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DESCRIPCION
Promotores inducibles especificos del higado y métodos de uso de los mismos

La presente invencién se refiere a promotores y vectores inducibles especificos del higado, especialmente
vectores de terapia génica que los comprenden, y a métodos para su utilizacion.

Antecedentes de la invencién

La siguiente discusién se proporciona para ayudar al lector a comprender la divulgacién y no constituye ninguna
admisién en cuanto al contenido o la relevancia de la técnica anterior.

El metabolismo de las enzimas del citocromo P450 microsomal hepatico (CYP) desempefia un papel importante
en la desintoxicaciéon de xenoquimicos como medicamentos farmacéuticos y contaminantes ambientales. La
transcripcion genética inducible por exposicién a xenoquimicos es caracteristica de los CYP, lo que aumenta la
capacidad de defensa del organismo contra la toxicidad y la carcinogenicidad. Basandose en el descubrimiento
de la induccién de genes CYP2B por PB, el PB ha servido como prototipo para un gran grupo de xenoquimicos
estructural y funcionalmente diversos que inducen genes CYP2B. Se identificd un médulo potenciador sensible
a PB (PBREM) como un elemento de 51 pb en Cyp2b10 de ratén y CYP2B1 de rata, y se identificé un elemento
de ADN casi idéntico en CYP2B2 de rata. También se ha identificado una secuencia del PBREM en humanos,
donde se asocia con CYP2B6. El heterodimero del receptor nuclear CAR-RXR se ha identificado como el
transactivador de PBREM. (ver Negishi et al, "The Repressed Nuclear Receptor CAR Responds to
Phenobarbital in Activating the Human CYP2B6 Gene"; J. Biol. Chem. 1999, 274: 6043-6046)

En muchas éreas, incluida la terapia génica, es deseable proporcionar secuencias de éacidos nucleicos
reguladoras que sean capaces de impulsar la expresiéon de un gen para producir una proteina o un producto
de expresién de acido nucleico dentro de una célula, tejido u érgano deseado.

La expresién en el higado es de particular interés ya que esta involucrada en una amplia gama de funciones
esenciales en el cuerpo, incluida la sintesis de muchas proteinas involucradas en el metabolismo, la hemostasia
y la proteccién contra infecciones. Dado que muchas enfermedades estan relacionadas con la alteracién de la
expresidn génica en el higado, existe un interés significativo en desarrollar estrategias de terapia génica que
permitan la expresién de un transgén en el higado para producir un producto de expresion terapéutico. Los
ejemplos de enfermedades del higado asociadas con la expresién anormal de genes incluyen la hemofilia
(incluida la hemofilia A o B), la hipercolesterolemia familiar, la deficiencia de ornitina transcarbamilasa, la
deficiencia de a-antitripsina, la infeccién por el virus de la hepatitis, la hepatitis no viral, el cancer de higado y
varias otras enfermedades del higado (como la enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) y la
enfermedad hepética relacionada con el alcohol (ARLD).

Un desafio importante en el uso de la terapia génica para tratar enfermedades hepaticas es la capacidad de
proporcionar expresion génica terapéutica especifica del higado (también conocida como hepatoespecifica).
Se sabe que su objetivo son los hepatocitos de mamiferos inyectando ADN o vectores virales en el parénquima
hepatico, la arteria hepética o la vena porta. También se ha informado que los vectores adenovirales se dirigen
principalmente al higado en ratones. Sin embargo, también infectan otros tejidos, en particular los pulmones y
el musculo esquelético, lo que produce efectos "fuera del objetivo". Algunas formas de vectores virales
adenoasociados (AAV) o vectores lentivirales transducen preferentemente hepatocitos, pero nuevamente
surgen efectos fuera del objetivo.

Por lo tanto, es deseable proporcionar sistemas para regular la expresién génica de una manera especifica del
higado. Idealmente, estos sistemas son altamente especificos del higado (evitando o minimizando asi la
expresion fuera del objetivo en tejidos no objetivo) y también son potentes, es decir, impulsan altos niveles de
expresién en el higado. Se ha propuesto el uso de elementos reguladores que actlian en cis para proporcionar
tanto especificidad como actividad. Normalmente, se trata de secuencias potenciadoras reguladoras en cis, es
decir, secuencias de é&cidos nucleicos que actlan en cis para aumentar la actividad de un promotor. Los
potenciadores suelen ser activos independientemente de su orientaciéon y pueden actuar a distancias de hasta
varias kilobases del promotor en algunos casos, aunque normalmente también actdan cuando estan mucho
méas cerca del promotor.

También existe el deseo de proporcionar sistemas inducibles de expresién génica, de modo que la expresién
génica pueda inducirse segln sea necesario. La inducibilidad significa que la expresién de un producto de
expresidn génica terapéutica puede inducirse cuando sea necesario. Ademas, si la induccién depende de la
dosis, entonces los niveles de expresién del producto de expresién génica terapéutica se pueden modular
ajustando la cantidad de inductor administrado.

Por lo tanto, existe una necesidad de secuencias reguladoras para controlar la expresién génica en muchos
contextos, especialmente en la expresién génica terapéutica en la terapia génica y similares. En particular,
existe una necesidad de secuencias reguladoras que permitan la expresiéon génica inducible. Las secuencias
reguladoras que permiten la expresién génica inducible en el higado son de particular interés.
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Honkakoski et al., (1996) J. Biol. Chem. (1996-04-19), p9746-268 describe la caracterizacién de la transcripcién
del gen Cyp2b10 de ratén inducible por fenobarbital en hepatocitos primarios. Los documentos
US2003/15004A1 y US 2004/006775A1 divulgan sistemas y métodos de deteccién para identificar moduladores
del metabolismo xenobiético. El documento WO 2008/073303A2 describe elementos reguladores de la
transcripcién de vias biol6gicas, herramientas y métodos. Muangmoonchai et al., (2001) Biochemical Journal
355(1) p71-78 divulga que la induccién xenobiética del citocromo P450 2B1 estd mediada por el receptor
androstano constitutivo del receptor nuclear huérfano, y requiere el coactivador esteroide 1 y el factor de
transcripcién SP1. Chuah et al., (2014) Mol. Ther 22(2) p1605-1613 describe cémo la identificacién de médulos
transcripcionales especificos del higado mediante anélisis in silico de todo el genoma puede permitir una terapia
génica eficiente en ratones y primates no humanos.

Resumen de la invencién

Los diversos aspectos y realizaciones preferidas de la presente invencién se exponen en las reivindicaciones
adjuntas.

La invencién proporciona un vector de terapia génica que comprende un casete de expresion, comprendiendo
el casete de expresién un promotor inducible sintético especifico del higado unido operativamente a un gen,
comprendiendo el promotor inducible sintético especifico del higado un elemento regulador en cis (CRE) que
es capaz de unirse y activarse por un heterodimero de CAR y RXR, en donde el CRE que puede unirse y
activarse por un heterodimero CAR-RXR comprende o consiste en una variante funcional de la SEQ ID NO: 1
o la SEQ ID NO: 2, en donde la variante funcional de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 comprende una de
las siguientes secuencias:

- [TGTACTTTCCTGACCN-S-], (SEQ ID NO: 29);
- [CTGTACTTTCCTGACCN-S-J, (SEQ ID NO: 30); v
- [NCTGTACTTTCCTGACCNTG-S-} (SEQ ID NO: 31),

donde S es un espaciador opcional y n es de 1 a 5, opcionalmente de 2 a 4, y preferiblemente 3.

La invencién también proporciona un casete de expresién que comprende un promotor inducible sintético
especifico del higado unido operativamente a un gen, comprendiendo el promotor inducible sintético especifico
del higado un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR como se define en
las reivindicaciones.

La invencidén también proporciona un promotor inducible sintético especifico del higado que comprende una
secuencia como se define en las reivindicaciones.

La invencién también proporciona un viribn recombinante que comprende un vector de terapia génica, un
casete de expresiéon o un promotor como se define en las reivindicaciones.

La invencién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un vector de terapia génica,
un casete de expresién, un promotor o un virion como se define en las reivindicaciones.

La invencién también proporciona una célula que comprende un vector de terapia génica, un casete de
expresion, un promotor o un viridn como se define en las reivindicaciones.

La invencién también proporciona un vector de terapia génica, un casete de expresioén, un promotor, un virién
0 una composicidén farmacéutica de la invencién para su uso en el tratamiento de una enfermedad.

La invencién también proporciona un método para producir un producto de expresiéon, comprendiendo el
método:

- proporcionar células que comprenden un casete de expresién que comprende un promotor inducible sintético
especifico del higado unido operativamente a un gen, comprendiendo el promotor inducible sintético especifico
del higado un elemento regulador en cis (CRE) que puede unirse y activarse mediante un heterodimero de
CAR y RXR de acuerdo con la invencién; y

- administrando a dichas células un inductor que es capaz de inducir la expresién del producto de expresién
del gen unido operativamente al promotor inducible en dicho casete de expresién.

La invencién también proporciona un método para producir un producto de expresiéon, comprendiendo el
método las etapas de:

a) proporcionar una poblacién de células eucariotas que comprende un casete de expresién que comprende
un promotor inducible sintético especifico del higado unido operativamente a un gen, comprendiendo el
promotor inducible sintético especifico del higado un elemento regulador en cis (CRE) que puede unirse y
activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR de acuerdo con la invencién;
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b) cultivar dicha poblacién de células; y

¢) administrar a dicha poblacién de células un inductor que es capaz de inducir la expresién del producto de
expresion del gen unido operativamente al promotor inducible en dicho casete de expresion; y

d) recuperar el producto de expresion.

Se divulga un vector de terapia génica que comprende un casete de expresion, comprendiendo el casete de
expresién un promotor inducible sintético especifico del higado unido operativamente a un gen, comprendiendo
el promotor inducible sintético especifico del higado un elemento regulador en cis (CRE) que puede unirse y
activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR.

El receptor de androstano constitutivo (CAR) es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares y es
un regulador clave del metabolismo xenobiético y endobiético. A diferencia de la mayoria de los receptores
nucleares, el CAR es constitutivamente activo en ausencia de ligando y esta regulado tanto por agonistas como
por agonistas inversos. La activaciéon produce la translocacién de CAR desde el citosol al nlcleo, donde la
proteina puede unirse a sitios de ADN especificos, llamados elementos de respuesta. La unién se produce
tanto como monémero como junto con el receptor X retinoide (RXR), lo que da como resultado la activacién o
represion de la transcripcién del gen objetivo.

El receptor X retinoide (RXR) es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares que se activa por el
acido 9-cis retinoico y el 4cido 9-cis-13,14-dihidroretinoico.

Cuando se activa CAR (ya sea por activacién directa o indirecta), se transloca al nlcleo donde CAR y RXR
forman un heterodimero (denominado en este documento "heterodimero CAR-RXR" 0 "CAR-RXR") que puede
unirse a genes activos que comprenden una secuencia objetivo apropiada. CAR-RXR se une a los genes diana
y los induce a través del llamado médulo potenciador sensible a PB (PBREM), como se mencioné
anteriormente. Por consiguiente, en la invencién, el CRE que puede unirse y activarse mediante un
heterodimero CAR-RXR comprende un elemento del PBREM, o una variante funcional del mismo, tal como se
define en las reivindicaciones.

La secuencia del PBREM de ratdn se establece en la SEQ ID NO: 1. La secuencia del PBREM humana se
establece en la SEQ ID NO: 2. En la invencién, el CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero
CAR-RXR comprende o consiste en una variante funcional de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, tal como se
define en las reivindicaciones. EI CRE que puede unirse y activarse por un heterodimero CAR-RXR comprende
o consiste en un elemento del PBREM o una variante funcional del mismo tal como se define en las
reivindicaciones.

Las secuencias y la alineacion de los elementos del PBREM de ratén y humano se muestran a continuacion, y
el llamado motivo NR1 esté subrayado, el motivo NH1 esté en cursiva y el motivo NR2 esta en negrita en cada
una de ellas (las SEQ ID NO se muestran entre paréntesis):

TCTIGTACTTTCCTGACCT IGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC (1)

BERRREREERRRRR NI Ot e et
ACTGTACTTTCCTGACCC TGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA (2)

PBREM es un potenciador inducible de ADN de 51 pb que consta de dos motivos de receptor nuclear DR4
(NR1 y NR2) que flanquean un sitio de unién NF1. Como se puede ver en esta alineacidén, hay un nivel muy
alto de conservacién de la secuencia en los motivos NR1 entre PBREM de ratén y humano. El motivo NR1 de
16 pb del PBREM humano difiere solo en 1 base del motivo NR1 de ratdn, lo que convierte a NR1 en la
secuencia més conservada entre los elementos del PBREM humanos y de ratéon. Se ha propuesto en la
literatura que la secuencia NR1 es el sitio de unién del heterodimero CAR-RXR y las secuencias restantes son
parcial o completamente redundantes. Se demostré que una triple repeticién de NR1 permanece inducible en
Sueyoshi, et al. (J. BIOL. CHEM. Vol. 274,10, pp. 6043-6046, 1999). Sin embargo, se cree que otras partes
ademas de NR1 pueden desempefiar un papel en hacer que el elemento del PBREM sea més especifico e
inducible (e.g., reduciendo el fondo, la expresidn constitutiva y permitiendo una mayor magnitud de induccién).

Por consiguiente, un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-RXR comprende
adecuadamente al menos un motivo NR1. Adecuadamente, el motivo NR1 comprende o consiste en la
secuencia TGTACT-X-TGACC[C/T] (SEQ ID NO: #), donde X representa cualquier secuencia que tenga de 3 a
6 nucleétidos de longitud (preferiblemente 4-5 nucleétidos de longitud, adecuadamente 4 nucleétidos de
longitud). En algunas realizaciones preferidas, X comprende la secuencia TTCC y, adecuadamente, comprende
o consiste en la secuencia TTCC o TTTCC. Cuando los nucledtidos se muestran entre corchetes, indica que
uno de los nucleétidos indicados dentro de los corchetes esta presente en esa ubicacion.

El motivo NR1 puede comprender o consistir en la secuencia TGTACTTTCCTGACCN (SEQ ID NO: 20) (por
ejemplo, TGTACTTTCCTGACCT (SEQ ID NO: 3) o TGTACTTTCCTGACCC (SEQ ID NO: 4)), 0 una secuencia
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que varia en no mas de 2, preferiblemente no mas de 1 posicién de nucleétido de la secuencia
TGTACTTTCCTGACCN (SEQ ID NO: 20). Preferiblemente, una variante funcional de un elemento del PBREM
comprende la  secuencia CTGTACTTTCCTGACCN (SEQ ID NO: 21) (por ejemplo,
CTGTACTTTCCTGACC[T/C] (SEQ ID NO: 22), es decir, CTGTACTTTCCTGACCT (SEQ ID NO: 23) o
CTGTACTTTCCTGACCC (SEQ ID NO: 24)), o una secuencia que varia en no mas de 2, preferiblemente no
mas de 1 posicién de nucledtido de la secuencia SEQ ID NO: 21; esta secuencia incluye la C conservada
ubicada en 5' de la secuencia NR1 tanto en PBREM humano como en ratén, como se representa arriba. De
manera adecuada, una variante funcional de una secuencia del PBREM comprende la secuencia
NCTGTACTTTCCTGACCNTG (SEQ ID NO: 25) (por ejemplo, [T/AICTGTACTTTCCTGACC[C/T]TG (SEQ ID
NO: 26), TCTGTACTTTCCTGACCTTG (SEQ ID NO: 27) o ACTGTACTTTCCTGACCCTG (SEQ ID NO: 28)),
0 Una secuencia que varia en no mas de 2, preferiblemente no mas de 1 posicién de nucleétido de la secuencia
SEQ ID NO: 25; esta secuencia incluye los dos nucledtidos ubicados en cada uno de los extremos 5'y 3' de la
secuencia NR1 del PBREM humano y de ratdn, como se representa arriba. Cuando N esta presente en una
secuencia de acido nucleico en el presente documento, representa cualquier nucleétido. Cuando los
nucleétidos se muestran entre corchetes, indica que uno de los nucleétidos indicados dentro de los corchetes
esta presente en esa ubicacién.

En algunas realizaciones, la variante funcional de un elemento del PBREM comprende adecuadamente dos o
més, adecuadamente tres o0 mas, secuencias que contienen motivos NR1 unidas operativamente.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-
RXR comprende adecuadamente dos 0 mas, adecuadamente tres o mas, motivos NR1 operativamente unidos.
Los motivos NR1 pueden en algunas realizaciones proporcionarse adyacentes entre si (e.g., en tdndem), y
pueden estar inmediatamente adyacentes entre si 0 separados por un espaciador. Por consiguiente, un CRE
que puede unirse y activarse por un heterodimero CAR-RXR comprende adecuadamente la estructura general
NR1-S-NR1, en donde NR1 representa cualquier motivo NR1 como se analiza en este documento, y S
representa un espaciador opcional. Cuando hay un espaciador, puede tener cualquier secuencia y ser de
cualquier longitud adecuada, e.g., de 2 a 50, de 3 a 40, de 4 a 30, de 5a 20, de 6 a 10, de 7 a 9 u 8 nucleébtidos
de longitud.

En la presente invencién, el CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-RXR
comprende o consiste en una variante funcional de una secuencia del PBREM que comprende una de las
siguientes secuencias:

- [TGTACTTTCCTGACCN-S-}, (SEQ ID NO: 29);
- [CTGTACTTTCCTGACCN-S-J, (SEQ ID NO: 30);
- [NCTGTACTTTCCTGACCNTG-S-], (SEQ ID NO: 31),

donde S es un espaciador opcional y n es de 1 a 5, opcionalmente de 2 a 4, y adecuadamente 3. Por lo tanto,
la variante funcional de una secuencia del PBREM puede comprender un multimero de las secuencias que
contienen el motivo NR1. Se analizan més arriba varios motivos NR1 preferidos y, por supuesto, podrian
utilizarse en esta realizacién. En algunas realizaciones, n es de 1 a 10, de 1 a 6 o de 2 a 4. En algunas
realizaciones de la invencién, n es 3.

En algunas realizaciones preferidas, esta presente un espaciador entre secuencias adyacentes que contienen
el motivo NR1. Cuando esté presente un espaciador, puede tener cualquier longitud adecuada, e.g., de 2 a 50,
de 3a40,de4 a30,deS5a20, de6a10,de7 a9 u8nucledtidos de longitud.

En algunas realizaciones de la presente invencién, el CRE que puede unirse y activarse mediante un
heterodimero CAR-RXR comprende o consiste en una variante funcional de una secuencia del PBREM que
comprende una de las siguientes secuencias:

- TGTACTTTCCTGACCN-S-TGTACTTTCCTGACCN (SEQ 1D NO: 32);

- TGTACTTTCCTGACCN-S-TGTACTTTCCTGACCN-S-TGTACTTTCCTGACCN (SEQ
iD NO: 33);
CTGTACTTTCCTGACCN-S-CTGTACTTTCCTGAGON (SEQ 1D NO: 34);
CTGTACTTTCCTGACCN-S-CTGTACTTTCCTGACCN-S-CTGTACTTTCCTGACCN
(SEQ ID NO: 35);
NCTGTACTTTCCTGACCNTG-S-NCTGTACTTTCCTGACCNTG (SEQ ID NO: 36); ¢

- NCTGTACTTTCCTGACCNTG-S-NCTGTACTTTCCTGACCNTG-S-
NCTGTACTTTCCTGACCNTG (SEQ iD NO: 37),
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donde S es un espaciador opcional. Cuando hay un espaciador, puede tener cualquier longitud adecuada, e.g.,
de 2 a 50, de 3 a 40, de 4 a 30,de 5a 20, de 6a 10, de 7 a 9 u 8 nuclebtidos de longitud. Se analizan mas
arriba varios motivos NR1 preferidos y, por supuesto, podrian utilizarse en esta realizacién.

En algunas realizaciones de la presente invencién, el CRE que puede unirse y activarse mediante un
heterodimero CAR-RXR comprende o consiste en una variante funcional de una secuencia del PBREM que
comprende adecuadamente una de las siguientes secuencias:

- TCTGTACTTTCCTGACCTTG-S-TCTGTACTTTCCTGACCTTG-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTG (SEQ ID NO: 38); 0

- ACTGTACTTTCCTGACCCTG-S-ACTGTACTTTCCTGACCCTG-S-
ACTGTACTTTCCTGACCCTG (SEQ ID NO: 39),

donde S es un espaciador opcional, como se establece anteriormente.

En algunos casos, el espaciador puede tener la secuencia GATCGATC (SEQ ID NO: 40), pero se puede utilizar
cualquier otra secuencia espaciadora adecuada.

En otras realizaciones de la presente invencién, el CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero
CAR-RXR comprende cada uno de un elemento NR1, un elemento NF1 y un elemento NR2.
Convenientemente, estos estan presentes en el orden NR1-NF1-NR2. El elemento NR1 comprende o consiste
adecuadamente en una secuencia como la discutida anteriormente. El elemento NF1 comprende o consiste
adecuadamente en la secuencia TGGCACAGTGCCA (SEQ ID NO: 55) o TGAAGAGGTGGCA (SEQ ID NO:
56), 0 una secuencia que varia en 7 nucleétidos o menos (e.g., 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucleétidos) de la SEQ ID NO:
55 0 56. El elemento NR2 comprende o consiste adecuadamente en la secuencia TCAACTTGCCTGACAC
(SEQ ID NO: 57) o TGGACTTTCCTGAACC (SEQ ID NO: 58), 0 una secuencia que varia en 5 nucledtidos o
menos (e.g., 4, 3, 2 o 1 nucledtidos) de la SEQ ID NO: 57 o 58.

Un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-RXR puede comprender o consistir en
una variante funcional de una secuencia del PBREM que comprende una secuencia que es al menos 60 %
idéntica a la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, preferiblemente al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95% 0 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. PBREM de ratdén (SEQ ID NO: 1) y PBREM
humano (SEQ ID NO: 2) son 71% idénticos a lo largo de toda su longitud (es decir, 51 nucleétidos). EI PBREM
de ratén sigue siendo funcional en las células humanas, y la funcién humana en el PBREM sigue siendo
funcional en las células de ratén. Por lo tanto, se puede tolerar al menos este nivel de diferencia de secuencia
general en el elemento del PBREM.

Sin embargo, como se discutid anteriormente, hay un nivel muy alto de conservacién en el motivo NR1 y, por
lo tanto, generalmente se prefiere que una variante funcional de una secuencia del PBREM comprenda una
secuencia que sea al menos 90% idéntica, preferiblemente al menos 95% idéntica y mas preferiblemente
perfectamente idéntica a la secuencia TCTGTACTTTCCTGACCTTG (SEQ ID NO:. 27) o
ACTGTACTTTCCTGACCCTG (SEQ ID NO: 28) y al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 0 99 % idénticos en el resto de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. Preferiblemente, la secuencia general
es al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO:
2

Un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-RXR puede comprender o consistir en
una variante funcional de una secuencia del PBREM que comprende una secuencia que es al menos 90%
idéntica, preferiblemente al menos 95% idéntica y mas preferiblemente perfectamente idéntica a la SEQ ID NO:
1 0la SEQ ID NO: 2 en la regién que abarca los nucleétidos 3 a 18 (preferiblemente la regién que abarca los
nucleétidos 1 a 20), y al menos 50%, 55%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99% idéntica en el resto
de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 (es decir, nucleétidos 1, 2 y 19 a 51, o nucleétidos 21 a 51). Los
nucleétidos se numeran con referencia a la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. Preferiblemente, la secuencia
general es al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o la SEQ
ID NO: 2. El CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-RXR de la invencién se define
en las reivindicaciones adjuntas.

Un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-RXR puede comprender o consistir en
la siguiente secuencia:

NCTGTACTTTCCTGACCNTGNNNNNGTGNCANCATNNACTTNCCTGANNCN (SEQ ID NO: 41), o una
secuencia al menos 90%, preferiblemente 95%, mas preferiblemente 99% idéntica a la misma. En este caso,
la identidad se calcula con respecto a los nucledtidos especificamente definidos en lugar de las "N" no definidas.
Las variantes funcionales de una secuencia del PBREM en las que se eliminan uno o méas nuclebtidos
identificados como N se contemplan especificamente como parte de dichas realizaciones de la invencién, e.g.,
en las que se eliminan hasta 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucleétidos marcados como N. Ademas, se contemplan
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especificamente variantes funcionales de una secuencia del PBREM donde se insertan uno o0 mas nucledtidos,
e.g., donde se insertan hasta 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucleétidos. Como ejemplo especifico, el elemento del PBREM
de rata del gen CYP2B2 comprende una T insertada entre la T y la C en la posicién 10-11, es decir, dentro de
NR1 del elemento del PBREM. Es probable que el reemplazo, la eliminacién o la insercién de nucleétidos en
regiones fuera del motivo NR1 sean bien tolerados.

Variantes funcionales de una secuencia del PBREM que se asemejan mas a los elementos del PBREM de
ratdbn o humano de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2) son preferidos en algunos casos, ya que
se cree que pueden demostrar propiedades particularmente deseables de baja expresién de fondo y altos
niveles de inducibilidad. Estas propiedades son generalmente deseables cuando se debe mantener minima la
expresién de fondo de un gen proporcionado en un vector de la presente invencién, es decir, cuando no se
produce induccién de la expresion.

En algunas realizaciones de la invencién, el CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-
RXR comprende o consiste en una porcidén del elemento del PBREM de cada una de dos 0 mas especies
diferentes, adecuadamente de especies de dos o mas géneros diferentes (e.g., dos mamiferos diferentes).
Estos elementos pueden denominarse "elementos del PBREM hibridos". Un elemento del PBREM hibrido
generalmente comprende todos los motivos de un elemento del PBREM de tipo silvestre (es decir, los motivos
NR1, NF1y NR2), pero estos motivos se derivan de dos o méas especies diferentes. En algunas realizaciones,
un elemento del PBREM hibrido comprende una porcién (e.g., los motivos NR1, NF1 y NR2) de una primera
especie y una porcién correspondiente de una segunda especie (e.g., los motivos NR1, NF1 y NR2
correspondientes). A modo de ejemplo no limitativo, un elemento del PBREM hibrido puede comprender
porciones (e.g., los motivos NR1, NF1 y NR2) de elementos del PBREM de primates (e.g., humanos) y roedores
(e.g., ratones). Por ejemplo, un elemento del PBREM hibrido puede comprender un motivo NR1 de primate
(e.g., de humano) y un motivo NR2 de roedor (e.g., de ratén), o un motivo NR1 de roedor (e.g., ratén) y un
motivo NR2 de primate (e.g., humano). Los motivos NR1 y NR2 de primates o roedores también se pueden
combinar con un motivo NF1 de la especie correspondiente.

En algunas realizaciones, el elemento del PBREM hibrido comprende una de las siguientes combinaciones de
motivos PBREM: hNR1-mNF1-hNR2; hNR1-mNF1-mNR2; mNR1-hNF1-mNR2; o0 mNR1-hNF1-hNR2 (donde
"h" indica el motivo humano y m indica el motivo de ratén). Las secuencias de elementos del PBREM hibridos
de ejemplo estan subrayadas en las SEQ ID Nos: 61 a 64 en la Tabla 3; por supuesto, se podrian utilizar
variantes funcionales de estas secuencias, e.g., secuencias que tengan una identidad del 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 99% con las secuencias de elementos del PBREM hibridos subrayadas en las
SEQ ID Nos: 61 a 64, opcionalmente con niveles mas altos de identidad en el motivo NR1, como se discutié
anteriormente.

Como se discutié anteriormente, y sin querer limitarse a la teoria, se cree que la induccién de la expresién
génica a través del elemento del PBREM, o variantes del mismo, depende de la unién al mismo del
heterodimero CAR-RXR. La capacidad de cualquier CRE dado que pueda ser unido y activado por un
heterodimero CAR-RXR, e.g., una variante de un elemento del PBREM, para funcionar como se desea, es
decir, ser inducible de la misma manera que los elementos del PBREM de ratén o humano de tipo silvestre,
aunque no necesariamente en la misma medida, se puede determinar facilmente experimentalmente. Por
ejemplo, la variante CRE se puede insertar en el constructo como se establece en los ejemplos siguientes en
lugar de la SEQ ID NO: 1, y se puede comparar la capacidad del constructo a ser inducido en comparacion a
cuando se incluyé la SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, se puede proporcionar una variante CRE en lugar de la SEQ
ID NO: 1 en el constructo PB1-MinTK y probar en células hepaticas, preferentemente hepatocitos primarios,
e.g., hepatocitos expandidos listos para ensayo AXOL (ARE) (Axol, ax3701) con induccién por 1 ygM de CITCO,
como se describe en el Ejemplo 2. Alternativamente, se podria insertar una variante en el constructo pAAV-
PB1-MinTk, como se describe en el Ejemplo 4. Alternativamente, el enfoque experimental utilizado en Sueyoshi,
etal (J. BIOL. CHEM. Vol. 274,10, pp. 6043-6046, 1999) se pueden utilizar, es decir, las secuencias variantes
del PBREM putativas relevantes se pueden clonar delante del promotor tk (sitio Bglll) en el vector pGL3-Basic
que contiene el gen reportero de la luciferasa de luciérnaga (Promega), dando como resultado plasmidos del
gen de la VARIANTE del PBREM-tk-luciferasa y del reportero. En general, una variante funcional de un CRE
debe proporcionar un nivel de inducibilidad que sea al menos 50%, preferiblemente 75%, més preferiblemente
80%, 85%, 90% o 95% tan inducible cuando se compara con el constructo equivalente que comprende el
elemento del PBREM de tipo silvestre, e.g., la SEQ ID NO: 1 (medido en términos de aumento de veces en la
expresién como resultado de la induccidn, es decir, un aumento de 2 veces en la expresion de un gen informado
tras la induccidn se considera que es 50 % tan inducible como un aumento de 4 veces). En general, se desea
que la variante funcional proporcione al menos una induccién de 2 veces, més preferiblemente una induccién
de 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces 0 7 veces cuando se proporciona en lugar del PBREM de tipo silvestre
de ratén en el constructo PB1-MinTK descrito anteriormente y probado en células hepaticas, preferiblemente
hepatocitos primarios, e.g., hepatocitos expandidos listos para ensayo AXOL (ARE) (Axol, ax3701) con
induccién por 1 uyM de CITCO, como se describe en el Ejemplo 2 a continuacién. Una variante funcional
preferiblemente da como resultado un nivel de expresiéon de fondo que no es mas de tres veces mas alto,
preferiblemente no més de dos veces mas alto y preferiblemente no mas de 1.5 veces més alto en comparacién
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con el constructo equivalente que comprende el elemento del PBREM de ratén de tipo silvestre (e.g.,
nuevamente en el constructo PB1-MinTK y probado en hepatocitos ARE).

Se observara que el elemento del PBREM o variante funcional del mismo puede estar presente en cualquier
orientacién. El complemento inverso de los elementos del PBREM expuestos anteriormente forma parte asi de
la presente invencién. Se observa que el elemento del PBREM humano esté presente de forma natural en la
orientacién inversa en comparacién con el elemento del PBREM del ratén, y que se demostrd que el elemento
del PBREM humano sigue siendo funcional en la orientacién "inversa" (es decir, la misma orientacién que el
PBREM del ratén) en Sueyoshi, et al. (J. BIOL. CHEM. Vol. 274,10, pp. 6043-6046, 1999).

En algunas realizaciones de la invencion, el promotor inducible sintético especifico del higado comprende
adecuadamente una pluralidad de CRE que son cada uno de ellos capaces de ser unidos y activados por un
heterodimero de CAR y RXR. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la invencién proporciona un promotor
inducible sintético especifico del higado que comprende un multimero de CRE que son cada uno capaces de
unirse y activarse por un heterodimero de CAR y RXR. Visto de otra manera, el promotor inducible sintético
especifico del higado comprende adecuadamente un médulo regulador en cis (CRM) que comprende una
pluralidad de CRE que son cada uno capaces de ser unidos y activados por un heterodimero de CAR y RXR.
Los CRE que puede unirse y activarse por un heterodimero de CAR y RXR pueden ser idénticos o pueden ser
diferentes entre si.

En dichas realizaciones, el promotor inducible sintético especifico del higado comprende adecuadamente de 2
a 10 CRE que son cada uno de ellos capaces de unirse y activarse por un heterodimero de CAR y RXR. El
promotor inducible comprende adecuadamente de 2 a7 CRE, de 2 a 5 CRE, de 2 a 4 CRE, opcionalmente 2 o
3 CRE, y en algunas realizaciones se prefiere que haya 3 CRE que sean capaces de ser unidos y activados
por un heterodimero de CAR y RXR.

Como se discuti6 anteriormente, los CRE que pueden ser unidos y activados por un heterodimero de CAR y
RXR son elementos del PBREM o variantes funcionales de los mismos tal como se define en las
reivindicaciones adjuntas. Por lo tanto, en una realizacioén preferida, el promotor inducible sintético especifico
del higado comprende adecuadamente de 2 a 5, aln mas preferiblemente de 2 a 4, y aun mas preferiblemente
3 elementos del PBREM que comprenden la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, o variantes funcionales de las
mismas tal como se define en las reivindicaciones adjuntas. Mas arriba se analizan en detalle varios elementos
del PBREM vy variantes funcionales de los mismos.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el promotor inducible sintético especifico del higado
comprende de 2 a 4, opcionalmente 2 o 3, copias operativamente ligadas de un CRE que comprende la SEQ
ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, o una variante funcional de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 en donde la
variante funcional de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 comprende una de las siguientes secuencias:

- [TGTACTTTOCTGACON-S-, (SEG 1D NG 20%;
- ICTGTACTTTCCTGACCN-S-) (SEQ 1D NO: 30y, v
- INCTGTACTTTCOTGACCNTG-S, (SEQ D ND: 34),

—donde S es un espaciador opcional y n es de 1 a 5, opcionalmente de 2 a 4, y preferiblemente 3.

Los CRE que pueden unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR pueden separarse mediante
una secuencia espaciadora. El espaciador puede tener cualquier longitud adecuada, e.g.,, de 2 a 100
nucledétidos, de 3 a 50 nucleétidos, de 5 a 30 nucleétidos y de 10 a 25 nucleétidos. En algunas realizaciones
se indica que el espaciador tiene una longitud multiplo de 5. Se ha descubierto que un espaciador de
aproximadamente 20 nucleétidos de longitud es adecuado (e.g., de 18-22 nucleétidos de longitud).

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el promotor inducible sintético especifico del higado
comprende un CRM que comprende o consiste en una de las siguientes secuencias:

- NCTGTACTTTCCTGACCNTGNNNNNGTGNCANCATNNACTTNCCTGANNCN-S-
NCTGTACTTTCCTGACCNTGNNNNNGTGNCANCATNNACTTNCCTGANNCN (SEQ 1D
NO: 42); o

- NCTGTACTTTCCTGACUONTGNNNNNGTGNCANCATNNACTTNCCTGANNCN-S-
NCTGTACTTTCCTGACCNTGNNNNNGTGNCANCATNNACTTNCCTGANNCN-S-
NCTGTACTTTCCTGACCNTGNNNNNGTGNCANCATNNACTTNCCTGANNCN {SEQ ID NO:
43),

donde S es un espaciador opcional. El espaciador separa elementos del PBREM adyacentes o variantes
funcionales de los mismos. Las opciones para el espaciador se detallan arriba. En algunas realizaciones, el
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espaciador tiene una longitud de aproximadamente 20 nucleétidos. Variantes que comprenden una secuencia
que es al menos 90%, preferiblemente 95%, méas preferiblemente 99% idéntica al elemento del PBREM
NCTGTACTTTCCTGACCNTGNNNNNGTGNCANCATNNACTTNCCTGANNCN (SEQ ID NO: 41) también se
divulgan. En este caso, la identidad se calcula en relacién con los nucledtidos especificamente definidos en
lugar de las "N" no definidas. Las variantes funcionales de una secuencia del PBREM donde uno o maés
nucleétidos identificados como N estan eliminados se contemplan especificamente como parte de esta
realizacién de la invencién, por ejemplo, donde se eliminan hasta 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucleétidos marcados como
N. Ademas, se contemplan especificamente variantes funcionales de una secuencia del PBREM donde se
insertan uno o mas nucleétidos, por ejemplo, donde se insertan hasta 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 nucleétidos. Como
ejemplo especifico, el elemento del PBREM de rata del gen CYP2B2 comprende una T insertada entre la T y
la C en la posiciéon 10-11, es decir, dentro de NR1 del elemento del PBREM. Es probable que el reemplazo, la
eliminacién o la insercién de nucleétidos en regiones fuera del motivo NR1 sean bien tolerados.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el promotor inducible sintético especifico del higado
comprende un CRM que comprende o consiste en una de las siguientes secuencias:

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC (SEQID
NO: 44);

-~ TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC (SEQID
NC: 45);

- ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA-S-
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA-S-
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA (SEQID
NO: 48); o

- ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA-S-
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA (SEQ D
NQ: 47),

donde S es un espaciador opcional. Las opciones para el espaciador se detallan arriba. En algunas
realizaciones, el espaciador tiene una longitud de aproximadamente 20 nucleétidos.

Los promotores inducibles sintéticos especificos del higado de la presente invencién comprenden
adecuadamente ninguna o solo secuencias minimas de acidos nucleicos que conducirian a la expresién
constitutiva o expresién en células no hepaticas (o, de acuerdo con sea el caso, en células que no expresan
CAR y RXR). De esta forma, se minimiza o evita por completo la expresidén de fondo y la expresion en células
no hepaticas (o células que no expresan CAR y RXR).

El promotor inducible sintético especifico del higado generalmente comprende un CRE que puede unirse y
activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR unido operativamente a un promotor minimo o promotor
proximal, preferiblemente un promotor minimo. Cuando se utiliza un promotor proximal, preferiblemente es
especifico del higado. Generalmente, se prefiere un promotor minimo, ya que un promotor proximal tenderéa a
impulsar al menos algun grado de expresién de fondo. Sin embargo, en algunos casos puede ser deseable
cierta cantidad de expresién de fondo.

El promotor minimo puede ser cualquier promotor minimo adecuado. En la técnica se conoce una amplia gama
de promotores minimos. Sin limitacién, los promotores minimos adecuados incluyen el promotor minimo de la
timidina quinasa de HSV (MinTK), el promotor minimo de CMV (CMVmp) y el promotor minimo de SV40
(SV40mp). El promotor minimo puede ser un promotor minimo sintético.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el promotor inducible sintético especifico del higado
comprende un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR, como se define
en las reivindicaciones, unido operativamente al promotor minimo MinTK. Se ha demostrado que esta
combinacién proporciona una combinacién deseable de baja expresiéon de fondo e inducibilidad. Algunas
realizaciones particularmente preferidas comprenden dos o tres CRE que pueden unirse y activarse por un
heterodimero de CAR y RXR, como se define en las reivindicaciones, operativamente unido a MinTK; dichos
promotores son particularmente de fuerte inducibilidad combinada con bajo fondo.

En algunas realizaciones preferidas de la invencion, el promotor inducible sintético especifico del higado
comprende un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR, como se define
en las reivindicaciones, operativamente unido al promotor minimo de SV40. Se ha demostrado que esta
combinacién proporciona altos niveles de inducibilidad, aunque con cierto aumento en los niveles de expresién
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de fondo. Algunas realizaciones particularmente preferidas comprenden dos o tres CRE que pueden unirse y
activarse por un heterodimero de CAR y RXR, tal como se define en las reivindicaciones, operativamente unido
a un promotor minimo; dichos promotores son particularmente fuertes en cuanto a inducibilidad.

En algunas realizaciones preferidas, el CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR
y RXR, como se define en las reivindicaciones, esta separado del promotor minimo o promotor proximal por
una secuencia espaciadora. La secuencia espaciadora puede tener cualquier longitud adecuada. Por ejemplo,
el espaciador entre el CRE que puede unirse y activarse por un heterodimero de CAR y RXR (0, cuando hay
una pluralidad de CRE presentes, el CRE mas proximal) y el promotor minimo o proximal puede tener una
longitud de entre 10 y 200 nucledtidos.

En los ejemplos que se exponen a continuacién se emplearon con éxito espaciadores de diversas longitudes
(incluidos 20, 46, 80 y 100 nucleétidos, por ejemplo).

En algunas realizaciones de la presente invencién, el promotor inducible sintético especifico del higado
comprende una secuencia de acuerdo con una cualquiera de las SEQ ID NOs: 7 a 18, o variante funcional de
cualquiera de las mismas, como se define en las reivindicaciones. La variante funcional es adecuadamente al
menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 99% idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NOs: 7 a
18. Como se mencioné anteriormente, se prefiere una identidad de secuencia del 90%, 95% 0 99% o mas en
regiones correspondientes a motivos NR1.

En algunas realizaciones preferidas de la presente invencién, el promotor inducible sintético especifico del
higado comprende una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11 o la
SEQ ID NO: 12, o variante funcional de una cualquiera de las mismas, de acuerdo con se define en las
reivindicaciones. La variante funcional es adecuadamente al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 0 99% idéntica a una cualquiera de la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID
NO: 12. Como se mencioné anteriormente, se prefiere una identidad de secuencia del 90%, 95% o0 99% o més
en regiones correspondientes a motivos NR1. Estos promotores comprenden 1, 2, 3 y 4, respectivamente,
copias de PBREM de ratén ligadas a un promotor minimo MinTK. La SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID NO: 11, o
variantes funcionales de las mismas, son realizaciones particularmente preferidas de la invencidn en vista de
sus propiedades especialmente deseables en términos de alta inducibilidad combinada con bajos niveles de
expresion de fondo.

Se divulga un promotor inducible sintético especifico del higado que comprende o consiste en una secuencia
de acuerdo con una cualquiera de las SEQ ID NOs: 59 a 71, o una variante funcional de las mismas. La variante
funcional es adecuadamente al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o0 99% idéntica a una cualquiera de las SEQ
ID NOs: 59 a 71. Como se mencioné anteriormente, se prefiere una identidad de secuencia del 90%, 95% o
99% o mas en regiones correspondientes a motivos de NR1.

Se divulga un promotor inducible sintético especifico del higado que comprende una secuencia de acuerdo con
una cualquiera de las SEQ ID NOs: 68, 69, 70 o 71, o variante funcional de una cualquiera de las mismas. La
variante funcional es adecuadamente al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99% idéntica a
una cualquiera de las SEQ ID NO: 60 o 61. Como se mencioné anteriormente, se prefiere una identidad de
secuencia del 90%, 95% o 99% o mas en regiones correspondientes a motivos de NR1. Estos promotores
comprenden 2x MHM o 3x elementos del PBREM humano. De manera adecuada, el casete de expresién
comprende secuencias que proporcionan o codifican uno o mas de, y preferiblemente todos, un sitio de unién
ribosémico, un codén de inicio, un coddn de parada y una secuencia de terminacidén de la transcripciéon. De
manera adecuada, el casete de expresién comprende un &cido nucleico que codifica un elemento regulador
postranscripcional. De manera adecuada, el casete de expresién comprende un acido nucleico que codifica un
elemento poliA.

Un gen para su uso en la presente invenciéon normalmente codifica un producto de expresién génica deseado,
tal como un polipéptido (proteina) o ARN. El gen puede ser una secuencia de ADNc o ADN genémico de longitud
completa, o cualquier fragmento, subunidad o mutante del mismo que tenga al menos alguna actividad biolégica
deseada.

Cuando el gen codifica una proteina, puede ser esencialmente cualquier tipo de proteina. A modo de ejemplo
no limitativo, la proteina puede ser una enzima, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo (e.g., un anticuerpo
monoclonal), una proteina viral (e.g., REP, CAP, REV, VSV-G o0 RD114), una proteina terapéutica o una proteina
téxica (e.g., caspasa 3, 8 0 9).

En algunas realizaciones preferidas de la presente invencién, el gen codifica un producto de expresién
terapéutica, preferiblemente una proteina terapéutica adecuada para su uso en el tratamiento de una
enfermedad o condicién asociada con el higado. A estos genes se les puede llamar "genes terapéuticos". El
producto de expresidn terapéutica puede ser una proteina, e.g., una proteina secretable tal como, e.g., un factor
de coagulacién (e.g., factor IX o factor VIII), una citocina, un factor de crecimiento, un anticuerpo o nanocuerpo,
una quimiocina, un factor plasmético, insulina, eritropoyetina, lipoproteina lipasa o una proteina téxica.
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Alternativamente, el producto de expresion terapéutica puede ser ARN, tal como un ARNip o un miARN. Una
lista no exhaustiva de productos de expresién terapéuticos (y secuencias que los codifican) previstos para su
uso en la presente invencidn incluye: factor VI, factor IX, factor VII, factor X, factor de von Willebrand,
eritropoyetina (EPO), interferdn-a, interferén-B, interferén-y, interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2),
interleucina 3 (IL-3), interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina 7 (IL-7),
interleucina 8 (IL-8), interleucina 9 (IL-9), interleucina 10 (IL-10), interleucina 11 (IL-11), interleucina 12 (IL-12),
ligando 5 de quimiocina (motivo C-X-C) (CXCL5), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de macréfagos
(M-CSF), factor de células madre (SCF), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), proteina
quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), factor de necrosis tumoral (TNF), afamina (AFM), a1-antitripsina, a-
galactosidasa A, o-L-iduronidasa, ATP7b, ornitina transcarbamoilasa, fenilalanina hidroxilasa, lipoproteina
lipasa, descarboxilasa de aminoacidos arométicos (AADC), ATPasa transportadora de Ca2+ del reticulo
sarcoplasmico/endoplasmico 2 (ATP2A2), regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(CTFR), proteina descarboxilasa del acido glutamico de 65 kDa (GAD65), proteina descarboxilasa del acido
glutamico de 67 kDa (GADG67), lipoproteina lipasa (LPL), factor de crecimiento nervioso (NGF), neurturina
(NTN), porfobilindgeno desaminasa (PBGD), sarcoglicano alfa (SGCA), tirosina quinasa soluble tipo fms-1
(sFLT-1), apoliproteinas, receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL-R), albdmina, glucosa-6-fosfatasa,
anticuerpos, nanocuerpos, aptameros, proteinas dominantes negativas antivirales y fragmentos funcionales,
subunidades o mutantes de los mismos. Preferiblemente, la proteina es una proteina de primate, mas
preferiblemente una proteina humana.

Las proteinas o polipéptidos de interés pueden ser, por ejemplo, anticuerpos, enzimas o fragmentos de los
mismos, proteinas virales, citocinas, linfocinas, moléculas de adhesién, receptores y derivados o fragmentos
de los mismos, antibidticos proteicos, proteinas de fusidn de toxinas, conjugados carbohidrato-proteina,
proteinas estructurales, proteinas reguladoras, vacunas y proteinas o particulas similares a vacunas, enzimas
de proceso, factores de crecimiento, hormonas y cualquier otro polipéptido que pueda servir como agonista o
antagonista y/o tener uso terapéutico o diagnéstico. De acuerdo con una realizacién preferida, la proteina es
una inmunoglobulina, preferiblemente un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, mas preferiblemente un
anticuerpo Fab o scFv. De acuerdo con otra realizacidn preferida la proteina es una proteina viral.

En algunas realizaciones de la invencidn, el casete de expresidn sintético especifico del higado comprende un
gen Uutil para la edicién genética, e.g., un gen que codifica una nucleasa especifica del sitio, tal como una
meganucleasa, una nucleasa de dedo de zinc (ZFN), una nucleasa basada en efector de tipo activador de la
transcripcién (TALEN) o el sistema de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR-Cas). De manera adecuada, la nucleasa especifica del sitio se adapta para editar un
locus gendémico objetivo deseado haciendo un corte (normalmente una rotura de doble cadena especifica del
sitio) que luego se repara mediante unién de extremos no homélogos (NHEJ) o reparaciéon dependiente de
homologia (HDR), lo que da como resultado una edicién deseada. La edicién puede ser la reparacidn parcial o
completa de un gen que es disfuncional, o la desactivacidén o eliminacién de un gen funcional.

El producto de interés también puede ser un &cido nucleico, por ejemplo, un ARN, por ejemplo, un ARN
antisentido, un microARN, un ARNip, un ARNt, ARNr, un ARN guia o cualquier otro ARN regulador, terapéutico
o de otro modo util.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién, el vector de terapia génica es un vector viral, tal como un
vector retroviral, lentiviral, adenoviral o viral adenoasociado (AAV), pero también se contemplan otras formas
de vector de terapia génica. En algunas realizaciones preferidas, el vector es un vector AAV. En algunas
realizaciones preferidas, el AAV tiene un serotipo adecuado para la transduccién hepética. En algunas
realizaciones, el AAV se selecciona del grupo que consiste en: AAV2, AAV5, AAVE, AAV7, AAVS, AAVY o
derivados de los mismos. Los vectores AAV se utilizan adecuadamente como vectores AAV bicatenarios
autocomplementarios (scAAV) para superar una de las etapas limitantes en la transduccién de AAV (es decir,
la conversion de AAV monocatenario a bicatenario), aunque el uso de vectores AAV monocatenarios (AAVmc)
también se abarca en este documento. En algunas realizaciones de la invencion, el vector AAV es quimérico,
lo que significa que comprende componentes de al menos dos serotipos de AAV, como los ITR de un AAV2 y
la proteina de la capside de un AAVS.

En algunas realizaciones de la invencién, el vector es un plasmido. Un plasmido de este tipo puede incluir una
variedad de otras secuencias de acidos nucleicos funcionales, como uno o mas marcadores seleccionables,
uno o mas origenes de replicacién, sitios de policlonacién y similares.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un casete de expresiéon que comprende un promotor
inducible sintético especifico del higado unido operativamente a un gen, comprendiendo el promotor inducible
sintético especifico del higado un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR
como se define en las reivindicaciones. Se analizan mas arriba varios promotores inducibles sintéticos en el
contexto de un vector de terapia génica, y pueden utilizarse en este aspecto de la invencién. Por lo tanto, la
presente invencién también abarca los promotores sintéticos especificos del higado como se describe con
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respecto al primer aspecto en un casete de expresidn tanto en un vector de terapia génica (como se describid
en detalle anteriormente) y en otros contextos.

En algunas realizaciones de la invencién, el casete de expresién esta presente en un vector de expresién para
la expresién en células eucariotas. Los ejemplos de vectores de expresién eucariotas incluyen, entre otros, pW-
LNEO, pSV2CAT, pOG44, pXTly pSG disponibles de Stratagene; pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponibles de
Amersham Pharmacia Biotech; y pCMVDsRed2-express, pIRES2-DsRed2, pDsRed2-Mito, pCMV-EGFP
disponibles de Clontech. Hay muchos otros vectores bien conocidos y disponibles comercialmente. Para los
vectores adenovirales de células de mamiferos, las series de vectores pSV y pCMV son ejemplos no limitantes
particularmente conocidos. Existen muchos vectores de expresioén de levadura bien conocidos, incluidos, entre
otros, los plasmidos integrativos de levadura (Ylp) y los plasmidos replicativos de levadura (YRp). Para las
plantas, el plasmido Ti de Agrobacterium es un vector de expresiéon ejemplar, y los virus de plantas también
proporcionan vectores de expresién adecuados, e.g., el virus del mosaico del tabaco (TMV), el virus X de la
patata y el virus del mosaico del caupi.

En realizaciones de este aspecto de la invencion, el gen preferiblemente no es un gen reportero. Lo adecuado
es que el gen codifique un producto de expresion terapéutico (e.g., como se menciond anteriormente) u otro
producto de expresion que sea Util en la industria o la investigacion. Por lo tanto, en algunas realizaciones
preferidas de la invencidn, el casete de expresidn es para la expresién de un producto que no es un reportero
(tal como una proteina fluorescente, una proteina luminiscente o una proteina cromogénica), y preferiblemente
es para la expresién de un producto de expresion terapéutico. Se analizan mas arriba varios productos de
expresion adecuados. Al experto en la materia le resultara evidente otra expresién atil del producto.

En otro aspecto, la presente invenciéon también proporciona un promotor inducible sintético especifico del
higado que comprende un CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR como
se define en las reivindicaciones. Se considera que los diversos promotores inducibles sintéticos analizados
anteriormente en el contexto de un vector de terapia génica son realizaciones de este aspecto de la presente
invencién. En otras palabras, varios promotores descritos anteriormente se consideran realizaciones de este
aspecto de la invencién independientemente de si estan en el contexto de un vector de terapia génica. En
particular, se divulgan varios promotores inducibles sintéticos especificos del higado que tienen propiedades
beneficiosas y que no se divulgan en la técnica. Estos tienen utilidad en la terapia génica, pero también tienen
una amplia utilidad en otros contextos, como el cultivo celular y el bioprocesamiento, como se analiza mas
adelante.

En particular, pero no exclusivamente, las realizaciones de este aspecto de la invencidn incluyen un promotor
inducible sintético especifico del higado que comprende una secuencia de acuerdo con cualquiera de las SEQ
ID NOs: 7 a 18, o variante funcional de cualquiera de las mismas, como se define en las reivindicaciones. La
variante funcional es adecuadamente al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o 99% idéntica a una cualquiera
de las SEQ ID NO: 7 a 18. Como se mencioné anteriormente, se prefiere una identidad de secuencia del 90%,
95% 0 99% o mas en regiones correspondientes a motivos NR1.

En algunas realizaciones preferidas, el promotor inducible sintético especifico del higado comprende una
secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12, o variante
funcional de cualquiera de las mismas, como se define en las reivindicaciones. La variante funcional es
adecuadamente al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o0 99% idéntica a cualquiera de la SEQ ID NO: 7, la SEQ
ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12. Estos promotores comprenden 1, 2, 3y 4, respectivamente,
copias de PBREM de ratdn ligadas a un promotor minimo MinTK.

En algunas realizaciones de la invencién, el promotor inducible sintético especifico del higado comprende o
consiste en una secuencia de acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NOs: 59 a 71, o una variante funcional de
la misma, tal y como se define en las reivindicaciones. La variante funcional es adecuadamente al menos 60%,
70%, 80%, 90%, 95% o 99% idéntica a cualquiera de las SEQ ID NOs: 59 a 71. Como se menciond
anteriormente, se prefiere una identidad de secuencia del 90%, 95% o0 99% o més en regiones correspondientes
a motivos NR1.

En algunas realizaciones preferidas de la presente invencién, el promotor inducible sintético especifico del
higado comprende una secuencia de acuerdo con cualquiera de la SEQ ID NO: 68, 69, 70 o 71, o variante
funcional de una cualquiera de las mismas, como se define en las reivindicaciones. La variante funcional es
adecuadamente al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 99% idéntica a una cualquiera de la
SEQ ID NO: 68, 69, 70 o 71. Como se mencioné anteriormente, se prefiere una identidad de secuencia del
90%, 95% 0 99% o mas en regiones correspondientes a motivos NR1. Estos promotores comprenden 2x MHM
o 3x elementos del PBREM humanos.

Un CRE que puede unirse y activarse por un heterodimero CAR-RXR puede comprender o consistir en una
variante funcional del elemento del PBREM. Adecuadamente, la variante PBREM es una variante de PBREM
que no ocurre de manera natural, es decir, comprende una secuencia que no ocurre en la naturaleza. Por
ejemplo, la variante puede no comprender la secuencia de elementos del PBREM humanos, de ratdén o de rata
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(e.g., la SEQID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2). Se describieron anteriormente varios CRE no naturales capaces de
ser unidos y activados por un heterodimero CAR-RXR.

En algunas realizaciones, el CRE de la invencién comprende o consiste en un elemento del PBREM hibrido,
como se discutié anteriormente. A modo de ejemplo no limitativo, un elemento del PBREM hibrido puede
comprender porciones de elementos del PBREM de primates (e.g., humanos) y roedores (e.g., ratones). Por
ejemplo, un elemento del PBREM hibrido puede comprender un motivo NR1 de humano y un motivo NR2 de
ratéon, o un motivo NR1 de ratén y un motivo NR2 de humano. Los motivos NR1 y NR2 de ratén o humano
también se pueden combinar con un motivo NR1 de la especie correspondiente. En algunas realizaciones, el
elemento del PBREM hibrido comprende una de las siguientes combinaciones de motivos PBREM: hNR1-
MNF1-hNR2; hNR1-mNF1-mNR2; mNR1-hNF1-mNR2; o mNR1-hNF1-hNR2 (donde "h" indica el motivo
humano y m indica el motivo de ratén). Las secuencias de elementos del PBREM hibridos de ejemplo estéan
subrayadas en las SEQ ID Nos: 61 a 64 en la Tabla 3; por supuesto, se podrian utilizar variantes funcionales
de estas secuencias, e.g., secuencias que tengan una identidad del 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o
99% con las secuencias de elementos del PBREM hibridos subrayados en las SEQ ID Nos: 61 a 64.

En algunas realizaciones, el CRE que puede unirse y activarse mediante un heterodimero CAR-RXR
comprende o consiste en una de las siguientes secuencias:
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGACTGTACTTTCC
TGACCCTGAAGAG (SEQ D NO: #, NR1x3 humano);
ACTGTACTTTCCTGACCCTGGCACAGTGCCACCATGGACTTTCCTGAACCA (SEQ 1D NO:
72; HMH hibrido);
ACTGTACTTTCCTGACCCTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC (SEQ 1D NO:
73; HMM hibride);
TCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACC (SEQ ID NO:
74; MHM hibrido); o
TCTGTACTTTCCTGACCTTCAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA (SEQ ID NO:
75; MHH hibrido),

0 una variante funcional del mismo. La variante funcional comprende adecuadamente una secuencia que es
80%, 85%, 90%, 95% o0 99% idéntica a cualquiera de dichas secuencias.

También se proporciona un CRM que comprende dos o mas CRE que pueden unirse y activarse mediante un
heterodimero CAR-RXR que comprende o consiste en una variante funcional del elemento del PBREM. Se
describieron anteriormente varios CRM que comprenden dos o mas CRE capaces de unirse y activarse por un
heterodimero CAR-RXR. EI CRM puede comprender al menos un CRE no natural como se discutid
anteriormente, e.g., al menos un CRE hibrido.

En algunos ejemplos, el CRM comprende una de las siguientes secuencias:

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC-S-
CTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC (SEQ ID NO: 76;
2x CRE del PBREM de ratdn);
TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC (SEQ ID NO:
77, 3x CRE def PBREM de ratdn};
CTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACCE-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACC (SEQ ID NO:
78; 2x CRE de MHM hibridos};
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTCGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA-S-
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA (SEQ 1D NO:
79; 2x CRE def PBREM humano);
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ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGCGACTTTCCTGAACCA-S-
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA-S-
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA (SEQ 1D NO:
80; 3x CRE del PBREM humano),

0 una variante funcional de cualquiera de los mismos. La variante funcional comprende adecuadamente una
secuencia que es 80%, 90%, 95% o 99% idéntica a cualquiera de dichas secuencias, y en donde S es un
espaciador opcional. Cuando esté presente, el espaciador puede tener cualquier longitud adecuada, e.g., de 2
a 100 nucleétidos, de 3 a 50 nucleétidos, de 5 a 30 nucleédtidos y de 10 a 25 nucleétidos. En algunas
realizaciones se indica que el espaciador tiene una longitud multiplo de 5. Se ha descubierto que un espaciador
de aproximadamente 20 nucleétidos de longitud es adecuado (e.g., de 18 a 22 nucleétidos de longitud).

En algunos ejemplos, el CRM comprende una de las siguientes secuencias:

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGC
ATCCATTCTCTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC
{(SEQ 1D NO: 81; 2x CRE det PBREM de ratdn};
TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGC
ATCCATTCTCTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC
GCACTGAAGGTCCTCAATCGTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTT
GCCTGACACCCTGACCTCCTGCCAGCAATATCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCA
CCATCAACTTGCCTGACACC (SEQ 1D NO: 82; 3x PBREM de ratén);
CTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCA
TCCATTCTCTCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACC
(SEQ ID NO: 83; 2x MMM hibridos);
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCACATTACTCGC
ATCCATTCTCACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA
(SEQ ID NO: 84; 2x PBREM humano); 0
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCACATTACTCGC
ATCCATTCTCACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA
GCACTGAAGGTCCTCAATCGACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTT
TCCTGAACCA (SEQ 1D NQO: 85; 3x PEBREM humanos,

0 una variante funcional de cualquiera de los mismos. La variante funcional comprende adecuadamente una
secuencia que es 80%, 90%, 95% o 99% idéntica a cualquiera de dichas secuencias.

El elemento regulador en cis, médulo regulador en cis o promotor presentado en este documento, o variantes
de los mismos, pueden mejorar o impulsar la expresién de un gen en un tejido no hepatico o no derivado del
higado (e.g., bazo, musculo, corazén, pulmén y cerebro). La expresiéon génica en el tejido no hepético puede
ser exclusiva o adicional a la expresiéon en una célula hepatica. Cuando la expresion del gen se impulsa tanto
en el tejido no hepatico como en el hepético, el nivel de expresién en el tejido no hepético puede ser igual o
mayor que el nivel de expresidn en el tejido hepatico. Por ejemplo, un promotor presentado en este documento,
0 una variante del mismo, puede impulsar la expresién igual de un gen en el higado y el corazén.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un viribn recombinante (particula viral) que
comprende un vector de terapia génica de acuerdo con la presente invencién, como se define en las
reivindicaciones. El virion puede ser, por ejemplo, una particula de AAV, una particula retroviral, una particula
lentiviral o alguna otra forma de particula viral de terapia génica.

Los vectores o viriones de terapia génica de la presente invencién pueden formularse en una composicién
farmacéutica con un excipiente farmacéuticamente aceptable, es decir, una 0 mas sustancias portadoras y/o
aditivos farmacéuticamente aceptables, e.g., tampones, portadores, excipientes, estabilizantes, etc. La
composicién farmacéutica puede proporcionarse en forma de kit.
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Por consiguiente, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica
que comprende un vector o viridn de terapia génica como se establecié anteriormente. Los vectores o viriones
de terapia génica de la presente invencién pueden formularse en una composicién farmacéutica con un
excipiente farmacéuticamente aceptable, es decir, una o mas sustancias portadoras y/o aditivos
farmacéuticamente aceptables, e.g., tampones, portadores, excipientes, estabilizantes, etc. La composicidn
farmacéutica puede proporcionarse en forma de kit.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una célula que comprende un
vector de terapia génica, un casete de expresién, un promotor, CRE o0 CRM de acuerdo con los diversos
aspectos de la invencién, como se define en las reivindicaciones.

Apropiadamente la célula es una célula eucariota. La célula eucariota puede ser adecuadamente una célula
fungica (e.g., una célula de levadura), una célula animal (metazoo) (e.g., células de mamiferos) o una célula
vegetal. Alternativamente, la célula puede ser una célula procariota.

En algunas realizaciones de la invencién, la célula es ex vivo, e.g., en cultivo celular. La célula puede ser parte
de un tejido o de un organismo multicelular.

En una realizacion preferida, la célula es una célula hepatica (hepatocito), que puede ser ex vivo o in vivo. La
célula del higado puede ser una célula hepatica primaria o una célula de una linea celular derivada del higado,
e.g., una linea celular inmortalizada. La célula puede estar presente dentro de un entorno de tejido hepatico
(e.g., dentro de un higado) o puede estar aislada del tejido hepético, e.g., y puede estar en un cultivo celular.
Apropiadamente la célula es una célula humana. Generalmente, las células del higado expresan tanto CAR
como RXR. Sin embargo, algunas lineas celulares derivadas del higado no expresan CAR (e.g., la linea celular
Huh7) y en tales casos es necesario proporcionar CAR exdgeno. Esto se puede lograr proporcionando a la
célula un constructo de expresiéon adecuado que comprende un éacido nucleico que codifica CAR unido
operativamente a un promotor, e.g., un promotor constitutivamente activo. Se conocen enfoques adecuados en
la técnica y se describen en los ejemplos.

En algunas realizaciones, la célula ha sido modificada para expresar CAR y/o RXR. De manera adecuada, en
dichas realizaciones la célula es una célula que normalmente no expresa CAR, RXR o ambos CAR y RXR. Lo
méas conveniente es que la célula no sea una célula del higado. Por consiguiente, en algunas realizaciones de
la invencién, los promotores, casetes de expresién y vectores de la presente invencién se utilizan en células
no hepaticas, que normalmente (es decir, en su estado natural) no expresan CAR y/o RXR; y, por lo tanto, los
promotores de la presente invencién normalmente no estarian activos en dichas células. Sin embargo, dichas
células han sido modificadas de tal manera que sean capaces de expresar CAR y RXR y asi se pueda inducir
el promotor. Amodo de ejemplo no limitativo, la célula puede ser cualquier tipo de célula primaria animal o linea
celular animal.

El vector de terapia génica, el casete de expresidn, el promotor, CRE o CRM de acuerdo con diversos aspectos
de la invencién, tal como se define en las reivindicaciones, puede insertarse en el genoma de la célula o puede
estar presente en un vector episomal.

Las células adecuadas para la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, células eucariotas, tales como
células de levadura, plantas, insectos o0 mamiferos. Por ejemplo, las células pueden ser cualquier tipo de células
diferenciadas o pueden ser células madre hematopoyéticas u otras formas. En algunas realizaciones, las
células son células animales (metazoo) (e.g., células de mamiferos). En algunas realizaciones preferidas, las
células son células hepéticas (e.g., una célula Huh7, una célula HepaRG, una célula HEPG2, etc.; hay una
amplia gama de células hepaticas disponibles en ATCC, DSMZ y otras fuentes). En algunas realizaciones, la
célula es una célula de mamifero. En algunas realizaciones, la célula de mamifero es una célula humana, de
simio, de murino, de rata, de conejo, de héamster, de cabra, de bovino, de oveja o de cerdo. Algunas células
preferidas o "células hospedadoras" para la produccién de productos de interés son lineas celulares humanas,
de ratones, de ratas, de monos o de roedores. En algunas realizaciones se prefieren las células de hamster,
e.g., células BHK21, BHK TK, CHO, CHO-K1, CHO-DUKX, CHO-DUKX B1, CHO-S y CHO-DG44, o
derivados/progenies de cualquiera de dichas lineas celulares. En realizaciones alternativas, la célula podria ser
una célula humana. En algunas realizaciones preferidas, la célula humana podria ser una célula de rifién
embrionario humano (HEK), preferiblemente una célula HEK 293. En otra realizacién preferida de la invencién,
la célula puede ser una célula retiniana, e.g., una célula del epitelio pigmentado de la retina (RPE), por ejemplo,
ARPE-19 (ATCC CRL-2302). Ademas, las células de mieloma murino, preferiblemente las células NSO y Sp2/0
o los derivados/progenies de cualquiera de dichas lineas celulares, también son bien conocidas como lineas
celulares de produccién de proteinas biofarmacéuticas. En la Tabla 1 se resumen ejemplos no limitativos de
lineas celulares que se pueden utilizar en la presente invencién y fuentes de las que se pueden obtener. Las
células hospedadoras adecuadas se encuentran disponibles comercialmente, por ejemplo, en colecciones de
cultivos como la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zeilkuituren GmbH, Braunschweig,
Alemania) o la American Type Culture Collection (ATCC).
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Para aplicaciones de bioprocesamiento, puede ser preferible que las células se establezcan, adapten y cultiven
completamente en condiciones libres de suero y, opcionalmente, en medios que estén libres de cualquier
proteina/péptido de origen animal. Los medios disponibles comercialmente, como F12 de Ham (Sigma,
Deisenhofen, Alemania), RPMI-1640 (Sigma), medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Sigma), medio
esencial minimo (MEM; Sigma), medio de Dulbecco modificado de Iscove (IMDM; Sigma), CD-CHO (Invitrogen,
Carlsbad, CA), CHO-S-SFMII (Invitrogen), medio CHO sin suero (Sigma), medio CHO sin proteinas (Sigma),
medio EX-CELL (SAFC), CDM4CHO y SFM4CHO (HyClone) son soluciones nutritivas apropiadas a modo de
ejemplo. Cualquiera de los medios puede complementarse, seglin sea necesario, con una variedad de
compuestos, ejemplos de los cuales son hormonas y/u otros factores de crecimiento (como insulina,
transferrina, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento similar a la insulina), sales (como cloruro
de sodio, calcio, magnesio, fosfato), tampones (como HEPES), nucledsidos (como adenosina, timidina),
glutamina, glucosa u otras fuentes de energia equivalentes, antibiéticos, oligoelementos. También se pueden
incluir otros suplementos necesarios en concentraciones apropiadas que serén conocidas por los expertos en
la materia. En la presente invencién se prefiere el uso de medio sin suero, pero también se pueden utilizar
medios suplementados con una cantidad adecuada de suero para el cultivo de células huésped. Para el
crecimiento y seleccién de células genéticamente modificadas que expresan un gen seleccionable, se aflade
un agente de seleccién adecuado al medio de cultivo.

La célula puede ser una célula procariota, e.g., una célula bacteriana. En algunas realizaciones de la invencién,
la célula puede ser una célula procariota; aunque las células procariotas no poseen los sistemas CAR/RXR
asociados con la presente invencién, las células procariotas pueden, no obstante, ser Utiles en la produccién
de un vector u otras etapas en el manejo, transporte o almacenamiento de un vector.

En algunas realizaciones, la célula es una célula de empaquetamiento o productora para la produccién de un
vector viral. Por ejemplo, la célula puede ser una célula empaquetadora o productora para la produccidén de un
vector AAV. En la técnica se conocen varias lineas celulares productoras o empaquetadoras. En una linea
celular productora o de empaquetamiento, puede preferirse que el promotor de la presente invencién esté unido
operativamente a una proteina viral, e.g., Rep o Cap u otros genes virales estructurales o no estructurales.

En un aspecto adicional de la presente invencién, un promotor de la presente invencién puede estar asociado
operativamente con un gen que codifica una proteina viral o ARN. La proteina viral puede ser una proteina
estructural o no estructural. A modo de ejemplo no limitativo, la proteina viral puede ser una proteina de AAY,
por ejemplo, la proteina Rep o Cap, o puede ser una proteina auxiliar viral como E1A, E1B, E2A o E4. En otras
realizaciones, la proteina viral puede ser REV, VSV-G o0 RD114.

En un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un vector de terapia génica, un casete de expresion,
un promotor, un virién o una composicién farmacéutica de acuerdo con varios aspectos de la presente invencién
para su uso en el tratamiento de una enfermedad, preferiblemente una enfermedad asociada con la expresién
génica aberrante, opcionalmente en el higado (e.g., una enfermedad hepética genética).

La expresién en el higado es de particular interés ya que esta involucrada en una amplia gama de funciones
esenciales en el cuerpo, incluida la sintesis de muchas proteinas involucradas en el metabolismo, la hemostasia
y la proteccién contra infecciones. Dado que muchas enfermedades estan relacionadas con la alteracién de la
expresidn génica en el higado, existe un interés significativo en desarrollar estrategias de terapia génica que
permitan la expresién de un transgén en el higado para producir un producto de expresion terapéutico. Las
enfermedades asociadas con la expresidn génica aberrante incluyen, entre otras, hemofilia (incluida la hemofilia
A o B), hipercolesterolemia familiar, deficiencia de ornitina transcarbamilasa, fenilcetonuria, deficiencia de
ornitina transcarbamilasa, enfermedad de almacenamiento de glucégeno, deficiencia de al-antitripsina,
hemocromatosis hereditaria, tirosinemia tipo 1, aciduria argininosuccinica, infeccién por el virus de la hepatitis,
hepatitis no viral, cancer de higado, colestasis genética, enfermedad de Wilson y varias otras enfermedades
hepéaticas (como la enfermedad del higado graso no alcohélico [NAFLD] y la enfermedad hepética relacionada
con el alcohol [ARLDY]). El uso para el tratamiento de la hemofilia A o B representa realizaciones preferidas de
los diversos aspectos de la invencién.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para producir un producto de expresién,
adecuadamente un producto de expresién terapéutico, en células, adecuadamente células hepaticas,
comprendiendo el método:

— proporcionar células que comprenden un casete de expresién que comprende un promotor inducible sintético
especifico del higado unido operativamente a un gen, comprendiendo el promotor inducible sintético
especifico del higado un elemento regulador en cis (CRE) que puede unirse y activarse mediante un
heterodimero de CAR y RXR, como se define en las reivindicaciones adjuntas; y

—administrar a dichas células un inductor que es capaz de inducir la expresién del producto de expresién del
gen unido operativamente al promotor inducible en dicho casete de expresién.
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El método comprende adecuadamente mantener dichas células en condiciones adecuadas para la expresion
del producto de expresién del gen. En cultivo, esto puede comprender incubar la célula, o el tejido que
comprende la célula, en condiciones de cultivo adecuadas. La célula puede, por supuesto, estar in vivo, e.g.,
en una o més células del higado de un sujeto. Asi pues, este aspecto de la invencidn proporciona, entre otros,
métodos para producir un producto de interés en un cultivo celular (e.g., en una aplicacién de bioprocesamiento)
o la expresion de un producto terapéutico (e.g., ex vivo). Se analizan mas arriba varias células adecuadas para
Su uso en este aspecto.

De manera adecuada, el método comprende la etapa de introducir el casete de expresion en el higado. En la
técnica se conocen una amplia gama de métodos de transfeccién de células hepéticas. Un método preferido
para transfectar células hepaticas es transducir las células con un vector viral que comprende el casete de
expresion sintético especifico del higado, e.g., un vector AAV. A continuacién, se describen detalles de varios
vectores para su uso en la presente invencién.

El método puede incluir la recoleccién o aislamiento del producto de expresion. El experto en la materia conoce
bien métodos adecuados para recolectar o aislar diversos productos de expresién (e.g., proteinas o &cidos
nucleicos).

En algunas realizaciones, la célula es una célula del higado. Generalmente, las células del higado expresan
tanto CAR como RXR. Sin embargo, algunas lineas celulares derivadas del higado no expresan CAR (e.g,, la
linea celular Huh7) y en tales casos es necesario proporcionar CAR exdégeno. Esto se puede lograr
proporcionando un constructo de expresién adecuado para expresar CAR en la célula, por ejemplo, que
comprende un &cido nucleico que codifica CAR unido operativamente a un promotor adecuado. En la técnica
se conocen bien vectores de expresiéon adecuados y otros enfoques para expresar CAR en cualquier célula
dada.

La expresién natural de CAR generalmente se limita a las células del higado. En consecuencia, cuando la
célula no expresa CAR (lo que es tipico de las células no hepaticas), normalmente sera necesario proporcionar
CAR exébgeno a la célula. Como se menciond anteriormente, esto se puede lograr proporcionando un constructo
de expresién adecuado para expresar CAR en la célula, e.g., que comprende un acido nucleico que codifica
CAR unido operativamente a un promotor adecuado. En la técnica se conocen bien vectores de expresién
adecuados y otros enfoques para expresar CAR en cualquier célula dada.

El inductor para uso en la invencién puede ser cualquier agente que sea adecuado para inducir la activacién
de CARy la formacién de un heterodimero CAR-RXR. Un inductor de este tipo puede inducir la expresién de
un elemento del PBREM en una célula en la que esté presente el casete de expresion. Existe una amplia gama
de inductores de expresién de elementos del PBREM de ratén y humanos conocidos en la técnica anterior
(véase, por ejemplo, HONKAKOSKI, et al., Molecular Pharmacology, 53: 597-601 (1998), y Cherian et al.
"Small-molecule modulators of the constitutive androstane receptor”, Expert Opin Drug Metab Toxicol. 2015
July; 11(7): 1099-1114; Banerjee et al.,, "Targeting xenobiotic receptors PXR and CAR in human deseases",
Drug Discov. Today. 2015 May; 20(5): 618-628; Omiecinski et al., "Multi-species Analyses of Direct Activators
of the Constitutive Androstane Receptor”, Toxicological Sciences, 123(2), 550-562 (2011)). Normalmente, estos
inductores son ligandos activadores del CAR. EI CAR se caracteriza por su amplia especificidad para diversos
ligandos endégenos y exdgenos con estructuras quimicas variables, lo que le permite ser un sensor
xenobibdtico. La Tabla 1 de Cherian et al.,, enumera varios activadores de activadores de CAR en varias
especies, que podrian usarse como inductores en cualquier aspecto de la presente invencién.

Por ejemplo, y sin limitacién, el inductor comprende adecuadamente uno o mas agentes seleccionados de la
siguiente lista:

fenobarbital (PB); un compuesto flavonoide, e.g., flavona, crisina, baicaleina o galangina; 1,4-Bis[2-(3,5-
dicloropiridiloxi)|benceno (TCPOBOP), 6-(4Clorofenil)imidazo[2,1-b][1,3]tiazol-5-carbaldehido-O-(3,4-
diclorobencilloxima (CITCO); Acetaminofén; Buprenorfina; Fenitoina; Carbamazepina; Acido valproico;
Artemisinina y derivados; Clorpromazina; Efavirenz; Nevirapina; Rilpivirina; Etravirina; Diazepam;
Ciclofosfamida; Ifosfamida; Cerivastatina; Simvastatina; lovastatina; sulfonamidas sustituidas; Tiazolidin-4-ona;
Estradiol; Estrona y analogos; 17a-etinil-3;17p-estradiol (EE2); deshidroepiandrosterona (DHEA); 5p-pregnano-
3,20-diona; Dietilestilbestrol; Extracto de ginkgo biloba; Galangina; crisina; baicaleina; Sulfuro de dialilo; Acido
elagico; Resveratrol; Escualestatina-1; Bilobalida; Triclocarbano; Triclosan; Diclorodifeniltricloroetano (DDT);
Dieldrina; Metoxicloro; Metoflutrina; Permetrina; Piretrinas; Sulfoxaflor; Ftalato de dietilhexilo (DEHP),
Ciproconazol; Fluconazol; Propiconazol, FL81; Fosfato de tri-p-metilfenilo (TMPP); UM104; y UM145.

En algunas realizaciones preferidas, el inductor es un farmaco (agente farmacéutico), e.g., un farmaco que
tiene aprobacién regulatoria en al menos un pais (preferiblemente los Estados Unidos o un miembro de la Unidn
Europea) para su uso en humanos o animales (preferiblemente humanos) para tratar al menos una condicién
médica. Como alternativa, puede preferirse que el inductor tenga estatus GRAS en al menos un pais
(preferiblemente Estados Unidos o un miembro de la Unién Europea). En algunas realizaciones preferidas, el
inductor comprende uno o mas agentes seleccionados de la siguiente lista:
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fenobarbital (PB); compuestos flavonoides, tales como flavona, crisina, baicaleina o galangina; Acetaminofén;
Buprenorfina; Fenobarbital, Fenitoina; Carbamazepina; Acido valproico; Artemisinina y derivados;
Clorpromazina; Efavirenz; Nevirapina; Rilpivirina; Etravirina; Diazepam; Ciclofosfamida; Ifosfamida;
Cerivastatina; Simvastatina; lovastatina; sulfonamidas sustituidas; y Tiazolidin-4-ona.

Todos estos compuestos son farmacos conocidos o se consideran GRAS para su uso en humanos y, por lo
tanto, en general se pueden utilizar para inducir la expresién en humanos con un grado adecuado de seguridad.

En algunas realizaciones de la invencién el inductor es fenobarbital. En algunas otras realizaciones, el inductor
es CITCO o TCPOBORP. En algunas otras realizaciones, el inductor es un flavonoide, e.g., flavona.

El inductor se puede administrar a las células de cualquier manera adecuada. Por ejemplo, en el cultivo celular,
el inductor se puede afiadir al medio de cultivo. Cuando las células estan in vivo, e.g., las células estan en el
higado de un animal, el inductor se puede administrar a las células a través de administracién sistémica al
animal o mediante administracion local al tejido diana (e.g., higado). Una persona experta en la materia puede
determinar facilmente una tasa de dosificacién adecuada para cualquier inductor dado. De este modo, el
experto en la materia puede determinar facilmente, para cualquier inductor, una forma adecuada de administrar
el inductor a las células y una concentracién adecuada para utilizar. En el caso de CITCO, se ha demostrado
en los ejemplos siguientes que la administracién de una concentracién de entre 0.5 pM y 3 M, por ejemplo,
aproximadamente 1 uM, a las células es adecuada para inducir la expresiéon. En el caso de administracién de
TCPOBOP, de una concentracién de entre 50 nM y 150 nM a las células, se ha demostrado en los ejemplos a
continuacién que es adecuada para inducir la expresiéon. En el caso de la flavona, se ha demostrado en los
ejemplos siguientes que la administraciéon de una concentraciéon de 30 UM a las células es adecuada para
inducir la expresién. Sin embargo, se podrian utilizar otras concentraciones apropiadas y el experto en la
materia puede determinar la dosis necesaria que debe administrarse a un paciente. Por consiguiente, en
algunas realizaciones la presente invencién contempla exponer las células que comprenden el casete de
expresion de 0.1 yM a 15 pyM de CITCO para inducir la expresion, e.g., de 0.25 yM a 6 pM, de 0.5 uM a 3 pM.
En algunas realizaciones, la presente invencion contempla exponer las células que comprenden el casete de
expresiéon a 10 nM o 750 nM de TCPOBOP para inducir la expresién, e.g., de 25 nM a 300 nM, o de 50 nM a
150 nM. En algunas realizaciones, la presente invencién contempla exponer las células que comprenden el
casete de expresién de 6 pM a 150 pM de flavona para inducir la expresién, e.g., de 15a 150 yM, o de 25 a 35
MM.

El método puede comprender adecuadamente dejar de administrar el inductor. La interrupciéon de la
administracién del inductor provocara al menos una reduccién de la expresién del producto de expresién.
Normalmente, la expresién del producto de expresidn volvera a un nivel basal con el tiempo.

El método puede comprender adecuadamente variar la concentracién del inductor administrado a las células a
lo largo del tiempo. Esto se puede utilizar para modular el nivel de expresién del producto de expresion.

En algunas realizaciones de la invencién, la concentracidén del inductor administrado a las células a lo largo del
tiempo se varia para modular la dosis de un producto génico terapéutico proporcionado en un sujeto o para
variar la produccién de un producto de expresién en un cultivo celular. En el caso de la terapia en un sujeto
(que se analiza con mas detalle a continuacién), la concentracién del inductor se puede variar en respuesta a
una alteracién en la condicién de un sujeto, el nivel de un biomarcador en un sujeto o cualquier otra razén.

En algunas realizaciones, el método implica administrar un inhibidor a las células. El inhibidor puede ser
cualquier agente que sea adecuado para inhibir o disminuir la activacién de CAR y la formacién de un
heterodimero CAR-RXR. Se puede utilizar la adiciéon de un inhibidor para disminuir o eliminar la expresién del
producto de expresién (es decir, disminuir o desactivar la expresién). A modo de ejemplo no limitativo, la
metformina es un antagonista conocido de CAR, que puede utilizarse como inhibidor. Ademés, se sabe que el
androstenol y varios isémeros del androstanol, los androstanos, son antagonistas endégenos del CAR y pueden
administrarse como inhibidores. Se discuten varios inhibidores de CAR en Cherian et al., "Small-molecule
modulators of the constitutive androstane receptor", Expert Opin Drug Metab Toxicol. 2015 July; 11(7): 1099-
1114 - ver la Figura 1 que divulga varios inhibidores de CAR humanos, de ratén y de rata. El experto en la
materia podria, por supuesto, identificar otros inhibidores de CAR (0o RXR) que sean adecuados para inhibir o
disminuir la formacién de un heterodimero CAR-RXR que se pueda utilizar en la presente invencion. La persona
experta en la materia puede determinar facilmente una tasa de dosificacién adecuada para cualquier inhibidor
dado.

La presente divulgacién también proporciona un método para expresar un transgén terapéutico en una célula
hepatica, comprendiendo el método introducir en la célula hepatica un vector de terapia génica de acuerdo con
la presente invencién y posteriormente administrar a la célula un inductor. Los inductores adecuados se
analizan mas arriba. La célula hepatica puede ser in vivo o ex vivo. Como se menciond anteriormente, la
concentracién del inductor administrado a la célula puede variar con el tiempo. Se analizan mas arriba genes
terapéuticos ejemplares para su uso en este aspecto.
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Seré evidente para el experto en la materia que un vector de terapia génica, un casete de expresién, un virién
0 una composicién farmacéutica de acuerdo con diversos aspectos de la invencién se pueden utilizar para
terapia génica. Por consiguiente, el uso de dichos vectores de terapia génica, casetes de expresién, viriones o
composiciones farmacéuticas en terapia génica forma parte de la presente invencién. Un aspecto de la
invencién proporciona asi un vector de terapia génica, un casete de expresién, un viribn o una composicién
farmacéutica como se establece en este documento para su uso en terapia génica, preferiblemente terapia
génica a través de la expresién especifica en el higado de un gen terapéutico, adecuadamente para el
tratamiento de una enfermedad que involucra una expresién génica aberrante en el higado.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un vector de terapia génica, un casete de expresién
0 un viribn como se define en las reivindicaciones para su uso en un método de terapia génica de un sujeto,
preferiblemente un ser humano, que lo necesita, comprendiendo el método:

— introducir en el higado del sujeto un vector de terapia génica, un casete de expresién o un virién de la presente
invencién, que comprende un gen que codifica un producto terapéutico; y

—administrar un inductor al sujeto de tal manera que una cantidad terapéuticamente efectiva del producto
terapéutico se exprese en el sujeto.

También se analizan mas arriba los genes terapéuticos adecuados. Las condiciones que pueden tratarse
también se discuten arriba, incluyendo pero no limitado a hemofilia (incluyendo hemofilia A o B),
hipercolesterolemia familiar, deficiencia de ornitina transcarbamilasa, fenilcetonuria, deficiencia de ornitina
transcarbamilasa, enfermedad de almacenamiento de glucégeno, deficiencia de a1-antitripsina,
hemocromatosis hereditaria, tirosinemia tipo 1, aciduria argininosuccinica, infeccién por el virus de la hepatitis,
hepatitis no viral, cancer de higado, colestasis genética, enfermedad de Wilson y varias otras enfermedades
hepéaticas (como enfermedad del higado graso no alcohdélico (NAFLD), enfermedad hepatica relacionada con
el alcohol (ARLD) y trastornos de almacenamiento lisosomal.

El método comprende adecuadamente expresar una cantidad terapéuticamente eficaz del producto terapéutico
del gen en el higado de dicho sujeto. El producto terapéutico puede tener un efecto terapéutico en el higado o
en otra localizacién del sujeto. Por ejemplo, el producto terapéutico puede liberarse en el torrente sanguineo.

Se describieron anteriormente los inductores adecuados, asi como los métodos de administracién del inductor.
Como se discutié anteriormente, la administracion del inductor puede interrumpirse después de un periodo de
tiempo, e.g., después de que se haya logrado un beneficio terapéutico adecuado. Alternativamente, la cantidad
del inductor administrado al sujeto puede variarse con el tiempo. La cantidad del inductor administrado al sujeto
puede ajustarse para obtener la expresiéon de una cantidad deseada (dosis) del producto terapéutico. Asi,
cuando existe una necesidad clinica de una mayor cantidad del producto terapéutico (e.g., debido a una
respuesta insuficiente en el sujeto), se puede aumentar la cantidad del inductor administrado al sujeto, y
viceversa (e.g., debido a una respuesta excesiva o efectos secundarios indeseables).

En algunas realizaciones, el método puede comprender las etapas de:

- determinar la cantidad del producto terapéutico expresada en el sujeto o evaluar la respuesta de un sujeto al
producto terapéutico, y:

a) cuando se desea una mayor cantidad del producto terapéutico en el sujeto, aumentar la cantidad de inductor
administrado al sujeto, o

b) cuando se desea una cantidad menor del producto terapéutico en el sujeto, disminuir la cantidad de inductor
administrado al sujeto.

Se pueden utilizar técnicas de laboratorio estandar para determinar la cantidad de producto terapéutico en el
sujeto.

Al considerar que la cantidad de inductor administrado al sujeto puede variar con el tiempo, por supuesto se
entendera que el inductor normalmente no se administrara al paciente de forma continua, sino que normalmente
se administrarg a un nivel de dosis determinado en un intervalo de tiempo determinado. La presente invencién
contempla asi variar la cantidad de inductor administrado al sujeto a lo largo del tiempo ajustando la dosis,
ajustando el periodo de tiempo entre dosis 0 ambos. Asi, por ejemplo, para aumentar la cantidad de inductor
administrado a un sujeto se puede aumentar la dosis manteniendo constante el tiempo entre dosis, se puede
mantener constante la dosis mientras se reduce el tiempo entre dosis, o0 se puede aumentar la dosis y reducir
el tiempo entre dosis. Para disminuir la cantidad de inductor administrado a un sujeto, se puede disminuir la
dosis manteniendo constante el periodo de tiempo entre dosis, se puede mantener constante la dosis mientras
se reduce el periodo de tiempo entre dosis 0 se puede disminuir la dosis y aumentar el periodo de tiempo entre
dosis.
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Alternativamente, o adicionalmente, el método puede comprender cambiar el inductor para alterar la cantidad
del producto terapéutico en el sujeto. Por ejemplo, un inductor débil puede ser reemplazado por un inductor
mas fuerte, o viceversa.

El método también puede comprender cambiar el inductor si, por ejemplo, el sujeto tiene una reaccién adversa
a un inductor, o se descubre que el inductor es ineficaz en el sujeto.

El método también puede comprender la administracién de un inhibidor al sujeto. Se describieron anteriormente
los inhibidores adecuados para su uso en la invencién. El inhibidor se puede afiadir para reducir o detener la
produccién del producto terapéutico en el sujeto. La cantidad de inhibidor administrada al sujeto puede
ajustarse para obtener la expresidn de una cantidad deseada (dosis) del producto terapéutico.

Se analizan més arriba los genes que codifican productos genéticos terapéuticos adecuados. Sin embargo,
cabe mencionar especificamente las proteinas terapéuticas, como el factor VIl y |X, para el tratamiento de la
hemofilia.

El método comprende adecuadamente administrar un vector o virién de acuerdo con la presente invencidn al
sujeto. Lo méas adecuado es que el vector sea un vector de terapia génica viral, preferiblemente un vector AAV.

En algunas realizaciones, el método comprende administrar el vector de terapia génica viral sistémicamente.
La administracién sistémica puede ser enteral (e.g., oral, sublingual y rectal) o parenteral (e.g., inyeccién). Las
vias de inyeccién preferidas incluyen inyecciones intravenosas, intramusculares, subcutaneas, intraarteriales,
intraarticulares, intratecales e intradérmicas.

En algunas realizaciones, el vector de terapia génica viral puede administrarse de manera concurrente o
secuencial con uno o mas agentes terapéuticos adicionales o con uno o mas agentes saturantes disefiados
para evitar la eliminacién de los vectores por el sistema endotelial reticular.

Cuando el vector es un vector AAV, la dosis del vector puede ser de 1x10'° gc/kg a 1x10"® ge/kg o mas,
adecuadamente de 1x10"2 gc/kg a 1x10"* ge/kg, convenientemente de 5x10'2 ge/kg a 5x10'2 ge/kg.

En general, el sujeto que lo necesite sera un mamifero, y preferiblemente un primate, mas preferiblemente un
ser humano. Por lo general, el sujeto que lo necesita presentara sintomas caracteristicos de una enfermedad.
El método generalmente comprende mejorar los sintomas que presenta el sujeto que lo necesita, mediante la
expresion de la cantidad terapéutica del producto terapéutico.

Los protocolos de terapia génica para la expresién de genes terapéuticos en células diana in vitro e in vivo, son
bien conocidos en la técnica y no se discutiran en detalle en este documento. Brevemente, incluyen inyeccién
intramuscular, inyeccion intersticial, instilacién en las vias respiratorias, aplicacién al endotelio, parénquima
intrahepético y administracién intravenosa o intraarterial (e.g., arteria intrahepatica, vena intrahepatica) de
vectores de ADN plasmidico (desnudos o en liposomas) o vectores virales. Se han desarrollado varios
dispositivos para mejorar la disponibilidad de ADN para la célula objetivo. Si bien un enfoque simple es contactar
fisicamente la célula objetivo con catéteres o materiales implantables que contengan el vector relevante,
enfoques mas complejos pueden utilizar dispositivos de inyeccién a chorro o similares. La transferencia de
genes a células hepéticas de mamiferos se ha realizado utilizando procedimientos ex vivo e in vivo. El enfoque
ex vivo generalmente requiere la recoleccién de células hepaticas, transduccién in vitro con vectores de
expresién adecuados, seguida de reintroduccidn de los hepatocitos transducidos en el higado. La transferencia
de genes in vivo se ha logrado inyectando ADN o vectores virales en el parénquima hepatico, la arteria hepatica
o la vena porta.

Se divulga en este documento el uso de un promotor inducible sintético, un casete de expresidn sintético, un
vector o un viribn de acuerdo con varios aspectos de la presente invencién para la fabricacion de una
composicién farmacéutica para el tratamiento de cualquier condicién o enfermedad mencionada en este
documento.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para producir un producto de expresién,
comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar una poblacién de células eucariotas, preferiblemente células animales, més preferiblemente
células de mamiferos y més preferiblemente células hepéticas, que comprende un casete de expresion que
comprende un promotor inducible sintético especifico del higado unido operativamente a un gen,
comprendiendo el promotor inducible sintético especifico del higado un elemento regulador en cis (CRE) que
puede unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR como se define en las reivindicaciones;

(b) cultivar dicha poblacién de células; y

(c) administrar a dichas células un inductor que es capaz de inducir la expresién del producto de expresién del
gen unido operativamente al promotor inducible en dicho casete de expresidn; y

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3 021 683 T3

(d) recuperar el producto de expresién.

El método es preferiblemente un método de bioprocesamiento, es decir, un proceso que utiliza células vivas
para obtener productos de expresiéon deseados. Se analizan més arriba los transgenes preferidos y los
productos de interés que codifican. El producto de expresién puede ser util para procesos terapéuticos,
cosméticos, de investigacién u otros procesos industriales. Los inductores y las células que son adecuados
para este aspecto se analizan més arriba.

La etapa (b) normalmente comprende mantener dicha poblacién de células en condiciones adecuadas para la
proliferacién de las células. Las condiciones normalmente preparan las células para la expresion del producto
de expresion del transgén tras la induccién en la etapa (c). El experto en la materia conocera las condiciones
adecuadas para los distintos tipos de células contemplados. Por lo tanto, el método comprende adecuadamente
incubar dicha poblacién de células en condiciones adecuadas para el crecimiento de las células antes de la
etapa (c) de tratamiento de dicha poblacidén de células para inducir la expresién.

La etapa de recuperacion del producto de expresién tipicamente comprende separar el producto de expresioén
de dicha poblacién de células y, en algunos casos, de otros componentes del medio de cultivo celular. El método
comprende preferiblemente la etapa de purificacién del producto de expresién. Los métodos adecuados para
recuperar y/o purificar un producto de expresién son convencionales en la técnica y dependeran de la
naturaleza especifica del producto de expresién.

Sera evidente que la presente invencién permite retrasar la produccién del producto de expresiéon hasta un
punto deseado en un proceso de cultivo celular. Esto puede, por ejemplo, permitir que la poblacién de células
se expanda hasta que se alcance un nimero o concentracién de células deseado, o se alcance una fase de
crecimiento deseada. Esto puede ser deseable por muchas razones, e.g., para permitir que las células crezcan
en condiciones 6ptimas antes de la expresidén del transgén, que puede inhibir el crecimiento. En el caso de
proteinas téxicas, por ejemplo, se puede evitar la produccién de un producto de expresién téxico hasta que el
sistema de cultivo celular se encuentre en la etapa deseada. Una vez que se expresa la proteina téxica, las
células, por supuesto, se veran afectadas negativamente o moriran. Sin embargo, incluso para productos de
expresion no téxicos puede haber ventajas considerables en términos de eficiencia al retrasar la expresién del
transgén hasta un punto deseado.

Los métodos se pueden llevar a cabo en cualquier reactor adecuado, incluidos, entre otros, biorreactores de
tanque agitado, de elevacién aérea, de fibra, de microfibra, de fibra hueca, de matriz cerdmica, de lecho
fluidizado, de lecho fijo y/o de lecho con boquilla. Tal como se utiliza en este documento, "reactor" puede incluir
un fermentador o una unidad de fermentacién, o cualquier otro recipiente de reaccidén y el término "reactor” se
utiliza indistintamente con "fermentador'. Por ejemplo, en algunos aspectos, una unidad de biorreactor de
ejemplo puede realizar una o més, o todas, de las siguientes acciones: alimentacién de nutrientes y/o fuentes
de carbono, inyeccién de gas adecuado (e.g., oxigeno), flujo de entrada y salida de medio de fermentacién o
cultivo celular, separacién de fases gaseosas y liquidas, mantenimiento de la temperatura, mantenimiento de
oxigeno y niveles de CO,, mantenimiento del nivel de pH, agitacion (e.g., remover) y/o limpieza/esterilizacién.
Las unidades de reactores de ejemplo, como una unidad de fermentacién, pueden contener multiples reactores
dentro de la unidad; por ejemplo, la unidad puede tener de 1 a 10 o mas biorreactores en cada unidad. En
diversas realizaciones, el biorreactor puede ser adecuado para procesos de fermentacidn por lotes, semilotes
alimentados, lotes alimentados, perfusién y/o continuos. En algunas realizaciones, el biorreactor puede tener
un volumen de desde aproximadamente 100 mL hasta aproximadamente 50,000 litros, preferiblemente 10 litros
0 més. Ademas, los reactores adecuados pueden ser multiuso, de un solo uso, desechables o0 no desechables
y pueden estar hechos de cualquier material adecuado. Las publicaciones de patente de los Estados Unidos
n.° 2013/0280797, 2012/0077429, 2011/0280797, 2009/0305626, y las patentes de los Estados Unidos n.°
8,298,054, 7,629,167, y 5,656,491 describen sistemas ejemplares que pueden usarse en la presente invencién.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién, el método es para la produccién de vectores virales de
terapia génica, e.g., particulas virales de rAAV. En esta realizacion, la célula es adecuadamente una célula de
empaquetamiento o una célula productora, y una de las funciones auxiliares esta bajo el control del promotor
inducible. A modo de ejemplo no limitativo, los genes de ARN Rep, Cap, E1A, E1B, E2A, E4 y VA pueden
colocarse bajo el control del promotor inducible. Debido a su toxicidad, controlar la expresién de Rep es de
particular interés. Asi, en otro aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de un promotor como se
define en las reivindicaciones para controlar la expresién de una proteina viral en un método de produccion de
un producto de terapia génica viral, preferiblemente una proteina auxiliar viral, y més preferiblemente el gen
Rep.

La divulgacién también proporciona un recipiente reactor que comprende un cultivo celular que comprende
células de la presente invencién y un medio suficiente para soportar el crecimiento de la célula. Se describieron
anteriormente varios reactores adecuados para la presente invencion.

También se proporciona el uso de un vector o célula de bioprocesamiento en un método de bioprocesamiento
para la fabricacién de un producto de interés, e.g., un producto terapéutico.
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Breve descripcién de las Figuras

- La Figura 1A muestra la medicién de la expresién de luciferasa del constructo PB1-MinTK después de la
transfeccién en células Huh7 y el tratamiento con DMSO, 50 nM, 150 nM y 250 nM de TCPOBOP.

- La Figura 1B muestra la medicién de la expresién de luciferasa del constructo PB1-MinTK después de la
transfeccién en células Huh7, donde las células Huh7 fueron transfectadas con CAR o no fueron transfectadas
con CAR.

- La Figura 1C muestra los datos de la Figura 1A representados como una relacién del fuerte promotor viral
CMV-IE. La Figura 1C también muestra que en ausencia de CAR, no hay expresién de luciferasa. Un elemento
del PBREM en combinacién con el promotor MinTK impulsa la expresién hasta un maximo del 40% de la
expresion del gen CMV-IE.

- La Figura 1D muestra la medicién de la expresiéon de EPO del constructo PB1-MinTK después de la
transfeccién en células Huh7 y el tratamiento con DMSO, 0.5 uM, 1 uM, 2 puM y 3 uM de CITCO. Esta figura
también muestra que la adicién de CITCO no cambia la expresion de EPO del promotor del CMV-MP.

- La Figura 2A muestra la medicién de la expresion de luciferasa de los constructos PB1-MinTK, PB1-CMV-MP
y PB1-SV40-MP después de la transfeccién en hepatocitos AXOL ARE y el tratamiento con DMSO (izquierda)
0 1 UM de CITCO (derecha).

- La Figura 2B muestra los datos de la Figura 2A representados como una relacién del fuerte promotor viral
CMV-IE.

- La Figura 3A muestra la expresién de luciferasa de los constructos PB1-SV40, PB1-1-SV40, PB1-2-SV40 y
PB1-3-SV40 que contienen 1, 2, 3 y 4 elementos del PBREM respectivamente. Los multimeros del PBREM en
combinacién con el promotor SV40 son inducibles y aumentan el nivel de expresién, pero solo hasta 3 copias
del elemento del PBREM.

- La Figura 3B muestra la expresién de luciferasa de los constructos PB1-CMV, PB1-1-CMV, PB1-2-CMV y
PB1-3-CMV que contienen 1, 2, 3 y 4 elementos del PBREM respectivamente. Los multimeros del PBREM en
combinacién con el promotor del CMV son inducibles y aumentan el nivel de expresién, pero solo hasta 3 copias
del elemento del PBREM.

- La Figura 3C muestra la expresién de luciferasa de los constructos PB1-MinTK, PB1-1-MinTK, PB1-2-MinTK
y PB1-3-MinTK que contienen 1, 2, 3 y 4 elementos del PBREM respectivamente. Los multimeros del PBREM
en combinacién con el promotor MinTK son inducibles y aumentan el nivel de expresién, pero solo hasta 3
copias del elemento del PBREM.

- La Figura 4A muestra la expresién de luciferasa del constructo PB1-MinTK en el vector pGL4.10 en
hepatocitos AXOL ARE, el constructo PB1-MinTK en el vector pAAV en células Huh7 y el constructo PB1-MinTK
en el vector pAAV en hepatocitos AXOL ARE. La induccién de la expresion de luciferasa a partir del constructo
PB1-MinTK es comparable entre vectores y tipos de células.

- La Figura 4B muestra la expresién de luciferasa del constructo PB1-2-MinTK en el vector pGL4.10 en
hepatocitos AXOL ARE, el constructo PB1-2-MinTK en el vector pAAV en células Huh7 y el constructo PB1-2-
MinTK en el vector pAAV en hepatocitos AXOL ARE. La induccidén de la expresién de luciferasa a partir del
constructo PB1-2-MinTK es comparable entre vectores y tipos de células.

- La Figura 5 muestra la expresién de luciferasa de los constructos PB1-MinTK y PB1-2-MinTK en el vector
pAAV en hepatocitos AXOL ARE sin CITCO, con induccién de CITCO (1 pM) y después de la retirada de CITCO.

- La Figura 6 muestra el elemento del PBREM del ratén.
- La Figura 7 muestra un mapa del plasmido del vector pGL4.10.

- La Figura 8 muestra resultados in vivo de los constructos PB1 y PB1-2. A) Imagenes bioluminiscentes de
ratones representativos de 0 a 48 horas después de la induccién, B) Bioluminiscencia graficada para mostrar
las diferentes cinéticas de induccién, C) Veces que se produce induccidén observada para cada constructo (n =
5).

- La Figura 9 muestra el efecto de CITCO y Flavona en la induccién de los hibridos del PBREM en una linea
celular HUH7 que expresa CAR humano de forma estable.

- La Figura 10 muestra el efecto de CITCO y Flavona en la induccién de los hibridos del PBREM en hepatocitos
primarios.
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- La Figura 11 muestra el efecto de CITCO y Flavona en la induccién de multimeros de los hibridos del PBREM
en una linea celular Huh7 que expresa CAR humano de forma estable.

- La Figura 12 muestra el efecto de CITCO y Flavona en la induccién de multimeros de los hibridos del PBREM
en hepatocitos primarios.

Descripcidn detallada de realizaciones de la invencién y ejemplos

Si bien a continuacién se analizan en detalle la fabricacién y el uso de diversas realizaciones de la presente
invencion, debe apreciarse que la presente invencién proporciona muchos conceptos inventivos aplicables que
pueden implementarse en una amplia variedad de contextos especificos. Las realizaciones especificas que se
analizan en este documento son meramente ilustrativas de formas especificas de realizar y utilizar la invencién.
El alcance de la invencién esté definido por las reivindicaciones adjuntas.

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales
de biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante e
inmunologia, que estan dentro del conocimiento de la técnica. Estas técnicas se explican detalladamente en la
literatura. Véase, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, 2000, Wiley and son Inc, Library
of Congress, USA ); Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Third Edition, (Sambrook et al, 2001, Cold Spring
Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press ); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984 ),
patente de los Estados Unidos n.° 4,683,195; Nucleic Acid Hybridization (Harries and Higgins eds. 1984),
Transcription and Translation (Hames and Higgins eds. 1984 ), Culture of Animal Cells (Freshney, Alan R. Liss,
Inc., 1987 ); Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986 ); Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning
(1984 ); las series, Methods in Enzymology (Abelson and Simon, eds. -in-chief, Academic Press, Inc., New
York), especificamente, los Vols.154 y 155 (Wu et al. eds.)y Vol. 185, "Gene Expression Technology" (Goeddel,
ed.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (Miller and Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory);
Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London,
1987); Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (Weir and Blackwell, eds., 1986); y Manipulating the
Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986).

La discusidn de los antecedentes de la invencién se incluye en el presente documento para explicar el contexto
de la invencidn. Esto no debe tomarse como una admisiéon de que cualquiera de los materiales a los que se
hace referencia fuera publicado, conocido o parte del conocimiento general comun en cualquier pais a la fecha
de prioridad de cualquiera de las reivindicaciones.

A lo largo de esta divulgacién se hace referencia a diversas publicaciones, patentes y especificaciones de
patentes publicadas mediante una cita identificativa.

Para facilitar la comprensidn de esta invencidn, a continuacién, se definen una serie de términos. Los términos
definidos en este documento tienen los significados comuinmente entendidos por una persona con
conocimientos ordinarios en las areas relevantes a la presente invenciéon. Términos como "un", "uno, una"y "el,
la" no pretenden referirse Unicamente a una entidad singular, sino que incluyen la clase general de la que se
puede utilizar un ejemplo especifico para ilustrarla. La terminologia utilizada en el presente documento se utiliza
para describir realizaciones especificas de la invencién, pero su uso no delimita la invencién, excepto como se

describe en las reivindicaciones.

El término "elemento regulador en cis" o "CRE", es un término bien conocido por el experto en la materia y
significa una secuencia de 4cido nucleico tal como un potenciador, promotor, aislante o silenciador, que puede
regular o modular la transcripcién de un gen vecino (es decir, in cis). Los CRE se encuentran en la proximidad
de los genes que regulan. Los CRE generalmente regulan la transcripcién genética uniéndose a los TF, es
decir, incluyen TFBS. Un solo TF puede unirse a muchos CRE vy, por lo tanto, controlar la expresién de muchos
genes (pleiotropia). Los CRE suelen estar ubicados, aunque no siempre, mas adelante del sitio de inicio de la
transcripcién (TSS) del gen que regulan. Los "potenciadores" son CRE que mejoran (es decir, sobrerregulan)
la transcripcién de los genes con los que estan asociados operativamente y pueden encontrarse mas adelante,
mas atras e incluso dentro de los intrones del gen que regulan. Mdultiples potenciadores pueden actuar de forma
coordinada para regular la transcripciéon de un gen. "Silenciadores" en este contexto se refiere a CRE que se
unen a TF llamados represores, que actlian para prevenir o subregular la transcripciéon de un gen. El término
"silenciador" también puede referirse a una regidén en la regién 3' no traducida del ARN mensajero, que se une
a proteinas que suprimen la traduccién de esa molécula de ARNm, pero este uso es distinto de su uso para
describir un CRE. Los CRE de la presente invencién son potenciadores inducibles especificos del higado. En
el presente contexto, se prefiere que el CRE esté ubicado a 1500 nucleétidos 0 menos del sitio de inicio de la
transcripcién (TSS), mas preferiblemente a 1000 nucleétidos 0 menos del TSS, méas preferiblemente a 500
nucleétidos o menos del TSS y, adecuadamente, a 250, 200, 150 o 100 nucleétidos o menos del TSS. Los CRE
de la presente invencién son preferiblemente comparativamente cortos en longitud, preferiblemente de 100
nucleétidos o0 menos de longitud, por ejemplo, pueden ser de 90, 80, 70, 60 nucleétidos o menos de longitud.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3 021 683 T3

El término "maédulo regulador en cis" o "CRM" significa un médulo funcional compuesto por dos 0 mas CRE; en
la presente invencion los CRE son potenciadores inducibles especificos del higado. Por lo tanto, en la presente
solicitud, un CRM normalmente comprende una pluralidad de CRE inducibles especificos del higado.
Normalmente, los multiples CRE dentro del CRM acttan juntos (e.g., de forma aditiva o sinérgica) para mejorar
la transcripcién de un gen con el que el CRM est4 asociado operativamente. Existe un margen conservable
para mezclar (es decir, reordenar), invertir (es decir, invertir la orientacién) y alterar el espaciado en los CRE
dentro de un CRM. En consecuencia, las variantes funcionales de los CRM de la presente invencién incluyen
variantes de los CRM referenciados en donde los CRE dentro de ellos han sido barajados y/o invertidos, y/o el
espaciado entre CRE ha sido alterado.

Tal como se utiliza en este documento, el término "promotor” se refiere a una regién de ADN que generalmente
se encuentra ubicada méas adelante de una secuencia de acido nucleico que se va a transcribir y que es
necesaria para que se produzca la transcripcién, es decir, que inicia la transcripcién. Los promotores permiten
la activacién o represién adecuada de la transcripcién de una secuencia codificante bajo su control. Un promotor
generalmente contiene secuencias especificas que son reconocidas y unidas por una pluralidad de TF. Los TF
se unen a las secuencias promotoras y dan como resultado el reclutamiento de la ARN polimerasa, una enzima
que sintetiza ARN a partir de la regién codificante del gen. Se conocen un gran nimero de promotores en la
técnica. Los promotores inducibles de la presente invencién normalmente impulsan un nivel bajo de expresion
antes de ser inducidos y, tras la induccién, impulsan un nivel de expresion significativamente mas alto (e.g., un
aumento de 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 o incluso 10 veces en la expresidn después de la induccion).

Los promotores de la presente invenciéon son promotores sintéticos. El término "promotor sintético" tal como se
utiliza en este documento se refiere a un promotor que no existe en la naturaleza. En el presente contexto,
normalmente comprende un CRE y/o CRM sintético de la presente invencién unido operativamente a un
promotor minimo (o central) o a un promotor proximal especifico del higado. Los CRE y/o CRM de la presente
invencién sirven para proporcionar una transcripciéon inducible especifica del higado de un gen unido
operativamente al promotor. Es posible que partes del promotor sintético se encuentren de forma natural (e.g.,
el promotor minimo o uno o mas CRE en el promotor), pero el promotor sintético como entidad completa no se
encuentra de forma natural.

Como se utiliza en este documento, "promotor minimo" (también conocido como "promotor central') se refiere
a un segmento corto de ADN que es inactivo o en gran medida inactivo por si mismo, pero que puede mediar
la transcripcién cuando se combina con otros elementos reguladores de la transcripciéon. La secuencia
promotora minima puede derivarse de varias fuentes diferentes, incluidos genes procariotas y eucariotas. Los
ejemplos de promotores minimos se analizan mas arriba, e incluyen el promotor minimo del gen de la dopamina
beta-hidroxilasa, el promotor minimo del gen temprano inmediato del citomegalovirus (CMV) (CMV-MP), el
promotor minimo de SV40 (SV40-MP) y el promotor minimo de la timidina quinasa del herpes (MinTK). Sin
embargo, el promotor proximal puede ser sintético. Un promotor minimo generalmente incluye el sitio de inicio
de la transcripcién (TSS) y elementos directamente mas adelante, un sitio de unién para la ARN polimerasa |l
y sitios de unién de factores de transcripciéon generales (a menudo una caja TATA).

Tal como se utiliza en este documento, "promotor proximal" se refiere al promotor minimo mas la secuencia
proximal mas adelante del gen que tiende a contener elementos reguladores primarios. A menudo se extiende
aproximadamente 250 pares de bases mas adelante del TSS e incluye TFBS especificos. En el presente caso,
el promotor proximal es adecuadamente un promotor proximal especifico del higado de origen natural que se
puede combinar con uno 0 mas CRE o CRM de la presente invencién. Sin embargo, el promotor proximal puede
ser sintético.

Una "variante funcional" de un elemento regulador en cis, médulo regulador en cis, promotor u otra secuencia
de &cido nucleico en el contexto de la presente invencién es una variante de una secuencia de referencia que
conserva la capacidad de funcionar de la misma manera que la secuencia de referencia, e.g., como un elemento
potenciador regulador en cis inducible especifico del higado, un médulo regulador en cis inducible especifico
del higado o un promotor inducible especifico del higado. Los términos alternativos para tales variantes
funcionales incluyen "equivalentes biol6gicos" o "equivalentes".

Se apreciard que, como se discutié anteriormente, la capacidad de un elemento regulador en cis dado para
funcionar como un potenciador inducible especifico del higado estd determinada principalmente por la
capacidad de la secuencia para unirse al heterodimero CAR-RXR de tal manera que se induce la expresién.
En consecuencia, en la mayoria de los casos, una variante funcional de un elemento regulador en cis contendra
un sitio de unién adecuado para el heterodimero CAR-RXR. Se cree que el heterodimero CAR-RXR se une al
motivo NR1 en el elemento del PBREM de tipo silvestre y, por lo tanto, se desea una secuencia que pueda
funcionar como motivo NR1. Existe un grado muy alto de conservacién de secuencia entre PBREM de ratén y
humano en el motivo NR1, y por lo tanto normalmente se desea que se preserve un alto nivel de identidad con
el motivo NR1 en cualquier variante funcional. Las secuencias adicionales en el elemento del PBREM de tipo
silvestre pueden contribuir a minimizar la expresidén de fondo y proporcionar altos niveles de inducibilidad y, por
lo tanto, generalmente se prefiere que una variante funcional contenga al menos algun grado de identidad de
secuencia en estas otras areas. Por lo tanto, los niveles de identidad de secuencia entre una variante funcional
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y una secuencia de referencia pueden ser un indicador de funcionalidad retenida. Los altos niveles de identidad
de secuencia en el motivo NR1 del elemento regulador en cis son generalmente de mayor importancia que la
identidad de secuencia en otras regiones (e.g., NF1 y NR2, donde hay considerablemente menos necesidad,
si es que hay alguna, de conservacién de la secuencia).

La capacidad del heterodimero CAR-RXR para unirse a un CRE determinado se puede determinar mediante
cualquier medio relevante conocido en la técnica, incluidos, entre otros, ensayos de desplazamiento de
electromovilidad (EMSA), ensayos de unidn, inmunoprecipitacién de cromatina (ChlIP) y secuenciaciéon de ChlIP
(ChlP-seq). En una realizacién preferida, la capacidad del heterodimero CAR-RXR para unirse a una variante
funcional dada se determina mediante EMSA. Los métodos para realizar EMSA son bien conocidos en la
técnica. Se describen enfoques adecuados en Sambrook et al. citado anteriormente. Hay muchos articulos
relevantes que describen este procedimiento, por ejemplo: Hellman and Fried, Nat Protoc. 2007; 2(8): 1849-
1861.

"Especifico del higado" o "expresién especifica del higado" se refiere a la capacidad de un elemento regulador
en cis, un mddulo regulador en cis 0 un promotor para mejorar o impulsar la expresién de un gen en el higado
(o en células derivadas del higado) de manera preferencial o predominante en comparacién con otros tejidos
(e.g., bazo, musculo, corazén, pulmdn y cerebro). En el caso de la presente invencion, dicha expresién debe
ser inducible, es decir, la expresién del gen solo ocurre, o aumenta significativamente, cuando se administra
un inductor adecuado (los inductores para uso en todos los aspectos de la presente invencién se analizan mas
arriba). La expresién del gen puede ser en forma de ARNm o proteina. En realizaciones preferidas, la expresién
especifica del higado es tal que hay una expresion insignificante en otros tejidos o células (es decir, no
hepéaticos), es decir, la expresién es altamente especifica del higado.

La capacidad de un promotor para funcionar como un promotor inducible especifico del higado puede ser
evaluada facilmente por una persona experta. De este modo, el experto en la materia puede determinar
facilmente si alguna variante de los promotores especificos ejemplificados en este documento sigue siendo
funcional (es decir, es una variante funcional como se definié anteriormente). Por ejemplo, cualquier CRE que
se vaya a evaluar se puede vincular operativamente a un promotor minimo (e.g., ubicado mas adelante de
MinTK) y se mide la capacidad del elemento regulador en cis de proporcionar una expresién inducible especifica
del higado de un gen (normalmente un gen reportero). Como alternativa, una variante de un CRE se puede
sustituir en un promotor especifico de higado inducible en lugar de un CRE de referencia, y los efectos sobre
la expresidn especifica de higado inducible impulsada por dicho promotor modificado se pueden determinar y
comparar con la forma no modificada. De manera similar, la capacidad de un promotor para inducir la expresién
especifica del higado puede ser evaluada facilmente por una persona experta (e.g., como se describe en los
ejemplos a continuacién). Los niveles de expresidn y la inducibilidad de un gen impulsado por una variante de
un promotor de referencia se pueden comparar con los niveles de expresién y la inducibilidad de la secuencia
de referencia, y los enfoques adecuados se analizan mas arriba.

La especificidad del higado se puede identificar cuando la expresién de un gen (e.g., un gen terapéutico o
reportero), cuando se induce, ocurre de manera preferencial o predominante en células derivadas del higado.
La expresidn preferencial o predominante se puede definir, por ejemplo, donde el nivel de expresién cuando se
induce es significativamente mayor en las células derivadas del higado que en otros tipos de células (es decir,
células no derivadas del higado). Por ejemplo, la expresion en células derivadas del higado cuando se induce
es adecuadamente al menos 5 veces mayor que en células no derivadas del higado, preferiblemente al menos
10 veces mayor que en células no derivadas del higado, y puede ser 50 veces mayor 0 mas en algunos casos.
Para mayor comodidad, la expresién especifica del higado se puede demostrar adecuadamente mediante una
comparacién de los niveles de expresién en una linea celular hepatica (e.g., una linea celular derivada del
higado, como las células Huh7 y/o HepG2) o células primarias del higado, en comparacién con los niveles de
expresidon en una linea celular derivada del rifién (e.g., HEK-293), una linea celular derivada del tejido cervical
(e.g., HelLa) y/o una linea celular derivada del pulmén (e.g., A549).

Los promotores inducibles especificos del higado de la presente invencién preferiblemente tienen una
expresién reducida a un nivel de al menos 4 veces menor que el promotor del CMV-IE en células no derivadas
del higado, adecuadamente en células HEK-293, HelLa y/o A549 cuando se inducen.

Los promotores inducibles especificos del higado de la presente invencidn son preferiblemente adecuados para
promover la expresién en el higado de un sujeto, e.g., impulsando la expresion especifica del higado de un
transgén, preferiblemente un transgén terapéutico.

También debe tenerse en cuenta que los promotores especificos del higado de la presente invencién pueden,
en algunos casos, usarse en células no hepaticas. Generalmente, las células no hepaticas no expresan CAR
y, por lo tanto, los promotores de la invencién no funcionan en dichas células. Sin embargo, cuando se disefian
células no hepaticas para expresar CAR (y RXR si no expresan RXR de forma natural), dichas células no
hepéaticas pueden expresar de manera inducible genes vinculados a los promotores de la presente invencion.
En otras palabras, los promotores especificos del higado de la presente invencion también pueden funcionar
en células no hepaticas que han sido modificadas para tener un fenotipo similar al del higado en términos de

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3 021 683 T3

expresion de CAR y RXR. El término "especifico del higado" debe interpretarse en consecuencia. Cuando las
células del higado no expresan CAR (e.g., la linea celular Huh-7) o RXR, también pueden modificarse para
expresar la proteina relevante.

El término "acido nucleico" tal como se utiliza en este documento normalmente se refiere a un oligémero o
polimero (preferiblemente un polimero lineal) de cualquier longitud compuesto esencialmente de nucleétidos.
Una unidad de nucleétido cominmente incluye una base heterociclica, un grupo azucar y al menos uno, e.g.,
uno, dos o tres, grupos fosfato, incluidos grupos fosfato modificados o sustituidos. Las bases heterociclicas
pueden incluir, entre otras, bases de purina y pirimidina tal como adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina
(T) y uracilo (U), que estan ampliamente distribuidas en los acidos nucleicos naturales, otras bases naturales
(e.g., xantina, inosina, hipoxantina), asi como bases modificadas quimica o bioquimicamente (e.g., metiladas),
no naturales o derivatizadas. Los grupos de azlcar pueden incluir, entre otros, grupos pentosa (pentofuranosa),
tales como, preferiblemente, ribosa y/o 2-desoxirribosa, comunes en los acidos nucleicos naturales, o grupos
de azucar arabinosa, 2-desoxiarabinosa, treosa o hexosa, asi como grupos de azucar modificados o
sustituidos. Los acidos nucleicos tal como se entienden en este documento pueden incluir nucleétidos
naturales, nucleétidos modificados 0 mezclas de los mismos. Un nucleétido modificado puede incluir una base
heterociclica modificada, una fracciéon de azdicar modificada, un grupo fosfato modificado o una combinacién
de los mismos. Se pueden introducir modificaciones de grupos fosfato o azlcares para mejorar la estabilidad,
la resistencia a la degradacién enzimética o alguna otra propiedad util. El término "4cido nucleico" abarca
ademas preferiblemente ADN, ARN y moléculas hibridas de ADN ARN, incluyendo especificamente ARNnh,
pre-ARNm, ARNm, ADNc, ADN gendmico, productos de amplificacién, oligonucledtidos y ADN, ARN o ADN
ARN (e.g., sintetizados quimicamente). Un &cido nucleico puede ser de origen natural, e.g., estar presente o
aislado de la naturaleza; o puede ser de origen no natural, e.g., ser recombinante, es decir, producido mediante
tecnologia de ADN recombinante, y/o sintetizado quimica o bioquimicamente, en forma parcial o total. Un "acido
nucleico" puede ser bicatenario, parcialmente bicatenario o monocatenario. Cuando es de cadena sencilla, el
acido nucleico puede ser la cadena sentido o la cadena antisentido. Ademas, el acido nucleico puede ser
circular o lineal.

Los términos "identidad" e "idéntico" y similares se refieren a la similitud de secuencia entre dos moléculas
poliméricas, e.g., entre dos moléculas de &cido nucleico, tal como entre dos moléculas de ADN. Las
alineaciones de secuencias y la determinacién de la identidad de secuencia se pueden realizar, e.g., utilizando
la herramienta de busqueda de alineacién local basica (BLAST) descrita originalmente por Altschul et al. 1990
(J Mol Biol 215: 403-10), tal como el algoritmo de "secuencias de Blast 2" descrito por Tatusova y Madden 1999
(FEMS Microbiol Lett 174: 247-250).

Los métodos para alinear secuencias para comparacidén son bien conocidos en la técnica. Se describen varios
programas y algoritmos de alineacién, por ejemplo, en: Smith and Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482;
Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443; Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85: 2444; Higgins and Sharp (1988) Gene 73: 237-44; Higgins and Sharp (1989) CABIOS 5: 151-3; Corpet et
al. (1988) Nucleic Acids Res. 16: 10881-90; Huang et al. (1992) Comp. Appl. Biosci. 8: 155-65; Pearson et al.
(1994) Methods Mol. Biol. 24: 307-31; Tatiana et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett. 174: 247-50. Se puede
encontrar una consideracién detallada de los métodos de alineacién de secuencias y los calculos de homologia
en, e.g., Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10.

La herramienta de blsqueda de alineacién local basica (BLAST™; Altschul et al. (1990)) del Centro Nacional
de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) estd disponible en varias fuentes, incluido el Centro Nacional de
Informacién Biotecnol6gica (Bethesda, MD) y en la Internet, para su uso en conexién con varios programas de
analisis de secuencias. Una descripciéon de cémo determinar la identidad de secuencia usando este programa
esta disponible en la Internet en la seccion "ayuda" de BLAST™. Para comparaciones de secuencias de acidos
nucleicos, la funcién "secuencias de Blast 2" del programa BLAST™ (Blastn) puede emplearse utilizando los
parametros predeterminados. Las secuencias de acidos nucleicos con una similitud ain mayor con las
secuencias de referencia mostraran un porcentaje de identidad creciente cuando se evallen mediante este
método. Normalmente, el porcentaje de identidad de secuencia se calcula sobre toda la longitud de la
secuencia.

Por ejemplo, el algoritmo de Needleman-Wunsch encuentra adecuadamente una alineacién global 6ptima con
los siguientes pardmetros de puntuacién: Puntuacién por coincidencia: +2. Puntuacién por discordancia: -3;
Penalizaciones por hueco: hueco abierto 5, ampliaciéon de hueco 2. El porcentaje de identidad de la alineacién
global 6ptima resultante se calcula adecuadamente mediante la relacién entre el nimero de bases alineadas y
la longitud total de la alineacién, donde la longitud de la alineacién incluye tanto las coincidencias como las
discordancias, multiplicada por 100.

Sintético" en la presente solicitud significa una molécula de acido nucleico que no existe en la naturaleza. Las
construcciones de expresién de é&cidos nucleicos sintéticos de la presente invencién se producen
artificialmente, tipicamente mediante tecnologias recombinantes. Estos &cidos nucleicos sintéticos pueden
contener secuencias naturales (e.g., promotor, potenciador, intrén y otras secuencias reguladoras similares),
pero estas estan presentes en un contexto no natural. Por ejemplo, un gen sintético (o porcién de un gen)
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tipicamente contiene una o mas secuencias de acidos nucleicos que no son contiguas en la naturaleza
(secuencias quiméricas), y/o pueden abarcar sustituciones, inserciones, eliminaciones y combinaciones de las
mismas.

"Complementario” o "complementariedad”, como se utiliza en este documento, se refiere al apareamiento de
bases de Watson-Crick de dos secuencias de acidos nucleicos. Por ejemplo, para la secuencia 5-AGT-3' se
une a la secuencia complementaria 3'-TCA-5'. La complementariedad entre dos secuencias de acidos nucleicos
puede ser "parcial, en la que sélo algunas de las bases se unen a su complemento, o puede ser completa,
como cuando cada base de la secuencia se une a su base complementaria. El grado de complementariedad
entre las cadenas de 4cidos nucleicos tiene efectos significativos en la eficiencia y la fuerza de la hibridacién
entre cadenas de acidos nucleicos.

"Transfeccidén" en la presente solicitud se refiere ampliamente a cualquier proceso de introduccién deliberada
de &cidos nucleicos en células, y cubre la introduccién de vectores virales y no virales e incluye transformacién,
transduccién y términos y procesos similares. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a: transfeccién con
vectores virales; transformaciéon con vectores plasmidicos; electroporacion (Fromm et al. (1986) Nature 319:
791-3); lipofeccién (Feigner et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7), microinyeccion (Mueller et al.
(1978) Cell 15: 579-85); Transferencia mediada por Agrobacterium (Fraley et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80: 4803-7); captacion directa de ADN; transformacién mediada por bigotes; y bombardeo de
microproyectiles (Klein et al. (1987) Nature 327: 70).

Tal como se utiliza en este documento, la frase "transgén" se refiere a una secuencia de acido nucleico
ex6gena. En un ejemplo, un transgén es un gen que codifica un compuesto Util desde el punto de vista industrial
o farmacéutico, 0 un gen que codifica un rasgo deseable. En otro ejemplo més, el transgén codifica una
secuencia de acido nucleico antisentido, en donde la expresién de la secuencia de acido nucleico antisentido
inhibe la expresién de una secuencia de &cido nucleico objetivo.

El término "vector" es bien conocido en la técnica y tal como se utiliza en el presente documento se refiere a
una molécula de acido nucleico, e.g., ADN bicatenario, que puede tener insertada en ella una secuencia de
acido nucleico de acuerdo con la presente invencién. Un vector se utiliza adecuadamente para transportar una
molécula de &cido nucleico insertada a una célula huésped adecuada. Un vector normalmente contiene todos
los elementos necesarios que permiten transcribir la molécula de acido nucleico insertada y, preferiblemente,
traducir la transcripciéon en un polipéptido. Un vector normalmente contiene todos los elementos necesarios
para que, una vez que el vector estd en una célula huésped, pueda replicarse independiente o
coincidentemente con el ADN cromosdmico del huésped; se pueden generar varias copias del vector y su
molécula de &cido nucleico insertada. Los vectores de la presente invencién pueden ser vectores episomales
(es decir, que no se integran en el genoma de una célula huésped) o pueden ser vectores que se integran en
el genoma de la célula huésped. Esta definicién incluye tanto vectores virales como no virales. Los vectores no
virales incluyen, entre otros, vectores plasmidicos (e.g., pPMA-RQ, vectores pUC, vectores BlueScript (pBS) y
pBR322 o derivados de los mismos que carecen de secuencias bacterianas (minicirculos)), vectores basados
en transposones (e.g., vectores PiggyBac (PB) o vectores Sleeping Beauty (SB)), etc. Se pueden utilizar
vectores mas grandes, como cromosomas artificiales (bacterias (BAC), levaduras (YAC) o humanos (HAC))
para acomodar inserciones méas grandes. Los vectores virales se derivan de virus e incluyen, entre otros,
vectores retrovirales, lentivirales, virales adenoasociados, adenovirales, virales del herpes, virales de la
hepatitis o similares. Por lo general, pero no necesariamente, los vectores virales tienen una replicacién
deficiente porque han perdido la capacidad de propagarse en una célula determinada debido a que los genes
virales esenciales para la replicacién se han eliminado del vector viral. Sin embargo, algunos vectores virales
también pueden adaptarse para replicarse especificamente en una célula dada, como e.g.,, una célula
cancerosa, y normalmente se utilizan para desencadenar la (onco)lisis especifica de la célula (cancer). Los
virosomas son un ejemplo no limitante de un vector que comprende elementos tanto virales como no virales,
en particular combinan liposomas con un virus VIH o influenza inactivado (Yamada et al., 2003). Otro ejemplo
son los vectores virales mezclados con lipidos catiénicos.

El término "operativamente unido”, "operativamente conectado" o expresiones equivalentes como se utilizan
en este documento se refieren a la disposicidn de varios elementos de &cido nucleico entre si de tal manera
que los elementos estan conectados funcionalmente y son capaces de interactuar entre si de la manera
prevista. Dichos elementos pueden incluir, sin limitacién, un promotor, un potenciador y/o un elemento
regulador, una secuencia de poliadenilacién, uno o més intrones y/o exones, y una secuencia codificante de un
gen de interés a expresar. Los elementos de la secuencia de acidos nucleicos, cuando estan orientados
adecuadamente o unidos operativamente, actian juntos para modular la actividad de cada uno y, en ultima
instancia, pueden afectar el nivel de expresién de un producto de expresidén. Por modular se entiende aumentar,
disminuir o mantener el nivel de actividad de un elemento determinado. La posicién de cada elemento con
respecto a otros elementos se puede expresar en términos del extremo 5'y el extremo 3' de cada elemento, y
la distancia entre cualquier elemento en particular se puede referenciar mediante el nimero de nucleétidos
intermedios, o pares de bases, entre los elementos. Como lo entiende el experto en la materia, operativamente
unido implica una actividad funcional y no esta necesariamente relacionado con un enlace posicional natural.
De hecho, cuando se utilizan en casetes de expresién de 4cidos nucleicos, los elementos reguladores en cis
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normalmente se ubicaran inmediatamente mas adelante del promotor (aunque este es en general el caso,
definitivamente no debe interpretarse como una limitacién o exclusién de posiciones dentro del casete de
expresién de acidos nucleicos), pero este no tiene por qué ser el caso in vivo, e.g., una secuencia de un
elemento regulador que se encuentra de forma natural mas atras de un gen cuya transcripcién afecta puede
funcionar de la misma manera cuando se encuentra mas adelante del promotor. Por lo tanto, de acuerdo con
una realizacidén especifica, el efecto regulador o potenciador del elemento regulador es independiente de la
posicion.

Una "secuencia espaciadora”" o "espaciador' como se usa en este documento es una secuencia de é&cido
nucleico que separa dos secuencias de acido nucleico funcionales (e.g., TFBS, CRE, CRM, promotores
minimos, etc.). Puede tener esencialmente cualquier secuencia, siempre que no impida que la secuencia de
acido nucleico funcional (e.g., el elemento regulador en cis) funcione como se desea (e.g., esto podria suceder
si incluye una secuencia silenciadora, impide la unidén del factor de transcripcién deseado o algo similar). Por
lo general, no es funcional, ya que esté presente solo para espaciar secuencias de écidos nucleicos funcionales
adyacentes entre si.

El término "farmacéuticamente aceptable" como se utiliza en este documento es consistente con la técnica y
significa compatible con los demas ingredientes de la composicidén farmacéutica y no perjudicial para el receptor
de la misma.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" y frases similares significan una dosis o concentraciéon plasmética en un
sujeto que proporciona el efecto farmacoldgico especifico deseado, e.g., para expresar un gen terapéutico en
el higado. Se enfatiza que una cantidad terapéuticamente efectiva puede no ser siempre efectiva para tratar
las condiciones descritas en este documento, aun cuando los expertos en la materia consideren que dicha
dosis es una cantidad terapéuticamente efectiva. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar de acuerdo
con la via de administracion y la forma de dosificacién, la edad y el peso del sujeto y/o la enfermedad o afeccién
que se esté tratando.

Los términos "tratamiento" o "tratar" se refieren a reducir, mejorar o eliminar uno o mas signos, sintomas o
efectos de una enfermedad o condicién.

Los términos "individuo", "sujeto" y "paciente" se utilizan indistintamente y se refieren a cualquier sujeto
individual con una enfermedad o condicién que necesite tratamiento. Alos efectos de la presente divulgacion,
el sujeto puede ser un primate, preferiblemente un ser humano, u otro mamifero, tal como un perro, un gato,
un caballo, un cerdo, una cabra o un bovino, y similares.

Introduccién técnica
Receptores nucleares

Los receptores nucleares desempefian un papel vital en la conversién de los cambios quimicos en el entorno
celular en cambios transcripcionales y, por lo tanto, biolégicos. Esta funcién es esencial para mantener la
homeostasis no sélo de las células sino de organismos enteros. Los receptores nucleares solo se encuentran
en metazoos con una gran diferencia en el nimero entre especies, e.g., los humanos tienen 48 y C. elegans
tiene 270.

Desde su descubrimiento, la importancia y el nimero de receptores nucleares ha crecido sustancialmente y
estas proteinas ahora se reconocen como una superfamilia de proteinas. Esta familia incluye receptores que
se unen y responden a esteroides, hormonas tiroideas, nutrientes y sustancias quimicas xenobidticas. Una vez
unidos por un ligando, los receptores experimentan un cambio conformacional y se unen al ADN, iniciando o
reprimiendo asi la expresién génica. Esta capacidad de unirse al ADN genémico es clave para la funcidn de los
receptores y su importancia en el destino celular, el desarrollo corporal y el metabolismo. Se ha demostrado
que el numero de ligandos que se unen a los receptores nucleares esta en constante expansién y contradice
la funcién del receptor afin. Los ligandos varian desde hormonas endégenas hasta vitaminas y xenobiéticos,
destacando su importancia para el metabolismo y la homeostasis celular. Debido al profundo efecto que estos
receptores pueden tener en el transcriptoma, son excelentes objetivos para el tratamiento farmacolégico y se
estima que aproximadamente el 13 % de los medicamentos aprobados por la FDA se dirigen a los receptores
nucleares.

Estructura

Los receptores nucleares tienen una masa entre 50-100 kDa y los polipéptidos maduros estan organizados en
5 dominios:

A/B: Altamente variable entre receptores. Contiene la funcién de activacién 1 (AF-1) que actida como un
activador transcripcional débil en ausencia de ligando, pero como un activador fuerte cuando el ligando esta
unido. Esto se debe a la interaccién con el AF-2 en el dominio E.
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C: Dominio altamente conservado que contiene 2 dedos de zinc que se unen al elemento de respuesta del
ADN.

D: Dominio flexible que conecta y permite la interaccién entre el LBD y el DBD. Importante en el tréfico celular
y la distribucién subcelular.

E: Altamente conservado en estructura, pero sélo moderada conservacién en secuencia. Contiene la cavidad
de unién del ligando y confiere especificidad del ligando en el receptor. Contribuye a la interfaz de dimerizacién
junto con el DBD, también se une a coactivadores y represores. Contiene factor de activacién 2 (AF2) cuya
accidén depende de la unién del ligando.

F: Dominio del C-terminal altamente variable.
Mecanismo de accién

Los receptores nucleares se pueden clasificar en 4 tipos de acuerdo con su mecanismo de accién. A
continuacién, se muestra un resumen de cada uno de los tipos:

Tipo I: Estos receptores se encuentran en el citoplasma de la célula y en estado inactivado. La unién del ligando
provoca la disociacién de las proteinas de choque térmico (HSP), la homodimerizacién, la translocacién al
ndcleo y la unién al motivo de respuesta del ADN del receptor. Estos receptores se unen a un motivo de ADN
que consta de 2 V% sitios separados por una longitud variable de ADN (repeticiones directas 1-5 (DR1-5)) con
el segundo % sitio es una repeticién invertida de la 1°™. Algunos de esta clase de receptores se unen a
repeticiones directas y pueden unirse como monémeros/dimeros o, en el caso del receptor de androstano
constitutivo, como heterodimero con RXR.

Tipo Il: Estos receptores, ya sean inactivos o activos, residen en el nucleo. Generalmente se unen al ADN como
un heterodimero con RXR. En ausencia de ligando, estos receptores a menudo forman complejos con proteinas
correpresoras.

Tipo lll: Similares a los receptores de tipo |, pero se unen exclusivamente a repeticiones directas de secuencias
de ADN.

Tipo IV: Estos pueden unirse como monémeros de dimeros, pero solo un Unico dominio de unién al ADN se
une a un unico medio sitio en el ADN.

El receptor constitutivo de androstano (CAR)

El receptor constitutivo de androstano (CAR), o receptor nuclear subfamilia 1, grupo I, miembro 3, es un
miembro de la superfamilia de receptores nucleares que se expresa casi exclusivamente en las células del
higado. Es aqui donde el CAR, en conjunto con otro receptor nuclear, el receptor X de pregnano (PXR), actla
como sensor de sustancias quimicas endobiéticas y xenobidticas. Una vez unidos por sustancias activadoras,
estos receptores modulan la actividad de numerosos genes, incluido el citocromo p450, y por lo tanto son
responsables del metabolismo y la excrecién de estos compuestos. Es a través de esta actividad de unién y
activacion genética que CAR y PXR desempefian un papel importante en la desintoxicacién de sustancias
quimicas extrafias en el cuerpo.

Funcién:

Como se indicé anteriormente, el CAR funciona como regulador clave del metabolismo xenobiético y
endobibtico. Se prevé que tenga 24 transcripciones en el higado. Se ha demostrado que algunas de estas
transcripciones son responsables de la actividad constitutiva de bajo nivel de este receptor, mientras que otras
transcripciones son inducibles. Se cree que la actividad constitutiva estd modulada por interacciones con
coactivadores transcripcionales como el coactivador del receptor de esteroides 1 (SRC1). Esta actividad puede
reprimirse mediante la unién de agonistas inversos como el androstano.

Activacién del ligando:

El CAR inactivo esta fosforilado y reside en el citoplasma de la célula. Aqui forma un complejo con la proteina
de choque térmico 90 (hsp90) y la proteina de retenciéon de CAR citoplasmética (CCRP), esta asociacién es la
que mantiene al CAR en el citoplasma y por lo tanto inactivo. Este CAR inactivo se puede activar de 2 maneras:
1) unién directa del ligando, como por ejemplo mediante TCPOBORP, un ligando CAR de ratdn, o 2) mediante
activacion indirecta a través de fenobarbital. Ambas vias conducen a la disociacién del CAR del complejo
multiproteico y permiten su translocacién al nucleo. En el nucleo, el CAR puede actuar como monémero o
formar un heterodimero con el receptor X retinoide (RXR). El CAR nuclear se une al ADN en el elemento de
respuesta al fenobarbital (PBREM) a través del cual activa los genes regulados por CAR, e.g., las subfamilias
CYP2B, CYP2C y CYP3A.

Activacién directa:
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Se cree que TCPOBOP se une directamente al CAR de ratén e induce su translocacién al nicleo. Sin embargo,
esta sustancia quimica no se une al CAR humano, por lo tanto, para estudios en humanos, CITCO es un
compuesto equivalente.

Activacién indirecta:

La activacion indirecta de CAR por fenobarbital (PB), un anticonvulsivo, es un modelo ampliamente reconocido
para la activacién indirecta de CAR. PB provoca la desfosforilacién de CAR a través de la activacion de la
fosfatasa PP2A. Se desconoce el mecanismo exacto de activacién de PP2A, sin embargo, PB activa la proteina
quinasa activada por AMP, que puede activar PP2A, que luego es reclutada por el complejo multiproteico.

Otra teoria es que el PB compite con el factor de crecimiento epidérmico (EGF) por su receptor, el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La disociacién de EGF y EGFR inactiva SRC1, lo que conduce a la
desfosforilacién del receptor de la quinasa C activada 1 (RACK 1), lo que conduce a la estimulacién de PP2A.

Elemento del PBREM:

El sitio de union del ADN para el homélogo del CAR del ratén fue identificado por Honkakoski et al.
(MOLECULAR PHARMACOLOGY, 53: 597-601 (1998)). En este estudio encontraron que un heterodimero
RXR y CAR se unen a un sitio en el médulo potenciador sensible al fenobarbital (PBREM) del gen Cyp2b10 del
citocromo P-450 en respuesta a la induccién de fenobarbital. La expresién de RXR y CAR en lineas celulares
de mamiferos activé PBREM, lo que indica que un heterodimero CAR-RXR es un factor que actta en trans
para el gen Cyp2b10. También se demostré que este heterodimero se unia a 2 motivos de repeticién 4 directa
imperfectos y que este motivo se conservaba en los humanos. El elemento del PBREM se muestra en la Figura
6, donde NR1 y NR2 son los sitios de unién del receptor nuclear y las repeticiones directas imperfectas estén
en negrita. Se indica el sitio de unién de NFI. Parece que el heterodimero CAR-RXR se une al sitio NR1.

También se ha identificado el elemento del PBREM humano, Sueyoshi, et al. (J. BIOL. CHEM. Vol. 274,10, pp.
6043-6046, 1999).

Las secuencias y la alineacion de los elementos del PBREM de ratén y humano se muestran a continuacion, y
el llamado motivo NR1 esté subrayado en cada uno (la SEQ ID NO se muestra entre paréntesis):

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCARCTTGCCTGACACC (1)

LErrrrrrerrrrrrr PEErerer et
ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA (2)

Se puede observar que hay un nivel muy alto de conservacién en el motivo NR1 y niveles de identidad mucho
més bajos en otras areas.

La presente invencién se basa en el sorprendente hallazgo de que las variantes funcionales del elemento del
PBREM se pueden utilizar para proporcionar expresién inducible, por ejemplo, cuando se proporcionan en un
vector de terapia génica. La presente invencién permite niveles Utiles de inducibilidad y bajos niveles de fondo
(expresién constitutiva).

Ejemplo 1

El potenciador del PBREM se utilizé junto con el promotor MinTK para impulsar la expresién de luciferasa y
EPO.

Materiales

— Células Huh7, que son una linea celular del higado humano
— DPBS: sin CaCly, sin MgCl, (Gibco, 14190-094)

- DMEM (Sigma, D6546)

- FBS (Sigma, F9665)

— Pen-Strep (Sigma, P4333)

— Promega Fugene-HD (E2311)

— TCPOBOP (Sigma, T2320)

— CITCO (Cayman Chemicals Company, 16027)
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— Plasmido pcDNAG que contiene el gen de la B-galactosidasa utilizado como control interno para la eficiencia
de la transfeccién (ThermoFisher, V22020)

— Plasmido de expresién del CAR de ratén de Jouan et al, 2016 (BioCat GmbH, EX-Z4288-M51-10-GC). Esto
se utilizé porque Huh7 es deficiente en CAR.

— Solucién de sustrato de pB-galactosidasa (ThermoFisher, 75707/75710)
— Kit de BCA Pierce (23225)
— LARII (Sistema de ensayo Dual Luciferase Reporter 1000, Promega, E1980)

— Kit ELISA de EPO (Abcam, ab119522)

Método:

Dia 1

— Las células se sembraron en una placa de 48 pocillos a una densidad de 25,000 células/300 pL.
Dia 2

—El dia de la transfeccion, el ADN a transfectar (plasmido del CAR/PB1-MinTK unido operativamente con
luciferasa o pladsmido EPO/pcDNAB como control interno) se diluyé con una solucién madre de 100 ng/uL

Por transfeccién de 48 pocillos:

— Se mezclaron 45 ng de ADN (15 ng de cada plasmido, pcDNAG, CAR y pldsmido de prueba) con 4.1 pyL de
medio Optimem.

— Se mezclaron 0.5 L de Fusion HD con 4 pyL de medio Optimem.
— Estas 2 soluciones se mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos.
— Luego se afiadié la solucién final al pocillo gota a gota.

—3 horas después de la transfeccién, se afiadié el inductor TCPOBOP a los pocillos apropiados en la
concentracién indicada.

Dia 3

24 horas después de la induccién se retiré el medio de las células.
— Las células se lavaron una vez en 300 uL de DPBS.

— Las células se lisaron utilizando 100 pL de tampén de lisis pasiva y se incubaron con agitacién durante 15
minutos.

— Los restos celulares se sedimentaron mediante centrifugacién de la placa a maxima velocidad en una
centrifuga de sobremesa durante 1 minuto.

— Para la luciferasa, se transfirieron 10 pL de muestra a una placa blanca de 96 pocillos y se midié la
luminiscencia mediante la inyeccidén de 50 L de sustrato LARII.

— La actividad de B-galactosidasa se midié de acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit de ensayo de
B-galactosidasa en mamiferos, 75707/75710, Thermo Scientific) utilizando 25 pL de lisado. Se transfirieron
25 UL de lisado a un pocillo de microplaca y se mezclaron con 25 pL de reactivo de ensayo de B-
galactosidasa, equilibrado a temperatura ambiente. La mezcla se incubé a 37 °C durante 30 minutos y se
midié la absorbancia a 405 nm.

— La concentracién de proteinas se midié de acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit de ensayo de
proteinas Pierce™ BCA, 23225/23227, Thermo Scientific) utilizando 25 L de lisado. Se transfirieron 25 L
de lisado a un pocillo de una microplaca y se mezclaron con 200 pL de solucién de trabajo. La mezcla se
incub6 a 37 °C durante 30 minutos, se enfrié a temperatura ambiente y luego se midié la absorbancia
alrededor de 562 nm. La concentracién de proteina se calculd con respecto a la curva estdndar de proteina
preparada a partir de estdndares de ensayo con concentracién de proteina conocida.
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Las lecturas de luciferasa se normalizaron tanto para la concentracién de B-galactosidasa como de proteina en
el lisado para producir unidades luminométricas relativas (RLU) normalizadas.

Para comparar entre experimentos, se comparé la fuerza de los promotores con el promotor del CMV-IE, que
impulsaba el mismo gen que los constructos que contenian PBREM, que se incluye en cada experimento.

Las transfecciones con PB1-MinTk-EPO se realizaron como se describié anteriormente con la excepcién de
que la EPO se secreta en el medio. Por lo tanto, se recogié el medio y se midié la concentracién de EPO de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit ELISA humano de eritropoyetina (EPO) ab119522, Abcam)
utilizando un ensayo ELISA. Se transfirieron 50 L de medio a pocillos de una microplaca prelavados y se
mezclaron con 50 uL de anticuerpo conjugado con biotina 1x. La mezcla se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se lavaron los pocillos, se afiadieron 100 UL de Estreptavidina-HRP y la placa se incub6 a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Se lavaron los pocillos y luego se agregaron 100 uL de solucién de
sustrato TMB. La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. La reaccién enzimatica se
detuvo mediante la adicién de 100 pyL de solucién de parada y se leyé la absorbancia a 450 nm. La
concentracién de EPO se calculé con respecto a la curva estandar de EPO preparada a partir de estandares
de ensayo con concentracién de EPO conocida.

El constructo PB1-MinTK se clon6 en el vector pGL4.10 utilizando los sitios de restriccion Kpnl y Ncol. Esto
coloca a los promotores directamente mas adelante del gen reportero de la luciferasa de luciérnaga. El
constructo PB1-MinTK contiene el potenciador de 51 pb y el promotor minimo MinTK del gen de la timidina
quinasa del herpes.

Resultados:

La expresion de luciferasa del constructo PB1-MinTK en la Figura 1A mostré que habia muy poca actividad de
luciferasa medible del promotor cuando las células fueron tratadas con vehiculo (DMSO). Esta actividad
corresponde a una expresién con fugas del promotor. La adicién de 50 nM o 150 nM de TCPOBOP produce
una fuerte induccién del promotor, con una induccién medida de hasta 6 veces. La adicién de 250 nM de
TCPOBOP no provocd una respuesta de este promotor, lo que sugiere que podrian haberse activado
mecanismos de control homeostatico para evitar la sobrecarga de la célula. Por lo tanto, el constructo PB1-
MinTK se induce mediante la adicién de TCPOBOP en células Huh7. La induccién es ajustable, dependiendo
de la concentracion de TCPOBORP, pero disminuye a concentraciones mas altas.

En la Figura 1B, la expresion de luciferasa del constructo PB1-MinTK en presencia de CAR y 150 nM de
TCPOBOP es alta como se vio previamente en la Figura 1A. Sin embargo, cuando las células se transfectan
con PB1-MinTK, pero no con CAR, no hay actividad medible cuando se agrega 150 nM de TCPOBORP. Esto se
puede explicar por la ausencia de un receptor al que se une TCPOBORP, cuando no hay CAR presente. Por lo
tanto, la induccién depende de CAR e indica un proceso altamente especifico del higado.

En conjunto, estos resultados muestran que el constructo PB1-MinTk es inducible mediante la adicién de
TCPOBOP en células Huh7, la induccién es ajustable, la induccién depende de CAR y que la expresién de un
Unico elemento es suficiente para impulsar el 40% de la expresién del gen CMV-IE.

Los datos experimentales que se muestran en la Figura 1A se representan en la Figura 1C como una relacién
de la expresién de la luciferasa del fuerte promotor viral CMV-IE. Esto demuestra que la expresién de luciferasa
de un elemento del PBREM vinculado con el promotor MinTK es suficiente para impulsar el 40% de la expresién
de luciferasa del promotor del CMV-IE. La Figura 1C también muestra que no hay expresién de luciferasa del
constructo PB1-MInTK en ausencia de CAR.

Luego se utilizd el promotor PB1-MinkTK para impulsar la expresién de la proteina EPO, que es de interés
terapéutico. La expresion se impulsé en células Huh7 transfectadas con el promotor PB1-MinTK unido
operativamente a la proteina EPO y un plasmido que contenia CAR. Las transfecciones se realizaron como se
describi6 previamente, pero la expresién de EPO fue inducida por el inductor CAR humano CITCO.

Se utilizé CITCO, un inductor de CAR humano, en lugar de TCPOBOP, un inductor de ratén, porque TCPOBOP
no activa el CAR humano. Esto significa que TCPOBOP no se puede utilizar en células humanas, que son el
objetivo final en el que se utilizara esta invencién. Esto también se hizo para garantizar que el elemento del
PBREM del ratén pueda ser activado por un CAR humano que se induce con el inductor CAR humano, CITCO.

La expresién de EPO del constructo PB1-MinTK después de la transfeccién en células Huh7 y el tratamiento
con DMSO, 0.5 uyM, 1 uM, 2 pM y 3 uM de CITCO se muestra en la Figura 1D. Esta figura muestra que hay
muy poca expresion de EPO sin adiciéon del farmaco, pero al agregar hasta 2 uyM de CITCO hay un marcado
aumento en la produccién de EPO. Esto vuelve nuevamente a la actividad base en la concentracién mas alta.
Esta figura también muestra que la adicién de CITCO no cambia la expresiéon de EPO del promotor del CMV-
MP. El nivel general de expresién de EPO de PB1-MinTK en este ejemplo es alrededor del 22% de la expresién
de EPO de CMV-IE (datos no mostrados). Esto es diferente al 40% observado previamente con respecto a
CMV-IE en la Figura 1C porque CITCO es un inductor mas débil de la actividad de CAR que TCPOBOP.
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Se utilizé6 PB1-MInTK para impulsar con éxito la expresién ajustable de luciferasa y EPO.
Ejemplo 2

Luego se utilizd el elemento del PBREM en combinacién con otros dos promotores minimos para probar la
inducibilidad y la expresién. PBREM se cloné delante del promotor minimo del CMV, el promotor MinTK y el
promotor minimo de SV40 y se introdujo en hepatocitos AXOL ARE.

Los hepatocitos Axol Assay-Ready Expanded (ARE) son hepatocitos humanos primarios que se han expandido
in vitro. Se encuentran disponibles lotes de gran tamafio (hasta 2000 viales), lo que garantiza una fuente
confiable, lista para usar y consistente de hepatocitos primarios. Los hepatocitos ARE expresan enzimas CYP,
son metabdlicamente funcionales, estan polarizados y pueden ser infectados por el virus de la hepatitis C. Los
hepatocitos AXOL ARE expresan CAR, lo que elimina la necesidad de transfectar con un plasmido que exprese
CAR.

Materiales:

— Hepatocitos expandidos listos para el ensayo AXOL (ARE) (Axol, ax3701)

— Medio de descongelacién de hepatocitos ARE (Axol, ax3705)

— Medio de mantenimiento de ARE (Axol, ax3710)

— Reactivo de transfeccién rojo Virimer (Lipocalyx, VR04-02-15)

— Kits de CITCO, luciferasa, p-galactosidasa y BCA como se describe anteriormente
Métodos:

Los hepatocitos ARE se cultivaron y transfectaron como se describe en el manual del fabricante. Se sembraron
200,000 células en 2 mL de medio de cultivo en una placa de 6 pocillos recubierta de colageno. Las células se
incubaron durante 4 h a 37 °C y 5 % de CO; para una adhesién suficiente. Se afiadieron 200 pL de mezcla de
transfeccién que contenia el ADN a transfectar (PB1-MinTK/PB1-CMV/PB1-SV40 unido operativamente con
luciferasa y promotor que contiene pB-galactosidasa) y las células se incubaron en un agitador orbital a 100 rpm
durante tres horas a 37 °C y 5 % de CO,. 3 horas después de la transfeccion, se afiadié CITCO a los pocillos
apropiados. Las células se incubaron en condiciones estaticas a 37 °C y 5 % de CO, durante la noche y por la
mafiana el medio se reemplazé con medio de mantenimiento de hepatocitos ARE nuevo. La lectura se realizd
24 horas después de la induccién.

Resultados:

La expresién de luciferasa de los constructos PB1-MinTK, PB1-CMV-MP y PB1-SV40-MP en la Figura 2A indica
que cada uno de los promotores minimos apoya la expresién del elemento del PBREM tras la adicién de 1 pM
de CITCO. La induccién fue alrededor de 7 veces para SV40 y MinTK y 2 veces para el promotor del CMV-IE.
Los niveles de expresién para cada uno de los constructos son 20%, 10% y 55% para PB1-MinTK, PB1-CMV
y PB1-SV40 respectivamente, en comparacién con CMV-IE. El SV40 puede alcanzar la méxima expresion,
pero esto tiene como precio un nivel de fondo mas alto. El promotor minimo del CMV muestra poca o ninguna
expresién. A partir de estos datos, parece que el constructo original de MinTk puede proporcionar el mejor
compromiso entre el nivel de expresidn, la inducibilidad y el control estricto (es decir, minimizar la expresion de
fondo).

PBREM se puede utilizar para impulsar la expresidén inducible en combinacién con una variedad de promotores
minimos.

Ejemplo 3

Este experimento se realizé para examinar si la multimerizacién de los sitios de unién de NR aumentaria
posteriormente la actividad del promotor. Por lo tanto, clonamos 2, 3 y 4 repeticiones del elemento del PBREM
delante de los promotores minimos MinTk, CMV y SV40. Una consideracién importante en este documento fue
el espaciamiento entre los elementos, aqui seguimos la regla general de 5, por la cual los elementos espaciados
a intervalos de 5 pb no se obstaculizan estéricamente entre si. Utilizando el conocimiento interno, obtenido a
partir del disefio previo del promotor inducible, clonamos los elementos separados por 20 pb. Estos multimeros
se clonaron en el plasmido pGL4.10 descrito previamente. Luego, estos constructos se probaron en los
hepatocitos AXOL ARE como se describi6 previamente.

Promotor MinTK:

PB1-MinTK, PB1-1-MinTK, PB1-2-MinTK y PB1-3-MinTK contienen 1, 2, 3 y 4 elementos del PBREM
respectivamente en combinacién con el promotor minimo MinTK. La expresidn de luciferasa de los constructos
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PB1-1-MinTK, PB1-2-MinTK y PB1-3-MinTK tras la induccién con 1 uL de CITCO en la Figura 3C muestra que
los multimeros se inducen y aumentan el nivel de expresion. Sin embargo, este aumento en el nivel de
expresién sélo se observa hasta 3 copias del elemento del PBREM (PB1-2), ya que la adicién de otro elemento
parece tener un efecto perjudicial sobre la induccidn y el nivel de expresién. Cada multimero se induce a 1.5,
4.1y 2.66 de CMV-IE respectivamente. Sin embargo, el nivel de induccidén es similar al del constructo inicial
PB1-MinTK representada aqui como PB1. Esto se debe a un aumento en la actividad de fondo de los
promotores. Los resultados se expresan como una relacién con CMV-IE. Los resultados son la media de 3
réplicas biol6gicas.

Promotor minimo de SV40:

PB1-SV40, PB1-1-SV40, PB1-2-SV40 y PB1-3-SV40 contienen 1, 2, 3 y 4 elementos del PBREM
respectivamente en combinacién con el promotor minimo de SV40. La expresién de luciferasa de los
constructos PB1-1-SV40, PB1-2-SV40 y PB1-3-SV40 tras la induccién con 1 yL de CITCO en la Figura 3A
muestra que los multimeros son inducidos y de hecho aumentan el nivel de expresién. Sin embargo, como
antes, este aumento en el nivel de expresion solo se observa hasta 3 copias del elemento del PBREM, ya que
la adicién de otro elemento parece tener un efecto perjudicial en la induccidén y el nivel de expresion. Cada
multimero se induce a 2.6, 3.6 y 2.57 de CMV-IE respectivamente. El nivel de induccién es mayor que el
aumento de 6 veces observado con el promotor minimo de MinTk con una induccién de hasta 9 veces.
Nuevamente, hay un aumento en el nivel de expresién de fondo, pero mucho menor que el observado con los
promotores CMV-MP como se describe a continuacién. Los resultados se expresan como una relacién con
CMV-IE. Los resultados son la media de 3 réplicas biolégicas.

Promotor del CMV:

PB1-CMV, PB1-1-CMV, PB1-2-CMV y PB1-3-CMV contienen 1, 2, 3 y 4 elementos del PBREM respectivamente
en combinacién con el promotor minimo del CMV. La expresién de luciferasa de los constructos PB1-1-CMV,
PB1-2-CMV y PB1-3-CMV tras la induccién con 1 uL de CITCO en la Figura 3B muestra que los multimeros
son inducidos y de hecho aumentan el nivel de expresién. Sin embargo, como antes, este aumento en el nivel
de expresién solo se observa hasta 3 copias del elemento del PBREM, ya que la adicién de otro elemento
parece no tener efecto en la induccidn y el nivel de expresién. Cada multimero se induce a 1.9, 2.67 y 2.67 de
CMV-IE respectivamente. El nivel de induccién es menor que el observado con el promotor minimo de MinTk
0 SV40, maximo 5 veces. El uso del promotor minimo del CMV parece aumentar el nivel de expresion de fondo
a niveles muy altos y, como tal, puede ser el peor candidato evaluado.

Aumentar el nimero de elementos del PBREM aumenta el nivel de expresién hasta 3 elementos del PBREM.
Aumentar aun mas el nimero de PBREM a 4 da como resultado una menor expresién de luciferasa.

Ejemplo 4

A partir del Ejemplo 3, se decidi6 tomar PB1-MinTK y PB1-2-MinTk para estudios in vivo. Para facilitar esto, las
dos construcciones mencionadas anteriormente se clonaron en el vector pAAV (Takara, Clontech) para permitir
la preparacién de virus AAV. Los insertos se clonaron utilizando la digestién de restriccidn del plasmido pAAV y
la amplificacién por PCR de los constructos originales pGL4.10.

Investigamos el efecto de las repeticiones terminales invertidas (ITR) en la actividad de los promotores. Esto
se hizo porque hemos observado interferencias de los ITR de AAV en otros proyectos. Para este fin, se
transfectaron pAAV-PB1-MinTk y pAAV-PB1-2-MinTk en células primarias Huh7 y ARE como se describi
previamente y se evalué su actividad.

Los resultados de estos experimentos se pueden ver en las Figuras 4A y 4B. Estos gréficos representan la
media de 3 réplicas biolégicas y muestran que los ITR no afectan el rendimiento de los promotores. La induccién
de la expresidn de luciferasa a partir del constructo PB1-MinTK y PB1-2-MinTK es comparable entre vectores
y tipos de células. Estos constructos son notablemente robustos y la estructura del plasmido parece no tener
efecto sobre la actividad.

Ejemplo 5

La expresidn de luciferasa de los constructos PB1-MinTK y PB1-2-MinTK en el vector pAAV en los hepatocitos
AXOL ARE es inducible por CITCO (1 uM) pero se reduce después de eliminar CITCO como se muestra en la
Figura 5. Esto demuestra que la eliminacién del farmaco reduce la actividad del promotor a niveles casi basales.

Ejemplo 6 - Experimentos in vivo que utilizan AAV que comprenden la induccién de PB1y PB1-2

De la solicitud anterior, se seleccionaron los constructos PB1 (elemento del PBREM de ratén Unico y promotor
Min-TK) y PB1-2 (3xPBREM y promotor min-TK) para probarlos in vivo en ratones. Esto se realizd de la
siguiente manera:

34



10

15

20

25

30

35

ES 3 021 683 T3

Los constructos AAV PB1 y PB1-2 de la solicitud anterior, secuencias a continuacién (SEQ ID NO 49 y 50, Tabla
3), se utilizaron para crear el virus AAV.

Produccion de AAV
Dia 1:

— Sembrar células HEK 293-AAV en placas de 15 cm. Para tener una confluencia del 70-80 % el dia de la
transfeccién

— Volumen final en cada placa: 15 mL
Dia 2: Preparar la mezcla de transfeccién:

— Mezcla de ADN/placa: pDG9 (pladsmido de empaquetamiento para AAV9). 10.5 pg/pHGTI (Ad. Plasmido
auxiliar): 31.5 yg/plasmido vector: 10.5 pg/ Preparar en DMEM/Optimem sin suero

— Mezcla de transferencia/placa: PEI: 125 yl/ Preparar en DMEM/Optimem sin suero

— Afiadir la mezcla de ADN a la mezcla de transfeccién. Mezclar y dejar reposar a temperatura ambiente durante
15-20 minutos.

— Afadir 3 mL de mezcla de transfeccién a cada placa gota a gota y distribuir suavemente. Incubar durante
24h.

Dia 3:

— Reemplazar los medios con 15 mL de DMEM suplementado con P/Sy 2 % de FCS. Dejar reposar durante
48h.

Dia &:

— Recoger el sobrenadante y mezclarlo en tubos de 50 mL, 25 mL cada uno. Conservar a -20 °C.
— Recolectar células: Afiadir 5 mL de PBS a cada placa — raspar y recoger en tubos de 50 mL.
— Para lavar las placas, agregar otro 1 mL de PBS y recoger.

— Centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos.

— Retirar el sobrenadante y resuspender las células sedimentadas en 1mL/placa de tampén de lisis TD —
agrupar

— Conservar a -80 °C.
Tratamiento con endonucleasas
Células:

— Congelar y descongelar los sedimentos 5 veces — ~20 minutos a 37 °C y luego ~20 minutos en hielo seco
(0-80°C).

— Afadir 25 pL/mL de células de desoxicolato al 20 % (o 50 pL/mL de desoxicolato al 10 %).
— Afadir 8uL/mL de células de benzonasa.

— Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

— Centrifugar a 4,000 rpm durante 30 minutos.

— Filtrar el sobrenadante utilizando filtros de 0.45 uM.

— Conservar a 4 °C durante un maximo de 24 horas.

Sobrenadante:

— Afadir 2.5 yL/25 mL de sobrenadante de benzonasa.

— Afiadir 50 pL/25 mL de sobrenadante de MgSO4.
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— Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

— Centrifugar a 4,000 rpm durante 30 minutos.

— Filtrar el sobrenadante utilizando filtros de 0.45 uM.

— Conservar a 4 °C durante un maximo de 24 h.

Purificacién por HPLC

— Colocar ambas lineas en ETOH al 20% — plantilla — lavado del sistema

— Colocar la linea Aen PBS y la linea B en glicina — plantilla — lavado del sistema

— Colocar la columna en la maquina — ejecucién manual — caudal: SmL/min — Ejecutar durante 25 mL o hasta
que la linea UV esté plana.

— Preparar tubos FACS (10 para células y més para sobrenadante): agregar 30 pL/tubo de Tris — colocar en la
magquina para recolectar vectores.

— Colocar las lineas de desechos en un tubo separado para poder pasarlas nuevamente por la columna.

— Pasar las muestras (caudal bajo, dependiendo de qué tan rapido sea el sistema y qué tan concentrada esté
la muestra; para las células es mas lento, para el sobrenadante es més alto).

— Después de pasar los desechos por la columna, lavar con PBS — caudal: 5mL/min hasta que la linea UV
quede plana.

— Conjunto — tamafio de fraccién: 1 mL; Caudal: 1 mL/min; concentracién % de B: 100% — ejecutar.

— Empezar la recoleccién: Buscar el pico. El pico indica la purificacion del vector. Marcar los tubos que contienen
estos vectores.

— Guardar el programa antes de salir.

— Lavar con PBS — 75 mL, 5mL/min

— Lavar con Na3PO4 (para almacenar la columna) — 75 mL, 5 mL/min
— Retirar la columna y conservar a 4°C.

— Lavar la méquina con PBS — plantilla — lavado del sistema

— Lavar la méquina con 20% ETOH — plantilla — lavado del sistema
— Colocar ambas lineas en ETOH al 20% y apagar.

— Afiadir 2 L de PBS en un balde grande y colocar el casete de dialisis (Side-A-Lyzer; Thermo Scientific) para
Su preparacion.

— Recoger los vectores de los tubos FACS marcados usando una jeringa y una aguja y agregarlos al casete de
dialisis — retirar el exceso de aire de la membrana, colocar con cuidado el caucho encima del casete y dejarlo
flotar en el balde que contiene PBS — dejar toda la noche a temperatura ambiente en un rotor de rotacién
lenta.

Al dia siguiente:

— Cebar la membrana agregando 5 mL de PBS a un filtro centrifugo (Amico Ultra 15; MERCK) — centrifugar
durante 5 minutos a 4,000 rpm.

— Retirar el exceso de PBS del interior de la membrana.
— Sacar los vectores del casete y cargarlos en la membrana — centrifugar durante 5 minutos a 4,000 rpm.

— Lavar la membrana con los vectores dentro varias veces, luego recoger en un tubo de centrifuga de 2 mL con
filtro de 0.22 yM (Spin-X; COSTAR)

— Centrifugar durante 3 minutos a 13,000 rpm.

— Retirar el filtro y tomar alicuotas: 1100 pL (para inyeccién), el resto en alicuotas de 10-2 L.
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— Conservar a -80 °C.
— La cuantificacién del virus se realizé mediante qRT-PCR con cebadores y sondas para el gen de la luciferasa.
Experimento con ratones

El serotipo de AAV elegido fue AAV9 ya que tiene un tropismo por la mayoria de los tejidos y érganos y, por lo
tanto, daria una idea de la especificidad de nuestros promotores (evitando problemas de tropismo de AAV). El
resultado del experimento fue la actividad de la luciferasa medida visualmente con la 1°™ lectura a los 5 dias
después de la inyeccién. Luego se monitore6 a los ratones semanalmente y después de 35 dias, una vez que
el vector de control AAV9 con CMV-IE mostré resultados constantes y estables, se establecié una linea base
para el perfil de induccidén. En este punto se afiadi6 el inductor y se tomaron medidas antes y después de la
induccién. Ver a continuacién para obtener mas detalles.

Ratones:

— Se inyectaron ratones macho adultos CD1 (8 semanas de edad) con un vector AAV9 a través de la vena de
la cola.

— Se administré un total de 5x10" copias genémicas del vector/mL por ratén.

— Se tomaron imagenes de los ratones 5 dias después de la inyeccién. Primero fueron anestesiados y recibieron
una inyeccién intraperitoneal de luciferina (300 pL de stock de luciferina 15 mg/mL). Después de 5 minutos,
los ratones fueron colocados en la maquina VIS y se adquirieron las imagenes.

Imagenes:
— El tiempo de exposicién utilizado para las imagenes fue de 1 y 10 segundos.
— Las imagenes se tomaron una vez a la semana.

— Ademas, antes de administrar un inductor o represor, se tomaron imagenes de los ratones diariamente
durante cuatro dias.

Induccién:

— El inductor (fenobarbital) estaba en una concentracién de 5 mg/mL. Los ratones recibieron 10 pL por via
intraperitoneal, es decir, 50 microgramos por ratén (cada ratén pesaba aproximadamente 30 g).

Resultados

Los resultados del experimento se pueden ver en la Figura 8. La Figura 8A muestra ratones representativos de
cada constructo probado. Se puede ver en este documento que la expresion de PB1 y PB1-2 esta confinada al
higado, mientras que el promotor del CMV-IE se expresa en casi todos los tejidos del ratén. Ademas, a las 0
horas los ratones PB1 y PB1-2 no muestran expresion del gen de la luciferasa, lo que sugiere una expresion
estrechamente controlada. Sin embargo, cuando se afiade el inductor fenobarbital podemos observar que la
expresion tanto de PB1 como de PB1-2 aumenta. Existe cierta variacién en las magnitudes y duracién de la
induccién. Por ejemplo, PB1 induce ~10 veces con una actividad méaxima observada a las 9 horas y la induccién
se completa a las 24 horas, mientras que PB1-2 tiene un aumento de ~50 veces con una actividad maxima a
las 24 horas, y la induccién no se completa hasta 48 horas después de la inyeccién (Figura 8 B y C). Estos
datos corroboran los hallazgos observados en las lineas celulares modelo y demuestran aliin més el potencial
de uso de este sistema inducible in vivo. El sistema tiene un fondo bajo y una buena inducibilidad, incluso
cuando el inductor se administra en una dosis 10 veces menor que la recomendada para humanos.

Ejemplo 7 - Variantes de elementos del PBREM

Como se discutié anteriormente, el receptor nuclear CAR se une a secuencias de ADN tanto en humanos como
en ratones. Como se puede ver en la alineaciéon de secuencias, hay cierta divergencia de secuencia entre las
especies. El elemento del PBREM modular de 51 pb se puede dividir en 3 partes distintas (ver la tabla a
continuacién). 1) La regién NR1 (que contiene el elemento NR1) que se cree que es responsable de la mayor
parte de la actividad inducible, 2) la regién NF1 (que contiene el elemento NF1) que se une a otros receptores
nucleares y puede ser responsable de reducir el nivel de fondo en ausencia de CAR activado y 3) la regién
NR2 (que contiene el elemento NR2) que nuevamente esta implicada en la actividad inducible de CAR.

La alineacién y delimitacién de los componentes que forman el elemento del PBREM se muestra a continuacién:

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC 51
B ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA 51
dokok o ek ok ok ok ok ok ok ok ok koA kkh hoh kkk  ckkkk kkkhkk K
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(Ratén = SEQ ID NO: 1, Humano = SEQ ID NO: 2)

Tabla 4 - Secuencias del PBREM de ratén y humano:

PBREM de ratén (SEQ ID Nos entre paréntesis)

Regién NR1 Regién NF1 Regién NR2

TCTGTACTTTCCTGACCT (86) TGGCACAGTGCCACCA (88) TCAACTTGCCTGACACC (90)

PBREM humano (SEQ ID Nos entre paréntesis)

Regién NR1 Regién NF1 Regién NR2

ACTGTACTTTCCTGACCC (87) TGAAGAGGTGGCAGCA (89) TGGACTTTCCTGAACCA (91)

En los ejemplos anteriores, las variantes de los promotores utilizados contenian un elemento del PBREM de
ratéon. Para confirmar nuestra expectativa de que el elemento del PBREM humano también podria usarse,
también evaluamos la inducibilidad del PBREM humano; esto es potencialmente relevante porque uno de los
objetivos de este proyecto es proporcionar promotores inducibles para su uso en terapia génica humana, y la
secuencia humana puede tener algunas ventajas. Ademas, también evaluamos hibridos humanos y de ratén
del elemento del PBREM para determinar si podiamos modular o mejorar la inducibilidad y el nivel de fondo de
los promotores. Estas nuevas combinaciones no se encontrarian en la naturaleza en ningln contexto, y
probablemente tendrian caracteristicas novedosas, e.g., nivel de fondo y de induccién. Los constructos se
probaron en la estructura principal PGL4.10 como se describi6 anteriormente y se enumeran a continuacién en
la Tabla 2. Estos fueron: NR1x3-Min TK humano (3 x regién NR1 humana con promotor minimo MinTK);
PBREM-minTK humano (PBREM humano con promotor minimo MinTK); hNR1-mNFI-hNR2-Min TK (hibrido
humano ratén humano con promotor minimo de MinTK); hNR1-mNFI mNR2-Min TK (hibrido humano ratén
raton con promotor minimo MinTK); mNR1 hNFI mNR2-Min TK (hibrido ratén humano ratén con promotor
minimo MinTK); mNR1 hNFI hNR-Min TK (hibrido ratén humano humano con promotor minimo MinTK); hPB-
SV40 (PBREM humano con promotor minimo de SV40); y MHM-SV40 (hibrido ratén-humano-ratén con
promotor minimo de SV40) - SEQ ID NOs: 59 a 66, respectivamente.

Estos constructos se probaron en la linea celular estable Huh7 y en hepatocitos primarios como se describid
previamente. Ademas de probar los constructos con el activador CAR humano tradicional CITCO, también
probamos el compuesto natural flavona. Este es un producto GRAS (generalmente considerado seguro) que
previamente se ha informado que activa CAR humano y podria ser un farmaco util para su uso en aplicaciones
de terapia génica debido a su naturaleza no téxica y sus pocos efectos secundarios. Se ha pronosticado que
CITCO sera relativamente inestable /n vivo, y no hay datos disponibles sobre la seguridad de su uso en
humanos, por lo que se prefiere su uso solo en cultivos de tejidos. Ademas, los resultados in vivo presentados
anteriormente utilizaron fenobarbital como inductor. En algunos contextos, el uso de fenobarbital puede ser
indeseable, incluso en una dosis 10 veces menor que la recomendada (lo que parece posible a la vista de los
datos anteriores). Por lo tanto, la flavona puede ser un inductor mas deseable que mitigue cualquier problema
de seguridad o regulatorio.

Los resultados de estos experimentos se pueden ver en las Figuras 9 y 10. Estas cifras muestran una
comparacién con el PB1 que se probé in vivo. Tanto en la linea celular Huh7 que expresa CAR estable (Figura
9) como en las células primarias (Figura 10), el PBREM humano (hPB) funciona de manera casi idéntica al
PBREM de ratén (PB1), lo que sugiere que son intercambiables con los promotores minimos Min-TK y SV40.
De los hibridos evaluados, todos fueron inducibles a un nivel similar con un fondo similar al PB1, excepto el
hibrido MHM. Este tiene un fondo mas bajo y una actividad general méas baja, pero tiene una buena induccién,
lo que sugiere que puede tener un control de expresiébn mas estricto que el constructo PB1; esto fue
independiente del contexto del promotor minimo ya que este hibrido con Min-Tk y SV40 mostré resultados
similares. Todos los constructos fueron inducidos por flavona a un nivel similar al CITCO, lo que demuestra que
este compuesto es de hecho un inductor til de los constructos PBREM. Un valor ligeramente atipico en estos
experimentos fue el constructo compuesto por 3x NR1 de PBREM humano. Tiene un fondo relativamente alto
y sblo se indujo en la linea celular estable y menos en las células primarias.

A partir de estos experimentos se aplicd un enfoque similar a los ejemplos analizados anteriormente. Los
mejores monémeros, PBREM humano y el hibrido MHM, se multimerizaron y probaron tanto con el promotor
minimo Min-Tk como con el promotor minimo de SV40. Las secuencias de estos multimeros se presentan en
la Tabla 3. Los promotores fueron: 2xhPB SV40 (2x elementos del PBREM humano con promotor minimo de
SV40); 2xMHM-MInTK (2x hibrido ratén humano ratén con promotor minimo de MinTK); 2xMHM-SV40 (2x
hibrido ratén humano ratén con promotor minimo de SV40); 3xhPB minTK (3x elementos del PBREM humanos
con promotor minimo MinTK); y 3xhPB-SV40 (3x elementos del PBREM humanos con promotor minimo de
SV40) - SEQ ID NOs: 67 a 71, respectivamente.
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La expresién e induccidén de estos promotores se evalud utilizando CITCO y flavona tanto en la linea celular
estable que expresa CAR Huh7 como en hepatocitos primarios como se describié previamente.

Los resultados se pueden ver en las Figuras 11 y 12. La comparacién aqui es con el PB1-2 de los ejemplos
anteriores. Se puede observar que todos los promotores multimeros inducen en alto grado con ambos
compuestos y que todos tienen un fondo muy bajo independientemente del promotor minimo utilizado. Ademas,
pueden tener un mejor desempefio 2xMHM y 3xhPB con todos los niveles de expresiéon mas altos que fueron
observados para pB1-2 y niveles de fondo comparables. Esto sugiere que algunos de los nuevos promotores
pueden comportarse mejor in vivo, y también ofrece mas opciones para controlar la expresién génica segun

sea necesario.

Secuencias
Tabla 1 - Elementos del PBREM, variantes y partes de los mismos
Nombre Secuencia (SEQ ID NO)
PBREM TCTIGTACTTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC (1)
(ratdn/rata)
PBREM ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCA {2)
(humano)
Motivo NR1 de TGTACTTTCCTGALCT (3)
PBREM
(ratdn/rata)
Motivo NR1 de TGTACTTTCCTGACCC (4)

PBREM
(humano)

Secuencia de
NR1 3x

(ratén)

gatcTCTGTACTTTCCTGACCTTGgatcgatcTCTGTACTTTCCTGACCTTGgatcgatcTCTGTACTT
TCCTGACCTTGgatc (5)

Secuencia de
NR1 3x

(humana)

gatcACTGTACTTTCCTGACCCTGgatcgatcACTGTACTTTCCTGACCCTGgatcgatcACTGTACT
TTCCTGACCCTGgatc (6)

Motivo NF1 de
PBREM
(ratdn/rata)

TGGCACAGTGCCA {55)

Motivo NF1 de
PBREM
(humano)

TGAAGAGGTGGCA (56)

Motivo NR2 de
PBREM
(ratdn/rata)

TCAACTTGCCTGACAC {57)

Motivo NR2 de
PBREM
(humano)

TGGACTTTCCTGAACC {58)

NR1motivo subrayado, motivo NF1 en negrita y motivo NF2 doble subrayado

Tabla 2 - Promotores inducibles que comprenden el elemento del PBREM de ratén

Nombre

Secuencia (SEQ ID NO)

PB1-MinTK

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGATCCGGCCCCGCCCAGC
GTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGCGCGGTCCGAGGTCCALTTCGL
ATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCA
ACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAC (7)
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PB1-CMV-
MP

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGACG
GAGCGATTAATCCATATGCAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTAGA
TACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGATCGCCACCC (8)

PB1-SV40-
MP

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGACG
GACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAALC
TCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAATTTTTITT
ATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTG
GAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (9)

PB1-MinTK y
EPO

GGCCTAACTGGCCGGTACTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACC
GATCCGGCCCCGCCCAGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGLGLG
GTCCGAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGA
CCCGCTTAACAGCGTCAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAG
GAAGCTAAACATGGGGGTGCACGAATGTCCTGLLTGGCTGTGGCTTCTCCTGTCCCTGCTGTEGLTELL
TCTGGGLCTCCCAGTECTGGGOGCCCCACCACGCLTCATCTGTGACAGCCGAGTCCTGGAGAGGTALC
TCTTGGAGGCCAAGGAGGLCGAGAATATCACGACGGGLTGTGLTGAACACTGCAGLTTGAATGAGAA
TATCACTGTCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGELTGGAAGAGGATGGAGG TCGGGCAGCAGGLC
GTAGAAGTCTGGCAGGGCLTGGLCCTGCTGTCGGAAGETGTCCTGCGGGGCCAGGCCLTGTIGGTCA
ACTCTTCCCAGCCGTGGGAGLLCLTGCAGLTGCATGTGGATAAAGCCGTCAGTGGLLTTCGCAGCETC
ACCACTCTGCTICGGGCTCTGGEAGCCCAGAAGGAAGCCATCTCCCLTCLAGATGLGGCCTCAGLTGE
TCCACTCCGAACAATCACTGCTGACACTTI TCCGCAAALTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCOGGGGA
AAGCTGAAGCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGATGATCTAGAG TCGGGGLGGCC

GGCCGCTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTG
AAAAAAATGCTTTATITGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAA
CAAGTT (19)

PB1-1-MinTk
(2xPBREM)

TCTGTACTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGAC
GGAGATCCGGCCCCGCCCAGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGL
GCGGTCCGAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCA
GCGACCCGCTTAACAGCGTCAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGC
TAAGGAAGCTAAAC (10)

PB1-2-MinTk
(3xPBREM)

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT

CTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCACTGAAGGTCCTCAA

TCGTCTGTACTTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAG
ACGGAGATCCGGCCCCACCCAGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGLG

GCGCGGTCCGAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGC
AGCGACCCGCTTAACAGCGTCAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGLCGAGATTTTCAGGAG
CTAAGGAAGCTAAAC (11)

PB1-3-MinTk

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTG CCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCACTGAAGGTCCTCAA
TCGICTGTACTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCTGACCTCCTGCCAG
CAATATCTGTACTTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGT
AGACGGAGATCCGGCCCCGCCCAGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGG
CGGCGCGGETCCGAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACGCGTGTGGLCTCGAACACCGAGCGALCCCT
GCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGG
AGCTAAGGAAGCTAAAC (12)

PB1-1-SV40

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT

CICTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGAC
GGACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCEGCCCCTAA
CTCCGCCCATCCCGECCCTAACTCCGCCCAGTTCCGECCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAATTTTTTT
TATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGETTTTTT
GGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (13)

PB1-2-SV40

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CICTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTG CCACCATCAACTTGCCTGACACCGCACTGAAGGTCCTCAA
TCGTCTGTACTTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAG
ACGGACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCT
AACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAATTTTT
TTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGECTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTT
TTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (14)
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PB1-3-SV40

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CTCTGTACTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACT TGCCTGACACCGCACTGAAGGTCCTCAA
TCGTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCTGACCTCCTGCCAG

CAATATCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGT
AGACGGACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCC

CCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAAT
TTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGC
TTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (15)

PB1-1-CMV

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGAC
GGAGCGATTAATCCATATGCAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTAG
ATACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGATCGCCACCC (16)

PB1-2-CMV

TCTGTACTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CTCTGTACTITCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCACTGAAGGTCCTCAA
TCGTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAG
ACGGAGCGATTAATCCATATGCAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCT
AGATACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGATCGCCACCC (17)

PB1-3-CMV

TCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTECCACCATCAACTTGCCTGACACCGCACTGAAGGTCCTCAA
TCGTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCTGACCTCCTGCCAG

CAATATCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGT

AGACGGAGCGATTAATCCATATGCAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGC
CTAGATACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGATCGCCACCC (18)

NR1x3-MinTK
humano

ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGACTGTACTTTICCTGACCLT
GAAGAGGATCCGGECOCCGOCCAGCGTCTTGTCATTGGEGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGE
GGCGCGGTCCGAGGTCCACTTCGCATATTAAGETGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCT
GCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGE
AGCT (59)

PBREM-MinTK
humano

ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCAGATCCGGCCCCGCCCAG
CGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGCGCGGTCCGAGGTCCACTTCG
CATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCA
ACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAACATGGAA
GATGCCAAAAACATTAAG (60)

hNR1-mNFI-
hNR2-MinTK
(HMH

MinTK)

ACTGTACTTTCCTGACCCTGGCACAGTGCCACCATGGACTTTCCTGAACCAGATCCGGCCCCGCCCAGC
GTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGCGCGGTCCGAGGTCCALTTCGC
ATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCA
ACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGLTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAACATGGAA
GATGCCAAAAACATTAAG (61)

ANR1-mNF
mMNR2-MinTK
(HMM

MinTK)

ACTGTACTTTCCTGACCCTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGATCCGGCCCCGCCCAGC
GTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGCGCGGTCCGAGGTCCACTTCGL
ATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCA

ACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAACATGGAA

GATGCCAAAAACATTAAG (62)

mMNR1-hNFI-
mMNR2-MinTK
(MHM

MinTK)

TCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACCGATCCGGCCCCGLCCAGC
GTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGCGCGGTCCGAGGTCCACTTCGL
ATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCA
ACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAACATGGAA
GATGCCAAAAACATTAAG (63)

MNRA-hNFI
hNR2-MinTK
(MHH

MinTK)

TCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCAGATCCGGCCCCGCCCAG
CGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGCGGLGCGGTCCGAGGTCCACTTCG
CATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCA
ACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAACATGGAA
GATGCCAAAAACATTAAG (64)
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hPB-SV40 ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCAGCTGGGAGTTCGTAGAL
GGACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAA
CTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAATTTTITT
TATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGLCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTT
GGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (65)

MHM-SV40 TCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGAC
GGACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAA
CTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGLCCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAATTTTITTT
ATTTATGhPBCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTIT
TGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (66)

2%hPB SV40 ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCACATTACTCGCATCCATTC

TCACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCAGCTGGGAGTTCGTAG

ACGGACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCT
AACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAATTTTT
TTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTT
TTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (67)

2xMHM- TCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CICTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGA
MinTK CGGAGATCCGGCCCCGCCCAGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGLRG

CGCGGTCCGAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACGCGTGTGG CCTCGAACACCGAGCGACCCTGCA
GCGACCCGCTTAACAGCGTCAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGC
TAAGGAAGCTAAAC (68)

2xMHM- TCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCT
CTCTGTACTTTCCTGACCTTGAAGAGGTGGCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGA
SVv40 CGGACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTA

ACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAATTTTTT
TTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTT
TGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (69)

3xhPB- ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCACATTACTCGCATCCATTC
TCACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTITCCTGAACCAGCACTGAAGGTCCTC
minTK AATCGACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCAGCTGGGAGTTCG

TAGACGGAGATCCGGLCCCGCCCAGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGG
GCGGCGCEGTCCGAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACC
CTGCAGCGACCCGCTTAACAGCGTCAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCA
GGAGCTAAGGAAGCTAAAC (70)

3xhPB-SV40 ACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCACATTACTCGCATCCATTC
TCACTGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCAGCACTGAAGGTCCTC
AATCGACTGTACTTITCCTGACCCTGAAGAGGTGGCAGCATGGACTTTCCTGAACCAGCTGGGAGTTCG
TAGACGGACTAGCCCGGGCTCGAGATCTGCGATCTGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCC
CCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATCGCTGACTAAT
TITTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGC
TITTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGCATTCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCC (71)

Los elementos del PBREM estan subrayados; el promotor minimo esté4 en negrita; las secuencias genéticas
estan doblemente subrayadas.

42



ES 3 021 683 T3

Tabla 3 — Constructos y otras secuencias

Nombre Secuencia (SEQ ID NO)

Plasmido AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGG
original pAAV- TTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACC
ZsGreen CCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACAC

AGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTGCCTGCAGGCAGCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGG
CCGCCCGGGCAAAGCCCGGEGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGC
GCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCCTATCGATATCAAGCTTTAATAGTAATCAAT
TACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGC
CTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCA
ATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCA
AGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATG
CCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCAT
GGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGT
CTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGT
AACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAG
CTGGTTTAGTGGATATCCTTAAGGGCCCAGCCGGCCCGAATCCCGGCCGGGAACGGTGCATTGGAAC
GCGGATTCCCCGTGCCAAGAGTGACGTAAGTACCGCCTATAGAGTCTATAGGCCCACAAAAAATGCTT
TCTTCTTTTAATATACTTTTTTGTITATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATA
ATGATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTAAGGCA
ATAGCAATATTTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTGCT
AATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTITATGGTTGGGATAAGGCTGGATTATTCTGA
GTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGT
GCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAAGAATTGGGATTCGCGAGAATTCGCCACCATGGCC
CAGTCCAAGCACGGCCTGACCAAGGAGATGACCATGAAGTACCGCATGGAGGGCTGCGTGGACGGC
CACAAGTTCGTGATCACCGGCGAGGGCATCGGCTACCCCTTCAAGGGCAAGCAGGCCATCAACCTGET
GCGTGGTGGAGGGCGGCCCCTTGCCCTTCGCCGAGGACATCTTGTCCGCCGCCTTCATGTACGGCAAC
CGCGTGTTCACCGAGTACCCCCAGGACATCGTCGACTACTTCAAGAACTCCTGCCCCGCCGGCTACAL
CTGGGACCGCTCCTTCCTGTTCGAGGACGGCGCCGTGTGCATCTGCAACGCCGACATCACCGTGAGCE
TGGAGGAGAACTGCATGTACCACGAGTCCAAGTTCTACGGCGTGAACTTCCCCGLCGACGGLCCCGT
GATGAAGAAGATGACCGACAACTGGGAGCCCTCCTGCGAGAAGATCATCCCCGTGCCCAAGCAGGGC
ATCTTGAAGGGCGACGTGAGCATGTACCTGCTGCTGAAGGACGGTGGCCGCTTGCGCTGCCAGTTCG
ACACCGTGTACAAGGCCAAGTCCGTGCCCCGCAAGATGCCCGACTGGCACTTCATCCAGCACAAGCTG
ACCCGCGAGGACCGCAGCGACGCCAAGAACCAGAAGTGGCACCTGACCGAGCACGCCATCGCCTCCG
GCTCCGCCTTGCCCTGATAAGGATCCACGGGTGGCATCCCTAGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGC
CCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTIGTCTGA
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CTAGGTGTCCTTCTATAATATTATGGG GTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAA
GACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTC
ACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAG
GCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTIGTITITITGGTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAG
GCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGT
GTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTATCGATAGATCTAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACT
CCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGLCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGLTTTGC
CCGGGCGGCLTCAGTGAGCGAGCGAGUGLGCAGCTGCCTGCAGGCAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTT
TACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTICG
CCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGG
CGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAG
CAACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGETGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGA
CCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTITCTCGCCACGTTCGCC
GGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCALCCTC
GACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCG
CCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTITAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCC
TATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCT
GATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGT
ACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGLCCCTG
ACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTC
AGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAG
GTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTITCGGGGAAATGTGCGCGGAAC
CCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATG
CTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTG
CGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAG
TTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCC
CGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGA
CGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAG
TCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAG
TGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTITGC
ACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAA
CGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAA
CTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACT
TCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTC
GCGGTATCATTGCAGCACTGGGGRCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGG
GAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCAT
TGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAA
GGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACT
GAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCT
GCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTT
TTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTT
AGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGC
TGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCG
CAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAA
CTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGG
TATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTITCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTITGTGATGCTCGTCAGG
GGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTITACGGTTCCTGGCCTTITTGCTGGCCTT
TTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGC
TGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG (48)

PAAV-PB1-
MinTk

TGCCTGCAGGCAGCTGCGLGCTCGCTCGCTCACTGAGGLCCGLCCGGGCAAAGCCCGGGLGTCGGGC
GACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACT
AGGGGTTCCTATCGATATCAAGCTTCTGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCT
GACACCGATCCGGCCCCGCCCAGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGL
GGCGCGGTCCGAGGTCCACTTCGCATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTG
CAGCGACCCGCTTAACAGCGTCAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGA
GCTAAGGAAGCTAAACATGGAAGATGCCAAAAACATTAAGAAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCACTC
GAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCTGCACAAAGCCATGAAGCGCTACGCCCTGGTGCCCGGCACT
ATCGCCTTTACCGACGCACATATCGAGGTGGACATTACCTACGCCGAGTACTTCGAGATGAGCGTTCG
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GCTGGCAGAAGLCTATGAAGCGCTATGGECTGAATACAAACCATCGOATCGTGGTGTGCAGCGAGAAT
AGCTTGCAGTTCTTCATGCCCGTGTTGGGTGCCCTGTTCATCGGTGTGGLTGTGGLCCCAGCTAACGA
CATCTACAACGAGCGCOGAGCTGCTGAACAGCATGGGCATCAGCCAGCCCACCGTCGTATTCGTGAGC
AAGAAAGGGCTGCAAAAGATCCTCAACGTGCAAAAGAAGCTACCGATCATACAAAAGATCATCATCA
TGGATAGCAAGACCGACTACCAGGGCTTCCAAAGCATGTACACCTTCGTGACTTCCCATTTGCCACCC
GGCTTCAACGAGTACGACTTCGTGCCCGAGAGCTTCGACCGGGACAAAACCATCGCCCTGATCATGAA
CAGTAGTGGCAGTACCGGATTGLCCAAGGGLGTAGCCCTACCGLACCGCACCGLTTGTGTCCGATTCA
GTCATGCCCGCGACCCCATCTTCG GCAACCAGATCATCCCCGACACCECTATCCTCAGCGTGGTGCCAT
TTCACCACGGCTTCGGCATGTTCACCACGCTGGGCTACTTGATCTGCGGCTITCGEGTCGTGCTCATGT
ACCGCTTCGAGGAGGAGCTATTCTTGCGCAGCTTGCAAGACTATAAGATTCAATCTGCCCTGCTGGTG
CCCACACTATTTAGCTTCTTCGCTAAGAGCACTCTCATCGACAAGTACGACCTAAGCAACTTGCACGAG
ATCGCCAGCGGCGGGGCGCCGCTCAGCAAGGAGGTAGGTGAGGCCGTGGCCAAACGCTTCCACCTA
CCAGGCATCCGCCAGGGCTACGGCCTGACAGAAACAACCAGCGCCATTCTGATCACCCCCGAAGGGG
ACGACAAGCCTGGCGCAGTAGGCAAGGTGGTGCCCTTCTTCGAGGCTAAGGTGGTGGACTTGGACAC
CGGTAAGACACTGGGTGTGAACCAGCGCGGCGAGCTGTGCGTCCGTGGLCCCATGATCATGAGLGGC
TACGTTAACAACCCCGAGGCTACAAACGCTCTCATCGACAAGGACGGLTGGCTGCACAGCGGLGACA
TCGCCTACTGGGACGAGGACGAGCACTTCTTCATCGTGGACCGGCTGAAGAGCCTGATCAAATACAA
GGGCTACCAGGTAGCCCCAGCCGAACTGGAGAGCATCCTGCTGCAACACCCCAACATCTTCGACGCC
GGGGTCGLCGELCTOUCCGACGACGATGLCOGLGAGCTGCCCGCCELAGTCOTCGTGCTGGAACAC
GGTAAAACCATGACCGAGAAGGAGATCGTGGACTATGTGGCCAGCCAGGTTACAACCGCCAAGAAG
CTGCGCGETGETGTTGTGTTCGTGGACGAGGTGCCTAAAGGACTGACCGGLAAGTTGGACGLCCGCA
AGATCCGCGAGATTCTCATTAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGATCGCCGTGTAATCGCGAGAATTCTC
TAGAGTCGACACTAGTGCGGATCCACGGATGGCATCCCTGTCACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGLC
CTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGAC
TAGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGCGTGGTATGGAGCAAGGGGECAAGTTGGGAAG
ACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCA
CTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGG
CATOCATGACCAGGCTCAGCTAATTITTGTTTITTITGGTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGC
TGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGLGT
GAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTATCGATAGATCTAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCTE
CTCTCTGCGCGCTCGETCGCTCACTGAGGCCGEGCGACCAAAGGTCGCCCAGACGCCCGGGLTTTGACC
GGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGLGCAGCTGCCTGCAGGCAGCTTIGGCACTGGCCGTCGTTTTA
CAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCC
AGCTGGCGTAATAGLGAAGAGGCCCOCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGLGCAGCCTGAATGGLG
AATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAGCA
ACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGLGGCGGGTGTEGGTGGTTACGCGCAGCGTGALCC
GCTACACTTGCCAGCGLCCTAGCGCCCGLETCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCG
GCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTITAGTGCTTTACGGCACCTCG
ACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTITCGE
CCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCT
ATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGLTG
ATTTAACAAALATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTA
CAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGLTGACGCGLCCTGA
CGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGUTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCA
GAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTITATAGG
TTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACC
CCTATTTGTTTATTTTITCTAAATACATTCAAATATGTATCCGLCTCATGAGACAATAACCCTGATARATGC
TTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCEGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGC
GGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTT
GGGTGCACGAGTGGGETTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTITAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGAC
GCCGGEGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGT
CACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGT
GATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCA
CAACATGGGOGGATCATGTAACTCGCCTTGATCOTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAAL
GACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAAC
TACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTT
CTGCGCTCGGCCCTTCCGGLTGGLTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCG
CRGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGA
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GTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTG
GTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGG
ATCTAGGTGAAGATCCTTTTITGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGA
GCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTITCTGCGCGTAATCTGCTGL
TTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTT
CCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGG
CCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGC
TGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAG
CGGTCGGGCTGAACGGGEGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTG
AGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTAT
CCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTA
TCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGG
GCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTITITACGGTTCCTGGCCTTTITGCTGGCCTTTTG
CTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGA
TACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGLLC
AATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCG
ACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGC
TITACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTIGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAA
CAGCTATGACCATGATTACGAAT (49}

pAAV-PB1-2-
MinTk

GCCTGCAGGCAGCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGLG
ACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTA
GGGGTTCCTATCGATATCAAGCTTTTCTCTGGCCTAACTGGCCGGTACTCTGTACTTTCCTGACCTTGG
CACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCCATTACTCGCATCCATTCTCTICTGTACTITCCTGACCTTG
GCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCACTGAAGGTCCTCAATCGTCTGTACTTTCCTGACCT
TGGCACAGTGCCACCATCAACTTGCCTGACACCGCTGGGAGTTCGTAGACGGAGATCCGGCCCCGLCC
AGCGTCTTGTCATTGGCGAATTCGAACACGCAGATGCAGTCGGGGLGGCGCGGTCCGAGGTCCACTT
CGCATATTAAGGTGACGCGTGTGGCCTCGAACACCGAGCGACCCTGCAGCGACCCGLTTAACAGCET
CAACAGCGTGCCGCAGATCTCGAGGAGCTTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAACATGGA
AGATGCCAAAAACATTAAGAAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCACTCGAAGACGGGACCGCCGGCGAG
CAGCTGCACAAAGCCATGAAGCGCTACGCCCTGGTGCCCGGCACCATCGCCTTTACCGACGCACATAT
CGAGGTGGACATTACCTACGCCGAGTACTTCGAGATGAGCGTTCGGCTGGCAGAAGCTATGAAGCGC
TATGGGCTGAATACAAACCATCGGATCGTGGTGTGCAGCGAGAATAGCTTGCAGTTCTTCATGCCCGT
GTTGGGTGCCCTGTTCATCGGTGTGGCTGTGGCCCCAGCTAACGACATCTACAACGAGCGCGAGCTG
CTGAACAGCATGGGCATCAGCCAGCCCACCGTCGTATTCGTGAGCAAGAAAGGGCTGCAAAAGATCC
TCAACGTGCAAAAGAAGCTACCGATCATACAAAAGATCATCATCATGGATAGCAAGACCGACTACCAG
GGCTTCCAAAGCATGTACACCTTCGTGACTTCCCATTTGCCACCCGGCTTCAACGAGTACGACTTCGTG
CCCGAGAGCTTCGACCGGGACAAAACCATCGCCCTGATCATGAACAGTAGTGGCAGTACCGGATTGC
CCAAGGGCGTAGCCCTACCGCACCGCACCGCTTGTGTCCGATTCAGTCATGCCCGCGACCCCATCTTC
GGCAACCAGATCATCCCCGACACCGCTATCCTCAGCGTGGTGCCATTTCACCACGGCTTCGGCATGTTC
ACCACGCTGGGCTACTTGATCTGCGGCTTTCGGGTCATGCTCATGTACCGCTTCGAGGAGGAGCTATT
CITGCGCAGCTTGCAAGACTATAAGATTCAATCTGCCCTGCTGGTGCCCACACTATITAGCTTCTTCGC
TAAGAGCACTCTCATCGACAAGTACGACCTAAGCAACTTGCACGAGATCGCCAGCGGCGGGGLGLLG
CTCAGCAAGGAGGTAGGTGAGGCCGTGGCCAAACGCTTCCACCTACCAGGCATCCGCCAGGGCTACG
GCCTGACAGAAACAACCAGCGCCATTCTGATCACCCCCGAAGGGGACGACAAGCCTGGCGCAGTAGG
CAAGGTGGTGCCCTTCTTCGAGGCTAAGGTGGTGGACTTGGACACCGGTAAGACACTGGGTGTGAAC
CAGCGCGGCGAGCTGTGCGTCCATGGLCCCATGATCATGAGCGGCTACGTTAACAACCCCGAGGCTA
CAAACGCTCTCATCGACAAGGACGGCTGGCTGCACAGCGGUGACATCGCCTACTGGGACGAGGACGA
GCACTTCTTCATCGTGGACCGGCTGAAGAGCCTGATCAAATACAAGGGCTACCAGGTAGCCCCAGCC
GAACTGGAGAGCATCCTGCTGCAACACCCCAACATCTTCGACGCCGGGGTCGCCGGLCTGCCCGACG
ACGATGCCGGLGAGCTGCCCGCCGCAGTCGTCATGCTGGAACACGGTAAAACCATGACCGAGAAGG
AGATCGTGGACTATGTGGCCAGCCAGGTTACAACCGCCAAGAAGCTGCGCGGTGGTGTTGTGTTCGT
GGACGAGGTGCCTAAAGGACTGACCGGCAAGTTGGACGCCCGCAAGATCCGCGAGATTCTCATTAAG
GCCAAGAAGGGCGGCAAGATCGCCGTGTAATCGCGAGAATTCTCTAGAGTCGACACTAGTGCGGATC
CACGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCC
ACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATAATATTATGG
GGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGLGGGGTC
TATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCA
AGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAAT
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TITTGTITITITGGTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGG
TGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCC
TTATCGATAGATCTAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCAC
TGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGLCCGGGLTTTGCCCGGGCGGECTCAGTGAGLGAGLG
AGCGCGCAGCTGCCTGCAGGCAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGRAAAACC
CTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG
GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTT
TCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAGCAACCATAGTACGCGCCCTGTAGC
GGCGCATTAAGCGCGGCGGGETGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAG
CGCCCGCTCCTTICGCTTTCT TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAAT
CGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGG
TGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTT
CTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTA
TAAGGGATTITGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAA
TTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAG
TTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATC
CGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGA
AACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTT
TCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATA
CATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAA
GAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTITGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTITG
CTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACAT
CGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGA
GCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGT
CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGA
TGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTAL
TTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACT
CGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGC
CTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAA
CAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGLTG
GCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGG
GCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTA
CTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTIT
GATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAA
GATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACC
GCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCA
GCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCT
GTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTC
GTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGG
GGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAG
CTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGRACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTC
GGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGG
TTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAA
CGCCAGCAACGCGGCCTTTTITACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGLG
TTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGT GAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGA
ACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTC
CCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTG
AGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGG
CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC
GAATT (50)

Vector de la
estructura
principal
pGL4.10

GGCCTAACTGGCCGGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCAAGATCTGGCCTCGGCGGCCAAG

CTTGGCAATCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGATGCCAAAAACATTAAGAAGGGCCCAGC
GCCATTCTACCCACTCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCTGCACAAAGCCATGAAGCGCTACGLC
CTGGTGCCCGGCACCATCGCCTTTACCGACGCACATATCGAGGTGGACATTACCTACGCCGAGTACTT

CGAGATGAGCGTTCGGCTGGCAGAAGCTATGAAGCGCTATGGGCTGAATACAAACCATCGGATCGTG
GTGTGCAGCGAGAATAGCTTGCAGTTCTTCATGCCCGTGTTGGGTGCCCTGTTCATCGGTGTGGCTGT
GGCCCCAGCTAACGACATCTACAACGAGCGCGAGCTGCTGAACAGCATGGGCATCAGCCAGCCCACC
GTCGTATTCGTGAGCAAGAAAGGGCTGCAAAAGATCCTCAACGTGCAAAAGAAGCTACCGATCATAC
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AAAAGATCATCATCATGGATAGCAAGACCGACTACCAGGGCTTCCAAAGCATGTACACCTTCGTGACT
TCCCATTTGCCACCCGGCTTCAACGAGTACGACTTCGTGCCCGAGAGCTTCGACCGGGACAAAACCAT
CGCCCTGATCATGAACAGTAGTGGCAGTACCGGATTGCCCAAGGGCGTAGCCCTACCGCACCGCACC
GCTTGTGTCCGATTCAGTCATGCCCGCGACCCCATCTTCGGCAACCAGATCATCCCCGACACCGLTATC
CTCAGCGTGGTGCCATTTCACCACGGCTTCGGCATGTTCACCACGCTGGGCTACTTGATCTGCGGETTT
CGGGTCGTGLTCATGTACCGCTTCGAGGAGGAGCTATTCTTGCGCAGCTTGCAAGACTATAAGATTCA
ATCTGCCCTGCTGGTGCCCACACTATTTAGCTTCTTCGCTAAGAGCACTCTCATCGACAAGTACGACCT
AAGCAACTTGCACGAGATCGCCAGCGGLGGEGGCGCCGCTCAGCAAGGAGGTAGGTGAGGCCGTGGC
CAAACGCTTCCACCTACCAGGCATCCGCCAGGGCTACGGCCTGACAGAAACAACCAGCGCCATTCTGA
TCACCCCCGAAGGGGACGACAAGCCTGGCGCAGTAGGCAAGGTGGTGCCCTTCTTCGAGGCTAAGGT
GGTGGACTTGGACACCGGTAAGACACTGGGTGTGAACCAGCGCGGLGAGCTGTGCGTCCGTGGLCC
CATGATCATGAGCGGCTACGTTAACAACCCCGAGGCTACAAACGCTCTCATCGACAAGGACGGCTGG
CTGCACAGCGGCGACATCGCCTACTGGGACGAGGACGAGCACTTCTTCATCGTGGACCGGCTGAAGA
GCCTGATCAAATACAAGGGCTACCAGGTAGCCCCAGCCGAACTGGAGAGCATCCTGCTGCAACACCC
CAACATCTTCGACGCCGGGGTCGCCGGLCTGCCCGACGACGATGLLGGLGAGCTGCCCGCLGLAGTC
GTCGTGCTGGAACACGGTAAAACCATGACCGAGAAGGAGATCGTGGACTATGTGGCCAGCCAGGTTA
CAACCGCCAAGAAGCTGCGLGGTGETGTTGTGTTCGTGGACGAGGTGCCTAAAGGACTGACCGGCAA
GTTGGACGCCCGCAAGATCCGCGAGATTCTCATTAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGATCGCCGTGTAA
TAATTCTAGAGTCGGGGECGGECCGECCGCTTCGAGLAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTITGGAC
AAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTG
TAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGG
GGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATCGATAAGGATCC
GTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGLGGGGCATGACTATC
GTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTTCCGC
TTCCTCGCTCACTGACTCGLTGLCOCTCGGTCGTTCGGLTGCGGLCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGG
CGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGC
AAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTITCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGA
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCG
TTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCT
TTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCG
TTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAAC
TATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGAT
TAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACT
AGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTC
TTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCA
GAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAAC
TCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAA
TGAAGTTTITAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGCGGCCGCAAATGCTAAAC
CACTGCAGTGGTTACCAGTGCTTGATCAGTGAGGCACCGATCTCAGCGATCTGCCTATTITCGTTCGTCC
ATAGTGGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATCACTACGATTCGTGAGGGCTTACCATCAGGCCCCAGCGL
AGCAATGATGCCGCGAGAGCCGCGTTCACCGGCCCCCGATTTGTCAGCAATGAACCAGCCAGCAGGE
AGGGCCGAGCGAAGAAGTGGTCCTGCTACTTTGTCCGCCTCCATCCAGTCTATGAGLTGCTGTCGTGA
TGCTAGAGTAAGAAGTTCGCCAGTGAGTAGTTTCCGAAGAGTTGTGGCCATTGCTACTGGCATCGTG
GTATCACGCTCGTCGTTCGGTATGGCTTCGTTCAACTCTGGTTCCCAGCGGTCAAGCCGGGTCACATG
ATCACCCATATTATCAAGAAATGCAGTCAGCTCCTTAGGGCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGG
CCOCGGTGTTGTCGCTCATGGTAATGGCAGCACTACACAATTCTCTTACCGTCATGCCATCCGTAAGAT
GCTTTTCCGTGACCGGCGAGTACTCAACCAAGTCGTTTTGTGAGTAGTGTATACGGCGACCAAGLTGC
TCTTGCCCGGCGTCTATACGGGACAACACCGCGCCACATAGCAGTACTTTGAAAGTGCTCATCATCGG
GAATCGTTCTTCGGGGCGGAAAGACTCAAGGATCTTGCCGCTATTGAGATCCAGTTCGATATAGCCCA
CTCTTGCACCCAGTTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCGGGGTGTGCAAAAACAGGCA
AGCAAAATGCCGCAAAGAAGGGAATGAGTGCGACACGAAAATGTTGGATGCTCATACTCGTCCTTTTT
CAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTACTAGTACGTCTCTCAAGGATAAGTAAGTAATATTAAGGTA
CCGGAGGTATTGGACAGGCCGCAATAAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTIGGTTTTITGTG
TGAATCGATAGTACTAACATACGCTCTCCATCAAAACAAAACGAAACAAAACAAACTAGCAAAATAGG
CTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCT (51)

Promotor
comparativo

CMV-IE

GACATTGATTATIGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGG
AGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGLCCATTG

ACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGA
GTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGA

CGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTIG
GCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGC
GTGGATAGCGGTTITGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTIGTTT
TGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGG
TAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCT (52)
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Control de
transfeccion de
B-galactosidasa
pcDNAB.0

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAG
TTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGC
TACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGC
TTCGCGATGTACGGGLCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTA
CGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGT TCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCT
GGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAAT
AGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTITACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAG
TGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGLCTGGCATTATGCCC
AGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGG
TGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTC
CACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAA
CAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCT
CTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAC
CCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAA
TTCTGCAGATCGAAACGATGATAGATCCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTT
ACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCAC
CGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAG
AAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCOGTCGTCCCCTCAAA
CTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTGACCTATCCCATTACGGTCAATCCGC
CGTTTGTTCCCACGGAGAATCCOACGGGTTGTTACTCGCTCACATTITAATGTTGATGAAAGCTGGCTAC
AGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGCGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGLCG
CTGGGTCGGTTACGGCCAGGACAGTCOTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCG
GAGAAAACCGCCTCGCGGTGATGGTGCTGCGCTCGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATAT
GTGGCGGATGAGCGGCATTITCCGTGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCAGCGATT
TCCATGTTGCCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGETGAAGTTCAGATGTGC
GGCGAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTCTTTATGGCAGGGTGAAACGCAGGTCGCCAGCG
GCACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATTATCGATGAGCGTGGTGGTTATGCCGATCGCGTCACACTACGT
CTGAACGTCGAAAACCCGAAACTGTGGAGCGCCGAAATCCCGAATCTCTATCGTGCGGTGGTTGAACT
GCACACCGCCGACGGCACGCTGATTGAAGCAGAAGCCTGCGATGTCGGTTTCCGCGAGGTGCGGATT
GAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAACGGCAAGCCGTTGCTGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATC
ATCCTCTGCATGGTCAGGTCATGGATGAGCAGACGATGGTGCAGGATATCCTGCTGATGAAGCAGAA
CAACTTTAACGCCGTGCGCTGTTCGCATTATCCGAACCATCCGCTGTGGTACACGCTGTGCGACCGCTA
CGGCCTGTATGTGGTGGATGAAGCCAATATTGAAACCCACGGCATGGTGCCAATGAATCGTCTGACC
GATGATCCGCGCTGGCTACCGGCGATGAGCGAACGLGTAACGCGAATGGTGCAGCGCGATCGTAATC
ACCCGAGTGTGATCATCTGGTCGCTGGGGAATGAATCAGGCCACGGCGCTAATCACGACGCGCTGTA
TCGCTGGATCAAATCTGTCGATCCTTCCCGCCCGGTGCAGTATGAAGGCGGCGGAGCCGACACCACG
GCCACCGATATTATTTGCCCGATGTACGCGCGCGTGGATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCTGTGCCGAA
ATGGTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTACCTGGAGAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCC
ACGCGATGGGTAACAGTCTTGGCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTATCCCCGTTTA
CAGGGCGGCTTCGTCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGT
GGTCGGCTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGGTC
TTTGCCGACCGCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTTTCCAGTTCCG
TTTATCCGGGCAAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATAGCGATAACGAGCTCCTGC
ACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCGGTGAAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACA
AGGTAAACAGTTGATTGAACTGCCTGAACTACCGCAGCCGGAGAGCGCCGGGCAACTCTGGCTCACA
GTACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCGCATGGTCAGAAGCCGGG CACATCAGCGCCTGGCAGCAG
TGGCGTCTGGCEGAAAACCTCAGTGTGACGCTCCCCGLCGLGTCCCACGCCATCCCGCATCTGACCAC
CAGCGAAATGGATTTTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGLTCTC
TTTCACAGATGTGGATTGGCGATAAAAACCAACTGCTGACGCCGCTGCGCGATCAGTTCACCCGTGCA
CCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCTGGGTCGAACGLT
GGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCAGCGTTGTTGCAGTGCACGGCAGATACACTTGCTG
ATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGCAGCATCAGGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAA
AACCTACCGGATTGATGGTAGTGGTCAAATGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACA
CCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACTGCCAGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCETC
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GGATTAGGGCCGCAAGAAAACTATCCCEACCGCCTTACTGCCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGECC
ATTGTCAGACATGTATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCECTGCGGGACGCGCGAAT
TGAATTATGGCCCACACCAGTGGCGLGGCEACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCTACAGTCAACAGCAA
CTGATGGAAACCAGCCATCGLCATCTGCTGCACGCGGAAGAAGGCACATGGCTGAATATCGACGGTT
TCCATATGGGGATTGGTGGCGACGACTCCTCGAGCCCGTCAGTATCGGCGGAATTCCAGCTGAGCGC
CGGTCGCTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCAAAAAGCGGCCGCTCGAGGTCACCCATTCGAAGGTA
AGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGLGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGT
TTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTITGCCCCTCCCCCGTG
CCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGLCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCAT
TGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGEETGGGEGTGGGEGCAGGACAGTAAGGGGGAGGATTGE
GAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGLTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGC
TGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTATAGCGGCGCATTAAGCGLGGCGGGTGTGGTGGTTA
CECGCAGCATOACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGLCCGCTCCTTITCGCTTTCTTCCCTTCCTTITCT
CGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGC
TITACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGOGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGLCCTGAT
AGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAA
CAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTITGATT TATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTIGGTT
AAAMAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTG
TGGAAAGTCCCCAGGLTCCCCAGCAGOLAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACC
AGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAG
CAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGLCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCC
CCATGGCTGACTAATTTTTITTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAA
GTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTT
TCGGATCTGATCAGCACGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACA
AGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGAAGAATCCACCCTCATTGAAAGAGCAAL
GGCTACAATCAACAGCATCCCCATCTCTGAAGACTACAGCOTCGCCAGCGCAGCTCTCTCTAGCGACG
GCCGCATCTTCACTGGTGTCAATGTATATCATTTTACTGGGGGACCTTGTGCAGAACTCGTGGTGCTG
GGCACTGCTGCTOLTECGGCAGCTGGCAACCTGACTTGTATCGTCGCGATCCGGAAATGAGAACAGGG
GCATCTTGAGCCCCTGCGGACGGTGCCGACAGGTGCTTCTCGATCTGCATCCTGGGATCAAAGCCATA
GTGAAGGACAGTGATGGACAGCCGACGGCAGTTGGGATTCGTGAATTGCTGCCCTCTGGTTATGTGT
GGGAGGGCTAAGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTGCTACGAGATTTCGATTCCACCG
CCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGC
GGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAA
AGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAAC
TCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCAT
AGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGT
GTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGLTTTC
CAGTCGGGAAACCTGTCETGCCAGLTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGEGAGAGGCGATTTGE
GTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTECGGLGAGLG
GTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACA
TGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAG
GCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGA
CTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTETTCCGACCCTGCCGCTT
ACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGRGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTAT
CTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCG
CTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGC
AGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTG
GCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTITGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCG
GAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTITTGTTTGC
AAGCAGCAGATTACGLGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGA
CGCTCAGTGGAACGAAAACTCACCTTAAGGGATTTITGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCT
AGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACA
GTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATITCGTTCATCCATAGTTGCCTG
ACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATAC
CGLOAGACCCACOUTCACCOGUTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGLCLAGLEG
CAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAA
GTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGT
CGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGT
GCAAAAAAGCGETTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCA
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CTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTIGTGACTG
GTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCA
ATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGG
GCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACT
GATCTTCAGCATCTTTTACTTTICACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCA
AAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAG
CATTTATCAGGGTTATIGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGG
GGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTC {53)

pGL4.10-CMV-
MP-EPO

GGCCTAACTGGCCGGTACCGTCGACGATATCGGATCCAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAA
CCGTCAGATCGCCTAGATACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGATCGCCACCATGGGGET
GCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCTCCTGTCCCTGCTGTCGCTCCCTCTGGGCCTCCCAGTCCT
GGGCGCCCCACCACGCCTCATCTGTCGACAGCCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAG
GCCGAGAATATCACGACGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAATGAGAATATCACTGTCCCAGACA
CCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTCGGGCAGCAGGCCGTAGAAGTCTGGCAGG
GCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCTGTCCTGCGGAGCCAGGCCCTGTTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGG
GAGCCCCTGCAGCTGCATGTGGATAAAGCCGTCAGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGC
TCTGGGAGCCCAGAAGGAAGCCATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCACTCCGAACAATCA
CTGCTGACACTTTCCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCCGGGGAAAGCTGAAGCTGTACA
CAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGATGATCTAGAGTCGGGGCGGLCGGCCGCTTCGAGCAG
ACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATT
TGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAAC
AATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCT
CTACAAATGTGGTAAAATCGATAAGGATCCGTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGLC
TCCTTCCGATGGGCGCGEGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTC
GTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGL
TGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGC
AGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGLCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGC
GTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAA
ACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGA
CCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCAC
GCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTT
CAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATC
GCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTC
TTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTITGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCC
AGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTT
TTTTTGTTTGCAAG CAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTA
CGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAG
GATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACT
TGGTCTGACAGCGGCCGCAAATGCTAAACCACTGCAGTGGTTACCAGTGCTTGATCAGTGAGGCACC
GATCTCAGCGATCTGCCTATTTCGTTCGTCCATAGTGGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATCACTACGAT
TCGTGAGGGCTTACCATCAGGCCCCAGCGCAGCAATGATGCCGCGAGAGCCGCGTTCACCGGLCCCC
GATTTGTCAGCAATGAACCAGCCAGCAGGGAGGGCLCGAGCGAAGAAGTGGTCCTGCTACTTITGTCCG
CCTCCATCCAGTCTATGAGCTGCTGTCGTGATGCTAGAGTAAGAAGTTCGCCAGTGAGTAGTTTCCGA
AGAGTTGTGGCCATTGCTACTGGCATCGTGGTATCACGCTCGTCGTTCGGTATGGCTTCGTTCAACTCT
GGTTCCCAGCGGTCAAGCCGGGTCACATGATCACCCATATTATGAAGAAATGCAGTCAGCTCCTTAGG
GCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCGGTGTTGTCGCTCATGGTAATGGCAGCACTACACA
ATTCTCTTACCGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCCGTGACCGGCGAGTACTCAACCAAGTCGTTIT
GTGAGTAGTGTATACGGCGACCAAGCTGCTCTTGCCCGGCGTCTATACGGGACAACACCGCGCCACAT
AGCAGTACTTTGAAAGTGCTCATCATCGGGAATCGTTCTTCGGGGCGGAAAGACTCAAGGATCTTGCC
GCTATTGAGATCCAGTTCGATATAGCCCACTCTTGCACCCAGTTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACC
AGCGTTTCGGGGTGTGCAAAAACAGGCAAGCAAAATGCCGCAAAGAAGGGAATGAGTGCGACACGA
AAATGTTGGATGCTCATACTCGTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTACTAGTACGTCT
CTCAAGGATAAGTAAGTAATATTAAGGTACGGGAGGTATTGGACAGGCCGCAATAAAATATCTTTATT
TTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTTITTGTGTGAATCGATAGTACTAACATACGCTCTCCATCAAAACAAA
ACGAAACAAAACAAACTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCT
(54)
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de terapia génica que comprende un casete de expresién, comprendiendo el casete de expresion
un promotor inducible sintético especifico del higado unido operativamente a un gen, comprendiendo el
promotor inducible sintético especifico del higado un elemento regulador en cis (CRE) que es capaz de unirse
y activarse por un heterodimero de CAR y RXR, en donde el CRE que es capaz de unirse y activarse por un
heterodimero CAR-RXR comprende o consiste en una variante funcional de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO:
2, en donde la variante funcional de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 comprende una de las siguientes
secuencias:

- [TGTACTTTCCTGACCN-S-] (SEQ 1D NO: 29);

- [CTGTACTTTCCTGACCN-S-], (SEQ ID NO: 30); v

-~ [NCTGTACTTTCCTGACCNTG-S-, (SEQ ID NO: 31),

donde S es un espaciador opcional y n es de 1 a 5, opcionalmente de 2 a 4, y preferiblemente 3.

2. El vector de terapia génica de la reivindicacién 1, en el que la variante funcional de la SEQ ID NO: 1 o la
SEQ ID NO: 2 comprende una de las siguientes secuencias:

TETACTTTOOTGADON-S TETACTTTOOTGADDN {SEC D K6 42)

- TGTACTTTOOTGACON-S TETACTTTONTGACONS- TOTADTTTCO TGATTN {580
N 23y
OTGTACTITOOTGACON-S-OTOTACT TTOOTGANGN (REQ 1D KO 34y
CTGTACTITCOTGACOR-S-CTBTACTITCOTGACON 8- CTBTALTTTCCTGACC
(SEQ D NG 35 v
NCTETASTTTCUTGACONTG-SROTGTACTT TCOTHACONTE (SER D MO 38y, y
NCTETACTTICCTRACCH TG-S ROTGTACTTTOOTGACONTG-E-

NCTLRTACTTTCGTRACONTR (SR D RO ST

donde S es un espaciador opcional, y/o
donde la variante funcional de la SEQ ID NO: 1 o0 la SEQ ID NO: 2 comprende una de las siguientes secuencias:

- TCTGTACTTTCCTGACCTTG-S-TCTGTACTTTCCTGACCTTG-S-
TCTGTACTTTCCTGACCTTG (SEQ ID NO: 38); 0

- ACTGTACTTTCCTGACCCTG-S-ACTGTACTTTCCTGACCCTG-S-
ACTGTACTTITCCTGACCCTG (SEQ ID NO: 39),

donde S es un espaciador opcional.

3. El vector de terapia génica de cualquier reivindicacién anterior que comprende una pluralidad de CRE que
son cada uno capaces de ser unidos y activados por un heterodimero de CAR y RXR, que comprende
opcionalmente 2 o 3 CRE que son cada uno capaces de ser unidos y activados por un heterodimero de CAR y
RXR, y/o

en donde el promotor inducible sintético especifico del higado comprende un médulo regulador en cis (CRM)

que comprende o consiste en una de las siguientes secuencias:

- HCTQTACTTTCOTCACONTONNNNNG TONCANCATRNNACT TNCUTGANNIN-S-
NCTGTACTITCCTCACINTONKNNNGTONCANCATNNACTTNCO TIZANNOK (881D
AT

- NOTGTACTTTCOTRACONTONNNMNG TONCANCATNNACT THCCTGANNINA&-
NCTETACTTTCCTOACTNTONNNNNGTENCANCATNNACTTNCOTGANNCN. 8-
NCTOTACTTTCCTGACUNTONNNNNGTGROANCATNNAC TTNCO TIRANNON 1580 1 §tn
43}

donde S es un espaciador opcional, y/o

una de las siguientes secuencias:

52



10

15

20

25

30

ES 3 021 683 T3

-~ TLTGTACTYTOCTCARCTIGOCACAG T GCCACCATCAALTTGCLTGACALG-R-

TETQTACTYTOCTRASCTTCGCACAGTRCCACCATCAACTTGCLUTQACACT (BEQID
NG 445

~ TOTRTACTYTOOTGACTTTGRCACAGTGRCACRATRAACTTRICTRASACTS-&-

TCTETALTITOOTCGACUTTEGRCACAGTGRCACCATIAACTTGLCTRATACL &
TCTETACTTTCOTGACCTTRGCACAGTGUCACLATLAACTTIGUCYGACACE (SEQ D
NQ: 45y
ACTETASTTTCCTBACCOTGAABAGRGTGECAGCATOCASTTTONTGAARCA-S
AUTETACTITCOTGACOUTCAMSZAGETGGCAGCATRGARTTTCIITGAACTA-S
AUTGTACTITCOTHGACCUTCARGAGSTGCCAGCATRGALTTTCOTEGARGES BEQ IO
NO: 48Y

~ AUTGTACTTICCTRACCOTRAAGAGGTGGCAGCATEGALTTTCUTGAACTA-S-

TOTACTTTCCTGACCOTBAAGAGOTGGCAGCATGBACTTTCCTRAACCA {SEQ I
NCx 4‘?§,

donde S es un espaciador opcional.

4. El vector de terapia génica de cualquier reivindicacién anterior que comprende un CRE que puede unirse y
activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR unido operativamente a un promotor minimo o promotor
proximal, opcionalmente

en donde el promotor minimo es el promotor minimo de la timidina quinasa de HSV (MinTK), el promotor minimo
de CMV (CMVmp) o el promotor minimo de SV40 (SV40mp), y/o

que comprende una secuencia de acuerdo con cualquiera de las SEQ ID NOs: 10 a 18, 59 y 67 a 71, o variante
funcional de cualquiera de las mismas, opcionalmente

que comprende una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ
ID NO: 68, la SEQ ID NO: 69, la SEQ ID NO: 70 o la SEQ ID NO: 71, o variante funcional de cualquiera de las
mismas.

5. El vector de terapia génica de cualquier reivindicacidén anterior en el que el gen codifica una proteina o ARN,
opcionalmente

en donde el gen codifica un producto de expresién terapéutica, preferiblemente una proteina terapéutica
adecuada para su uso en el tratamiento de una enfermedad o condicién asociada con la expresién génica
aberrante en el higado, opcionalmente

en donde el gen codifica una nucleasa especifica del sitio, como una meganucleasa, una nucleasa de dedo de
zinc (ZFN), una nucleasa basada en efector de tipo activador de la transcripcién (TALEN) o el sistema de
repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR-Cas).

6. El vector de terapia génica de cualquier reivindicacién anterior que es un vector viral, tal como un vector
retroviral, lentiviral, adenoviral o viral adenoasociado (AAV), o un plasmido.

7. Un casete de expresiéon que comprende un promotor inducible sintético especifico del higado unido
operativamente a un gen, comprendiendo el promotor inducible sintético especifico del higado un CRE que es
capaz de unirse y activarse por un heterodimero de CAR y RXR de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, opcionalmente

en donde el gen no es un gen reportero, y/o en donde el gen codifica un producto de expresién terapéutico.

8. Un promotor inducible sintético especifico del higado que comprende una secuencia de acuerdo con una
cualquiera de las SEQ ID NOs: 7 a 18 y 59 a 71, o variante funcional de una cualquiera de las mismas, en
donde el promotor inducible sintético especifico del higado estd de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

9. Un viridn recombinante que comprende un vector de terapia génica de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, un casete de expresién de acuerdo con la reivindicacién 7 o un promotor de acuerdo
con la reivindicacién 8.
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10. Una composicién farmacéutica que comprende un vector de terapia génica de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6, un casete de expresion de acuerdo con la reivindicacién 7, un promotor de acuerdo
con la reivindicacién 8 o un virién de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Una célula que comprende un vector de terapia génica de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, un casete de expresién de acuerdo con la reivindicacién 7, un promotor de acuerdo con
la reivindicacién 8 o un viridbn de acuerdo con la reivindicacién 9, opcionalmente en donde la célula es una
célula hepatica, opcionalmente una célula hepatica en cultivo celular o una célula hepatica que esta presente
en el higado de un sujeto.

12. Un vector de terapia génica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, un casete de
expresién de acuerdo con la reivindicacién 7, un promotor de acuerdo con la reivindicacién 8, un virién de
acuerdo con la reivindicacion 9 o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 10 para su
uso en el tratamiento de una enfermedad, preferiblemente una enfermedad asociada con la expresiéon génica
aberrante en el higado.

13. Un método para producir un producto de expresidn, preferiblemente un producto de expresion terapéutico,
en células, preferiblemente células hepéticas, comprendiendo el método:

- proporcionar células que comprenden un casete de expresién que comprende un promotor inducible sintético
especifico del higado unido operativamente a un gen, comprendiendo el promotor inducible sintético especifico
del higado un elemento regulador en cis (CRE) que es capaz de unirse y activarse por un heterodimero de
CAR y RXR, en donde el promotor inducible sintético especifico del higado esta de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-6; y

- administrar a dichas células un inductor que es capaz de inducir la expresion del producto de expresion del
gen unido operativamente al promotor inducible en dicho casete de expresién, opcionalmente

que comprende mantener dichas células hepéticas en condiciones adecuadas para la expresién del producto
de expresién del gen, y/o

en donde el inductor comprende uno o mas agentes seleccionados de la siguiente lista:

fenobarbital (PB); un compuesto flavonoide, e.g., flavona, crisina, baicaleina o galangina; 1,4-Bis[2-(3,5-
dicloropiridiloxi)|benceno (TCPOBOP), 6-(4Clorofenil)imidazo[2,1-b][1,3]tiazol-5-carbaldehido-O-(3,4-
diclorobencilloxima (CITCO); Acetaminofén; Buprenorfina; Fenitoina; Carbamazepina; Acido valproico;
Artemisinina y derivados; Clorpromazina; Efavirenz; Nevirapina; Rilpivirina; Etravirina; Diazepam;
Ciclofosfamida; Ifosfamida; Cerivastatina; Simvastatina; Lovastatina; sulfonamidas sustituidas; Tiazolidin-4-
ona; Estradiol; Estrona y analogos; 17a-etinil-3;17B-estradiol (EE2); deshidroepiandrosterona (DHEA); 5B-
pregnano-3,20-diona; Dietilestilbestrol; Extracto de ginkgo biloba; Galangina; crisina; baicaleina; Sulfuro de
dialilo; Acido elagico; Resveratrol; Escualestatina-1; Bilobalida; Triclocarbano; Tricloséan;
Diclorodifeniltricloroetano (DDT); Dieldrina; Metoxicloro; Metoflutrina; Permetrina; Piretrinas; Sulfoxaflor, Ftalato
de dietilhexilo (DEHP); Ciproconazol; Fluconazol, Propiconazol; FL81; Fosfato de tri-p-metilfenilo (TMPP);
UM104; y UM145 o

uno o mas agentes seleccionados de la siguiente lista:

fenobarbital (PB); un compuesto flavonoide, e.g., flavona, crisina, baicaleina o galangina; Acetaminofén;
Buprenorfina; Fenobarbital, Fenitoina; Carbamazepina; Acido valproico; Artemisinina y derivados;
Clorpromazina; Efavirenz; Nevirapina; Rilpivirina; Etravirina; Diazepam; Ciclofosfamida; Ifosfamida;
Cerivastatina; Simvastatina; lovastatina; sulfonamidas sustituidas; y Tiazolidin-4-ona, y/o que comprende
opcionalmente dejar de administrar el inductor, variar la concentracidén del inductor administrado a las células
con el tiempo y/o introducir el casete de expresion sintético especifico del higado en la célula.

14. Un método para producir un producto de expresién, comprendiendo el método las etapas de:

a) proporcionar una poblacién de células eucariotas, preferiblemente células animales, mas preferiblemente
células de mamiferos y més preferiblemente células hepéticas, que comprende un casete de expresion que
comprende un promotor inducible sintético especifico del higado unido operativamente a un gen,
comprendiendo el promotor inducible sintético especifico del higado un elemento regulador en cis (CRE) que
puede unirse y activarse mediante un heterodimero de CAR y RXR, en donde el promotor inducible sintético
especifico del higado esta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6;

b) cultivar dicha poblacién de células; y

¢) administrar a dicha poblacién de células un inductor que es capaz de inducir la expresién del producto de
expresion del gen unido operativamente al promotor inducible en dicho casete de expresion; y

d) recuperar el producto de expresion.
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Figura 2
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