que comprende el gen diana que contiene el
casete de regulacién génica) en un envasado adecuado. Los envases adecuados para las composiciones (como
las composiciones oculares para inyeccién) descritas en el presente documento son conocidos en la técnica, e
incluyen, por ejemplo, viales (tales como viales sellados), recipientes, ampollas, botellas, frascos, envases flexibles
(por ejemplo, Mylar sellado o bolsas de plastico) y similares. Estos articulos de fabricacién pueden ademas
esterilizarse y/o sellarse.

La presente divulgacién también describe kits que comprenden composiciones descritas en el presente documento
y que ademés pueden comprender instrucciones de uso de la composicion, tales como usos descritos en el
presente documento. Los kits descritos en el presente documento pueden incluir ademés otros materiales
deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas,
jeringas y prospectos con instrucciones para llevar a cabo la administracién, incluyendo, por ejemplo, cualquiera
de los métodos descritos en el presente documento. Por ejemplo, el kit puede comprender rAAV para la expresién
del gen diana que comprende el casete de regulacién génica de la presente invencién, un vehiculo
farmacéuticamente aceptable apto para inyeccién, y uno o0 méas de: un tampén, un diluyente, un filtro, una aguja,
una jeringa y un prospecto con instrucciones para realizar las inyecciones. El kit puede ser adecuado para inyeccion
intraocular, inyeccién intramuscular, inyeccién intravenosa y similares.

"Homologia" y "hombélogo", como se usan en el presente documento, se refieren al porcentaje de identidad entre
dos secuencias polinucleotidicas o entre dos secuencias polipeptidicas. La correspondencia entre una secuencia
y otra puede determinarse mediante técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, la homologia puede
determinarse mediante una comparacion directa de dos moléculas polipeptidicas alineando la informacién de la
secuencia y utilizando programas informaticos facilmente disponibles. Dos secuencias polinucleotidicas o dos
secuencias polipeptidicas son "sustancialmente homéblogas" entre si cuando, tras una alineacién 6ptima con las
inserciones o supresiones adecuadas, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %,
al menos aproximadamente el 90 %, y al menos aproximadamente el 95 % de los nucle6tidos o aminoécidos,
respectivamente, coinciden en una longitud definida de las moléculas, segun se determiné usando los métodos
anteriores.

"Porcentaje de identidad de secuencia" con respecto a una secuencia polipeptidica o de é&cido nucleico de
referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos o nucleétidos de una secuencia candidata que
son idénticos a los residuos de aminoécidos o nucleétidos de la secuencia polipeptidica o de &cido nucleico de
referencia, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje
de identidad de secuencia. La alineacién para determinar el porcentaje de identidad de secuencias de aminoécidos
0 acidos nucleicos puede lograrse de formas conocidas por los expertos, por ejemplo, utilizando programas
informaticos de acceso publico, incluido el programa informético BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR).

La expresién "acido nucleico" o el término "polinucleétido" como se usan en el presente documento se refieren a
una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos. Por
tanto, este término incluye, aunque no de forma limitativa, ADN o ARN mono, bi o multicatenario, ADN gendmico,
ADNc, hibridos de ADN-ARN o un polimero que comprende bases de purina y pirimidina u otras bases de
nucleétidos naturales, modificadas quimica o bioquimicamente, no naturales o derivatizadas.

"Heterblogo" o "ex6geno” quiere decir que se deriva de una entidad genotipicamente distinta de la del resto de la
entidad con la que se compara o en la que se introduce o incorpora. Por ejemplo, un polinucleétido introducido
mediante técnicas de ingenieria genética en un tipo de célula diferente es un polinucleétido heterélogo (y, cuando
se expresa, puede codificar un polipéptido heterélogo). De forma similar, una secuencia celular (por ejemplo, un
gen o una porcién del mismo) que se incorpora a un vector virico es una secuencia de nucleétidos heteréloga con
respecto al vector.

Se entiende y se espera que un experto en la materia pueda realizar variaciones en los principios de la invencién
divulgados en el presente documento. Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencién, no deben
interpretarse como limitativos del alcance de la invencién de ninguna manera.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Regulacién de la expresiéon de genes diana mediante la modulacién mediada por aptdmeros de la
accesibilidad del elemento sefial de poliA AATAAA

Procedimiento experimental:

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3024 480 T3

Construcciones de plasmido: el gen de EGFP del vector pEGFP-C1 (Clontech) se sustituy6é por la secuencia
codificadora del gen de la luciferasa de luciérnaga para generar el vector pFLuc-SV40 que contiene la secuencia
sefial de poliadenilacién temprana del SV40. Se sintetizaron (IDT) un segmento de ADN que contenia secuencias
para el aptdmero de xpt-guanina, una estructura horquilla efectora y secuencias de poliA tempranas del SV40. Los
fragmentos de ADN sintetizados se digirieron con las enzimas de restriccién Hpal y Mlul y se clonaron en pFLuc-
SV40 digerido con Hpal y Mlul. Las secuencias de la construccién se verificaron mediante secuenciacién del ADN
(Genewiz).

Transfeccién y tratamiento con ligando del aptamero: se sembraron 3,5 x 104 células HEK 293 en una placa de
fondo plano de 96 pocillos el dia anterior a la transfeccion. Se afiadié ADN plasmidico (500 ng) a un tubo o a una
placa de 96 pocillos con fondo en U. Por separado, se afiadié reactivo TransIT-293 (Mirus; 1,4 ul) a 50 pl de medio
opti-mem | (Life Technologies), y se dej6 reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente ("TA"). A continuacion,
se afiadieron 50 pl de este reactivo de transfeccién diluido al ADN, se mezclaron y se incubaron a TA durante 20
minutos. Por Ultimo, se afiadieron 7 pl de esta solucién a un pocillo de células en una placa de 96 pocillos. Cuatro
horas después de la transfeccién, se aspird el medio y se afiadié medio nuevo con (i) DMSO (0,5 %) o 500 uM de
guanosina; o (i) NaOH (2 mM) como disolvente control 0 500 upM de guanina. El coeficiente de induccidn se expresé
como el cociente de la actividad de la luciferasa obtenida en presencia del ligando del aptamero dividido por el
valor obtenido en ausencia del ligando del aptdmero.

Ensayo de luciferasa de luciérnaga en células cultivadas: Veinticuatro horas después del cambio de medio, las
placas se sacaron de la incubadora y se equilibraron a temperatura ambiente durante varios minutos en una mesa
de laboratorio, a continuacién, se aspird. Se afiadié tampén de glo-lisis (Promega, 100 pl, TA) y se dejaron las
placas a TA durante al menos 5 minutos. A continuacién, el contenido de los pocillos se mezclé mediante trituracién
de 50 pl, y 20 ul de cada muestra se mezclaron con 20 Jl de reactivo bright-glo (Promega) que se habia diluido al
10 % en tampén de glo-lisis. Se espaciaron 96 pocillos en una placa blanca opaca de 384 pocillos. Tras una
incubacién de 5 minutos a TA, la luminiscencia se midié utilizando una maquina Tecan con un tiempo de lectura
de 500 ms. La actividad de la luciferasa se expresé como la media de la unidad de luz relativa (RLU)*DE.

Transfecciéon y medicion de la fluorescencia de la GFP: se colocaron 3,5 x 104 células HEK 293 en una placa de
fondo plano de 96 pocillos el dia anterior a la transfeccion. Se afiadié ADN plasmidico (500 ng) a un tubo o a una
placa de 96 pocillos con fondo en U. Por separado, se afiadié reactivo TransIT-293 (Mirus; 1,4 ul) a 50 pl de medio
Opti-mem | (Life Technologies) y se dejé reposar durante 5 minutos a TA. A continuacién, se afiadieron 50 pl de
este reactivo de transfeccién diluido al ADN, se mezclaron y se incubaron a TA durante 20 minutos. Por ultimo, se
afladieron 7 pl de esta solucién a un pocillo de células en una placa de 96 pocillos. La intensidad de fluorescencia
de la GFP se midié mediante un lector de placas Tecan, usando la longitud de onda de excitacién a 484 nm,
Longitud de onda de emisién a 510 nm y ancho de banda de excitacién a 5 nm. La intensidad de fluorescencia
GFP se expres6 como el valor generado por las construcciones GFP restado por el valor generado por las células
sin transfeccién.

Resultados:

La cola poliadenilada del extremo 3' del ARNm desempefia un papel importante en la estabilidad del ARNm, la
exportacién nuclear y la eficacia de la traduccién. Para regular el proceso de poliadenilaciéon del preARNm y de
este modo regular la expresion del gen diana, se desarrollaron estrategias que modulan la accesibilidad de los
elementos de secuencia de poliadenilacion AATAAA (o sus variantes cercanas) o el elemento de secuencia en
direccién 3' (DSE) ricoen T o GT.

En una estrategia (estrategia 1), como se ilustra en las Figuras 1a y 1b, una estructura horquilla (la horquilla
efectora), en la que el elemento de la secuencia sefial de poliadenilacién AATAAA esta incrustado en el tallo de la
estructura que forma la horquilla (la horquilla efectora). El extremo 3' de un aptdmero se unié al extremo 5' de esta
estructura formadora de horquilla, por un brazo del tallo compartido que contiene secuencia complementaria a una
parte del brazo del tallo 5' del aptamero y complementaria a una parte del brazo del tallo 3' de la horquilla efectora
(véase, por ejemplo, Figuras 1a y 1b). En esta configuracién, en ausencia del ligando del aptamero, la estructura
horquilla secuestra el elemento AATAAA, suprimiendo de este modo la poliadenilacién y la expresién génica. Sin
embargo, en presencia del ligando del aptamero, la unién aptamero/ligando da lugar a la formacién del tallo del
aptamero P1, alterando de este modo la estructura horquilla, lo que conduce a la liberacién del elemento AATAAA
desde su secuestro y a la posterior expresién génica. Por tanto, esta configuracién de elementos genéticos crea
ribointerruptor activado ("on-riboswitch") sensible a ligando del aptamero.

Esta estrategia se probd utilizando un aptdmero de xpt-guanina con la secuencia de poliA temprana del SV40, en
donde se demostré que la secuencia en direcciéon 5' del elemento AATAAA en la UTR 3' del SV40 es indispensable
para la poliadenilacién. Mediante esta estrategia, se generaron 4 construcciones, ATA_Gua_1a 4 (SEQ ID NO: 1-
4), cada una de las cuales tenia la misma secuencia aptdmera de xpt-guanina unida al extremo 5' de la estructura
horquilla y el elemento de secuencia AATAAA incrustado en el tallo de la estructura horquilla. Racionalizamos que
la longitud y la composicién de la secuencia para el tallo de la estructura horquilla pueden afectar a la estabilidad
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de la estructura horquilla, por tanto, la disponibilidad del elemento AATAAA secuestrado para la expresién génica.
Por lo tanto, se crearon tallos de 9, 10, 12 y 14 pares de bases (pb), respectivamente, en cada una de las
construcciones. El tallo del aptamero P1 era de 8 pb. Como se muestra en la Figura 1c, en ausencia del ligando
del aptamero guanosina, la actividad luciferasa era aproximadamente similar en todas las construcciones, y menor
que en la construccién control pFLuc-SV40 (datos no mostrados), lo que indica que el elemento AATAAA estaba
siendo secuestrado por la estructura horquilla. Tras el tratamiento con guanosina, cada construccién mostré una
mayor actividad de la luciferasa en comparacién con las muestras tratadas con DMSO (control), con ATA_Gua_1
generando una induccién 6,7 veces mayor.

Estas construcciones se probaron utilizando guanina como ligando del aptdmero. Como se muestra en la Figura
1d, en ausencia de tratamiento con guanina, se redujo la expresién de nivel basal de la construccion ATA_Gua_1
a 4, con ATA_Gua_4 que tiene la expresion basal méas baja (16 % del vector de control pFLuc). Tras el tratamiento
con guanina, la expresién de la luciferasa aumenté en comparacién con las muestras sin guanina, generando una
induccién de aproximadamente 2,5 veces para todas las construcciones.

Estas construcciones de ribointerruptor (estrategia 1) también se usaron para regular la expresiéon de GFP. Las
construcciones ATA _Gua_2 y 4, que tienen una expresién de nivel basal relativamente inferior en el gen de la
luciferasa (Figura 1c, 1d), se usaron para generar las construcciones pEGFP_ATA_Gua_2 y 4. Como se muestra
en la Figura 1e, en ausencia de tratamiento con guanina, la expresién de GFP disminuye en comparacién con la
construccién pEGFP-C1. El tratamiento con guanina produjo un aumento de 1,5 y 1,6 veces en la expresién de
GFP (para las construcciones ATA_Gua_2y ATA_Gua_4, respectivamente). La construccidn control, sin embargo,
no tiene un aumento de la expresién de GFP en respuesta al tratamiento con guanina.

Estos datos demuestran que un ribointerruptor activado de mamifero sensible a ligando es eficaz para regular la
expresioén del gen diana modulando la accesibilidad de un elemento de secuencia sefial de poliadenilacién en una
estructura horquilla a través de un aptdmero adyacente. El coeficiente de induccién puede mejorarse disminuyendo
el nivel de expresion basal y aumentando la expresién inducida del gen diana de la construccién mediante la
optimizacién de la longitud y la secuencia del tallo del aptamero P1 y del tallo en la estructura horquilla efectora.
En esta configuracién probada de elementos genéticos, se usaron un aptdmero de guanina y la secuencia de poliA
temprana del SV40. Se pueden utilizar estrategias similares para generar ribointerruptores utilizando diversos
aptameros en la modulacién de diversas secuencias de poliA, incluidas secuencias sintéticas de poliA.

Ejemplo 2. Modulacién de la expresidén del gen diana mediante poliadenilacién mediada por aptamero/ligando a
través de la accesibilidad de un elemento de secuencia en direccién 3".

Procedimientos experimentales: como se describe en el Ejemplo 1.
Resultados:

Se desarrollé otra estrategia (estrategia 2) para modular la poliadenilacion mediante la modulacién de la
accesibilidad del elemento de secuencia en direccién 3' (DSE) rico en T o GT. En esta estrategia, como se ilustra
en la Figura 2a, se creé una estructura horquilla, en la que la secuencia DSE estaba incrustada en el tallo de la
estructura horquilla. Se unié una secuencia aptamera al extremo 3' de esta estructura horquilla seguida de la
secuencia complementaria del brazo 3' de la estructura horquilla. En esta configuracién, en ausencia del ligando
del aptamero, la estructura horquilla secuestra la secuencia DSE, inhibiendo la poliadenilacién y suprimiendo de
este modo la expresién génica. Sin embargo, en presencia del ligando del aptamero, la unién aptamero/ligando da
como resultado la formacién del tallo del aptamero P1, alterando la estructura horquilla efectora y liberando la
secuencia DSE de su secuestro, y permitiendo la expresién del gen. Por tanto, similar a la estrategia demostrada
en el Ejemplo 1, esta configuracién de elementos genéticos crea un ribointerruptor activado sensible a ligando del
aptamero.

Esta estrategia se probé utilizando el aptdmero de xpt-guanina con la secuencia de poliA temprana del SV40, en
donde la secuencia DSE, junto con el elemento AATAAA en la UTR 3' del SV40, se muestra como responsable de
la poliadenilacidén del preARNm. Mediante esta estrategia, se generaron 4 construcciones, DSE_Gua_1 a 4 (SEQ
ID NO: 5-8), cada una de las cuales tenia la misma secuencia aptamera de xpt-guanina unida al extremo 3' de la
estructura horquilla con la secuencia DSE incrustada en el tallo de la estructura horquilla. Racionalizamos que la
longitud y la composicién de la secuencia para el tallo de la estructura horquilla pueden afectar a la estabilidad de
la estructura horquilla, por tanto, la disponibilidad de la secuencia DSE secuestrada para la expresién génica. Por
lo tanto, se crearon tallos de 9, 10, 12 y 14 pares de bases (pb), respectivamente, en cada una de estas
construcciones. En estas construcciones se utilizé un tallo de aptdmero P1 de 8 pb 0 9 pb. Como se muestra en la
Figura 2b, en ausencia del ligando del aptamero guanosina, la actividad de la luciferasa fue aproximadamente
similar en las construcciones DSE_Gua_1 a 3, siendo DSE_Gua_4 la mas baja, inferior a la construccién control
pFLuc-SV40 (datos no mostrados), lo que indica que el elemento DSE fue secuestrado por la estructura horquilla
en ausencia del ligando del aptdmero. En cambio, tras el tratamiento con guanosina, cada construccién mostré
una mayor actividad de la luciferasa en comparacion con las muestras tratadas con DMSO, con DSE_Gua_2, por
ejemplo, generando una induccién 3,7 veces mayor.
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Estas construcciones también se probaron usando guanina como ligando del aptdmero. Como se muestra en la
Figura 2c, en ausencia de tratamiento con guanina, la actividad de la luciferasa disminuyé aproximadamente un
68 % en el caso de las construcciones DSE_Gua_1 a 3, y un 80 % en el caso de la construccién DSE_Gua_4, en
comparacién con la construccién control pFLuc. En presencia de guanina, la expresién de luciferasa aumenté
aproximadamente 2,4 veces en todas las construcciones en comparacién con las muestras sin tratamiento con
guanina. El coeficiente de induccién se puede mejorar ain mas reduciendo la expresion de nivel basal y
aumentando la expresion del gen inducido de la construccién mediante la optimizacién de la longitud y la secuencia
del tallo en la estructura horquilla, asi como para el tallo del aptamero P1. Estos datos demuestran ademas la
creacion de un ribointerruptor activado de mamifero sensible a ligando del aptdmero que regula la expresion génica
mediante la modulacién de la accesibilidad del elemento de secuencia de poliadenilacién a través de un aptamero.
En esta configuracidén probada de elementos genéticos, se usd un aptdmero de guanina y una secuencia de poliA
temprana del SV40. Pueden usarse estrategias similares para generar ribointerruptores que contengan diversos
aptameros en la modulacién de diversas secuencias de poliA, incluidas secuencias sintéticas de poliA.

Ejemplo 3. Uso de aptdmero de guanina para modular la accesibilidad de elementos sintéticos de secuencia de
poliA en la UTR 3'

Procedimiento experimental:

Construccién del plasmido: se sintetizaron (IDT) fragmentos de ADN que contenian secuencias de poliA sintética
(SPA) (Levitt, N. et al., Definition of an efficient synthetic poly(A) site, Genes & Development. 1989; 3:1019-1025),
o SPA de pGLuc-Basic_2 (NEB) denominado en el presente documento mtSPA, o aptdmero de xpt-guanina,
estructura horquilla y secuencias de poliA sintética. Los fragmentos de ADN sintetizados se digirieron con las
enzimas de restriccién Xhol y Nhel y se clonaron en la construccién Con8 digerida con Xhol y Xbal para generar
Con8-SPA (SEQ ID NO: 9), SPA_ATA_Gua (SEQ ID NO: 10), SPA_DSE_Gua (SEQ ID NO: 11), mtCon8-SPA
(SEQ ID NO: 12) y mtSPA_ATA_Gua (SEQ ID NO: 13). Las secuencias de la construccion se verificaron mediante
secuenciacion del ADN (Genewiz).

Transfeccion, tratamiento con ligando del aptdmero y ensayo de luciferasa en células cultivadas: como se describe
en el Ejemplo 1.

Resultados:

En los Ejemplos 1 y 2 se demuestra la regulacién de la expresién del gen diana mediante la modulacién mediada
por aptameros de la accesibilidad de la secuencia de poliA del SV40. La poliadenilacién modulada por aptdmeros,
se probd también usando una secuencia de poliA sintética (SPA). Utilizando la misma estrategia como se
demuestra el Ejemplo 1, la construccion SPA_ATA_Gua se generd con la secuencia aptdmera de xpt-guanina
unida al extremo 5' de la estructura horquilla y el elemento secuencial AATAAA de la secuencia de poliA sintética
incrustado en el tallo de la estructura horquilla. También se generé una construccién SPA_DSE_Gua utilizando la
misma estrategia demostrada en el Ejemplo 2. Como se muestra en la Figura 3, en ausencia de tratamiento con
guanina, la unién de la estructura horquilla y el aptdmero de xpt-guanina no dio como resultado una reduccién de
la actividad de la luciferasa en la construccién SPA_ATA_Gua, lo que sugiere un secuestro ineficaz en la horquilla
del elemento de secuencia AATAAA de la secuencia de poliA sintética. Para abordar esto, se usé otra secuencia
de SPA (mtSPA), que tiene 2 nt de diferencia, pero muestra una funcionalidad similar en comparacién con Con8-
SPA. Para fortalecer el tallo, se afiadieron 2 pares de bases GC en el tallo, junto con los 7 nt de la secuencia de
poliA y su secuencia complementaria, se gener6 un tallo de 9 pb. Con esta construccién mtSPA_ATA_Gua, la
expresioén de nivel basal de la actividad de la luciferasa disminuy6 en comparacién con mtCon8-SPA en ausencia
de tratamiento con guanina. En cambio, en presencia de tratamiento con guanina, la actividad de la luciferasa se
regulé por aumento ligeramente hasta 1,7 veces en comparacién con las muestras sin tratamiento con guanina.
Con la construccion SPA_DSE_Gua, la secuencia del aptdmero de xpt-guanina se ligd al extremo 3' de la estructura
horquilla con la secuencia DSE incrustada en el tallo de la estructura horquilla. Como se muestra en la Figura 3, el
tratamiento con guanina regulé por aumento la actividad de la luciferasa de la construccion SPA_DSE_Gua hasta
1,9 veces en comparacién con las muestras sin tratamiento con guanina. Estos resultados demuestran la
capacidad de regulacién de la expresién del gen diana mediante la modulacién de la accesibilidad de los elementos
de la secuencia de poliA.

Ejemplo 4. Modulacién de la secuencia de bucle de la estructura horquilla para mejorar la regulabilidad del
ribointerruptor basado en poliA

Procedimiento experimental: como se describe en el Ejemplo 1.
Resultados:
Con todas las construcciones que tienen aptdmeros y estructuras horquillas unidas a las secuencias de poliA de

los Ejemplos 1 y 2, la expresién de nivel basal de la luciferasa se reduce hasta un 20-45 % del vector control.
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Aunque el nivel inducido de expresién del gen diana alcanza como méaximo el 80 % de la construccidn control, la
expresiéon de nivel basal hace que el coeficiente de induccién sea inferior. Para reducir la expresién basal, las
estructuras horquilla pueden reforzarse o estabilizarse para secuestrar o bloquear eficazmente los elementos de
secuencia AATAAA o DSE en ausencia de la unién aptamero/ligando. Para reforzar la estabilidad de la estructura
de la horquilla, se comprobd el efecto de la composicién de la secuencia del bucle de la estructura horquilla sobre
la expresidn de nivel basal del gen de la luciferasa. La secuencia de bucle GAAA en ATA_Gua_1 se sustituyd por
una secuencia de bucle més estable TTCG (V.P. Antao, S. Y. Lai e |. Tinoco, A thermodynamic study of unusually
stable RNA and DNA hairpins. Nucleic Acids Research. 1991; 19(21):5901-5905), generando la construccién
Stbl_ATA _Gua_1 (SEQ ID NO: 14). Como se muestra en la Figura 4, comparando con ATA Gua_1,
Stbl_ATA_Gua_1 expresd una menor actividad de la luciferasa en ausencia de tratamiento con guanina, lo que
sugiere una mejora del secuestro de la sefial AATAAA. En cambio, en presencia de tratamiento con guanina, la
actividad de la luciferasa inducida para Stbl_ATA_Gua_1 fue similar a la de ATA_Gua_1, generando asi un mayor
coeficiente de induccion. Por el contrario, la construccién que contenia el bucle GAAT, gaat_ ATA_Gua_1 (SEQ ID
NO: 15), expresd un nivel basal de luciferasa superior al de ATA _Gua_1 o Stbl_ATA_Gua_1, generando un
coeficiente de induccién ligeramente inferior al de estas dos construcciones. Estos resultados indican que se puede
conseguir una regulacién mas estricta del gen diana modificando la estructura horquilla.

Ejemplo 5. Modulacién simultdnea de la accesibilidad de tanto AATAAA como DSE de la secuencia de poliA en
UTR 3'.

Procedimiento experimental:

Se sintetizé la secuencia que contenia los interruptores ATA_Gua_1y DSE_Gua_1 y se clond en un vector pFLuc
digerido con Hpal y Mlul para generar la construccién ATA_DSE_Gua (SEQ ID NO: 16).

Transfeccion y ensayo de luciferasa en células cultivadas: como se describe en el Ejemplo 1.
Resultados:

Una tercera estrategia para regular la expresién del gen diana (estrategia 3), como se ilustra en la Figura 5a, se
desarrollé combinando la estrategia 1 y la estrategia 2, modulando de este modo la accesibilidad de las secuencias
AATAAA y DSE simultdneamente. En esta configuraciéon, en ausencia del ligando del aptdmero, tanto las
secuencias AATAAA como las DSE son secuestradas por las estructuras horquilla, por lo que se suprime la
expresién génica. Cada estructura horquilla esta conectada a una secuencia aptamera que puede responder a la
misma o a diferentes moléculas ligando. El bloqueo simultaneo de ambos elementos esenciales de la secuencia
de poliA puede reducir el nivel basal de la expresién génica en ausencia del ligando o ligandos. En presencia del
ligando del aptdmero, la unién aptdmero/ligando facilita la formacién del tallo del aptamero P1, alterando las
estructuras horquilla y liberando las secuencias AATAAA y DSE de su secuestro. En esta configuracién, sélo puede
expresarse eficazmente cuando estén presentes los ligandos de ambos aptameros, permitiendo potencialmente
una regulacién mas estricta de la expresién del gen diana.

De hecho, como se muestra en la Figura 5b, en ausencia de tratamiento con guanina, el secuestro de las
secuencias AATAAA y DSE a través de las estructuras horquilla (ATA_DSE_Gua) redujo aln mas la expresidén de
luciferasa al 20 % de la construccidén control pFLuc, mientras que ATA_Gua_1 y DSE_Gua_1 se redujeron en un
45 % y un 35 %, respectivamente. En presencia de tratamiento con guanina, la actividad de la luciferasa se restaur6
aproximadamente 2,1 veces en la muestra ATA_DSE_Gua en comparacién con las muestras no tratadas, lo que
indica una regulacién génica mas estricta.

Ejemplo 6. Uso combinado de un ribointerruptor basado en poliA y un segundo ribointerruptor para mejorar la
regulabilidad del gen diana

Procedimiento experimental:

El casete de ribointerruptor G15 (véase los ejemplos 5y 8 y SEQ ID NO: 46 del documento WO 2016/126747) o
un casete control sin aptamero se cloné en pFLuc para generar pFLuc-G15 o pFLuc-Con1, usando la estrategia
de clonacién Golden Gate. Para generar la construccién pFLuc-G15_ATA_Gua, el fragmento que contenia el
aptamero de guanina, la estructura horquilla y las secuencias de poliA del SV40 se liberaron de la construccién
ATA_Gua_1 mediante la digestion con Hpal y Mlul y se clonaron en la construccién pFLuc-G15 digerida con las
mismas enzimas de restriccién.

Transfeccion y ensayo de luciferasa en células cultivadas: como se describe en el Ejemplo 1.

Resultados:

Las construcciones de expresién que contienen los ribointerruptores ATA_Gua y DSE_Gua tienen un grado de
expresién basal del gen diana. El uso combinado de estos interruptores con un segundo interruptor en tdndem
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puede reforzar la expresién basal y, por lo tanto, mejorar la regulabilidad de los genes.

Para demostrar esto, el ribointerruptor G15 se combiné con el ribointerruptor basado en poliA. El ribointerruptor
G15 se basa en un mecanismo de corte y empalme alternativo modulado por aptdmero de xpt-guanina y tiene
cierta expresién de nivel basal, que reduce el coeficiente de induccidén en respuesta al tratamiento con el ligando
del aptdmero guanina. Para reducir la expresiéon de nivel basal de la construccién pFLuc-G15, la secuencia de
poliA se sustituyé por ATA_Gua_1, generando la construccién pFLuc-G15-ATA_Gua (Figura 6a). Como se muestra
en la Figura 6b, en ausencia de ligando del aptamero (guanina), la expresién de nivel basal de luciferasa de pFLuc-
G15 se reduce sustancialmente en comparacién con la construccién control pFLuc-Con1. pFLuc-G15-ATA_Gua,
la construccidn con interruptores dobles, tiene una expresién de nivel basal ain més reducida en comparacién con
pFLuc-G15. En presencia de tratamiento con guanina, el nivel inducido de la actividad de la luciferasa es
ligeramente inferior al de pFLuc-G15, pero igual que la actividad de la luciferasa inducida de la construccién
ATA_Gua_1, generando un mayor coeficiente de induccién que las construcciones ATA Gua_1 y pFLuc-G15
(Figura 6b).

Estos resultados demuestran que se puede generar un interruptor mas estricto combinando en tdndem dos
interruptores que tienen una expresidén de nivel basal superior. Los aptameros de este interruptor doble pueden ser
los mismos aptédmeros o diferentes que se unen a los mismos o diferentes ligandos, como se demuestra en el
presente documento, o aptameros que responden a diferentes ligandos.

Ejemplo 7. Uso de un aptamero de adenina para modular la accesibilidad del elemento de secuencia de poliA
AATAAA en UTR 3

Procedimiento experimental:

Construccién del plasmido: se sintetizaron (IDT) un fragmento de ADN que contenia secuencias para el aptamero
de adenina ydhl-A (M. Mandal y R.R. Breaker, Adenine riboswitches and gene activation by disruption of a
transcription terminator. Nature Structural & Molecular Biology. 2004; 11. 29-35), la estructura horquilla y las
secuencias de poliA tempranas del SV40. Los fragmentos de ADN sintetizados se digirieron con las enzimas de
restriccion Hpal y Mlul y se clonaron en pFLuc-SV40 digerido con Hpal y Mlul. Las secuencias de la construccién
se verificaron mediante secuenciacién del ADN (Genewiz).

Transfeccion y ensayo de luciferasa en células cultivadas: como se describe en el Ejemplo 1.

Cuatro horas después de la transfeccién, se aspir6 el medio y se afiadié un nuevo medio con NaOH (1 mM) o 1
mM de adenina (Calbiochem). El coeficiente de induccién se expresé como el cociente de la actividad de la
luciferasa obtenida en presencia del ligando del aptamero dividido por el valor obtenido en ausencia del ligando
del aptémero.

Resultados:

Se estudi6 el uso de pares de aptamero/ligando adicionales para controlar la expresién del gen diana. Con la
misma estrategia demostrada en el Ejemplo 1, se insertdé una estructura horquilla (SL) (el bucle estable TTCG), en
la que el elemento de secuencia AATAAA estd incrustado en el tallo de 9 pb de la estructura SL. Al extremo 5' de
esta estructura SL, se inserté en la UTR 3' la secuencia complementaria del brazo 5' de la estructura SL seguida
de la secuencia del aptdmero de adenina ydhl-A, generando la construccion ATA Ydhl (SEQ ID NO: 17). En esta
construccién, la longitud del tallo del aptdmero ydhl P1 es de 10 pb. Como se muestra en la Figura 7, en ausencia
de tratamiento con adenina, la construccién ATA_Ydhl expresé un nivel reducido de luciferasa, aproximadamente
el 52 % de la construccién pFLuc control, presumiblemente a través del bloqueo de la accesibilidad del elemento
de secuencia AATAAA. En presencia de adenina, la expresion de la luciferasa aumentd en comparacién con las
muestras sin tratamiento con adenina, a aproximadamente el 82 % de la construccién pFLuc control en presencia
de tratamiento con adenina. El tratamiento con adenina aumenté la actividad de la luciferasa 2,5 veces en la
construccién control mediante un mecanismo no relacionado con el aptdmero. Sin embargo, la construccién ATA
ydhl generd un aumento de 4,0 veces en la expresion de luciferasa, lo que indica un efecto especifico de la
adenina/aptamero.
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REIVINDICACIONES
1. Un casete de polinucleétido para la regulacién de la expresiéon de un gen diana que comprende un ribointerruptor
en donde el ribointerruptor comprende una horquilla efectora y un aptamero, en donde el tallo efector comprende
una sefial de poliadenilacién, y en donde el aptamero y la horquilla efectora estan unidos por un brazo del tallo
alternativamente compartido que comprende una secuencia complementaria al brazo no compartido del tallo del
aptamero y al brazo no compartido de la horquilla efectora.
2. El casete de polinucleétido de la reivindicacién 1, en donde
(a) el aptdmero se une a un ligando de molécula pequefia;
(b) la parte del brazo del tallo alternativamente compartido que es complementaria a la secuencia en el tallo del
aptamero y a la secuencia en la horquilla efectora es de 4 a 8 nucleétidos, de 5 a 7 nucleétidos, 5 nucleétidos
0 6 nucledtidos;

(c) eltallo del aptdmero es de 6 a 12 pares de bases, de 7 a 10 pares de bases, 8 pares de bases 0 9 pares de
bases; o

(d) el tallo de la horquilla efectora es de 4 a 24 pares de bases, de 5 a 20 pares de bases, de 9 a 14 pares de
bases, 9 pares de bases, 10 pares de bases, 11 pares de bases 0 12 pares de bases.

3. Un casete de polinucleétido que comprende dos ribointerruptores de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en
donde la horquilla efectora del primer ribointerruptor comprende toda o parte de la sefial de poliadenilacién
AATAAA o ATTAAA y la horquilla efectora del segundo ribointerruptor comprende todo o parte del elemento en
direccién 3' (DSE).

4. El casete de polinucleétido de la reivindicacién 3, en donde los dos ribointerruptores

(a) comprenden cada uno un aptamero que se une al mismo ligando; o

(b) comprenden diferentes aptameros que se unen a diferentes ligandos.

5. Método para modular la expresién de un gen diana que comprende

(a) insertar uno o mas de los casetes de polinucleétido de la reivindicacidén 1 o de la reivindicacién 2 en la regién
3' no traducida de un gen diana,

(b) introducir el gen diana que comprende el casete de polinucleétido en una célula in vitro o ex vivo, y

(c) exponerla célula aun ligando que se une al aptamero en una cantidad eficaz para aumentar la expresién del
gen diang;

opcionalmente, en donde el ligando es una molécula pequefia.

6. El casete de polinucledtido de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 o el método de la reivindicacién 5, en
donde la horquilla efectora esta situada 3' del aptamero, de modo que el brazo del tallo alternativamente compartido
comprende todo o una parte del brazo del tallo del aptdmero 3' y todo o una parte del brazo 5' del tallo efector.

7. El casete de polinucleétido o el método de la reivindicacion 6, en donde la sefial de poliadenilacion es AATAAA
o ATTAAA.

8. El casete de polinucleétido de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2 o el método de la reivindicacién 5, en
donde la horquilla efectora esta situada 5' del aptamero, de modo que el brazo del tallo alternativamente compartido
comprende todo o una parte del brazo del tallo del aptdmero 5' y todo o una parte del brazo 3' del tallo efector.

9. El casete de polinucleétido de la reivindicaciéon 8, en donde la sefial de poliadenilacién es un elemento en
direccién 3' (DSE).
10. El método de la reivindicacién 5, en donde se insertan dos ribointerruptores en la UTR 3' del gen diana, en
donde la horquilla efectora del primer ribointerruptor comprende toda o parte de la sefial de poliadenilacién
AATAAA o ATTAAA y la horquilla efectora del segundo ribointerruptor comprende todo o parte del elemento en
direccién 3' (DSE).

11. El método de la reivindicacién 10, en donde

18



10

15

20

25

30

35

ES 3024 480 T3

(a) los dos ribointerruptores comprenden cada uno un aptamero que se une al mismo ligando;

(b) los dos ribointerruptores comprenden diferentes aptdmeros que se unen a diferentes ligandos; o
(c) los dos o més casetes de polinucleétidos comprenden el mismo aptémero.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en donde

(a) el gen diana que comprende el casete de polinucleétido se incorpora a un vector para la expresién del gen
diana; o

(b) el gen diana comprende ademés un casete de regulacién génica que modula la expresion del gen diana
mediante la regulacién mediada por aptdmeros del corte y empalme alternativo.

13. Un vector que comprende un gen diana que contiene un casete de polinucleétido de las reivindicaciones 1-9.

14. El método de la reivindicaciéon 12 o el vector de la reivindicaciéon 13, en donde el vector es un vector virico,
opcionalmente, en donde el vector virico se selecciona del grupo que consiste en el vector adenovirico, vector del
virus adenoasociado y vector lentivirico.

15. El vector de la reivindicacién 13, en donde el gen diana comprende ademés un casete de regulacién génica
que modula la expresiéon del gen diana mediante la regulacién mediada por aptdmeros del corte y empalme
alternativo.

16. El casete de polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o 6-9, o el vector de las
reivindicaciones 13 o 15 para su uso en el tratamiento del cancer, trastornos inmunitarios, enfermedades
metabdlicas, enfermedades raras tales como la HPN, angiogénesis ocular, DMAE seca, diabetes de tipo |, diabetes
de tipo II, sindrome metabdlico, trastornos del crecimiento o deficiencia de la hormona del crecimiento, anemia
debida a enfermedad renal crénica, anemia debida a mielodisplasia, anemia debida a la quimioterapia contra el
cancer, fibrosis quistica, hemofilia, distrofia muscular, talasemia, anemia de células falciformes, hemofilia A o
hemofilia B.

17. El casete de polinucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 0 6-9, o el vector de las reivindicaciones
13 0 15 para su uso en la modulacién de la expresién del gen diana.

18. El casete de polinucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1-4 0 6-9, o el vector de las reivindicaciones
13 0 15 para su uso como medicamento.
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