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DESCRIPCION
Promotores especificos de cancer
Campo de la invencion

La presente invencién esta dirigida a los campos de la biologia celular, biologia molecular, biologia del cancer y
medicina. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a secuencias reguladoras especificas de cancer
para la regulacion de la expresion de un polinucledtido terapéutico Util para la terapia del cancer.

Antecedentes de la invencion

La capacidad de controlar la expresion de polinucleétidos particulares tras transferencia génica es una funcion dtil,
particularmente para aplicaciones en que se desea una actividad localizada especifica. Este es el caso del cancer,
en que es prudente confinar los productos génicos destructivos o letales a las células cancerosas, evitando al menos
en parte dicha actividad en células normales.

Expresion especifica de tejido de cancer de mama

Las terapias actuales de cancer de mama, tales como quimioterapia (QT) y radioterapia, tienen una baja selectividad
por las células tumorales y efectos secundarios para los tejidos normales. Para minimizar los efectos secundarios,
estas terapias se administran generalmente de manera intermitente, permitiendo recuperarse a las células normales
entre los ciclos de tratamiento. Sin embargo, durante el periodo de recuperacién, algunas células cancerosas
supervivientes se vuelven mas resistentes al tratamiento debido a mutaciones genéticas. Por consiguiente, puede
aparecer la recurrencia o progresion del cancer. La terapia génica orientada a tumor minimiza los efectos
secundarios del tratamiento y el riesgo de desarrollar resistencia al actuar sobre rutas de sefializacion especificas de
tumor.

Un promotor especifico de cancer de mama descrito en la presente memoria comprende porciones seleccionadas
del gen de topoisomerasa lla. Aunque la regién flanqueante 5’ del gen de topoisomerasa lla es conocida desde hace
algun tiempo (Hochhauser et al., 1992), no se ha demostrado que una regién activa particular descrita en la presente
memoria fuera Util para tejido de cancer de mama, siquiera ligada con potenciador de citomegalovirus (Mo et al.,
1998).

Otro promotor especifico de cancer de mama descrito en la presente memoria comprende porciones seleccionadas
del promotor de receptor de transferrina. La expresion del receptor de transferrina se ha localizado en tejido de
mama (Fuernkranz et al., 1991; Shterman et al., 1991) y en cancer de mama (Bauman et al., 1997; Shindelman et
al., 1981), pero no se ha dado a conocer una regién particular que proporcione dicha actividad.

Expresion especifica de tejido de cancer de prostata

Se han desarrollado recientemente promotores especificos de préstata tales como PSA, probasina y hK2. Las
actividades de estos promotores son dependientes de andrégeno y el uso de vectores sensibles a andrégeno para
dirigir la expresién de genes terapéuticos a tejido prostatico es util para numerosas etapas de la enfermedad.
Aunque dichos promotores especificos de prostata sensibles a receptor de andrégeno se han desarrollado por los
presentes inventores (Xie et al., Cancer Res. 2001) y otros grupos (Zhang et al., Mol. Endocrinol. 2000), estos
promotores dependientes de andrégeno pueden ser menos activos después de castracion o terapia de ablacion
androgénica, que son las modalidades principales de tratamiento de cancer de préstata progresivo. En los pacientes
tratados con composiciones que comprenden estos promotores, este tipo de terapia puede fracasar y morir de
cancer de prostata independiente de andrégeno (CPIA) recurrente. Falta en la técnica un promotor novedoso para
terapia génica de cancer de prdstata que sea activo tanto en CPDA como en CPIA para tratar el cancer de préstata
refractario a hormonas metastasico y recurrente.

Expresion especifica de tejido de cancer pancreatico

El cancer pancreético es una de las malignidades humanas mas agresivas y la quinta causa de muerte por cancer,
dado que no estan disponibles modalidades eficaces. La presente invencién se enfrenta a dicha necesidad
proporcionando un promotor eficaz para regular la expresion de un polinucleétido terapéutico especificamente en
células de cancer pancreatico.

Breve sumario de la invencién

La presente invencion proporciona promotores especificos de tejido novedosos para la regulacion de la expresion de
un polinucleétido terapéutico. Estas composiciones y procedimientos terapéuticos que las utilizan son (tiles para el
tratamiento del cancer, y un especialista en la materia reconocera que cualquier medio adicional en el arsenal para
combatir el cancer es beneficioso para la salud publica.
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En particular, la invencién proporciona composiciones, tales como composiciones terapéuticas, y procedimientos de
uso de las mismas dirigidas a la expresion regulada especifica del cancer de un polinucleétido terapéutico en terapia
génica del cancer, tal como al menos cancer de ovario, mama, pancredtico y de préstata, por ejemplo.

Por tanto, la presente invencion se refiere en general a procedimientos para inhibir la proliferacion en una célula
cancerosa y/o célula tumoral, comprendiendo el procedimiento poner en contacto la célula con un polipéptido
terapéutico en una cantidad eficaz para inhibir la proliferacion utilizando un promotor especifico de cancer, tal como
uno descrito en la presente memoria. La inhibicién de la proliferacién puede indicarse, por ejemplo, por una
induccién de la apoptosis de una célula tal como, por ejemplo, en cultivo celular, la inhibicion del crecimiento de una
linea celular cancerosa, la reduccion del tamafio de un tumor y/o el aumento de la supervivencia, en realizaciones
ejemplares. Mas preferiblemente, en algunas realizaciones las células en que se va a inhibir la proliferacion es una
célula en un organismo vivo, por ejemplo un ser humano. La inhibicion de dicha transformacién tiene una gran
utiidad en la prevencion y/o tratamiento de eventos activados por la transformacion tales como cancer,
tumorigénesis y/o metastasis.

La presente invencién engloba constructos polinucleotidicos que comprenden secuencias de control que dirigen la
expresion de un polinucleodtido terapéutico en un tejido y/o tipo de célula particular. El polinucleétido puede ponerse
en contacto con, o introducirse en, una célula mediante cualquiera de una variedad de maneras conocidas por los
especialistas. El polinucleotido terapéutico puede introducirse mediante introduccion directa de polinucleétido en una
célula o tejido de interés. En este caso, el polinucleétido terapéutico puede obtenerse mediante cualquier
procedimiento conocido en la materia.

En aspectos especificos de la invencion, pueden introducirse en la célula ARN o ADN que comprenden el
polinucleétido terapéutico mediante cualquier manera conocida en la materia. En ciertas realizaciones preferidas, se
introduce el polipéptido terapéutico en la célula mediante la introduccién de un segmento de ADN que codifique el
producto génico terapéutico. En algunas de dichas realizaciones, se prevé que el segmento de ADN que comprende
el polinucleétido terapéutico esté ligado operativamente con las secuencias de control de la invencién. La
construccién de dichos constructos génicos/de ADN de secuencia de control es bien conocida en la materia y se
describe con detalle en la presente memoria.

En ciertas realizaciones, para la introduccion, el segmento de ADN puede estar localizado en un vector, por ejemplo,
un vector plasmidico o un vector virico. El vector virico puede ser, por ejemplo, un retrovirus, adenovirus,
herpesvirus, virus Vaccinia y virus adenoasociados. Dicho segmento de ADN puede usarse en la variedad de
procedimientos relacionados con la invencion. El vector puede usarse para suministrar un polinucleétido bik mutante
a una célula en una de las realizaciones de terapia génica de la invencion en realizaciones especificas. Dichos
vectores pueden usarse también para transformar células cultivadas, y dichas células cultivadas podrian usarse,
entre otras cosas, para la expresion de Bik mutante in vitro.

Un especialista en la materia reconocera que los promotores de la invencién son (tiles en cualquier contexto,
incluyendo la expresion especifica de células no cancerosas o incluso la expresién de un polinucleétido que no sea
de naturaleza especifica de célula o tejido.

En una realizacion particular, un producto génico terapéutico es eficaz sobre el tejido de cancer de mama,
pancreatico o de prostata respectivo. En realizaciones ejemplares, la presente invenciéon es Util para suministrar
constructos genéticos que tratan canceres que son positivos de receptor de estrégeno, que sobreexpresan receptor
de EGF, que sobreexpresan Her2/neu, que no sobreexpresan Her-2/neu, que sobreexpresan Akt, dependientes de
andrégeno y/o independientes de andrdégeno, por ejemplo. Es decir, el producto génico terapéutico es eficaz sobre
las células cancerosas respectivas independientemente de su estado de sobreexpresion oncogénica, tal como de
Her-2/neu, EGFR, AKT, o independientemente de si su crecimiento es dependiente de hormona (tal como, por
ejemplo, MCF-7) o no (tal como, por ejemplo, PC3).

Un especialista sera consciente de las bases de datos disponibles al publico que proporcionan secuencias
polinucleotidicas terapéuticas, tales como la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology
Information o bases de datos disponibles comercialmente tales como Celera Genomics, Inc. (Rockville, MD). Aunque
hay una pluralidad de polinucleétidos terapéuticos que son conocidos en la materia que se ha descubierto después
que pueden utilizarse en la invencidn, algunos ejemplos incluyen inhibidores de la proliferacién celular, reguladores
de la muerte celular programada, supresores tumorales y secuencias anticodificantes de inductores de la
proliferacién celular. El polinucleétido terapéutico puede codificar ARN interferentes pequefios o secuencias
anticodificantes, por ejemplo. Los polinucleétidos terapéuticos ejemplares particulares incluyen aquellos que
codifican Bik mutante, retinoblastoma, BIk, IL-12, IL-10, IFN-a, citosina desaminasa, GM-CSF, E1A, p53 y otras
proteinas proapoptoéticas, por ejemplo. Un constructo puede comprender también polinucleétidos terapéuticos tales
como TNFa o p53 o inductores de la apoptosis incluyendo, pero sin limitacion, Bik, p53, Bax, Bak, Bcl-x, Bad, Bim,
Bok, Bid, Harakiri, Ad E1B, Bad y proteasas ICE-CED3. En aspectos especificos de la invencion, se utiliza un
polinucleétido Bik mutante que codifica una sustitucion aminoacidica en la treonina 33, la serina 35 0 ambas. En
aspectos particulares de estas realizaciones, los aminoacidos del polipéptido Bik mutante estan sustituidos por
aspartato. En otros aspectos particulares, un Bik mutante es defectivo de uno o mas sitios de fosforilacion. En
realizaciones adicionales, el Bik mutante retiene actividad antiproliferativa celular y/o proapoptética.
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En realizaciones particulares, se introduce un constructo que comprende el polinucledtido terapéutico de la invencion
y las secuencias de control especificas del cancer respectivo en una célula que es una célula humana. En muchas
realizaciones, la célula es una célula tumoral. En algunas realizaciones actualmente preferidas, la célula tumoral es
una célula tumoral de mama, una célula tumoral de ovario, una célula tumoral de prostata o una célula tumoral
pancreatica. En algunas realizaciones, se introduce un constructo que comprende el polinucleétido terapéutico y las
secuencias de control especificas del cancer respectivo mediante inyeccién. En realizaciones particulares, el
constructo que comprende el polinucledtido terapéutico y las secuencias de control especificas del cancer respectivo
esta comprendido en un liposoma.

En algunas realizaciones de la presente invencion, se usa un constructo que comprende el polinucledtido terapéutico
y las secuencias de control especificas del cancer respectivo en combinacion con otras terapias
antitransformacion/anticancerosas. Estas otras terapias pueden ser conocidas en el momento de la solicitud, o
pueden evidenciarse después de la fecha de esta solicitud. Puede usarse un constructo que comprende el
polinucleétido terapéutico y las secuencias de control especificas del cancer respectivo en combinacién con otros
polipéptidos terapéuticos, polinucleétidos que codifican otros polipéptidos terapéuticos, agentes quimioterapéuticos,
procedimientos quirdrgicos o radiacion, por ejemplo.

Puede usarse un constructo que comprende el polinucle6tido terapéutico y las secuencias de control especificas del
cancer respectivo junto con cualquier agente quimioterapéutico adecuado. En una realizacion representativa, el
agente quimioterapéutico es taxol. Puede usarse también un constructo que comprende el polinucledétido terapéutico
y las secuencias de control especificas del cancer respectivo junto con radioterapia. El tipo de radiacion ionizante
que constituye la radioterapia puede comprender rayos X, rayos y Yy microondas, por ejemplo. En ciertas
realizaciones, la radiacién ionizante puede suministrarse por irradiacion de rayos externos o mediante la
administracion de un radionucleido. El producto génico terapéutico regulado por la secuencia de control especifica
de cancer puede usarse también con otros regimenes de terapia génica. En realizaciones particulares, se introduce
en un tumor el constructo que comprende el polinucleétido terapéutico y las secuencias de control especificas del
cancer respectivo. El tumor puede estar en un animal, en particular un mamifero tal como un ser humano.

Los constructos que tienen los promotores especificos de tejido de la invencion que regulan la expresién de un
producto génico terapéutico y polinucledtidos de la presente invencién pueden introducirse también usando cualquier
procedimiento adecuado. Un “procedimiento adecuado” de introducciéon es aquel que dispone un producto génico
terapéutico en una posiciéon que reduce la proliferacion de una célula tumoral, preferiblemente en el tejido o células
de interés, y/o que mejora al menos un sintoma del cancer. Por ejemplo, pueden emplearse procedimientos de
inyeccion, orales y de inhalacion, siendo capaz el especialista en la materia de determinar el procedimiento de
introduccion apropiado para una circunstancia dada, y las secuencias de control especificas de tejido de la presente
invencion dirigen la expresion del polinucleétido terapéutico al menos principalmente en el tejido o células de interés.
En las realizaciones en que se use inyeccion, esta inyeccion puede ser intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
subcutanea, intratumoral o intrapleural, por ejemplo, o cualquier otra forma apropiada.

En ciertos otros aspectos de la presente invencion, se proporcionan kits terapéuticos que comprenden en un envase
adecuado una formulacién farmacéutica de un constructo que comprende las secuencias de control de la invencion.
En aspectos adicionales, un polinucleotido que comprende las secuencias de control de la invencién comprende uno
0 mas sitios de clonacion tales que pueda clonarse en el sitio un polinucleétido deseado, tal como un polinucleétido
de interés. En realizaciones particulares, en un polinucleétido que tiene la orientaciéon 5’ a 3’, el uno o mas sitios de
clonacion pueden estar localizados 5’ de la secuencia de control o 3' de la secuencia de control. En aspectos
adicionales, estan también comprendidos en el kit uno o mas polinucleétidos terapéuticos tales como en la misma
molécula de acido nucleico que las secuencias de control de la presente invencién. Dicho kit puede comprender
adicionalmente una formulacién farmacéutica de un polipéptido terapéutico, un polinucleétido que codifique un
polipéptido terapéutico y/o un agente quimioterapéutico.

La actividad antitumoral, actividad antiproliferacion celular y/o actividad proapoptética proporcionadas por el producto
génico del polinucleétido terapéutico pueden ser (tiles para un organismo distinto del que deriva el polinucleétido
terapéutico. Por ejemplo, puede usarse un polinucledtido terapéutico de murino como alternativa o adicionalmente
para tratamiento humano.

Por tanto, la presente invencién proporciona secuencias de control especificas de cancer para la expresion orientada
de un polinucledtido terapéutico y, por lo tanto, la presente invencion esta dirigida a una mejora novedosa de las
técnicas globales de control del crecimiento celular, incluyendo la inhibicion de la proliferacion celular y/o la
facilitacion de la muerte celular. En una realizacion especifica, la inhibicion de la proliferacion celular comprende un
retardo de la velocidad de proliferacion, un retardo del nimero total de células en proliferacion o ambos.

En un objeto adicional de la presente invencion, existe un procedimiento de prevencién del crecimiento de una célula
en un individuo que comprende la etapa de administrar al individuo un constructo que comprende secuencias de
control especificas de cancer que regulan la expresion de un polinucleétido terapéutico. En otra realizaciéon
especifica, la administracion del constructo que comprende las secuencias de control de la invencion es mediante un
liposoma.
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En otro objeto de la presente invencion, existe un procedimiento de prevencién del crecimiento de una célula en un
individuo que comprende la etapa de administrar al individuo un acido nucleico que comprende una secuencia de
control especifica de tejido englobada por la presente invencion. En otra realizaciéon especifica, la administracion del
acido nucleico es mediante un vector seleccionado del grupo consistente en un plasmido, un vector retrovirico, un
vector adenovirico, un vector virico adenoasociado, un liposoma y una combinacién de los mismos. La composicion
qgque comprende el acido nucleico puede dispersarse en un excipiente farmacolégicamente aceptable y la
composicion puede administrarse a un animal que tenga un trastorno celular proliferativo.

En un objeto adicional de la invencién, se regula un polinucle6tido terapéutico por un promotor especifico de tejido
tal como uno que oriente a tejido canceroso. Aunque puede ser cualquier promotor que oriente preferiblemente a
tejido canceroso frente a tejido no canceroso, en una realizacion especifica, el promotor especifico de cancer es un
promotor especifico de cancer de mama, un promotor especifico de cancer de prostata o un promotor especifico
pancreatico, por ejemplo.

En una realizacién particular, un promotor especifico de cancer de mama comprende una secuencia especifica de
cancer de mama y, en realizaciones adicionales, una secuencia potenciadora que aumente la expresion, tal como el
nivel de expresién, de la secuencia especifica de tejido. En una realizacion particular, se liga una secuencia
promotora potenciadora del promotor de CMV con un segmento especifico de cancer de mama del promotor de
topoisomerasa lla ejemplar (topolla) o el promotor de receptor de transferrina ejemplar. Los inventores muestran en
la presente memoria que ambos de estos promotores compuestos activan la expresion génica selectivamente en
células de cancer de mama y poseen una actividad comparable al promotor de CMV. Son Utiles para la orientacién
génica a la diana y para tratar canceres de mama primario y metastasico con menos toxicidad para los tejidos
normales.

En otra realizacion, la expresion de un polinucledtido terapéutico se regula por un promotor especifico de cancer
pancreatico. En una realizacién particular, se utiliza un promotor especifico de cancer pancreatico novedoso, tal
como aquel designado en la presente memoria como CTP, que comprende el receptor de colecistocinina A minimo
(CCKAR, -726 a +1 nucleoétidos) y el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota
(WPRE). Este constructo genomanipulado tiene una fuerte actividad promotora y demuestra especificidad por
células cancerosas pancreaticas in vitro e in vivo.

En otra realizacion especifica de la presente invenciéon, un promotor especifico de cancer de préstata regula la
expresion de un polinucledtido terapéutico. En una realizacién particular, la invencion utiliza un promotor especifico
de cancer de préstata novedoso tal como el designado en la presente memoria como ATTP, que comprende el
promotor de transcriptasa inversa de telomerasa humana minimo (hTert), el elemento regulador postranscripcional
del virus de la hepatitis de marmota (WPRE) y el elemento ARR2 derivado del plasmido ARR2PB, que es sensible a
la estimulacion por andrégeno. Este constructo genomanipulado tiene una fuerte actividad promotora y demuestra
especificidad tanto por células de cancer de prostata dependientes de andrégeno como independientes de
androgeno in vitro. Este promotor puede usarse para activar especificamente la expresién génica de un
polinucleétido terapéutico en cancer de préstata in vivo.

En un objeto de la invencion, existe un constructo polinucleotidico que comprende una secuencia de control
especifica de cancer de mama, comprendiendo dicha secuencia de control una porcion seleccionada del promotor
de topoisomerasa lla o una porcion seleccionada del promotor de receptor de transferrina. En particular, la
secuencia de control comprende una porcidn seleccionada del promotor de topoisomerasa lla, tal como el que
comprende la SEQ ID NO: 12. La secuencia de control puede comprender también una porcién seleccionada del
promotor de receptor de transferrina, tal como el que comprende la SEQ ID NO: 13.

En realizaciones particulares, los constructos de la presente invencion comprenden un potenciador, tal como un
potenciador de citomegalovirus (CMV), un promotor de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) o el
promotor de B-actina. El constructo puede comprender adicionalmente una secuencia reguladora postranscripcional
tal como, por ejemplo, el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE). En
realizaciones adicionales, un constructo de la presente invencién comprende una secuencia de amplificacion
transcripcional de dos etapas (TSTA), en la que la secuencia de TSTA incluye un dominio de unién a ADN tal como
Gall, Gal4 o LexA, y un dominio de activacién tal como VP2 o VP16, por ejemplo. En aspectos particulares de la
invencion, la secuencia de TSTA es GAL4-VP2 o GAL4-VP16, por ejemplo.

En otras realizaciones particulares, la secuencia de control esta ligada operativamente con un polinucleétido que
codifica un producto génico terapéutico, tal como aquel que es un inhibidor de la proliferacion celular, un regulador
de la muerte celular programada o un supresor tumoral, 0 uno que engloba dos o méas de estas actividades. Los
constructos de la presente invencion pueden estar comprendidos en un liposoma.

En otro objeto de la invencion, un constructo polinucleotidico comprende una secuencia de control especifica de
cancer de prostata que comprende al menos dos de las siguientes secuencias: una secuencia de control especifica
de tejido de prostata, una secuencia de control especifica de cancer y una secuencia de amplificacion transcripcional
en dos etapas (TSTA), incluyendo dicha secuencia de TSTA un dominio de unién a ADN y un dominio de activacion.
En realizaciones particulares, la secuencia de control especifica de tejido de préstata comprende la SEQ ID NO: 17.
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En otras realizaciones patrticulares, la secuencia de control especifica de cancer comprende la SEQ ID NO: 18. De
nuevo, el dominio de unién a ADN de la secuencia de TSTA puede ser Gall, Gal4 o LexA, y el dominio de activacion
puede ser VP2 o VP16. En particular, la secuencia de TSTA es GAL4-VP2 o GAL4-VP16.

En un aspecto especifico de la invencion, un constructo polinucleotidico que comprende una secuencia de control
especifica de cancer de prostata comprende adicionalmente una secuencia reguladora postranscripcional tal como
una secuencia de elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE). La secuencia
de control esta ligada operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico terapéutico, en algunas
realizaciones, tal como un inhibidor de la proliferacién celular, un regulador de la muerte celular programada o un
supresor tumoral o uno que engloba dos 0 mas de estas actividades. El constructo polinucleotidico que comprende
una secuencia de control especifica de cancer puede estar comprendido en un liposoma.

En un objeto adicional de la invencion, existe un constructo polinucleotidico que comprende una secuencia de
control especifica de cancer pancreatico que comprende: una secuencia de control especifica de tejido pancreatico
tal como, por ejemplo, la que comprende la SEQ ID NO: 14, y una secuencia de amplificacion transcripcional en dos
etapas (TSTA), incluyendo dicha secuencia de TSTA un dominio de uniéon a ADN y un dominio de activacion. En el
constructo polinucleotidico que comprende una secuencia de control especifica de cancer pancreatico, el dominio de
unién a ADN de la TSTA puede ser Gall, Gal4 o LexA, y el dominio de activacion de la TSTA puede ser VP2 o VP16.
En particular, la secuencia de TSTA es GAL4-VP2 o GAL4-VP16.

En particular, el constructo puede comprender una secuencia reguladora postranscripcional, tal como el elemento
regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE). La secuencia de control puede estar
ligada operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico terapéutico, tal como aquel que es un
inhibidor de la proliferacién celular, un regulador de la muerte celular programada o un supresor tumoral, o aquel que
engloba una o mas de estas actividades. El constructo puede estar comprendido en un liposoma.

En un objeto adicional de la invencién, existe un procedimiento de inhibicién de la proliferacion de células de cancer
de mama que comprende poner en contacto una célula de cancer de mama con una cantidad eficaz de un
constructo polinucleotidico que comprende una porcién seleccionada del promotor de topoisomerasa lla 0 una
porcion seleccionada del receptor de transferrina, en el que la porcidon seleccionada puede estar ligada
operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico eficaz para inhibir la proliferaciéon celular. La
porcién seleccionada de promotor de topoisomerasa lla puede comprender, por ejemplo, la SEQ ID NO: 12. La
porcién seleccionada del receptor de transferrina puede comprender la SEQ ID NO: 13, por ejemplo. En aspectos
particulares de la invencion, el constructo comprende adicionalmente un potenciador tal como de CMV, promotor de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPD) o promotor de B-actina.

En otro objeto de la invencion, existe un procedimiento de inhibicion de la proliferacion de células de cancer de
préstata que comprende poner en contacto una célula de cancer de prostata con una cantidad eficaz de un
constructo polinucleotidico que tenga al menos dos de las siguientes secuencias: una secuencia de control
especifica de células de préstata, una secuencia de amplificacién transcripcional en dos etapas y una secuencia
especifica de células cancerosas, en el que las secuencias estan ligadas operativamente con un polinucleétido que
codifica un producto génico eficaz para inhibir la proliferacién de células de cancer de préstata. El constructo puede
comprender adicionalmente una secuencia de control postranscripcional ligada operativamente con el polinucleétido
gue codifica un producto génico eficaz para inhibir la proliferacion de células de cancer de préstata, tal como una
secuencia de WPRE, por ejemplo.

En un objeto adicional de la invencion, existe un procedimiento de inhibicion de la proliferacion de células de cancer
pancreatico que comprende poner en contacto una célula de cancer pancreatico con una cantidad eficaz de un
constructo polinucleotidico que comprenda una secuencia especifica de células pancreaticas y una secuencia de
amplificacion en dos etapas, estando ambas ligadas operativamente con un polinucleétido que codifica un producto
génico eficaz para inhibir la proliferacion celular. El constructo puede comprender adicionalmente una secuencia de
control postranscripcional ligada operativamente con el polinucleétido que codifica un producto génico eficaz para
inhibir la proliferacion celular, tal como una secuencia de WPRE, por ejemplo.

En un objeto adicional de la invencién, existe un procedimiento de tratamiento de cancer de mama en un individuo
gue tiene el cancer que comprende poner en contacto al menos una célula de cancer de mama del individuo con una
cantidad terapéuticamente eficaz de un constructo polinucleotidico que comprenda una porcion seleccionada del
promotor de topoisomerasa lla o una porcidon seleccionada del receptor de transferrina, en el que la porcidn
seleccionada esta ligada operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico eficaz para tratar el
cancer de mama. El constructo puede comprender una porcion seleccionada del promotor de topoisomerasa lla que
es aquel que comprende la SEQ ID NO: 12. El constructo puede comprender también una porcién seleccionada del
promotor de receptor de transferrina, tal como aquel que comprende la SEQ ID NO: 13. El constructo puede
comprender adicionalmente un potenciador, tal como un potenciador de CMV, y el polinucleétido puede estar
comprendido en un liposoma.

En otro objeto de la presente invencion, existe un procedimiento de tratamiento de cancer de prostata en un
individuo que tiene el cancer que comprende poner en contacto al menos una célula de cancer de prostata del
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individuo con una cantidad terapéuticamente eficaz de un constructo polinucleotidico que comprenda al menos dos
de las siguientes: una secuencia de control especifica de células de préstata, una secuencia de control especifica de
células cancerosas y una secuencia de amplificacion transcripcional en dos etapas, en el que las secuencias estan
ligadas operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico eficaz para tratar cancer de prostata.
El constructo polinucleotidico puede comprender adicionalmente una secuencia de control postranscripcional tal
como una secuencia de WPRE, y el polinucleétido puede estar comprendido en un liposoma.

En un objeto adicional de la invencion, existe un procedimiento de tratamiento de cancer pancreatico en un individuo
que tiene el cancer que comprende poner en contacto al menos una célula de cancer pancreatico del individuo con
una cantidad terapéuticamente eficaz de un constructo polinucleotidico que comprenda una secuencia de control
especifica de células pancreaticas y una secuencia de amplificacién transcripcional en dos etapas, estando ambas
ligadas operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico eficaz para tratar cancer pancreatico.
El constructo puede comprender adicionalmente una secuencia de control postranscripcional tal como una
secuencia de WPRE. El polinucleétido puede estar comprendido en un liposoma.

Lo anterior ha esbozado bastante ampliamente los rasgos y ventajas técnicas de la presente invencion para que la
descripcion detallada de la invencion siguiente pueda entenderse mejor. Se describiran de aqui en adelante los
rasgos y ventajas adicionales de la invencién que conforman las reivindicaciones en cuestién de la invencion.
Deberia apreciarse por los especialistas en la materia que la concepcion y realizacion especifica dadas a conocer
pueden utilizarse facilmente como base para modificar o disefiar otras estructuras para llevar a cabo los mismos
fines de la presente invencién. Deberia considerarse también por los especialistas en la materia que dichas
construcciones equivalentes no se apartan del espiritu y alcance de la invencion como se expone en las
reivindicaciones adjuntas. Los rasgos novedosos que se creen caracteristicos de la invencion, tanto en cuanto a su
organizacion como procedimiento operativo, junto con los objetos y ventajas adicionales, se entenderan mejor a
partir de la siguiente descripcion cuando se consideren en conexién con las figuras adjuntas. Sin embargo, ha de
entenderse expresamente que cada una de las figuras se proporciona solo con fines de ilustracion y descripcion y no
se pretende como definicién de los limites de la presente invencion.

Breve descripcién de los dibujos

Para una comprension mas completa de la presente invencién, se hace ahora referencia a las siguientes
descripciones tomadas en conjunto con los dibujos acompafiantes.

La FIG. 1 muestra la actividad del promotor de topoisomerasa lla completo (FL) con el ensayo informador de
luciferasa en lineas celulares que incluyen células de epitelio de mama normales (184A1), células hepaticas
normales (higado de Chang), fibroblastos (WI38), células de cancer de pulmén (A549), de cancer pancreatico
(CAPAN-1), de céancer de ovario (iP-1) y de cancer de mama (MD-MBA-231, MD-MBA-468, MD-MBA-453, SKBR3,
T47D, MCF-7).

La FIG. 2 demuestra la actividad del promotor de topoisomerasa lla completo (FL) con el ensayo informador de
luciferasa en las lineas celulares descritas en la FIG. 10.

La FIG. 3 muestra la expresion de luciferasa in vitro entre CT572 y CT90 en diferentes lineas celulares mediante
transfeccion transitoria, % significa en comparacion con la actividad luciferasa del vector CMV-PGL3 en una linea
celular individual.

La FIG. 4 demuestra la actividad del promotor CT90 respecto al promotor de CMV (CT90/CMV) en tejidos de ratones
portadores de tumores MDA-MB-231. Se determind la actividad promotora en cada tejido en el ensayo informador de
luciferasa como se describe en el texto.

La FIG. 5 muestra el ensayo de eliminacion in vitro de CT90-BikDD y CMV-BikDD en diferentes lineas celulares. El
valor del eje Y indica el porcentaje de células vivas después del tratamiento.

La FIG. 6 muestra el efecto antitumoral in vivo de la terapia génica con CT90-BikDD. Se inocul6 la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-231 a 2,5x10° por ratén y se trataron los ratones una vez por semana con CT0-BikDD
complejado con liposoma, CMV-BikDD, vector vacio pGL3 y tampén de dextrosa D5W como control sin tratamiento.
Se midié el tamafio del tumor (valor del eje Y) dos veces por semana durante el tratamiento y se mostré en la figura.
El eje X indica las fechas de tratamiento.

La FIG. 7 muestras las actividades promotoras de mutantes de delecién de TR normalizadas por la actividad del
promotor de CMV en cada linea celular. El porcentaje en el eje Y indica la relacion de promotores TfR frente al
promotor de CMV en lineas celulares individuales.

La FIG. 8 muestra la actividad del promotor CTR116 normalizada por la actividad del promotor de CMV en lineas
celulares de cancer de mama en condiciones norméxica e hipoxica. El porcentaje del eje Y indicaba la relacion de
actividad del promotor TfR116 frente a CMV.
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Las FIG. 9A y 9B ilustran constructos de promotores especificos pancreaticos (FIG. 9A) y sus ensayos de luciferasa
respectivos (FIG. 9B). Los datos representan la media de cuatro experimentos independientes; barra, DE.

La FIG. 10A ilustra un diagrama esquematico de constructos basados en CCKAR y basados en CMV que contienen
el gen informador de luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor CCKAR minimo con o sin WPRE, o de
CCKAR/TSTA con o sin WPRE, o bajo el potenciador/promotor de CMV. La Fig. 10B demuestra la actividad de
constructos transfectados transitoriamente en células de cancer pancreatico AsPC-1 y PANC-1. La FIG. 10C
muestra la especificidad de tejido de los promotores combinados basados en CCKAR. Los datos representan la
media de cuatro experimentos independientes; barra, DE.

La FIG. 11 muestra la expresion transgénica in vivo en el modelo de tumor ortotépico de células AsPC después del
suministro sistémico de ADN del plasmido CTP-Luc y CMV-Luc. La FIG. 11A muestra la formacion de imagenes in
vivo de ratones. Se muestra la formacién de imagenes representativas de ratones. La FIG. 11B muestra la actividad
luciferasa de luciérnaga en extractos de tejido, que se cuantific6 con un lumindmetro y se expresé como unidades
relativas de luciferasa por miligramos de proteina total. Se calculé la relacién comparando el nivel de actividad
luciferasa de ratones CTP con ratones CMV.

La FIG. 12 demuestra la comparacion de actividad luciferasa de luciérnaga bajo el control del potenciador/promotor
de CMV o promotores combinados basados en hTERTp. Los constructos de plasmido informador de luciferasa de
luciérnaga que comprenden un potenciador/promotor de CMV o hTERTp con o sin WPRE, o hTERTp/TSTA con o
sin WPRE, se ensayaron en células LNCaP (FIG. 12A), células de cancer de préstata PC-3 (FIG. 12B) o células
WI38 (FIG. 12C). Los datos representan la media de cuatro experimentos independientes; barra, DE.

La FIG. 13 muestra la actividad aumentada del promotor combinado basado en hTERTp sensible a andrégeno. La
FIG. 13A muestra que se dispuso un elemento ARR2 sensible a andrégeno corriente arriba 5° de hTERT del
combinado hTERTp-TSTA-Luc o hTERTp-TSTALuc-WPRE. Luc activada por ARR2PB era el control. La FIG. 13B
demuestra la actividad de compuestos basados en hTERTp en células de cancer de prostata. Los datos representan
medias de cuatro experimentos independientes; barra, DE.

La FIG. 14 proporciona que el promotor CT90 activa la expresion de BikDD a un nivel comparable al del promotor de
CMV. Las células MCF7 se transfectaron con CMV-BikDD y CT90-BikDD mediante el procedimiento de
electroporacion. Después de 24 horas, se recogieron las células de cada experimento y se lisaron para transferencia
Western.

La FIG. 15 muestra el crecimiento tumoral durante el tratamiento con terapia génica. Los ratones portadores de
xenoinjertos de cancer de mama MDA-MB-231 (15A) o MDA-MB-468 (15B) recibieron tratamiento con 15 pg de
lipoplejo de CT90-BikDD, CMV-BikDD, vector vacio pGL3, o dextrosa al 5% en agua mediante inyeccion
intravenosa. Cada grupo de tratamiento tenia 10 ratones. Se trataron los ratones una vez por semana (QW) durante
8 semanas, y se midi¢ el tamafio tumoral dos veces por semana.

La FIG. 16 proporciona los registros de supervivencia de ratones portadores de tumor de mama MDA-MB-231. Se
detuvo el tratamiento la 8% semana y se mantuvieron vivos los ratones hasta alcanzar el estado patol6gico definido
por los reglamentos institucionales. Se registré el nimero de supervivientes para cada semana y se muestra en el
panel superior. Se muestran el tiempo medio de supervivencia y la significacion estadistica a partir del andlisis de
Kaplan-Meier y la prueba del orden logaritmico en el panel inferior. N.S.: no significativo.

La FIG. 17 demuestra la expresion selectiva de Bik dirigida por CT90-BikDD en células de cancer de mama in vivo.
Se inyecto el lipoplejo CT90-BikDD o CMV-BikDD en ratones portadores del xenoinjerto de cancer de mama MDA-
MB-468. Se sacrificaron los ratones 72 horas después de la inyeccion, se extirparon tumor y corazon y se fijaron. Se
efectud la hibridacion in situ en secciones de tejido para detectar la expresion de ARNm de BikDD como se describe
en los Materiales y procedimientos. Se muestran portaobjetos representativos de corazén y tumor. En la FIG. 17A,
se muestra la expresion de BikDD en tejidos cardiacos de ratones tratados con CMV-BikDD y CT90-BikDD (paneles
izquierdo y derecho, respectivamente). Se tifieron las muestras de los paneles superiores con sondas de BikDD
anticodificante, y el color marrén oscuro indicé sefiales positivas. Los paneles inferiores mostraron los experimentos
de control negativo tefiidos con sondas de BikDD codificante. En la Fig. 17B, se muestra la expresion de BikDD en
tejidos tumorales de ratones tratados con CMV-BikDD y CT90-BikDD (paneles izquierdo y derecho,
respectivamente). Se tifieron las muestras de los paneles superiores con sondas de BikDD anticodificante y las
flechas indican las células positivas. Los paneles inferiores mostraban los experimentos de control negativo tefiidos
con sondas de BikDD codificante. En la Fig. 17C, el promotor CT90 activa la expresién de BikDD a un nivel
comparable al del promotor de CMV. Las células MCF7 se transfectaron con CMV-BikDD y CT90-BikDD mediante el
procedimiento de electroporacion. Después de 24 horas, se recogieron las células de cada experimento y se lisaron
para transferencia Western.

La FIG. 18 muestra que el promotor de receptor de colecistocinina humana de tipo A (CCKAR) es potencialmente
especifico de cancer pancreatico. En la FIG. 18A, se muestran constructos de candidatos a promotor especifico de
cancer pancreatico. Se amplificaron por reaccion en cadena de la polimerasa CCKAR, receptor acoplado a proteina
G huérfano (RDC1), receptor de activador de plasmindgeno de tipo urocinasa (UPAR) y quimotripsindgeno Bl
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(CTRBL1) y se subclonaron en el plasmido informador pGL3-basico, que activa un gen de luciferasa de luciérnaga.
En la FIG. 18B, se cotransfectaron transitoriamente células PANC-1 y AsPC-1 con ADN del plasmido indicado y
pRL-TK. 48 horas después, se midio la relacion de luciferasa dual y se mostré como unidades luminicas relativas
(ULR) normalizadas por el control de luciferasa de Renilla. Los datos representan la media de cuatro experimentos
independientes. Barra, DE.

La FIG. 19 demuestra que los promotores basados en colecistocinina de tipo A (CCKAR) genomanipulados son mas
activos y retienen la especificidad de cancer pancreatico. En la FIG. 19A, se muestra un diagrama esquematico de
constructos basados en CCKAR genomanipulados que incluyen pGL3-CCKAR-Luc-WPRE (CCKAR-P-Luc), pGL3-
CCKAR-TSTA-Luc (CCKAR-T-Luc) y pGL3-CCKAR-TSTA-Luc-WPRE (CTP-Luc). En la FIG. 19B, se muestra la
actividad de los promotores basados en CCKAR en células de cancer pancreatico. Se cotransfectaron
transitoriamente células AsPC-1, PANC-1 y PanO2 con ADN de plasmido y pRL-TK. 48 horas después, se midio la
relacion de luciferasa dual. Se muestra el porcentaje respecto a la actividad del promotor de CMV. Los datos
representan la media de cuatro experimentos independientes. En la FIG. 19C, se muestra la especificidad de tejido
de promotores combinados basados en CCKAR. Se cotransfectaron transitoriamente lineas celulares de cancer no
pancreatico (LNCaP, PC-3, SKOV3.ip1l, MDA-MB-468 y HelLa) y normales e inmortalizadas (WI-38, 184A1 y EGE7)
con los plasmidos indicados y pRL-TK. 48 horas después, se midié la relaciéon de luciferasa dual. Se muestra el
porcentaje respecto a la actividad en células AsPC-1. Los datos representan la media de cuatro experimentos
independientes. ULR, unidades luminicas relativas.

La FIG. 20 muestra que el combinado de receptor de colecistocinina de tipo A (CCKAR)-activador transcripcional en
dos etapas (TSTA)-elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE), CTP, es
robusto y especifico de cancer pancreatico en un modelo animal ortotépico. Se administraron a ratones atimicos
portadores de tumores AsPC-1 ortotépicos 50 ug de ADN en complejos de ADN:liposoma por la vena de la cola una
vez al dia durante 3 dias consecutivos En la FIG. 20A, se muestra la formacion de imagenes in vivo de ratones. Se
anestesiaron los ratones y se formaron imagenes durante 5 min usando un sistema de formacién de imagenes IVIS
10 minutos después de la inyeccion intraperitoneal de D-luciferina. En la FIG. 20B, se muestra la distribucién en
tejido de la expresion de luciferasa. Se diseccionaron los especimenes de tejido de tumores y 6rganos como se
muestra y se midi6 la actividad luciferasa con un luminémetro. Se expresaron los datos como unidades relativas de
luciferasa por miligramo de proteina total. CMV, pGL3-CMV-Luc; CTP, pGL3-CTP-Luc; barra, DE; ULR, unidades
luminicas relativas; n=4 ratones por cada grupo.

La FIG. 21 proporciona la expresion de Bik mutante (BikDD) activada por CTP que elimina las células de cancer
pancreatico eficaz y especificamente. En la FIG. 21A, se muestra un diagrama esquematico de constructos de
expresion con la cadena principal de pUK21. CMV-BikDD, pUK21-CMV-BikDD; CTP-BikDD, pUK21-CTP-BikDD. En
la FIG. 21B, se proporcionan los efectos eliminadores de BikDD activado por CMV o CTP. Se cotransfectaron un
panel de células de cancer pancreatico (AsPC-1, PANC-1, MDA-Panc28 y Pan02) y células E6E7 epiteliales
pancreaticas humanas inmortalizadas con 2 pug de pUK21 (control negativo), pUK21-CMV-BikDD (control positivo) o
pUK21-CTP-BikDD, mas 100 ng de pGL3-CMV-Luc. 48 horas después de la transfeccion, se formaron imagenes de
la actividad luciferasa durante 2 min usando un sistema de formacion de imagenes VIS después de 5 minutos de
incubacién con D-luciferina 5 ng/ml. Se mostraron las imagenes representativas en el panel superior. Se calculé el
porcentaje de sefial en comparacién con el control negativo (fijado en 100%) (panel inferior). Los datos representan
la media de tres experimentos independientes. 1, pUK21; 2, CMV-BikDD; 3, CTP-BikDD; barra, DE.

La FIG. 22 muestra una comparacion de la actividad luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de CMV y
el promotor combinado basado en hTERTp. En la FIG. 22A, se muestra un diagrama esquematico de constructos
informadores. En la FIG. 22B, se cotransfectaron transitoriamente lineas celulares de cancer de prostata LNCaP y
PC-3 y de fibroblastos humanos normales WI-38 con ADN de plasmido informador y el vector de control interno pRL-
TK. 48 horas después, se midio la relacién de luciferasa dual. Se muestran las actividades luciferasa (en veces) con
respecto a la del promotor de CMV (fijada en 1).

La FIG. 23 demuestra que un elemento ARR2 de accién en cis refuerza adicionalmente el hTERTp modificado con
TSTA y/lo WPRE en respuesta a la estimulacion con andrégeno. En la FIG. 23A, se muestra un diagrama
esquematico de constructos informadores. En la FIG. 23B, se cotransfectaron transitoriamente células con ADN de
plasmido informador y el vector de control interno pRL-TK. 48 horas después de la incubacion con R1881, se midio
la relacion de luciferasa dual. Se muestran las actividades luciferasa (en veces) con respecto a la del promotor de
CMV (fijada en 1).

La FIG. 24 demuestra la expresion de luciferasa in vivo en xenoinjertos de LNCaP y PC-3 después del suministro
sistémico de ADN de plasmido. Se inyectaron por via i.v. en ratones atimicos portadores de tumores LNCaP s.c.
complejos de ADN (CMV-Luc o ATTP-Luc):liposoma. Se anestesiaron los ratones y se formaron imagenes durante 2
min con un sistema de formacion de imagenes IVIS™ después de la inyeccion i.p. de D-luciferina. Las imagenes
mostradas son de 24 h después de la ultima inyeccion. En la FIG. 24A, se diseccionaron inmediatamente entonces
los ratones y se tomaron imagenes ex vivo durante 2 min. En la FIG. 24B, se formaron inmediatamente imagenes de
los tumores diseccionados durante 10 min (FIG. 24C). En la FIG. 24D, se formaron imagenes de tumores PC-3 ex
vivo (como C) después del suministro sistémico de ADN del plasmido CMV-Luc o ATTP-Luc a ratones portadores de
tumor PC-3. Se presento la sefial cuantitativa (derecha). En la FIG. 24E, se muestra la biodistribucion in vivo de la
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expresion de luciferasa en el modelo de tumor LNCaP. Se diseccionaron los especimenes de tejido de tumor y
O6rganos como se muestra y se midi6 la actividad luciferasa con un luminémetro.

La FIG. 25 muestra que las ICB median la sefializaciéon especifica de cancer de mama. En la FIG. 25A, el mutante
Cdk2 negativo dominante (Cdk2-dn) bloqueaba la actividad del promotor topolla en células de cancer de mama. Se
cotransfecté el vector de control o vector de expresion Cdk2-dn en células con el vector informador topolla-pGL3, y
se efectud entonces el ensayo de luciferasa para determinar la actividad del promotor topolla. Se mostro la relacién
de actividad del promotor topolla en el grupo de Cdk2-dn respecto a la del grupo de control. Las lineas celulares
usadas se describen anteriormente. BC, células de cancer de mama. En la FIG. 25B, la ciclina A activa el promotor
topolla en células de cancer de mama. Se cotransfectd el vector de control o de expresién de ciclina A (CCNA) en
células SKBR3 con el vector informador topolla-pGL3 y se efectud entonces el ensayo de luciferasa para determinar
la actividad del promotor topolla. Se muestra la relaciéon de actividad del promotor topolla en el grupo de Cdk2-dn
respecto a la del grupo de control. En la FIG. 25C, se muestra el disefio de los mutantes de delecién del promotor
topolla (-572, -182, -90, -60) y el promotor topolla mutado en ICB1 (mICB1). X dentro de un circulo, la mutacién en
el sitio de ICB1. En la FIG. 25D, la ICB1 puede mediar la activacion del promotor topolla mediante la sefial ciclina
Alcdk2 en células de cancer de mama. Panel izquierdo. Se cotransfectaron los mutantes de delecién del promotor
topolla con el vector de expresion de ciclina A o el vector de control en varias lineas celulares, y se determind su
actividad mediante el ensayo de luciferasa. Se muestra la relacion de la actividad promotora en el grupo de ciclina A
con respecto a la del grupo de control (CCNA/Ctrl). Panel derecho. Se muté el sitio de ICB1 del promotor topolla
como se describe en los Materiales y procedimientos. Se cotransfecté el promotor mutado en ICB1 (mICB1-T2A) con
el vector de expresion de ciclina A o el vector de control en diversas lineas celulares y se determiné la activacion
como se describe anteriormente. En la FIG. 25E, el mutante de delecion -90 del promotor topolla retiene actividad
especifica de cancer de mama. Panel superior. Se transfect6 T2A90-pGL3 en lineas celulares y se determind su
actividad promotora usando el ensayo de luciferasa dual. BE, células epiteliales de mama normales; BC, células de
cancer de mama; LF fibroblastos pulmonares normales; HC, hepatocitos normales; PC, células de cancer
pancreatico; OC, células de cancer de ovario. Panel inferior. Actividad del promotor T2A-90 respecto a la del
promotor de CMV en diversas lineas celulares. Se calcul6 la relacién de actividad del promotor T2A-90 a CMV
(topolla/CMV) en cada linea celular como se describe en la FIG. 25B.

La FIG. 26 demuestra que la secuencia potenciadora promotora de CMV potencia la actividad del promotor topolla -
90 especificamente en células de cancer de mama. En la FIG. 26A, se proporciona el disefio de CT572, CT182 y
CT90. Se amplificd por PCR la secuencia potenciadora promotora de CMV a partir del vector pCDNA3.1 y se clon6
en direccion 5’ de los promotores topolla, -182, o0 -90 en un constructo informador pGL3, formando los promotores
de fusiéon CT572, CT182 y CT90, respectivamente. En la FIG. 26B, se muestra la actividad de CT572, CT182 y CT90
en lineas celulares. Se determiné la actividad promotora en cada linea celular como se describe anteriormente. La
FIG. 26C muestra la actividad de CT572, CT182 y CT90 respecto al promotor de CMV en lineas celulares. Se
determinaron las relaciones de actividad de los promotores CT572 a CMV (CT572/CMV), CT182 a CMV
(CT182/CMV) y CT90 a CMV (CT90/CMV) en cada linea celular como se describe anteriormente. La FIG. 26D
muestra la actividad de CT90 in vivo en el modelo de ratdén de xenoinjerto de cancer de mama ortotépico MDA-MB-
231. Se inyectaron constructos informadores de luciferasa complejados con liposoma controlados por el promotor
CT90 (CT90-luc) o de CMV (CMV-luc) en ratones portadores de tumor por inyeccion en la vena de la cola. Se
sacrificaron los ratones para extirpar el tumor y los 6rganos principales 48 horas después de la inyeccién. Panel
superior. Valores absolutos de actividad luciferasa de promotores de CMV y CT90 en tumor y 6rganos normales.
Panel inferior. Relacion de actividad del promotor CT90 al promotor de CMV (CT90/CMV). Se calcularon todos los
valores como se describe anteriormente en la FIG. 25B. La FIG. 26E muestra la actividad de CT90 en ratones con
xenoinjerto de cancer de mama MDA-MB-231 mediante inyeccion intratumoral. Se inyect6 el constructo CT90-luc o
CMV-luc complejado con liposoma de DOTAP:col en tumores MDA-MB-231 en ratones. Se sacrificaron los ratones
para extirpar el tumor y los 6rganos principales 48 horas después de la inyeccion. Panel izquierdo. Valores absolutos
de actividad luciferasa por los promotores de CMV y CT90 en tumor y 6rganos normales. Panel derecho. Relacién
de actividad de promotor CT90 a promotor de CMV (CT90/CMV). Se calcularon todos los valores como se describe
anteriormente en la FIG. 25B.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa en la presente memoria, los términos “un” 0 “una” pueden significar uno 0 mas. Como se usa en la
presente memoria en las reivindicaciones, cuando se usan junto con la palabra “comprende”, las palabras “un” o
“una” pueden significar uno o mas de uno. Como se usa en la presente memoria, “otro” puede significar al menos un
segundo o mas. En realizaciones especificas, los aspectos de la invenciéon pueden “consistir esencialmente en” una
0 mas secuencias de la invencion, por ejemplo.

En algunas realizaciones, se suministra un polinucleétido que comprende las secuencias de control de la invencion,
por ejemplo, mediante un sistema de suministro virico 0 no virico a un animal receptor apropiado para suprimir el
crecimiento y desarrollo tumorales. En una realizacion ejemplar de la presente invencion, el producto génico
terapéutico suministrado actla mediante un mecanismo apoptotico suprimiendo el crecimiento y desarrollo
tumorales.
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En un aspecto de la invencién, se administra el polipéptido terapéutico comprendido en un constructo que incluye
una secuencia de control especifica de tejido en forma de polinucleétido orientado para expresion en cancer de
mama, cancer pancredtico o cancer de préstata, por ejemplo. En ciertos aspectos de la invencion, un promotor
especifico de cancer de mama controla la expresion del polinucledtido terapéutico. Como se usa en la presente
memoria, el término “polinucleétido terapéutico” designa un polinucledtido que codifica un producto génico
terapéutico, que puede ser un ARN, proteina, polipéptido o péptido, por ejemplo.

En una realizacion especifica, las secuencias de control de la presente invencién comprenden un promotor
combinado (quimérico). Por ejemplo, pueden utilizarse promotores especificos de cancer de mama que comprenden
una secuencia potenciadora promotora de CMV ligada con segmentos especificos de cancer de mama del promotor
de topoisomerasa lla (denominado CT90) o del promotor de receptor de transferrina (denominado CTR116). Ambos
promotores quiméricos activan la expresion génica selectivamente en células de cancer de mama y poseen niveles
de actividad comparables con el promotor de CMV. Se usan constructos que emplean los promotores quiméricos
CT90 o CTR116 en la transferencia génica para orientarse a y tratar canceres de mama primarios y metastaticos
con menos toxicidad para los tejidos normales, preferiblemente eliminando selectivamente las células de cancer de
mama y/o reduciendo significativamente el crecimiento y/o velocidad de crecimiento tumoral de mama.

En otros aspectos de la invencién, un promotor especifico de cancer de préstata o especifico de cancer pancreatico
controla la expresién de un polinucleétido terapéutico. En una realizacion particular de la invencion, existe un
combinado especifico de cancer de préstata o especifico de cancer pancreatico. Por ejemplo, el promotor especifico
de cancer de prostata puede comprender una secuencia de control ARR2, mientras que el promotor especifico de
cancer pancreatico puede comprender una secuencia de control CCKAR.

Cualquier promotor o secuencia de control utilizado para regular la expresién de un polinucleétido terapéutico puede
utilizar secuencias reguladoras especificas que potencian la expresion y/o procesos postranscripcionales, por
ejemplo. Las secuencias particulares, pero ejemplares, incluyen potenciadores, un sistema de amplificacion
transcripcional en dos etapas, elementos que regulan la poliadenilacién de ARN, la semivida y demas, tales como
WPRE yl/u otros en la materia.

En otras realizaciones de la presente invencion, existen procedimientos de prevencion del crecimiento de una célula
en un individuo que comprenden administrar al individuo un constructo de la presente invencion. En realizaciones
especificas, el constructo se administra en un liposoma y/o el producto génico terapéutico puede comprender
adicionalmente un dominio de transduccién de proteina (Schwarze et al., 1999), tal como Tat de VIH o penetratina,
por ejemplo. El polinucleétido terapéutico puede administrarse en un vector tal como un plasmido, vector retrovirico,
vector adenovirico, vector virico adenoasociado, liposoma o una combinacién de los mismos, por ejemplo.

I. Sistemas de expresion basados en acidos nucleicos

La presente invencion utiliza, en algunas realizaciones, sistemas para expresar polinucleétidos terapéuticos,
particularmente para el tratamiento del cancer. Los aspectos ejemplares particulares de estos polinucledtidos se
describen en la presente memoria.

A. Vectores

El término “vector” se usa para designar una molécula de acido nucleico portadora en la que puede insertarse una
secuencia de acido nucleico para introduccién en una célula, donde puede replicarse. Una secuencia de acido
nucleico puede ser “exdgena”, lo que significa que es ajena a la célula en la que se esta introduciendo el vector o
que la secuencia es homoéloga de una secuencia en la célula, pero en una posicién en el acido nucleico hospedador
en que la secuencia no se encuentra normalmente. Los vectores incluyen plasmidos, cosmidos, virus (bacteriéfagos,
virus animales y virus vegetales) y cromosomas artificiales (por ejemplo, YAC). Un especialista en la materia estaria
bien equipado para construir un vector mediante técnicas recombinantes estandares, que se describen en Maniatis
et al., 1988 y Ausubel et al., 1994, ambos incorporados a la presente memoria por referencia.

El término “vector de expresion” designa un vector que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica al
menos parte de un producto génico capaz de transcripcion. En algunos casos, se traducen entonces moléculas de
ARN a una proteina, polipéptido o péptido. En otros casos, estas secuencias no se traducen, por ejemplo, en la
produccion de moléculas anticodificantes o ribozimas. Los vectores de expresion pueden contener una variedad de
“secuencias de control”, que designan secuencias de acido nucleico necesarias para la transcripcion, y posiblemente
la traduccién, de una secuencia codificante ligada operativamente en un organismo hospedador particular. Ademas
de secuencias de control que gobiernan la transcripcién y traduccion, los vectores y vectores de expresion pueden
contener secuencias de acido nucleico que sirven para otras funciones también y se describen a continuacion.

1. Promotores y potenciadores

Un “promotor” es una secuencia de control que es una region de una secuencia de acido nucleico en la que el inicio
y velocidad de transcripcién estan controlados. En una realizacién especifica, una secuencia de control, tal como un
promotor, regula la especificidad de tejido en el que se expresa la secuencia de acido nucleico. Un promotor, o
secuencia de control, puede comprender elementos genéticos a los que pueden unirse proteinas y moléculas
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reguladoras, tales como ARN polimerasa y otros factores de transcripcién. Las frases “situado operativamente”,
“ligado operativamente”, “bajo control” y “bajo control transcripcional” significan que un promotor u otra secuencia de
control estd en una localizacién y/o orientacion funcional correcta con respecto a una secuencia de acido nucleico
para controlar el inicio transcripcional y/o la expresion de esa secuencia. Un promotor puede usarse 0 no junto con
un “potenciador”, que designa una secuencia reguladora de accién en cis implicada en la activacion transcripcional
de una secuencia de acido nucleico.

El promotor puede ser uno asociado naturalmente con un gen o secuencia, como puede obtenerse aislando las
secuencias no codificantes 5’ localizadas en direccion 5’ del segmento de codificacion y/o exén. Dicho promotor
puede designarse como “enddgeno”. De forma similar, un potenciador puede ser uno asociado naturalmente con
una secuencia de acido nucleico localizada en direccién 5’ 0 3’ de esa secuencia. Como alternativa, se conseguiran
ciertas ventajas al situar el segmento de acido nucleico codificante bajo el control de un promotor recombinante o
heterdlogo, que designa un promotor que no esta asociado normalmente con una secuencia de acido nucleico en su
entorno natural. Un potenciador recombinante o heter6logo designa también un potenciador no asociado
normalmente con una secuencia de acido nucleico en su entorno natural. Dichos promotores o potenciadores
pueden incluir promotores o potenciadores de otros genes, y promotores o potenciadores aislados de cualquier otra
célula procariética, virica o eucariética, y promotores o potenciadores “de origen no natural”, concretamente, que
contienen diferentes elementos de diferentes regiones reguladoras transcripcionales y/o mutaciones que alteran la
expresion. Ademas de producirse sintéticamente las secuencias de acido nucleico de promotores y potenciadores,
las secuencias pueden producirse usando clonacion recombinante y/o tecnologia de amplificacion de acido nucleico,
incluyendo PCR™, con respecto a las composiciones dadas a conocer en la presente memoria (véanse la patente
de EE.UU. 4.683.202, patente de EE.UU. 5.928.906, incorporadas cada una a la presente memoria por referencia).
Ademas, se contempla que puedan emplearse también secuencias de control que dirijan la transcripcién y/o
expresion de secuencias en organulos no nucleares tales como mitocondrias, cloroplastos y similares.

Naturalmente, serd importante emplear un promotor y/o potenciador que dirija eficazmente la expresion del
segmento de ADN en el tipo celular, organulo y organismo elegido para expresion. Los especialistas en la materia de
la biologia molecular conocen generalmente el uso de promotores, potenciadores y combinaciones de tipos celulares
para la expresion de proteinas, por ejemplo, véase Sambrook et al. (1989), incorporado a la presente memoria por
referencia. Los promotores empleados pueden ser constitutivos, especificos de tejido, inducibles y/o Utiles en las
condiciones apropiadas para dirigir un alto nivel de expresién del segmento de ADN introducido, tal como es
ventajoso en la producciéon a gran escala de proteinas y/o péptidos recombinantes. El promotor puede ser
heterélogo o enddgeno.

La identidad de los promotores o elementos especificos de tejido, asi como los ensayos para caracterizar su
actividad, es bien conocida por los especialistas en la materia. Los promotores especificos de tejido utilizados para
controlar la orientacion de la expresion y/o los niveles de un producto génico terapéutico pueden comprender una
secuencia de acido nucleico de tipo silvestre, una secuencia de acido nucleico mutante o una secuencia de acido
nucleico sintética, a condicion de que la expresién del polinucledtido terapéutico se retenga preferiblemente en uno o
mas tejidos de interés, en comparacion con tejidos que no son la diana deseada. Las secuencias de control, tales
como promotores, pueden ser secuencias combinadas en las que multiples regiones derivan de fuentes diferentes.
Las secuencias de control sintéticas pueden definirse adicionalmente como promotores combinados, en los que al
menos dos regiones separadas se originan en diferentes promotores endégenos y/o sintéticos aunque ligadas
operativamente para controlar la expresion de un polinucleétido terapéutico. En una realizaciéon particular, la
especificidad de tejido designa la especificidad por tejido canceroso, en contraposicién al tejido no canceroso. El
término “tejido canceroso” como se usa en la presente memoria designa un tejido que comprende al menos una
célula cancerosa.

a. Promotor especifico de tejido de cancer de mama

La mayoria de promotores actualmente usados en la terapia génica poseen una actividad fuerte pero no selectiva
(por ejemplo, los promotores de CMV y B-actina) tanto en células normales como tumorales. Por tanto, en algunos
aspectos de la presente invencion, se utiliza en la invencidon un promotor especifico de tejido de mama, tal como
para controlar la expresidon de un polinucledtido terapéutico, incluyendo una forma mutante de Bik tal como los
mutantes BIikT33D, BikS35D y BikT33DS35D ejemplares. Estos mutantes de Bik se describen en la presente
memoria, pero se proporcionan con mas detalle en la solicitud no provisional de patente de EE.UU. 10/816.698
titulada “Efecto antitumoral de Bik mutante” de Mien-Chie Hung, Yan Li y Yong Wen, incorporada por referencia a la
presente memoria en su totalidad. En un aspecto particular, el promotor especifico de cancer de mama de la
presente invencion orienta la expresion de un polinucleétido que codifica un producto génico terapéutico
especificamente a tejido de cancer de mama.

En una realizacion particular de la presente invencién, se emplean promotores combinados que utilizan las
secuencias de control especificas de cancer de mama de topoisomerasa lla (topolla) y receptor de transferrina (TfT).
Los niveles de topoisomerasa lla (topolla) y receptor de transferrina (TfR) son elevados en cancer de mama, como
se determinan usando analisis de SAGE y una micromatriz de ADNc, por ejemplo. Los presentes inventores
identificaron un segmento de 90 pares de bases (SEQ ID NO: 12) y un segmento de 116 pares de bases (SEQ ID
NO: 13) en el extremo 5’ del promotor topolla [y TfR, respectivamente, como la secuencia de control especifica de
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cancer de mama minima necesaria. Como se describe en los ejemplos de la presente memoria, se potencié la
actividad promotora conectando estos dos promotores cortos con una secuencia potenciadora, tal como la
secuencia promotora potenciadora de citomegalovirus (CMV) (SEQ ID NO: 11); estos promotores quiméricos se
designan en la presente memoria como CT90 y CTR116, respectivamente. El promotor CT90 completo esta
comprendido en la SEQ ID NO: 23 y el promotor CTR116 completo esta comprendido en la SEQ ID NO: 24.

El ensayo informador de CT90 y CTR116 en lineas celulares de cancer de mama y/o en modelos de xenoinjerto en
ratén mostraron que estos dos promotores poseian no solo una fuerte actividad, sino también especificidad por tejido
de cancer de mama y las células del mismo. En realizaciones especificas, la actividad del promotor CTR116 en
células se potencia adicionalmente en condiciones hipdxicas, que aparecen habitualmente dentro de tumores
sélidos. Para demostrar su uso en la terapia génica del cancer, los presentes inventores generaron un constructo de
ADN usando CT90 para activar la expresion génica apoptética. Cuando se transfectaba a lineas celulares, este
constructo eliminaba selectivamente las células de cancer de mama. Ademas, los presentes inventores demostraron
gue este constructo tenia efecto antitumoral sobre xenoinjertos tumorales de mama en raton mediante inyeccién
intravenosa con un sistema de suministro no virico ejemplar. Esto indica que el CT90 puede activar la expresion de
un gen terapéutico, tal como Bik mutante, selectivamente en células de cancer de mama.

Con respecto a la especificidad tumoral, dado que la mayoria de los promotores especificos de cancer actuales
tienen una actividad bastante débil en comparacién con el promotor de CMV (por ejemplo, Anderson et al., 2000;
Katabi et al., 1999; Lu et al., 2002; Maeda et al., 2001) o una especificidad tumoral insuficiente (por ejemplo, GAPDH
potenciado por CMV (Qiao et al.,, 2002), no son clinicamente (tiles. Por el contrario, las actividades de los
promotores CT90 y CTR116 inducido por la hipoxia son comparables con el promotor de CMV (de aproximadamente
0,5 a 2 veces), siendo especificas de células de cancer de mama. Por tanto, la presente invencion engloba
promotores especificos de cancer de mama para el control de la expresién de Bik mutante para orientar a células de
cancer de mama para un tratamiento que es menos toxico 0 no toxico para tejidos normales.

b. Promotor especifico de tejido de cancer pancreat  ico

Los promotores especificos de cancer pancreatico son Utiles para orientar a células de cancer pancreatico, dejando
las células no cancerosas intactas. Los presentes inventores han desarrollado promotores fuertes y especificos de
cancer pancredtico para la expresion orientada de polinucleétidos que codifican productos génicos terapéuticos,
incluyendo Bik mutantes tales como los mutantes BikT33D, BikS35D y Bik T33DS35D ejemplares. Estos mutantes
de Bik se describen en la presente memoria, pero se proporcionan con mas detalle en la solicitud de patente no
provisional de EE.UU. 10/816.698 titulada “Efecto antitumoral de Bik mutante” de Mien-Chie Hung, Yan Li y Yong
Wen, incorporada por referencia a la presente memoria en su totalidad.

Sin embargo, los presentes inventores han desarrollado un promotor especifico de cancer pancreatico como sigue.
Segun la bibliografia y la base de datos de Series Analysis of Gene Expression del National Center for Biotechnology
Information, los presentes inventores cribaron preliminarmente una serie de promotores que orientan a genes
sobreexpresados en cancer pancreatico humano, incluyendo receptor de colecistocinina A (CCKAR), receptor
acoplado a proteina G huérfano (RDC1), receptor de activador de plasminégeno de tipo urocinasa (UPAR),
carboxipeptidasa Al (CPA1) y quimotripsinégeno B1 (CTRBL1), por ejemplo. Se ensay6 en estos el control de la
expresion de luciferasa de luciérnaga mediante la actividad luciferasa en células de cancer pancreatico, asi como
células normales inmortalizadas. Se identific el promotor CCKAR en el intervalo de nt -726 a + 1 (SEQ ID NO: 14)
por tener la actividad y especificidad Optimas entre estos promotores. Sin embargo, la actividad de este promotor
CCKAR minimo era mucho mas débil que la del potenciador/promotor de CMV usado habitualmente. Los presente
inventores genomanipularon entonces una serie de combinados basados en el promotor CCKAR usando la proteina
de fusién GAL4-VP16 o GAL4-VP2 ejemplar, designado como un sistema de amplificacion transcripcional en dos
etapas (TSTA) (lyer et al., 2001; Zhang et al., 2002; Sato et al., 2003 y las referencias citadas en los mismos), para
aumentar la actividad transcripcional; se utiliz6 el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de
marmota (WPRE) (SEQ ID NO:15) para modificar la sefial de poliadenilacién de ARN, la exportacion de ARN y/o la
traduccion de ARN. Un especialista en la materia reconocera que el término “sistema de amplificacién transcripcional
en dos etapas” (TSTA) puede designarse también como “sistema de activacion transcripcional en dos etapas
(TSTA)” o “enfoque de activacion transcripcional recombinante” (Nettelbeck et al., 2000). En un aspecto particular,
se utiliza el promotor CCKAR-TSTA-WPRE (CTP), y un ejemplo de dicho promotor combinado esta comprendido en
la SEQ ID NO: 20. Por tanto, el promotor CTP genomanipulado se emplea para modalidades de tratamiento eficaces
para terapia génica de cancer pancreatico.

La actividad del promotor CCKAR aumenté 3,9 veces y 820 veces por WPRE y TSTA, respectivamente.
Sorprendentemente, para TSTA y WPRE combinados, la actividad de CCKAR-TSTA-WPRE (CTP) fue de 0,7 veces
en células PANC-1 e incluso de 2,8 veces en células AsPC-1 en comparacion con el promotor de CMV, reteniendo
especificidad por cancer pancreatico rigurosa. Adicionalmente, para determinar si el CTP tenia una alta actividad y
especificidad rigurosa in vivo después del suministro sistémico, se inyectaron por la vena de la cola en ratones
atimicos nu/nu portadores de tumor pancreatico subcutaneo (s.c.) u ortotdpico (0.t.) de células AsPC-1 una vez al
dia durante tres dias consecutivos complejos de ADN de plasmido CTP-Luc o0 CMC-Luc-DOTOP:col, y se obtuvieron
imagenes bioluminiscentes in vivo y ex vivo con un sistema de formacion de imagenes IVIS™ no invasivo. La
formacion de imagenes bioluminiscentes mostré gran brillantez en las zonas del térax (pulmdn/corazén) de ratones
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inyectados con CMV-Luc, pero casi no se capturaron en ratones inyectados con CTP-Luc. La actividad luciferasa,
detectada con un luminémetro, demostré una actividad 1,4 y 2,0 veces mayor en los tumores o.t. y los tumores s.c.
respectivamente. La relacién de nivel de expresion de luciferasa de CTP a nivel de expresion de luciferasa de CMV
es de 0,37, 0,006, 0,04, 0,37, 0,63 y 0,19 en pancreas, pulmon, corazén, higado, bazo y rifién, respectivamente, en
el modelo de o.t.,, demostrando una especificidad de tejido mejorada. Tomado en conjunto, el promotor CTP
genomanipulado supera al potenciador/promotor de CMV en actividad en las células de cancer pancreatico y retiene
su especificidad in vitro e in vivo, proporcionando asi modalidades de tratamiento mas seguras y eficaces para la
terapia génica de cancer pancreatico.

c. Promotor especifico de tejido de cancer de présta  ta

Los promotores especificos de cancer de préstata pueden usarse para controlar la expresion de polinucledtidos que
codifican productos génicos terapéuticos, incluyendo Bik mutante. Estos mutantes de Bik se describen en la
presente memoria, pero se proporcionan con mas detalle en la solicitud de patente no provisional de EE.UU.
10/816.698, titulada “Efecto antitumoral de Bik mutante” de Mien-Chie Hung, Yan Li y Yong Wen, incorporada por
referencia a la presente memoria en su totalidad. Las actividades de estos promotores son dependientes de
androgeno. Para numerosas etapas de la enfermedad, los pacientes son dependientes de andrégeno (CPDA),
permitiendo el uso de vectores sensibles a andrégenos para dirigir la expresién de genes terapéuticos al tejido
prostatico. Aunque se han desarrollado promotores especificos de préstata robustos sensibles a receptor de
andrégeno por los presentes inventores (Xie et al., Cancer Res. 2001) y otros grupos (Zhang et al., Mol. Endocrinal.
2000), estos promotores dependientes de andrégeno pueden ser menos activos después de castracion o terapia de
ablacion androgénica, que son las modalidades principales de tratamiento de cancer de préstata progresivo. En los
pacientes tratados con composiciones que comprendan estos promotores, este tipo de terapia puede fracasar y
morir de cancer de prostata independiente de andrégeno (CPIA) recurrente.

Los inventores han desarrollado promotores novedosos para terapia génica que seran activos tanto en CPDA como
CPIA para tratar cancer de préstata refractario a hormonas metastasico y recurrente. El promotor, designado en la
presente memoria como ATTP, comprende al menos una secuencia de control especifica de célula de préstata tal
como el elemento regulador ARR2 ejemplar (SEQ ID NO: 17) del gen ARR2. El promotor puede comprender
también al menos el fragmento promotor minimo (hTERTp) de la transcriptasa inversa de telomerasa humana
(hTERT) (SEQ ID NO: 18) ligado operativamente con un sistema de amplificacién transcripcional en dos etapas
(TSTA), tal como las secuencias codificantes de proteinas de fusion GAL4-VP16 o GAL4-VP2 ejemplares (dos
ejemplos de GAL4-VP2 estan comprendidos en las SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 19). El polinucleottido terapéutico
puede estar también ligado operativamente con una secuencia de control postranscripcional tal como el elemento
regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE) para modificar la sefial de poliadenilacion
del ARN, la exportacion de ARN y/o la traduccion de ARN. Estas secuencias reguladoras son eficaces tanto en
lineas celulares de CPDA como CPIA. Dado que en la mayoria de casos de canceres de préstata recurrentes el gen
AR esta amplificado y/o AR esta sobreexpresado, este promotor particular mejora en gran medida el indice de
eficacia de la realizacion en la que la actividad de este sistema se estimula por andrégeno. En realizaciones
particulares, se utilizan los elementos TSTA-hTERT-ARR2 y WPRE como secuencias de control especificas de
cancer de prostata, que en realizaciones especificas estan comprendidos en la SEQ ID NO: 21.

Para la generacion de este promotor, se amplificd por PCR el fragmento promotor minimo (hnTERTp) de transcriptasa
inversa de telomerasa humana (hTERT) (SEQ ID NO: 18) a partir de extractos de ADN de células LNCaP y se
ensayo la actividad en un sistema informador de luciferasa. El hTERTp es activo tanto en células LNCaP como PC-
3, pero su actividad era muy débil en comparacion con el potenciador/promotor de CMV. Se genomanipul6 entonces
una serie de combinados basados en el promotor hTERTp usando la proteina de fusion GAL4-VP16 o GAL4-VP2
mediante un sistema de amplificacién transcripcional en dos etapas (TSTA) para aumentar la actividad
transcripcional y el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE) para
modificar la sefial de poliadenilacién de ARN, la exportacion de ARN y/o la traduccion de ARN. La proteina de fusion
GAL4-VP2 ejemplar esta codificada por un polinucledtido que comprende la SEQ ID NO: 16 o la SEQ ID NO: 19.

El WPRE aumentaba la actividad aproximadamente 2 veces. Sorprendentemente, el sistema TSTA puede reforzar la
actividad hasta un 67% de la actividad de CMV en células LNCaP y un 90% en células PC-3. Cuando se utiliza el
sistema TSTA en combinaciéon con WPRE, la actividad es comparable a la de CMV en PC-3 y es incluso 1,5 veces
mayor en células LNCaP. En contraposicién, su actividad permanece oculta en células WI-38 de fibroblasto
pulmonar. Esto demostré que el sistema hTERTp-TSTA-WPRE funciona tanto en lineas celulares de CPDA como
CPIA. En la mayoria de casos de canceres de prostata recurrentes, el gen AR esta amplificado y/o AR esta
sobreexpresado. Por lo tanto, en realizaciones especificas mejora en gran medida el indice de eficacia si la actividad
de este sistema puede estimularse por andrégeno.

Para lograr este objetivo, se fusioné el elemento ARR2 (SEQ ID NO: 17) derivado del plasmido ARR2PB con el
promotor hTERTp de phTERTp-TSTA-Luc y phTERTp-TSTA-Luc-WPRE, produciendo el plasmido pARR2.hTERTp-
TSTALuc y pARR2.hTERTp-TSTA-Luc-WPRE (ATTP-Luc). Como se esperaba, aumenté la actividad de los
combinados ARR2.hTERTp-TSTA y ARR2.hTERTp-TSTA-WPRE de manera dependiente de andrégeno con el
analogo androgénico R1881 10 nm en 15 y 24 veces mas, respectivamente, que la de CMV en células LNCaP, sin
gue hubiera aqui un cambio significativo en las células PC-3.
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Por tanto, los presentes inventores han desarrollado un sistema regulador especifico de cancer de prostata
novedoso que orientara polinucleétidos que codifican productos génicos terapéuticos no solo a CPDA sino también a
CPIA.

2. Sefiales de inicio y sitios internos de unién alr  ibosoma

Puede requerirse también una sefial de inicio especifica para la traduccion eficaz de secuencias de codificacion.
Estas sefiales incluyen el codon de inicio ATG o secuencias adyacentes. Pueden tener que proporcionarse sefiales
de control traduccional exdgenas, incluyendo el codén de inicio ATG. Un especialista en la materia seria facilmente
capaz de determinar esto y proporcionar las sefiales necesarias. Es bien conocido que el codén de inicio debe estar
“en fase” con el marco de lectura de la secuencia codificante deseada para asegurar la traduccion de todo el inserto.
Las sefiales de control traduccional exégenas y codones de inicio pueden ser naturales o sintéticos. La eficacia de
expresion puede potenciarse por la inclusion de elementos potenciadores de la transcripcion apropiados.

En ciertas realizaciones de la invencién, se usan elementos de sitios internos de entrada al ribosoma (IRES) para
crear mensajes multigénicos o policistronicos. Los elementos IRES son capaces de superar el modelo de barrido de
ribosoma de la traduccién dependiente de Cap metilado en 5’ y de empezar la traduccién en sitios internos (Pelletier
y Sonenberg, 1988). Se han descrito elementos IRES de dos miembros de la familia de picornavirus (polio y
encefalomiocarditis) (Pelletier y Sonenberg, 1988), asi como un IRES de un mensaje de mamifero (Macejak y
Sarnow, 1991). Los elementos IRES pueden ligarse con marcos de lectura abiertos heter6logos. Pueden
transcribirse conjuntamente mdltiples marcos de lectura abiertos, cada uno separado por un IRES, creando
mensajes policistronicos. En virtud del elemento IRES, cada marco de lectura abierto es accesible a los ribosomas
para una traduccion eficaz. Pueden expresarse eficazmente multiples genes usando un solo promotor/potenciador
para transcribir un solo mensaje (véanse las patentes de EE.UU. 5.925.565 y 5.935.819, incorporadas a la presente
memoria por referencia).

3. Sitios de clonacién mltiple

Los vectores pueden incluir un sitio de clonacién miltiple (MCS), que es una regién de acido nucleico que contiene
multiples sitios de enzima de restriccion, cualquiera de los cuales puede usarse junto con la tecnologia recombinante
estandar para digerir el vector (véanse Carbonelli et al., 1999, Levenson et al., 1998 y Cocea, 1997, incorporados a
la presente memoria por referencia). “Digestiébn con enzima de restriccion” designa la escisién catalitica de una
molécula de acido nucleico con una enzima que funciona solo en localizaciones especificas de una molécula de
acido nucleico. Muchas de estas enzimas de restriccion estan comercialmente disponibles. El uso de dichas enzimas
es ampliamente entendido por los especialistas en la materia. Frecuentemente, se linealiza o fragmenta un vector
usando una enzima de restriccion que corta en el MCS, posibilitando ligar secuencias exdgenas con el vector.
“Ligamiento” designa el proceso de formacion de enlaces fosfodiéster entre dos fragmentos de acido nucleico, que
pueden ser contiguos 0 no entre si. Las técnicas que implican las enzimas de restriccion y reacciones de ligamiento
sin bien conocidas por los especialistas en la materia de la tecnologia recombinante.

4. Sitios de corte y empalme

La mayoria de moléculas de ARN eucariéticas transcritas experimentaran corte y empalme de ARN para retirar los
intrones de los transcritos primarios. Los vectores que contienen secuencias eucariéticas genémicas pueden requerir
sitios de corte y empalme donantes y/o aceptores para asegurar el procesamiento apropiado del transcrito para la
expresion de proteina (véase Chandler et al., 1997, incorporado a la presente memoria por referencia).

5. Sefales de poliadenilacion

En la expresion, se incluira tipicamente una sefial de poliadenilacion para efectuar la poliadenilacion apropiada del
transcrito. La naturaleza de la sefial de poliadenilacién no se cree que sea crucial para la practica exitosa de la
invencion y/o puede emplearse cualquiera de dichas secuencias. Las realizaciones preferidas incluyen la sefial de
poliadenilacién de SV40 y/o la sefial de poliadenilacion de hormona de crecimiento bovina, convenientes y/o
conocidas por funcionar bien en diversas células diana. Se contempla también como elemento del mddulo de
expresion un sitio de terminacion transcripcional. Estos elementos pueden servir para potenciar los niveles del
mensaje y/o minimizar la lectura del médulo en otras secuencias.

6. Origenes de replicacién

Para propagar un vector en una célula hospedadora, puede contener uno 0 mas sitios origenes de replicacion (a
menudo denominados “ori”), que son secuencias de acido nucleico especificas en las que se inicia la replicacion.
Como alternativa, puede emplearse una secuencia de replicacion auténoma (ARS) si la célula hospedadora es una
levadura.

7. Marcadores seleccionables y cribables
En ciertas realizaciones de la invencion, en células contienen un constructo de acido nucleico de la presente

invencioén, puede identificarse una célula in vitro o in vivo incluyendo un marcador en el vector de expresion. Dichos
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marcadores conferirian un cambio identificable a la célula, permitiendo una facil identificacion de las células que
contengan el vector de expresion. Generalmente, es un marcador seleccionable aquel que confiere una propiedad
gue permita la seleccién. Es un marcador seleccionable positivo aquel en que la presencia del marcador permite su
seleccién, mientras que es un marcador seleccionable negativo aquel en que su presencia evita su seleccion. Es un
ejemplo de marcador seleccionable positivo un marcador de resistencia a farmaco.

Habitualmente, la inclusion de un marcador de seleccién de farmaco ayuda a la clonacién e identificacion de
transformantes, por ejemplo, los genes que confieren resistencia a neomicina, puromicina, higromicina, DHFR, GPT,
zeocina e histidinol son marcadores seleccionables Utiles. Ademas de marcadores que confieren un fenotipo que
permite la discriminacion de transformantes basandose en la implementacion de condiciones, se contemplan
también otros tipos de marcadores, incluyendo marcadores cribables tales como GFP, cuya base es el analisis
colorimétrico. Como alternativa, pueden utilizarse enzimas cribables tales como timidina cinasa (tk) de herpesvirus
simple o cloramfenicol acetiltransferasa (CAT). Un especialista en la materia sabria también cémo emplear
marcadores inmunologicos, posiblemente junto con analisis por FACS. El marcador usado no se cree que sea
importante, a condicién de que pueda expresarse simultaneamente con el acido nucleico que codifica un producto
génico. Son bien conocidos por un especialista en la materia ejemplos adicionales de marcadores seleccionables y
cribables.

B. Células hospedadoras

Los promotores de la presente invencion pueden usarse de cualquier manera a condicion de que regulen la
expresion de un polinucleétido particular. Aunque son (tiles para la expresion especifica de tejido, son por
naturaleza promotores/secuencias de control y, por tanto, pueden usarse en cualquier entorno celular para expresar
cualquier polinucleotido.

Como se usan en la presente memoria, los términos “célula”, “linea celular” y “cultivo celular” pueden usarse
intercambiablemente. Todos estos términos incluyen también su progenie, que es una cualquiera de todas las
generaciones posteriores. Se entiende que toda la progenie puede no ser idéntica debido a mutaciones deliberadas
0 inadvertidas. En el contexto de expresion de una secuencia de acido nucleico heterdlogo, “célula hospedadora”
designa una célula procaridtica o eucariotica, e incluye cualquier organismo transformable que sea capaz de replicar
un vector y/o expresar un gen heterdlogo codificado por un vector. Una célula hospedadora puede usarse, y se ha
usado, como receptor para vectores. Una célula hospedadora puede “transfectarse” o “transformarse”, lo que
designa un proceso mediante el cual un acido nucleico exdégeno se transfiere a o introduce en la célula
hospedadora. Una célula transformada incluye la célula primaria en cuestiéon y su progenie.

Las células hospedadoras pueden derivar de procariotas o eucariotas, dependiendo de si el resultado deseado es la
replicacién del vector o la expresion de parte o todas las secuencias de acido nucleico codificadas por el vector.
Estan disponibles numerosas lineas celulares y cultivos para uso como célula hospedadora, y pueden obtenerse
mediante la American Type Culture Collection (ATCC), que es una organizacion que sirve como archivo para cultivos
vivos y materiales genéticos. Puede determinarse el hospedador apropiado por un especialista en la materia
basandose en la cadena principal vectorial y el resultado deseado. Puede introducirse un plasmido o cdsmido, por
ejemplo, en una célula hospedadora procariotica para la replicacion de muchos vectores. Las células bacterianas
usadas como células hospedadoras para replicacion y/o expresion vectorial incluyen DH5a, JM109 y KC8, asi como
una serie de hospedadores bacterianos disponibles comercialmente tales como SURE® Competent Cells and
Solopack™ Gold Cells (Stratagene®, La Jolla). Como alternativa, podrian usarse células bacterianas tales como E.
coli LE392 como células hospedadoras para virus de fago.

Los ejemplos de células hospedadoras eucaritticas para replicacién y/o expresion de un vector incluyen Hela,
NIH3T3, Jurkat, 293, Cos, CHO, Saos y PC12. Estan disponibles muchas células hospedadoras de diversos tipos
celulares y organismos y seran conocidas por un especialista en la materia. De forma similar, puede usarse un
vector virico junto con una célula hospedadora eucariética o procarittica, particularmente aquel que sea permisivo
para la replicacion o expresion del vector.

Algunos vectores pueden emplear secuencias de control que le permitan replicarse y/o expresarse tanto en células
procaridticas como eucaritticas. Un especialista en la materia entenderia adicionalmente las condiciones en que
incubar todas las células hospedadoras anteriormente descritas para mantenerlas y permitir la replicaciéon de un
vector. Son también entendidas y conocidas las técnicas y condiciones que permitirian la produccién a gran escala
de vectores, asi como la produccion de los acidos nucleicos codificados por vectores y sus polipéptidos, proteinas o
péptidos asociados.

C. Sistemas de expresion

Existen numerosos sistemas de expresién que comprenden al menos una parte o todas las composiciones
discutidas anteriormente. Los sistemas basados en procariotas y/o eucariotas pueden emplearse para uso con la
presente invencion para producir secuencias de acido nucleico, o sus polipéptidos, proteinas y péptidos asociados.
Muchos de dichos sistemas estan comercial y ampliamente disponibles. Aunque los promotores de la presente
invencién son Utiles para expresion especifica de tejido, son por naturaleza promotores/secuencias de control y, por
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tanto, pueden usarse en cualquier sistema de expresion a condiciébn de que regulen la expresién de un
polinucleétido particular.

El sistema de célula de insecto/baculovirus puede producir un alto nivel de expresion de proteina de un segmento de
acido nucleico heterélogo, tal como se describe en las patentes de EE.UU. n°® 5.871.986, 4.879.236, ambas
incorporadas a la presente memoria por referencia, y que puede adquirirse, por ejemplo, con el nombre MaxBac®
2.0 en Invitrogen® y BacPack™ Baculovirus Expression System en Clontech®.

Otros ejemplos de sistemas de expresién incluyen el sistema de expresién de mamifero inducible Complete
Control™ de Stratagene®, que implica un receptor inducible por ecdisona sintético, o su sistema de expresion pET,
un sistema de expresion en E. coli. Otro ejemplo de un sistema de expresion inducible esta disponible en
Invitrogen®, y porta el sistema T-Rex™ (expresion regulada por tetraciclina), un sistema de expresion de mamifero
inducible que usa el promotor de CMV completo. Invitrogen® proporciona también un sistema de expresion de
levadura llamado el sistema de expresion de Pichia methanolica, que esta disefiado para la produccion a alto nivel
de proteinas recombinantes en la levadura metilotrofica Pichia methanolica. Un especialista en la materia sabria
cémo expresar un vector, tal como un constructo de expresién, para producir una secuencia de acido nucleico o su
polipéptido, proteina o péptido asociado.

Il. Composiciones de acido nucleico

En ciertas realizaciones de la presente invencién, se emplean secuencias particulares en los constructos
polinucleotidicos de la invencién y los usos de los mismos. Aunque un especialista en la materia reconocera que
estas secuencias especificas pueden emplearse exactamente como se proporcionan en la presente memoria, en
otras realizaciones son Utiles secuencias que son similares a las secuencias ejemplares proporcionadas en la
presente memoria al menos en parte como secuencias reguladoras de cancer especificas de tejido.

Ciertas realizaciones de la presente invencién se refieren a un acido nucleico regulador especifico de tejido (que
puede usarse intercambiablemente con el término “polinucleétido”). En otros aspectos, un acido nucleico de
constructo de expresion comprende un segmento de acido nucleico de SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
17, SEQ ID NO: 18 ejemplares o un equivalente biolégicamente funcional del mismo.

El término “acido nucleico” es bien conocido en la materia. Un “acido nucleico” como se usa en la presente memoria
designara generalmente una molécula (concretamente una hebra) de ADN, ARN o un derivado o analogo de la
misma que comprenda una nucleobase. Una nucleobase incluye, por ejemplo, una base de purina o pirimidina de
origen natural encontrada en el ADN (por ejemplo, una adenina “A”, una guanina “G”, una timina “T” 0 una citosina
“C") o el ARN (por ejemplo, una A, una G, un uracilo “U” o una C”. El término “acido nucleico” engloba los términos
“oligonucledtido” y “polinucleétido”, cada uno como subgénero del término “acido nucleico”. El término
“oligonucledtido” designa una molécula de entre aproximadamente 3 y aproximadamente 100 nucleobases de
longitud. El término “polinucleétido” designa al menos una molécula de mas de aproximadamente 100 nucleobases
de longitud.

Estas definiciones designan generalmente una molécula monocatenaria, pero en realizaciones especificas,
englobaran también una hebra adicional que es parcial, sustancial o totalmente complementaria de la molécula
monocatenaria. Por tanto, un acido nucleico puede englobar una molécula bicatenaria 0 una molécula tricatenaria
gue comprende una 0 mas hebras complementarias o “complementos” de una secuencia particular que comprende
una molécula. Como se usa en la presente memoria, un acido nucleico monocatenario puede designarse por el
sufijo “mc”, un acido nucleico bicatenario por el sufijo “bc” y un acido nucleico tricatenario por el sufijo “tc”.

1. Nucleobases

Como se usa en la presente memoria, una “nucleobase” designa una base heterociclica, tal como por ejemplo una
nucleobase de origen natural (concretamente una A, T, G, C o U) encontrada en al menos un aminoacido de origen
natural (concretamente, ADN y ARN) y derivados y analogos de origen natural o no natural de dicha nucleobase.
Una nucleobase puede formar generalmente uno o mas enlaces de hidrégeno (“asociarse” o “hibridar”) con al menos
una nucleobase de origen natural de manera que pueda sustituir el apareamiento de nucleobases de origen natural
(por ejemplo, el enlace de hidrégenoentre Ay T, Gy Cy Ay U).

Las nucleobases de “purina” y/o “pirimidina” engloban las nucleobases de purina y/o pirimidina de origen natural y
también los derivados y analogos de las mismas incluyendo, pero sin limitacién, aquellas de purina o pirimidina
sustituidas con uno 0 mas de un resto alquilo, carboxialquilo, amino, hidroxilo, halégeno (concretamente, fltor, cloro,
bromo o yodo), tiol o alquiltiol. Los restos alquilo preferidos (por ejemplo, alquilo, carboxialquilo, etc.) comprenden de
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5 a
aproximadamente 6 atomos de carbono. Otros ejemplos no limitantes de una purina o pirimidina incluyen una
desazapurina, una 2,6-diaminopurina, un 5-fluorouracilo, una xantina, una hipoxantina, una 8-bromoguanina, una 8-
cloroguanina, una bromotimina, una 8-aminoguanina, una 8-hidroxiguanina, una 8-metilguanina, una 8-tioguanina,
una azaguanina, una 2-aminopurina, una 5-etilcitosina, una 5-metilcitosina, un 5-bromouracilo, un 5-etiluracilo, un 5-
yodouracilo, un 5-clorouracilo, un 5-propiluracilo, un tiouracilo, una 2-metiladenina, una metiltioadenina, una N,N-
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dimetiladenina, una azadenina, una 8-bromoadenina, una 8-hidroxiadenina, una 6-hidroxiaminopurina, una 6-
tiopurina, una 4-(6-aminohexilcitosina) y similares

Una nucleobase puede estar comprendida en un nucledsido o nucleétido, usando cualquier procedimiento de
sintesis quimica o natural descrito en la presente memoria o conocido por un especialista en la materia.

2. Nucleésidos

Como se usa en la presente memoria, un “nucledsido” designa una unidad quimica individual que comprende una
nucleobase unida covalentemente con un resto ligador de nucleobase. Es un ejemplo no limitante de “resto ligador
de nucleobase” un azlcar que comprende 5 atomos de carbono (concretamente, un “azdcar de 5 carbonos”) que
incluye, pero sin limitacién, una desoxirribosa, una ribosa, una arabinosa o un derivado o analogo de un azucar de 5
carbonos. Los ejemplos no limitantes de derivado o analogo de un azlcar de 5 carbonos incluyen una 2'-fluoro-2’-
desoxirribosa o0 un azucar carbociclico en que un carbono esté sustituido por un atomo de oxigeno en el anillo de
azUcar.

Son conocidos en la materia diferentes tipos de uniones covalentes de una nucleobase con un resto ligador de
nucleobase. A modo de ejemplos no limitantes, tipicamente un nucleésido que comprende una purina
(concretamente A o G) o una nucleobase de 7-desazapurina une covalentemente la posiciéon 9 de una purina o una
7-desazapurina con la posicion 1' de un azucar de 5 carbonos. En otro ejemplo no limitante, tipicamente un
nucledsido que comprende una nucleobase de pirimidina (concretamente C, T o U) une covalentemente la posicion
1 de una pirimidina con la posicion 1’ de un 5 azucar de 5 carbonos (Kornberg y Baker, 1992).

3. Nucledtidos

Como se usa en la presente memoria, un “nucleétido” designa un nucledsido que comprende adicionalmente un
“resto de cadena principal”. Generalmente, el resto de cadena principal une covalentemente un nucleétido con otra
molécula que comprende un nucle6tido, o con otro nucleétido, formando un acido nucleico. El “resto de cadena
principal” en nucleodtidos de origen natural comprende tipicamente un resto de fésforo, que se une covalente con un
azucar de 5 carbonos. La union del resto de cadena principal ocurre tipicamente en la posicion 3’ 0 5’ del azlUcar de
5 carbonos. Sin embargo, son conocidos en la materia otros tipos de uniones, particularmente cuando un nucleétido
comprende derivados o analogos de un azlcar de 5 carbonos de origen natural o un resto de fosforo.

4. Analogos de acido nucleico

Un &cido nucleico puede comprender, o estar compuesto enteramente por, un derivado o andlogo de una
nucleobase, un resto ligador de nucleobase y/o un resto de cadena principal que puede estar presente en un acido
nucleico de origen natural. Como se usa en la presente memoria, un “derivado” designa una forma quimicamente
modificada o alterada de una molécula de origen natural, mientras que los términos “mimético” o “analogo” designan
una molécula que puede parecerse estructuralmente o no a una molécula o resto de origen natural, pero que posee
funciones similares. Como se usa en la presente memoria, un “resto” designa generalmente un componente quimico
0 componente molecular menor de una estructura quimica o molecular mayor. Los analogos o derivados de
nucleobases, nucledsidos y nucle6tidos son bien conocidos en la materia, y se han descrito (véase, por ejemplo,
Scheit, 1980, incorporada a la presente memoria por referencia).

Los ejemplos no limitantes adicionales de nucleésidos, nucle6tidos o acidos nucleicos que comprenden un azucar
de 5 carbonos y/o derivados o analogos del resto de cadena principal incluyen aquellos de la patente de EE.UU. n°
5.681.947, que describe oligonucleétidos que comprenden derivados de purina que forman triples hélices y/o que
evitan la expresién de ADNbc; las patentes de EE.UU. 5.652.099 y 5.763.167, que describen &cidos nucleicos que
incorporan analogos fluorescentes de nucledsidos encontrados en ADN o ARN, particularmente para uso como
sondas de acido nucleico fluorescentes; la patente de EE.UU. 5.614.617, que describe analogos oligonucleotidicos
con sustituciones en los anillos de pirimidina que poseen una estabilidad a la nucleasa potenciada; las patentes de
EE.UU. 5.670.663, 5.872.232 y 5.859.221, que describen analogos oligonucleotidicos con azlcares de 5 carbonos
modificados (concretamente, restos de 2’-desoxifuranosilo modificados) usados en la deteccion de acido nucleico; la
patente de EE.UU. 5.446.137, que describe oligonucleétidos que comprenden al menos un resto de azlcar de 5
carbonos sustituido en la posicion 4’ con un sustituyente distinto de hidrogeno que pueden usarse en ensayos de
hibridacion; la patente de EE.UU. 5.886.165, que describe oligonucleétidos tanto con desoxirribonucleétidos con
ligamientos internucleotidicos 3'-5' como ribonucleétidos con ligamientos internucleotidicos 2’-5'; la patente de
EE.UU. 5.714.606, que describe un ligamiento internucleotidico modificado en el que se reemplaza el oxigeno en
posicion 3’ del ligamiento internucleotidico por un carbono para potenciar la resistencia a nucleasa de los acidos
nucleicos; la patente de EE.UU. 5.672.697, que describe oligonucledtidos que contienen uno o mas ligamientos
internucleotidicos de 5’-metilenfosfonato que potencian la resistencia a nucleasa; las patentes de EE.UU. 5.466.786
y 5.792.847, que describen el ligamiento de un resto sustituyente que puede comprender un farmaco o marcador
con el carbono 2’ de un oligonucleétido para proporcionar una estabilidad a nucleasa potenciada y la capacidad de
suministrar farmacos o restos de deteccion; la patente de EE.UU. 5.223.618, que describe analogos
oligonucleotidicos con un ligamiento de cadena principal de 2 o 3 carbonos que une la posicién 4’ y la posicién 3’ del
resto de azlcar de 5 carbonos adyacente para potenciar la captacion celular, la resistencia a nucleasas y la
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hibridacion con ARN diana; la patente de EE.UU. 5.470.967, que describe oligonucleé6tidos que comprenden al
menos un ligamiento internucleotidico sulfamato o sulfamida que son utiles como sondas de hibridaciéon de acido
nucleico; las patentes de EE.UU. 5.378.825, 5.777.092, 5.623.070, 5.610.289 y 5.602.240, que describen
oligonucledtidos con un resto ligador de 3 o 4 atomos que reemplaza al resto de cadena principal de fosfodiéster,
usado para una resistencia a nucleasa, captacion celular y regulacion de la expresion de ARN mejoradas; la patente
de EE.UU. 5.858.988, que describe un agente portador hidréfobo unido a la posicién 2'-O de oligonucleétidos para
potenciar su permeabilidad por membrana y estabilidad; la patente de EE.UU. 5.214.136, que describe
oligonucleétidos conjugados con antraquinona en el extremo 5 que poseen una hibridacion a ADN o ARN
potenciada y una estabilidad potenciada a nucleasas; la patente de EE.UU. 5.700.922, que describe quimeras de
APN-ADN-APN en las que el ADN comprende nucle6tidos de 2’-desoxieritropentofuranosilo para una resistencia a
nucleasa, afinidad de union y capacidad de activar ARNasa H potenciadas y la patente de EE.UU. 5.708.154, que
describe ARN ligado con ADN formando un hibrido de ADN-ARN.

5. Preparacion de acidos nucleicos

Un acido nucleico puede prepararse mediante cualquier técnica conocida por un especialista en la materia tal como,
por ejemplo, sintesis quimica, produccidon enzimatica o produccién bioldgica. Los ejemplos no limitantes de acido
nucleico sintético (por ejemplo, un oligonucleétido sintético) incluyen un acido nucleico preparado mediante sintesis
guimica in vitro usando la quimica de fosfotriéster, fosfita o fosforamidita y técnicas de fase sélida tales como las
descritas en el documento EP 266.032, incorporado a la presente memoria por referencia, 0 mediante intermedios
de H-fosfonato de desoxinucledsido como se describen por Froehler et al., 1986 y en la patente de EE.UU. n° de
serie 5.705.629, incorporada cada una a la presente memoria por referencia. En los procedimientos de la presente
invencion, pueden usarse uno o mas oligonucleétidos. Se han dado a conocer diversos mecanismos diferentes de
sintesis oligonucleotidica, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. 4.659.774, 4.816.571, 5.141.813, 5.264.566,
4.959.463, 5.428.148, 5.554.744, 5.574.146, 5.602.244, cada una de las cuales se incorpora a la presente memoria
por referencia.

Un ejemplo no limitante de un acido nucleico producido enzimaticamente incluye aquel producido por enzimas en
reacciones de amplificacion tales como PCRTM (véanse, por ejemplo, la patente de EE.UU. 4.683.202 y la patente
de EE.UU. 4.682.195, cada una incorporada a la presente memoria por referencia), o la sintesis de un
oligonucledtido descrita en la patente de EE.UU. n® 5 .645.897, incorporada a la presente memoria por referencia.
Un ejemplo no limitante de acido nucleico producido biolégicamente incluye un &cido nucleico recombinante
producido (concretamente replicado) en una célula viva, tal como un vector de ADN recombinante replicado en
bacterias (véase, por ejemplo, Sambrook et al. 1989, incorporado a la presente memoria por referencia).

6. Purificacion de acidos nucleicos

Un acido nucleico puede purificarse en geles de poliacrilamida, gradientes de centrifugacion de cloruro de cesio o
mediante cualquier otro medio conocido por los especialistas en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
1989, incorporado a la presente memoria por referencia).

En cierto aspecto, la presente invencion se refiere a un acido nucleico que es un acido nucleico aislado. Como se
usa en la presente memoria, el término “acido nucleico aislado” designa una molécula de acido nucleico (por
ejemplo, una molécula de ARN o ADN) que se ha aislado exenta, o esta de otro modo exenta, del conjunto de
acidos nucleicos gendmicos totales y transcritos de una o mas células. En ciertas realizaciones, “acido nucleico
aislado” designa un acido nucleico que se ha aislado exento, o estd de otro modo exento, del conjunto de
componentes celulares o los componentes de reaccion in vitro tales como, por ejemplo, macromoléculas tales como
lipidos o proteinas, moléculas biolégicas pequefias y similares.

7. Segmentos de acido nucleico

En ciertas realizaciones, el acido nucleico es un segmento de &acido nucleico. Como se usa en la presente memoria,
el término “segmento de acido nucleico” son fragmentos menores de un acido nucleico tales como, para ejemplos no
limitantes, aquellos que comprenden solo parte de las secuencias reguladoras para un polinucleétido transcrito
dado.

8. Complementos de acido nucleico

La presente invencion engloba también un &cido nucleico que es complementario de un acido nucleico de la
invencion. En realizaciones particulares, la invencion engloba un acido nucleico o un segmento de acido nucleico
complementario de la secuencia expuesta en las SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18,
por ejemplo. Un &acido nucleico es “complemento” o es “complementario” de otro acido nucleico cuando puede
aparearse por bases con otro acido nucleico segun las reglas de complementariedad de union estandares de
Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inverso. Como se usa en la presente memoria, “otro acido nucleico” puede
designar una molécula separada o una secuencia espacialmente separada de la misma molécula.

Como se usa en la presente memoria, “complementario” o “complemento” designa también un acido nucleico que
comprende una secuencia de nucleobases consecutivas o nucleobases semiconsecutivas (por ejemplo, uno o mas
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restos de nucleobases no estan presentes en la molécula) capaces de hibridar con otra hebra de acido nucleico o
diplex incluso si no todas las nucleobases se aparean por bases con la contrapartida nucleobésica. En ciertas
realizaciones, un acido nucleico “complementario” comprende una secuencia en que aproximadamente 70%,
aproximadamente 71%, aproximadamente 72%, aproximadamente 73%, aproximadamente 74%, aproximadamente
75%, aproximadamente 76%, aproximadamente 77%, aproximadamente 78%, aproximadamente 79%,
aproximadamente 80%, aproximadamente 81%, aproximadamente 82%, aproximadamente 83%, aproximadamente
84%, aproximadamente 85%, aproximadamente 86%, aproximadamente 87%, aproximadamente 88%,
aproximadamente 89%, aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente
93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 99% hasta aproximadamente 100%, y cualquier intervalo derivable de los
mismos, de la secuencia nucleobéasica puede aparearse por bases con una molécula de acido nucleico mono- o
bicatenaria durante la hibridacién. En ciertas realizaciones, el término “complementario” designa un acido nucleico
gue puede hibridar con otra hebra o ddplex de &cido nucleico en condiciones rigurosas, como entendera un
especialista en la materia.

En ciertas realizaciones, un acido nucleico “parcialmente complementario” comprende una secuencia que puede
hibridar en condiciones de bajo rigor con un acido nucleico mono- o bicatenario o que contiene una secuencia en
que menos de aproximadamente un 70% de la secuencia nucleobasica es capaz de apareamiento por bases con
una molécula de 4cido nucleico mono- o bicatenaria durante la hibridacion.

9. Hibridacién

Como se usa en la presente memoria, “hibridacion”, “hibrida” o “capaz de hibridar’ se entiende que significa la
formacion de una molécula bi- o tricatenaria 0 una molécula de naturaleza bi- o tricatenaria parcial. El término “se
asocia” como se usa en la presente memoria es sinénimo de “hibrida”. El término “hibridacién”, “hibrida” o “capaz de
hibridaciéon” engloba los términos “condiciones rigurosas” o “alto rigor” y los términos “bajo rigor” o “condiciones de
bajo rigor”.

Como se usa en la presente memoria, “condiciones rigurosas” o de “alto rigor” son aquellas condiciones que
permiten la hibridacion entre o en una 0 mas hebras de acido nucleico que contienen secuencias complementarias,
pero impide la hibridaciéon de secuencias aleatorias. Las condiciones rigurosas toleran poco desapareamiento, o
ninguno, entre un acido nucleico y una hebra diana. Dichas condiciones son bien conocidas por los especialistas en
la materia, y se prefieren para aplicaciones que requieran una alta selectividad. Las aplicaciones no limitantes
incluyen aislar un acido nucleico, tal como un gen o segmento de acido nucleico del mismo, o detectar al menos un
transcrito de ARNm especifico o un segmento de acido nucleico del mismo, y similares.

Las condiciones rigurosas pueden comprender condiciones pobres en sales y/o de alta temperatura, tales como las
proporcionadas por NaCl de aproximadamente 0,02 M a aproximadamente 0,15 M a temperaturas de
aproximadamente 50°C a aproximadamente 70°C. Se entiende que la temperatura y la fuerza iénica de un rigor
deseado se determinan en parte por la longitud del acido o acidos nucleicos particulares, la longitud y contenido de
nucleobases de la secuencia o secuencias diana, la composicién de carga del acido o acidos nucleico y la presencia
o concentracion de formamida, cloruro de tetrametilamonio u otro disolvente o disolventes en una mezcla de
hibridacion.

Se entiende también que estos intervalos, composiciones y condiciones de hibridacién se mencionan a modo de
ejemplos no limitantes solo, y que el rigor deseado para una reaccion de hibridacion particular se determina a
menudo empiricamente por comparacién con uno o0 mas controles positivos o negativos. Dependiendo de la
aplicacion prevista, se prefiere emplear condiciones de hibridacién variables para conseguir grados variables de
selectividad de un acido nucleico hacia una secuencia diana. En un ejemplo no limitante, la identificacion o
aislamiento de un acido nucleico diana relacionado que no hibrida con un acido nucleico en condiciones rigurosas
puede conseguirse mediante hibridacion a baja temperatura y/o alta fuerza ionica. Dichas condiciones se denominan
de “bajo rigor” o condiciones de bajo rigor”, y los ejemplos no limitantes de bajo rigor incluyen la hibridacién
efectuada en NaCl de aproximadamente 0,15 M a aproximadamente 0,9 M en un intervalo de temperatura de
aproximadamente 20 a aproximadamente 50°C. Por supuesto, esta dentro de las habilidades de un especialista en
la materia modificar adicionalmente las condiciones de alto o bajo rigor para adecuarlas a una aplicacién particular.

El acido o acidos nucleicos de la presente invencion, independientemente de la longitud de la secuencia misma,
pueden combinarse con otras secuencias de acido nucleico incluyendo, pero sin limitaciéon, promotores,
potenciadores, sefiales de poliadenilacién, sitios de enzima de restriccidn, sitios de clonacion mdltiple, segmentos
codificantes y similares, para crear uno 0 mas constructos de acido nucleico. Como se usa en la presente memoria,
un “constructo de acido nucleico” es un acido nucleico genomanipulado o alterado por la mano del hombre, y
comprende generalmente una o mas secuencias de acido nucleico organizadas por la mano del hombre.

En un ejemplo no limitante, puede prepararse uno o mas constructos de acido nucleico que incluyen un tramo
contiguo de nucleétidos idéntico a o0 complementario de las SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 17 o0 SEQ
ID NO: 18, por ejemplo, Un constructo de acido nucleico puede ser de aproximadamente 3, aproximadamente 5,
aproximadamente 8, aproximadamente 10 a aproximadamente 14 o aproximadamente 15, aproximadamente 20,
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aproximadamente 30, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 100, aproximadamente 200,
aproximadamente 500, aproximadamente 1.000, aproximadamente 2.000, aproximadamente 3.000,
aproximadamente 5.000, aproximadamente 10.000, aproximadamente 15.000, aproximadamente 20.000,
aproximadamente 30.000, aproximadamente 50.000, aproximadamente 100.000, aproximadamente 250.000,
aproximadamente 500.000, aproximadamente 750.000 hasta aproximadamente 1.000.000 nucledtidos de longitud,
asi como constructos de mayor tamafio, hasta e incluyendo tamafios cromosémicos (incluyendo todas las longitudes
intermedias e intervalos intermedios), dado que la aparicion de constructos de &cido nucleico tales como
cromosomas artificiales de levadura es conocida por los especialistas en la materia. Se entendera facilmente que las
“longitudes intermedias” e ‘“intervalos intermedios”, como se usan en la presente memoria, significan cualquier
longitud o intervalo incluido o entre los valores indicados (concretamente, todos los enteros incluidos y entre dichos
valores). Los ejemplos no limitantes de longitudes intermedias incluyen aproximadamente 11, aproximadamente 12,
aproximadamente 13, aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, etc.;
aproximadamente 21, aproximadamente 22, aproximadamente 23, etc.; aproximadamente 31, aproximadamente 32,
etc.; aproximadamente 51, aproximadamente 52, aproximadamente 53, etc.; aproximadamente 101,
aproximadamente 102, aproximadamente 103, etc.; aproximadamente 151, aproximadamente 152,
aproximadamente 153, etc.; aproximadamente 1.001, aproximadamente 1.002, etc.; aproximadamente 50.001,
aproximadamente 50.002, etc.; aproximadamente 750.001, aproximadamente 750.002, etc.; aproximadamente
1.000.001, aproximadamente 1.000.002, etc. Los ejemplos no limitantes de intervalos intermedios incluyen de
aproximadamente 3 a aproximadamente 32, de aproximadamente 150 a aproximadamente 500.001, de
aproximadamente 3.032 a aproximadamente 7.145, de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 15.000, de
aproximadamente 20.007 a aproximadamente 1.000.003, etc.

La expresion “una secuencia esencialmente como se expone en la SEQ ID NO: 12" o “una secuencia esencialmente
como se expone en la SEQ ID NO: 13", por ejemplo, significa que la secuencia corresponde sustancialmente con
una porcion de la SEQ ID NO: 12 y la SEQ ID NO: 13 y que tiene relativamente pocos nucleétidos que no son
idénticos a, o un equivalente funcional biolégico de, los nucleétidos respectivos de la SEQ ID NO: 12 y/o SEQ ID
NO: 13. Por tanto, “una secuencia esencialmente como se expone en la SEQ ID NO: 12” o “una secuencia
esencialmente como se expone en la SEQ ID NO: 13" engloba acidos nucleicos, segmentos de acido nucleico y
genes que comprenden parte o todas las secuencias de acido nucleico como se exponen la SEQ ID NO: 12 y/o la
SEQ ID NO: 13.

La expresidn “equivalente bioldgicamente funcional” es bien entendido en la materia y se define adicionalmente con
detalle en la presente memoria. Por consiguiente, una secuencia que tenga entre aproximadamente 70% vy
aproximadamente 80%; o mas preferiblemente entre aproximadamente 81% y aproximadamente 90%; o incluso mas
preferiblemente, entre aproximadamente 91% y aproximadamente 99% de nucleétidos que son idénticos o
funcionalmente equivalentes a los nucledétidos de las secuencias designadas en la presente memoria, tales como las
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18 ejemplares, serd una secuencia que es
respectivamente “esencialmente como se expone en las SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 17 o0 SEQ ID
NO: 18", a condicion de que se mantenga la actividad biologica de las secuencias.

En ciertas otras realizaciones, la invencion se refiere al menos a un vector recombinante que incluye en su
secuencia una secuencia de acido nucleico esencialmente como se expone en las SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18.

Ill. Polinucledtidos terapéuticos

El polinucleétido terapéutico cuya expresion esta controlada por las secuencias de control de la invencion
englobadas por la invencion puede ser de cualquier tipo, a condicion de que el producto génico codificado genere
asi un efecto anticanceroso. Los efectos anticancerosos incluyen apoptosis en al menos una célula cancerosa,
inhibicion de la proliferacion de al menos una célula cancerosa, mejora de al menos un sintoma de cancer en un
individuo y demas. En realizaciones particulares, el polinucledtido terapéutico codifica una forma mutante de Bik,
incluyendo los mutantes BikT33D, BikS35D y Bik T33DS35D ejemplares, que se describen en la solicitud de patente
de EE.UU. n°® 10/816.698, incorporada por referencia a la presente memoria en su totalidad.

El polinucleétido terapéutico puede ser de cualquier tipo conocido por los especialistas en la materia o descubierto
después. En realizaciones particulares, codifica inhibidores de la proliferacion celular, reguladores de la muerte
celular programada, supresores tumorales y/o secuencias anticodificantes de inductores de la proliferacion celular.
El polinucleétido terapéutico puede codificar ARN interferentes pequefios 0 secuencias anticodificantes. Los
ejemplos de polinucleétidos terapéuticos incluyen aquellos que codifican TNFa o p53 o que codifican inductores
polipeptidicos de la apoptosis incluyendo, pero sin limitacién, Bik, p53, Bax, Bak, Bcl-x, Bad, Bim, Bok, Bid, Harakiri,
Ad E1B, Bad y proteasas ICE-CED3. Otros polinucleétidos terapéuticos ejemplares incluyen aquellos que codifican
retinoblastoma, Blk, IL-12, IL-10, IFN-a, citosina desaminasa, GM-CSF, E1A y otras proteinas proapoptoticas, por
ejemplo. Puede utilizarse un polinucleétido que codifica una sustitucion aminoacidica en la treonina 33, serina 35 o
ambas de Bik mutante. En aspectos particulares de estas realizaciones, los aminoacidos del polipéptido Bik mutante
estan sustituidos con aspartato. En otros aspectos particulares, un Bik mutante es defectivo de uno o mas sitios de
fosforilacion. Los polinucledtidos terapéuticos adicionales incluyen TNFa o p53 o inductores de la apoptosis,
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incluyendo, pero sin limitacién, Bik, p53, Bax, Bak, Bcl-x, Bad, Bim, Bok, Bid, Harakiri, Ad E1B, Bad y proteasas ICE-
CED3.

IV. Suministro de acido nucleico

El enfoque general de los aspectos de la presente invencion respecto a las composiciones y/o productos
terapéuticos es proporcionar una célula con un constructo génico que codifique una proteina, polipéptido o péptido
de Bik mutante especifico y/o deseado, permitiendo asi que tenga efecto la actividad deseada de la proteina,
polipéptido o péptido. Aunque es concebible poder suministrar directamente el constructo génico y/o proteina, una
realizacién preferida implica proporcionar un &cido nucleico que codifica una proteina, polipéptido o péptido
especifico y deseado a la célula. Siguiendo esta provision, la composicidon proteica se sintetiza mediante la
maquinaria transcripcional y traduccional de la célula, asi como cualquiera que pueda proporcionarse por el
constructo de expresion. Al proporcionar secuencias anticodificantes, ribozimas y otros inhibidores, el modo
preferido es también proporcionar un acido nucleico que codifique el constructo a la célula.

En ciertas realizaciones de la invencion, el acido nucleico que codifica el gen puede integrarse establemente en el
genoma de la célula. En otras realizaciones adicionales, el acido nucleico puede mantenerse establemente en la
célula como un segmento episémico separado de ADN. Dichos segmentos de acido nucleico y “episomas” codifican
secuencias suficientes para permitir el mantenimiento y replicaciéon independientes y en sincronizacién con el ciclo
de la célula hospedadora. Como se suministra el constructo de expresiéon a una célula y/o dénde permanece el acido
nucleico en la célula depende del tipo de constructo de expresion empleado.

A. Suministro de ADN usando vectores viricos

La capacidad de ciertos virus de infectar células y entrar en células mediante endocitosis mediada por receptor, y de
integrarse en el genoma de la célula hospedadora y/o expresar genes viricos estable y/o eficazmente los ha hecho
candidatos atractivos para la transferencia de genes ajenos a células de mamifero. Los vectores de terapia génica
preferidos de la presente invencion seran generalmente vectores viricos.

Aungue algunos virus que pueden aceptar material genético ajeno estan limitados en el nimero de nucleétidos que
pueden acomodar y/o en el intervalo de células que infectan, se ha demostrado que estos virus efectlan
exitosamente la expresion génica. Sin embargo, los adenovirus no integran su material genético en el genoma del
hospedador y/o por lo tanto no requieren la replicacion del hospedador para la expresion génica, haciéndolos
idealmente adecuados para una expresion génica heteréloga rapida y eficaz. Las técnicas para la preparacion de
virus infecciosos defectivos de replicacion son bien conocidas en la materia.

Por supuesto, al usar sistemas de suministro virico, se deseara purificar suficientemente el virién para volverlo
esencialmente exento de contaminantes indeseados, tales como particulas viricas interferentes defectivas y
endotoxinas y otros pirdgenos, de tal modo que no causen reacciones indeseadas en la célula, animal y/o individuo
receptor del constructo vectorial. Un medio preferido de purificacién del vector implica el uso de gradientes de
densidad flotantes tales como centrifugacion en gradiente de cloruro de cesio.

1. Vectores adenoviricos

Un procedimiento particular para el suministro de los constructos de expresion implica el uso de un vector de
expresion adenovirico. Aunque los vectores adenoviricos son conocidos por tener una baja capacidad de integracion
en ADN gendmico, este rasgo estd compensado por la alta eficacia de la transferencia génica proporcionada por
estos vectores. “Vector de expresién adenovirico” se pretende que incluya aquellos constructos que contienen
secuencias adenoviricas suficientes para (a) apoyar el empaquetamiento del constructo y/o (b) expresar en ultima
instancia un constructo especifico de tejido y/o célula que se ha clonado en el mismo.

El vector de expresion comprende una forma genomanipulada de adenovirus. El conocimiento de la organizacion
genética del adenovirus, un virus de ADN bicatenario lineal de 36 kb, permite la sustitucién de grandes trozos de
ADN adenovirico por secuencias ajenas de hasta 7 kb (Grunhaus y Horwitz, 1992). En contraposiciéon con los
retrovirus, la infeccién adenovirica de células hospedadoras no da como resultado la integracién cromosomica,
porque el ADN adenovirico puede replicar de manera episémica sin genotoxicidad potencial. También los adenovirus
son estructuralmente estables y/o no se ha detectado redistribucién gendémica después de una extensa
amplificacion.

El adenovirus es particularmente adecuado para uso como vector de transferencia génica debido a su genoma de
tamafo medio, facilidad de manipulacion, alta valoracion, amplio intervalo de células diana y/o alta infectividad.
Ambos extremos del genoma virico contienen 100-200 repeticiones invertidas de pares de bases (ITR), que son
elementos en cis necesarios para la replicacion y/o empaquetamiento de ADN virico. Las regiones temprana (E) y/o
tardia (L) del genoma contienen diferentes unidades de transcripcion que estan divididas por el inicio de la
replicaciéon de ADN virico. La region E1 (E1A y/o E1B) codifica proteinas responsables de la regulacion de la
transcripcion del genoma virico y/o unos pocos genes celulares. La expresion de la region E2 (E2A y/o E2B) da
como resultado la sintesis de las proteinas para replicacion de ADN virico. Estas proteinas estan implicadas en la
replicacién de ADN, la expresién de genes tardios y/o la desactivacion de células hospedadoras (Renan, 1990). Los
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productos de los genes tardios, incluyendo la mayoria de proteinas de capsida virica, se expresan solo después de
un procesamiento significativo de un Unico transcrito primario originado por el promotor tardio principal (MLP). El
MLP (localizado a 16,8 u.m.) es particularmente eficaz durante la infeccion de fase tardia y/o todos los ARNm
originados por este promotor poseen una secuencia lider tripartita 5’ (TPL) que los hace ARNm preferidos para
traduccién.

En un sistema actual, el adenovirus recombinante se genera a partir de recombinacién homéloga entre un vector
lanzadera y un vector provirico. Debido a la posible recombinacién entre dos vectores proviricos, pueden generarse
adenovirus de tipo silvestre en este proceso. Por lo tanto, es critico aislar un Unico clon del virus a partir de una
placa individual y/o examinar su estructura genémica.

La generacion y/o propagacion de los vectores adenoviricos actuales, que son deficientes en replicacion, dependen
de una Unica linea celular auxiliar, designada 293, que se ha transformado a partir de células de rifién embrionarias
humanas por fragmentos de ADN de Ad5 y que expresa constitutivamente proteinas E1 (E1A y/o E1B; Graham et
al., 1977). Puesto que la region E3 es prescindible en el genoma adenovirico (Jones y Shenk, 1978), los actuales
vectores adenoviricos, con la ayuda de células 293, portan ADN ajeno en las regiones E1, D3 y ambas (Graham y
Prevec, 1991). Recientemente, se han descrito vectores adenoviricos que comprenden deleciones en la regién E4
(patente de EE.UU. 5.670,488, incorporada a la presente memoria por referencia).

En la naturaleza, los adenovirus pueden empaquetar aproximadamente un 105% del genoma de tipo silvestre
(Ghosh-Choudhury et al.,, 1987), proporcionando la capacidad para aproximadamente 2 kb extra de ADN.
Combinado con los aproximadamente 5,5 kb de ADN que son reemplazables en las regiones E1 y/o E3, la
capacidad méaxima del vector adenovirico actual es inferior a 7,5 kb y/o aproximadamente un 15% de la longitud total
del vector. Mas de un 80% del genoma virico adenovirico permanece en la cadena principal vectorial.

Las lineas celulares auxiliares pueden derivar de células humanas tales como células de rifion embrionarias, células
musculares, células hematopoyéticas humanas y otras células mesenquimaticas y epiteliales humanas. Como
alternativa, las células auxiliares pueden derivar de células de otras especies de mamifero que sean permisivas de
adenovirus humanos. Dichas células incluyen, por ejemplo, células Vero y otras células mesenquimaticas y/o
epiteliales embrionarias de mono. Como se afirma anteriormente, la linea celular auxiliar preferida es 293.

Recientemente, Racher et al. (1995) han dado a conocer procedimientos mejorados para el cultivo de células 293
y/o la propagacion de adenovirus. En un formato, se cultivan agregados de células naturales inoculando células
individuales a matraces giratorios siliconizados de 1 | (Techne, Cambridge, RU) que contienen 100-200 ml de medio.
Después de agitar a 40 rpm, se estima la viabilidad celular con azul de tripano. En otro formato, se emplean
microportadores Fibra-Cel (Bibby Sterlin, Stone, RU) (5 g/l) como sigue. Se afiade un inéculo celular, resuspendido
en 5 ml de medio, al portador (50 ml) en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y/o se deja estacionario con agitacion
ocasional durante 1 a 4 h. Se reemplaza entonces el medio con 50 ml de medio reciente y/o se inicia la agitacion.
Para la produccion de virus, se dejan crecer las células hasta aproximadamente un 80% de confluencia, después de
dicho tiempo se reemplaza el medio (hasta un 25% del volumen final) y/o se afiade adenovirus a una MOI de 0,05.
Se dejan los cultivos estacionarios durante una noche, después de lo cual se aumenta el volumen a 100% y/o se
inicia la agitacion durante otras 72 h.

Aparte del requisito de que el vector adenovirico sea defectivo de replicacion, y al menos condicionalmente
defectivo, no se cree que la naturaleza del vector adenovirico sea crucial para la practica exitosa de la invencion. El
adenovirus puede ser de cualquiera de los 42 serotipos diferentes conocidos y los subgrupos A-F. El adenovirus de
tipo 5 del subgrupo C es el material de partida preferido para obtener el vector adenovirico defectivo de replicacion
condicional para uso en la presente invencion. Esto es debido a que el adenovirus de tipo 5 es un adenovirus
humano del que se conoce una gran cantidad de informacién bioquimica y genética, y se ha usado histéricamente
para la mayoria de construcciones que emplean adenovirus como vector.

Como se afirma anteriormente, el vector tipico segun la presente invencion es defectivo de replicaciéon y no tendra
una region E1 adenovirica. Por tanto, lo mas conveniente sera introducir el constructo transformante en la posicion
en que se han eliminado las secuencias codificantes de E1. Sin embargo, la posicién de insercién del constructo en
las secuencias adenoviricas no es critica para la invencion. El polinucleétido que codifica el gen de interés puede
insertarse también en lugar de la regidon E3 eliminada en vectores de reemplazo de E3 como se describe por
Karlsson et al. (1986) y en la region E4 cuando una linea celular auxiliar y un virus auxiliar complementen el defecto
de E4.

El crecimiento y/o manipulaciéon de adenovirus son conocidos por los especialistas en la materia y/o exhiben un
amplio intervalo de hos?edadores in vitro e in vivo. Este grupo de virus puede obtenerse con altas valoraciones, por
ejemplo, de 10° a 10" unidades de formacién de placa por ml, y son altamente infecciosos. El ciclo vital del
adenovirus no requiere la integracion en el genoma de la célula hospedadora. Los genes ajenos suministrados por
vectores adenoviricos son episémicos y, por lo tanto, tienen una baja genotoxicidad para las células hospedadoras.
No se han resefiado efectos secundarios en estudios de vacunacién con adenovirus de tipo silvestre (Couch et al.,
1963; Top et al., 1971), demostrando su seguridad y/o potencial terapéutico como vectores de transferencia génica
in vivo.
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Los vectores adenoviricos se han usado en la expresion de genes eucarioticos (Levrero et al., 1991; Gomez-Foix et
al., 1992) y en el desarrollo de vacunas (Grunhaus y Horwitz, 1992; Graham y Prevec, 1992). Recientemente,
estudios animales han sugerido que los adenovirus recombinantes podrian usarse para terapia génica (Stratford-
Perricaudet y Perricaudet, 1991a; Stratford-Perricaudet et al., 1991b; Rich et al., 1993). Los estudios de
administracion de adenovirus recombinantes a diferentes tejidos incluyen la instilacion traqueal (Rosenfeld et al.,
1991; Rosenfeld et al., 1992), inyeccion muscular (Ragot et al., 1993), inyecciones intravenosas periféricas (Herz y
Gerard, 1993) y/o inoculacion estereotactica en el cerebro (Le Gal La Salle et al.,, 1993). Los adenovirus
recombinantes y virus adenoasociados (véase anteriormente) pueden tanto infectar como transducir células
primarias humanas no en division.

2. Vectores de VAA

El virus adenoasociado (VAA) es un sistema vectorial atractivo para uso en la transduccion celular de la presente
invencion ya que tiene una alta frecuencia de integracion y puede infectar células no en division, haciéndolo asi util
para el suministro de genes a células de mamifero, por ejemplo, en cultivo de tejido (Muzyczka, 1992) e in vivo. El
VAA tiene un amplio intervalo de infectividad por hospedadores (Tratschin et al., 1984; Laughlin et al., 1986;
Lebkowski et al., 1988; McLaughlin et al., 1988). Los detalles referentes a la generacion y uso de vectores de VAAr
se describen en la patente de EE.UU. n° 5.139.941 y/o la patente de EE.UU. n°® 4,797.368, cada una incorporada a
la presente memoria por referencia.

Los estudios que demuestran el uso de VAA en el suministro génico incluyen LaFace et al. (1988); Zhou et al.
(1993); Flotte et al. (1993) y Walsh et al. (1994). Los vectores de VAA recombinantes se han usado exitosamente
para la transduccion in vitro y/o in vivo de genes marcadores (Kaplitt et al., 1994; Lebkowski et al., 1988; Samulski et
al., 1989; Yoder et al., 1994; Zhou et al., 1994; Hermonat y Muzyczka, 1984; Tratschin et al., 1985; McLaughlin et al.,
1988) y genes implicados en enfermedades humanas (Flotte et al., 1992; Luo et al., 1994; Ohi et al., 1990; Walsh et
al., 1994; Wei et al., 1994). Recientemente, se ha aprobado un vector de VAA para ensayos humanos de fase | para
el tratamiento de fibrosis quistica.

El VAA es un parvovirus dependiente porque requiere la coinfeccion con otro virus (0 adenovirus o un miembro de la
familia de herpesvirus) para experimentar una infeccidon productiva en células cultivadas (Muzyczka, 1992). En
ausencia de coinfeccion con virus auxiliar, el genoma de VAA de tipo silvestre se integra a través de sus extremos
en el cromosoma 19 humano, donde reside en estado latente como provirus (Kotin et al., 1990; Samulski et al.,
1991). El VAAr, sin embargo, no esta limitado al cromosoma 19 para integracion, a menos que se exprese también
la proteina Rep de VAA (Shelling y Smith, 1994). Cuando una célula portadora de un provirus VAA se superinfecta
con un virus auxiliar, el genoma de VAA se “rescata” del cromosoma y de un plasmido recombinante y/o se
establece una infeccidon productiva normal (Samulski et al., 1989; McLaughlin et al., 1988; Kotin et al., 1990;
Muzyczka, 1992).

Tipicamente, el virus VAA recombinante (VAAr) se prepara cotransfectando un plasmido que contiene el gen de
interés flanqueado por las dos repeticiones terminales de VAA (McLaughlin et al., 1988; Samulski et al., 1989; cada
uno incorporado a la presente memoria como referencia) y/o un plasmido de expresién que contiene las secuencias
codificantes de VAA de tipo silvestre sin las repeticiones terminales, por ejemplo, pIM45 (McCarty et al., 1991;
incorporado a la presente memoria como referencia). Las células se infectan y transfectan también con adenovirus y
plasmidos portadores de los genes adenoviricos requeridos para la funcion auxiliar de VAA. Los conjuntos de virus
VAAr preparados de dicho modo estan contaminados con adenovirus, que deben separarse fisicamente de las
particulas de VAAr (por ejemplo, mediante centrifugacién por densidad de cloruro de cesio). Como alternativa,
podrian usarse los vectores adenoviricos que contienen las regiones codificantes de VAA y las lineas celulares que
contienen las regiones codificantes de VAA y algunos o todos los genes auxiliares de adenovirus (Yang et al., 1994;
Clark et al., 1995). Pueden usarse también lineas celulares portadoras de ADN de VAAr como provirus integrados
(Flotte et al., 1995).

3. Vectores retroviricos

Los retrovirus son prometedores como vectores de suministro génico debido a su capacidad de integrar sus genes
en el genoma hospedador, transfiriendo una gran cantidad de material genético ajeno, infectando un amplio espectro
de especies y tipos celulares y empaquetandose en lineas celulares especiales (Miller, 1992).

Los retrovirus son un grupo de virus de ARN monocatenarios caracterizados por la capacidad de convertir su ARN
en ADN bicatenario en células infectadas mediante un proceso de transcripcion inversa (Coffin, 1990). EI ADN
resultante se integra establemente entonces en los cromosomas celulares como provirus y/o dirige la sintesis de
proteinas viricas. La integracion da como resultado la retencion de las secuencias génicas viricas en la célula
receptora y/o sus descendientes. El genoma retrovirico contiene tres genes, gag, pol, y/o env, que codifican las
proteinas de capsida, enzima polimerasa y componentes de cubierta, respectivamente. Una secuencia encontrada
en direccion 5’ del gen gag contiene una sefial para el empaquetamiento del genoma en viriones. Estan presentes
dos secuencias de repeticion terminal larga (LTR) en los extremo 5 y 3’ del genoma virico. Estas contienen
secuencias promotoras y potenciadoras fuertes y son también necesarias para la integracion en el genoma de la
célula hospedadora (Coffin, 1990).
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Para construir un vector retrovirico, se inserta un acido nucleico que codifica un gen de interés en el genoma virico
en el lugar de ciertas secuencias viricas para producir un virus que es defectivo de replicacién. Para producir
viriones, se construye una linea celular de empaquetamiento que contiene los genes gag, pol y env pero sin las LTR
y componentes de empaquetamiento (Mann et al., 1983). Cuando un plasmido recombinante que contiene un ADNc,
junto con las LTR retroviricas y secuencias de empaguetamiento, se introduce en esta linea celular (mediante
precipitacion con fosfato de calcio, por ejemplo), la secuencia de empaquetamiento permite empaquetar el transcrito
de ARN del plasmido recombinante en particulas viricas, que se secretan entonces al medio de cultivo (Nicolas y
Rubenstein, 1988; Temin, 1986; Mann et al., 1983). Se recoge entonces el medio que contiene los retrovirus
recombinantes, opcionalmente se concentra y se usa para transferencia génica. Los vectores retroviricos son
capaces de infectar una amplia variedad de tipos celulares. Sin embargo, la integracién y/o expresién estable
requieren la divisién de las células hospedadoras (Paskind et al., 1975).

Es problematico con el uso de vectores retroviricos defectivos la potencial aparicién de virus competentes de
replicacién de tipo silvestre en las células de empaquetamiento. Esto puede ser el resultado de eventos de
recombinacién en que la secuencia intacta del virus recombinante se inserta en direcciéon 5’ de la secuencia de gag,
pol, env integrada en el genoma de la célula hospedadora. Sin embargo, estan ahora disponibles nuevas lineas
celulares de empaquetamiento que deberian reducir en gran medida la probabilidad de recombinacion (Markowitz et
al., 1988; Hersdorffer et al., 1990).

Se ha resefiado el suministro génico usando vectores retroviricos de segunda generacion. Kasahara et al. (1994)
han preparado una variante genomanipulada del virus de leucemia de murino Moloney, que infecta normalmente
solo células de ratdn, y han modificado una proteina de cubierta de modo que el virus se una especificamente a, e
infecte, células humanas portadoras del receptor de eritropoyetina (EPO). Esto se consiguid insertando una porcion
de la secuencia de EPO en una proteina de cubierta para crear una proteina quimérica con una nueva especificidad
de unién.

4, Otros vectores viricos

Pueden emplearse otros vectores viricos como constructos de expresion en la presente invencién. Pueden
emplearse vectores derivados virus tales como virus Vaccinia (Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; Coupar et
al., 1988), virus Sindbis, citomegalovirus y/o herpesvirus simple. Ofrecen varios rasgos atractivos para diversas
células de mamifero (Friedmann, 1989; Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; Coupar et al., 1988; Horwich et
al., 1990).

Con el reciente reconocimiento de los virus de hepatitis B defectivos, se ha logrado una nueva perspectiva sobre la
relacion estructura-funcion de diferentes secuencias viricas. Estudios in vitro han mostrado que el virus podria
retener la capacidad de empaquetamiento dependiente del auxiliar y transcripcién inversa a pesar de la delecién de
hasta un 80% de su genoma (Horwich et al., 1990). Esto sugeria que podrian reemplazarse grandes porciones del
genoma por material genético ajeno. Chang et al. han introducido recientemente el gen de cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) en el genoma del virus de la hepatitis B de pato en lugar de las secuencias codificantes de
polimerasa, de superficie y/o presuperficie. Se cotransfectd con virus de tipo silvestre en una linea celular de
hematoma aviar. Se usaron medios de cultivo que contenian altas valoraciones del virus recombinante para infectar
hepatocitos de pato joven primarios. Se detecto la expresion estable del gen CAT durante al menos 24 dias después
de la transfeccion (Chang et al., 1991).

En ciertas realizaciones adicionales, el vector de terapia génica sera el HSV. Un factor que hace al HSV un vector
atractivo es el tamafio y organizacién del genoma. Debido a que el HSV es grande, la incorporacién de multiples
genes y moédulos de expresidon es menos problematica que en otros sistemas viricos menores. Ademas, la
disponibilidad de diferentes secuencias de control virico de rendimiento variable (tiempo, fuerza, etc.) hace posible
controlar la expresion en mayor medida que en otros sistemas. Es también una ventaja que el virus tenga
relativamente pocos mensajes cortados y empalmados, facilitando adicionalmente las manipulaciones genéticas. El
HSV es también relativamente facil de manipular y/o puede cultivarse a altas valoraciones. Por tanto, el suministro
es menos problematico, tanto en términos de los volimenes necesarios para conseguir una MOI suficiente como por
la necesidad reducida de repetir dosificaciones.

5. Virus modificados

En aln otras realizaciones de la presente invencion, los acidos nucleicos para suministrar se albergan en un virus
infeccioso que se ha genomanipulado para expresar un ligando de unién especifico. La particula virica se unira por
tanto especificamente con los receptores asociados de la célula diana y suministrara los contenidos a la célula. Se
ha desarrollado recientemente un enfoque novedoso disefiado para permitir la orientacion especifica de vectores
retroviricos basandose en la modificacion quimica de un retrovirus mediante la adicion quimica de residuos de
lactosa a la cubierta virica. Esta modificacion puede permitir la infeccion especifica de hepatocitos mediante
receptores de sialoglucoproteina.

Se ha diseflado otro enfoque para la orientacion de retrovirus recombinantes en que se usaban anticuerpos
biotinilados contra una proteina de cubierta retrovirica y/o contra un receptor celular especifico. Los anticuerpos se
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acoplaron mediante los componentes de biotina usando estreptavidina (Roux et al., 1989). Usando anticuerpos
contra antigenos de la clase | y clase Il del complejo de histocompatibilidad principal, demostraron la infeccion de
una variedad de células humanas que portaban esos antigenos de superficie con un virus ecotrépico in vitro (Roux
et al., 1989).

B. Otros procedimientos de suministro de ADN

En diversas realizaciones de la invencién, se suministra ADN a una célula en forma de constructo de expresion.
Para efectuar la expresion de un constructo génico, el constructo génico debe suministrarse a una célula. Como se
describe en la presente memoria, el mecanismo preferido para suministro es mediante infeccién virica, en que el
constructo de expresion se encapsida en una particula virica infecciosa. Sin embargo, estan también contemplados
por la presente invencién varios procedimientos no viricos para la transferencia de constructos de expresiéon a
células. En una realizacion de la presente invencién, el constructo de expresion puede consistir solo en ADN
recombinante desnudo y/o plasmidos. La transferencia del constructo puede efectuarse mediante cualquiera de los
procedimientos mencionados que permeabilizan fisica y/o quimicamente la membrana celular. Algunas de estas
técnicas pueden adaptarse exitosamente para uso in vivo y/o ex vivo, como se discute a continuacion.

C. Transfeccién mediada por liposoma

En una realizacion adicional de la invencion, el constructo de expresion puede atraparse en un liposoma. Los
liposomas son estructuras vesiculares caracterizadas por una membrana bicapa lipidica y/o un medio acuoso
interno. Los liposomas multilamelares tienen multiples capas lipidicas separadas por medio acuoso. Se forman
espontaneamente cuando se suspenden fosfolipidos en un exceso de solucidon acuosa. Los componentes lipidicos
experimentan una autorredistribucion antes de la formacién de estructuras cerradas y/o atrapan agua y/o solutos
disueltos entre las bicapas lipidicas (Ghosh y Bachhawat, 1991). Se contempla también un constructo de expresion
complejado con lipofectamina (Gibco BRL).

El suministro de acido nucleico mediado por liposoma y la expresion de ADN ajeno in vitro han sido muy exitosos
(Nicolau y Sene, 1982; Fraley et al., 1979; Nicolau et al., 1987). Wong et al. (1980) han demostrado la factibilidad del
suministro mediado por liposoma y/o la expresion de ADN ajeno en células HeLA y de heoatoma de embrién de
pollo.

En ciertas realizaciones de la invencién, el liposoma puede complejarse con un virus hemaglutinante (HVJ). Esto se
ha mostrado que facilita la fusion con la membrana celular y/o promueve la entrada en la célula de ADN
encapsulado en liposoma (Kaneda et al.,, 1989). En otras realizaciones, el liposoma puede complejarse y/o
emplearse junto con proteinas cromosdmicas no histénicas nucleares (HMG-1) (Kato et al., 1991). En aun otras
realizaciones, el liposoma puede complejarse y/o emplearse junto con HVJ y HMG-1. En otras realizaciones, el
vehiculo de suministro puede comprender un ligando y un liposoma. Cuando se emplea un promotor bacteriano en
el constructo de ADN, sera también deseable incluir en el liposoma una polimerasa bacteriana apropiada.

Los inventores contemplan que los productos génicos supresores de neu puedan introducirse en células usando la
transferencia génica mediada por liposoma. Se propone que dichos constructos pueden acoplase con liposomas e
introducirse directamente mediante un catéter, como se describe por Nabel et al. (1990). Al emplear estos
procedimientos, los productos génicos supresores de neu pueden expresarse eficazmente en un sitio especifico in
vivo, no solo las células de higado y bazo que son accesibles por inyeccion intravenosa. Por lo tanto, esta invencion
engloba también composiciones de constructos de ADN que codifican un producto génico supresor de neu
formulado como un complejo de ADN/liposoma y los procedimientos de uso de dichos constructos.

Como se describe en la patente de EE.UU. n°® 5.641.484, los liposomas son particularmente bien adecuados para el
tratamiento de cancer mediado por HER2/neu.

Pueden prepararse liposomas catidnicos que son reactivos de transfeccion eficaces de Bik a células animales
usando el procedimiento de Gao et al. (1991). Gao et al. describen un derivado de colesterol catidnico novedoso que
puede sintetizarse en una sola etapa. Los liposomas constituidos por este lipido son aparentemente mas eficaces en
la transfeccion y menos toxicos para las células tratadas que los constituidos por el reactivo lipofectina. Estos lipidos
son una mezcla de DC-col ("3B-(N-(N'N’-dimetilaminoetano)carbamoilcolesterol”) y DOPE
("dioleocilfosfatidiletanolamina"). Las etapas de produccién de estos liposomas son como sigue.

El DC-col se sintetiza mediante una reaccion sencilla a partir de cloroformiato de colesterilo y N,N-
dimetiletilendiamina. Se afiade gota a gota una solucién de cloroformiato de colesterilo (2,25 g, 5 mmol en 5 ml de
cloroformo seco) a una solucion de N,N-dimetiletilendiamina en exceso (2 ml, 18,2 mmol en 3 ml de cloroformo seco)
a 0°C. Después de la retirada del disolvente mediante evaporacion, se purifica el residuo mediante cristalizaciéon en
etanol absoluto a 4°C y se seca a vacio. El rendimiento es un polvo blanco de DC-col.

Se preparan liposomas catiénicos mezclando 1,2 pmol de DC-col y 8,0 umol de DOPE en cloroformo. Se seca
entonces esta mezcla, se deseca a vacio y se resuspende en 1 ml de esterol en tampon Hepes 20 mM (pH 7,8) en
un tubo. Después de 24 horas de hidratacién a 4°C, se somete a sonicacion la dispersion durante 5-10 minutos en
un sonicador, formando liposomas con un didmetro medio de 150-200 nm.
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Para preparar un complejo de liposoma/ADN, los inventores usan las siguientes etapas. Se dispone el ADN para
transfectar en medio DMEM/F12 a una relacién de 15 ug de ADN a 50 pl de DMEM/F12. Se usa entonces
DMEM/F12 para diluir la mezcla de liposomas DC-col/DOPE a una relacion de 50 pl de DMEM/F12 a 100 pl de
liposoma. Se mezclan entonces suavemente la dilucion de ADN vy la dilucion de liposoma y se incuban a 37°C
durante 10 minutos. Después de la incubacion, el complejo de ADN/liposoma esta listo para inyeccion.

La transfeccion liposémica puede ser mediante liposomas compuestos, por ejemplo, por fosfatidilcolina (PC),
fosfatidilserina (PS), colesterol (col), cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N-trimetilamonio (DOTMA),
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) y/o 3B-[N-(N’N’-dimetilaminoetano)carbarmoilcolesterol (DC-col), asi como otros
lipidos conocidos por los especialistas en la materia. Los especialistas en la materia reconoceran que existe una
variedad de técnicas de transfeccién liposémica que seran utiles en la presente invencion. Entre estas técnicas
estan aquellas descritas en Nicolau et al., 1987, Nabel et al., 1990 y Gao et al., 1991. En una realizacién especifica,
los liposomas comprenden DC-col. Mas particularmente, segun los inventores, los liposomas comprenden DC-col y
DOPE que se han preparado siguiendo las ensefianzas de Gao et al. (1991) de la manera descrita en la seccion de
realizaciones preferidas. Los inventores prevén también utilidad para los liposomas compuestos por DOTMA, tales
como aquellos que estan disponibles comercialmente con el nombre comercial Lipofectin™, de Vical, Inc., en San
Diego, Calif.

Los liposomas pueden ponerse en contacto con las células para transfectar mediante una variedad de
procedimientos. En cultivo celular, el complejo de liposoma-ADN puede dispersarse simplemente en la solucion de
cultivo celular. Para la aplicacion in vivo, se inyecta tipicamente complejo de liposoma-ADN. La inyeccién
intravenosa permite la transferencia del complejo de ADN mediada por liposoma, por ejemplo, al higado y bazo.
Para permitir la transfeccion de ADN en células que no sean accesibles mediante inyeccion intravenosa, es posible
inyectar directamente los complejos de liposoma-ADN en una localizacion especifica del cuerpo de un animal. Por
ejemplo, Nabel et al. ensefian la inyeccion mediante catéter en la pared arterial. En otro ejemplo, los inventores han
usado la inyeccién intraperitoneal para permitir la transferencia génica a ratones.

La presente invencion contempla también composiciones que comprenden un complejo liposémico. Este complejo
liposémico comprendera un componente lipidico y un segmento de ADN codificante de un acido nucleico codificante
de una forma mutante de Bik. El acido nucleico codificante de la forma mutante de Bik empleado en el complejo
liposémico puede ser, por ejemplo, aquel que codifica Bik-T145A o Bik-T145D.

El lipido empleado para preparar el complejo liposémico puede ser cualquiera de los lipidos anteriormente
discutidos. En particular, DOTMA, DOPE y/o DC-col pueden formar todo o parte del complejo liposémico. Los
inventores han tenido un éxito particular con complejos que comprenden DC-col. En una realizacién preferida, el
lipido comprendera DC-col y DOPE. Aunque se prevé que cualquier relacion de DC-col a DOPE tenga utilidad, se
prevé que aquellas que comprendan una relacion de DC-col:DOPE entre 1:20 y 20:1 seran particularmente
ventajosas. Los inventores han encontrado que los liposomas preparados a partir de una relacién de DC-col:DOPE
de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 1:5 han sido (tiles.

En una realizacion especifica, se emplea la regiéon mas pequefia necesaria para potenciar la retencion de Bik en el
ndcleo de una célula, de forma que no se introduzca ADN innecesario en las células que reciben un constructo del
gen Bik. Técnicas bien conocidas por los especialistas en la materia, tales como el uso de enzimas de restriccion,
permitiran la generacién de regiones pequefias de Bik. La capacidad de estas regiones de inhibir neu puede
determinarse facilmente mediante los ensayos resefiados en los ejemplos.

En ciertas realizaciones de la invencion, el liposoma puede complejarse con un virus de hemaglutinina (HVJ). Se ha
mostrado que esto facilita la fusién con la membrana celular y promueve la entrada en la célula de ADN encapsulado
en liposoma (Kaneda et al., 1989). En otras realizaciones, el liposoma puede complejarse o emplearse junto con
proteinas cromosOmicas no histénicas nucleares (HMG-1) (Kato et al., 1991). En aun otras realizaciones, el
liposoma puede complejarse o emplearse junto con ambos de HVJ y HMG-1. Al haberse empleado dichos
constructos de expresion exitosamente en la transferencia y expresion de acidos nucleico in vitro e in vivo, son
aplicables para la presente invencion. Cuando se emplea un promotor bacteriano en el constructo de ADN, sera
también deseable incluir en el liposoma una polimerasa bacteriana apropiada.

D. Electroporacion

En ciertas realizaciones de la presente invencién, el constructo de expresion se introduce en la célula mediante
electroporacion. La electroporacién implica la exposicion de una suspension de células y/o ADN a una descarga
eléctrica de alto voltaje.

La transfeccion de células ecuariéticas usando electroporacion ha sido muy exitosa. Se han transfectado pre-
linfocitos B de ratén con genes de inmunoglobulina kappa humana (Potter et al., 1984) y/o hepatocitos de rata con el
gen de cloranfenicol acetiltransferasa (Tur-Kaspa et al., 1986) de esta manera.

E. Fosfato de calcio y/o DEAE-dextrano
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En otras realizaciones de la presente invencion, se introduce el constructo de expresion en las células usando
precipitacion con fosfato de calcio. Las células KB humanas se han transfectado con ADN de adenovirus 5 (Graham
y Van Der Eb, 1973) usando esta técnica. También de esta manera, se transfectaron células L(A9) de ratén, C127,
CHO, CV-1, BHK, NIH3T3 y/o HelLa de raton con un gen marcador de neomicina (Chen y Okayama, 1987) y/o se
transfectaron hepatocitos de rata con una variedad de genes marcadores (Rippe et al., 1990).

En otra realizacion, se suministra el constructo de expresion a la célula usando DEAE-dextrano seguido de
polietilenglicol. De esta manera, se introdujeron plasmidos informadores en células de mieloma y/o eritroleucemia de
ratén (Gopal, 1985).

F. Bombardeo de particulas

Otra realizacién de la invencion para transferir un contracto de expresion de ADN desnudo a células puede implicar
el bombardeo de particulas. Este procedimiento depende de la capacidad de acelerar microproyectiles recubiertos
con ADN a una alta velocidad, permitiéndoles atravesar membranas celulares y/o entrar en células sin eliminarlas
(Klein et al., 1987). Se han desarrollado varios dispositivos para acelerar particulas pequefias. Uno de dichos
dispositivos se basa en una descarga de alto voltaje para generar una corriente eléctrica, que a su vez proporciona
la fuerza motora (Yang et al., 1990). Los microproyectiles usados consistian en sustancias biolégicamente inertes
tales como perlas de wolframio y/u oro.

G. Microinyeccion directa y/o carga por sonicacién

Realizaciones adicionales de la presente invencion incluyen la introduccion del constructo de expresion mediante
microinyeccién directa y/o carga por sonicacion. La microinyeccion directa se ha usado para introducir constructos
de acido nucleico en ovocitos de Xenopus (Harland y Weintraub, 1985) y/o se han transfectado fibroblastos LTK con
el gen de timidina cinasa mediante carga por sonicacién (Fechheimer et al., 1987).

H. Transfeccion asistida por adenovirus

En ciertas realizaciones de la presente invencion, el constructo de expresion se introduce en la célula usando
transfeccién asistida por adenovirus. Se han resefiado eficacias de transfeccion aumentadas en sistemas celulares
gue usan sistemas acoplados con adenovirus (Kelleher y Vos, 1994; Cotten et al., 1992; Curiel, 1994).

V. Tratamientos de combinacién

Para aumentar la eficacia de un producto génico terapéutico codificado por un constructo que comprende un
promotor de la invencion, puede ser deseable combinar estas composiciones con otros agentes eficaces en el
tratamiento de enfermedades hiperproliferativas tales como agentes anticancerosos. Un agente “anticanceroso” es
capaz de afectar negativamente al cancer en un sujeto, por ejemplo, eliminando las células cancerosas, induciendo
la apoptosis de las células cancerosas, reduciendo la velocidad de crecimiento de las células cancerosas,
reduciendo la incidencia o el nimero de metéstasis, reduciendo el tamafio tumoral, inhibiendo el crecimiento
tumoral, reduciendo el suministro de sangre a un tumor o células cancerosas, promoviendo una respuesta
inmunitaria contra células cancerosas o un tumor, previniendo o inhibiendo la progresion del cancer o aumentando el
intervalo de vida de un sujeto con cancer. Mas generalmente, estas otras compaosiciones se proporcionarian en una
cantidad combinada eficaz para eliminar o inhibir la proliferacion de la célula. Este proceso puede implicar poner en
contacto las células con el constructo de expresion y el agente o agentes o multiples factores al mismo tiempo. Esto
puede conseguirse poniendo en contacto la célula con una Unica composicion o formulacion farmacoldgica que
incluya ambos agentes, o poniendo en contacto la célula con dos composiciones o formulaciones distintas, al mismo
tiempo, en que una composicion incluye el constructo de expresion y la otra incluye el segundo agente o agentes.

La terapia con los procedimientos y composiciones de la presente invencién puede usarse junto con terapia
quimioterapéutica, radioterapéutica, inmunoterapéutica, cirugia, terapia hormonal o terapia génica adicional con
otros agentes proapoptéticos o reguladores del ciclo celular. La terapia génica con los promotores y/o la terapia
génica de la invencién puede utilizar, ademas de las composiciones y procedimientos de la invencion, inductores de
la proliferacion celular, secuencias anticodificantes para inductores de la proliferacion celular; inhibidores de la
proliferaciéon celular tales como p53, pl6, Rb, APC, DCC, NF-1, NF-2, WT-1, MEN-I, MEN-IIl, zacl, p73, VHL,
MMACL1 / PTEN, DBCCR-1, FCC, rsk-3, p27, fusiones de p27/p16, fusiones de Bik/p27, genes antitromboticos (por
ejemplo, COX-1, TFPI), PGS, Dp, E2F, ras, myc, neu, raf, erb, fms, trk, ret, gsp, hst, abl, E1A, p300, genes
implicados en la angiogénesis (por ejemplo, VEGF, FGF, tromboespondina, BAI-1, GDAIF o sus receptores) o MCC
y/o reguladores de la muerte celular programada, tales como aquellos que contrarrestan la funcién de Bcl-2 y
promueven la muerte celular (por ejemplo, Bax, Bak, Bik, Bim, Bid, Bad, Harakiri).

VI. Preparaciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden una cantidad eficaz de un constructo que
comprende las secuencias de control de la presente invencién que regulan la expresion de un producto génico
terapéutico y, en realizaciones especificas, uno o0 mas agentes adicionales, disueltos o dispersados en un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Las frases “farmacéutica o farmacolégicamente aceptable” designan
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entidades moleculares y composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra indeseada cuando
se administran a un animal tales como, por ejemplo, un ser humano, segun sea apropiado. La preparacion de una
composicion farmacéutica que contenga al menos un constructo que comprenda las secuencias de control de la
invencion que regulan la expresiéon de un polinucleétido terapéutico y, en algunas realizaciones, uno o mas
ingredientes activos adicionales, serd conocida por los especialistas en la materia a la vista de la presente
divulgacion, como se ejemplifica en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 182 ed. Mack Printing Company, 1990,
incorporado a la presente memoria por referencia. Ademas, para administracion a animales (por ejemplo, seres
humanos), se entendera que las preparaciones deban satisfacer los estandares de esterilidad, pirogenicidad,
seguridad general y pureza requeridos por la FDA Office of Biological Standards.

Como se usa en la presente memoria, “portador farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifiingicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de la absorcion, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmacos, aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, tintes, materiales similares y combinaciones de los mismos, como seran
conocidos por un especialista en la materia (véase, por ejemplo, “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 182 ed.
Mack Printing Company, 1990, pag. 1289-1329, incorporado a la presente memoria por referencia). Excepto en la
medida en que algin portador convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas o farmacéuticas. En una realizacién especifica, la composicién de Bik mutante se
administra en un liposoma.

El constructo terapéutico que comprende las secuencias de control especificas de tejido puede comprender
diferentes tipos de portadores dependiendo de si se va a administrar en forma solida, liquida o de aerosol, y de si
tiene que ser estéril para dichas vias de administracion como inyeccion. La presente invencién puede administrarse
por via intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular, intraprostatica,
intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitrea, intravaginal, rectal, tépica, intratumoral, intramuscular,
intraperitoneal, subcutanea, intravesicular, mucosa, intrapericardica, oral, tépica o local, usando aerosol, inyeccion,
infusién, infusion continua, perfusion localizada que bafia células diana directamente, mediante catéter, lavado,
cremas, composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas) o mediante otros procedimientos o cualquier combinacién
de los anteriores, como sera conocido por un especialista en la materia (véase, por ejemplo, “Remington’s
Pharmaceutical Sciences”, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990, incorporado a la presente memoria por
referencia).

La cantidad de dosificacion real de una composiciéon de la presente invencion administrada a un paciente animal
puede determinarse mediante factores fisicos y fisiolégicos tales como el peso corporal, gravedad de la afeccién,
tipo de enfermedad que se esté tratando, intervenciones terapéuticas previas o concurrentes, idiopatia del paciente y
via de administracion. El facultativo responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la
concentracion del ingrediente o ingredientes activos en una composicién y la dosis o las dosis apropiadas para el
sujeto individual.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos
aproximadamente 0,1% de un compuesto activo. En otras realizaciones, el compuesto activo puede comprender
entre aproximadamente 2% y aproximadamente 75% del peso de la unidad, o entre aproximadamente 25% vy
aproximadamente 60%, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable de los mismos. En otros ejemplos no limitantes,
una dosis puede comprender también de aproximadamente 1 pug/kg de peso corporal, aproximadamente 5 pug/kg de
peso corporal, aproximadamente 10 pg/kg de peso corporal, aproximadamente 50 pg/kg de peso corporal,
aproximadamente 100 ug/kg de peso corporal, aproximadamente 200 ug/kg de peso corporal, aproximadamente 350
po/kg de peso corporal, aproximadamente 500 pg/kg de peso corporal, aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 50
mg/kg de peso corporal, aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 200 mg/kg de peso
corporal, aproximadamente 350 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, a
aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal o mas por administracion, y cualquier intervalo derivable de los
mismos. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable de los nimeros enumerados en la presente memoria,
puede administrarse un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal, de aproximadamente 5 pg/kg de peso corporal a aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, etc.,
basandose en los nimeros descritos anteriormente.

En cualquier caso, la composiciéon puede comprender diversos antioxidantes para retardar la oxidacion de uno o mas
componentes. Adicionalmente, la prevencion de la accidon de los microorganismos puede estar causada por
conservantes tales como diversos agentes antibacterianos y antifingicos, incluyendo pero sin limitacién parabenos
(por ejemplo, metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal o combinaciones de los
mismos.

El constructo terapéutico puede formularse en una composiciéon en forma de base libre, neutra o sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acido, por ejemplo, aquellas formadas con los grupos
amino libres de una composicién proteica, o las que se forman con &cidos inorganicos tales como, por ejemplo,
acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acido acético, oxalico, tartarico o mandélico. Las sales
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formadas con los grupos carboxilo libres pueden derivar también de bases inorganicas tales como, por ejemplo,
hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina,
histidina o procaina.

En realizaciones en que la composicién esta en forma liquida, el portador puede ser un disolvente o medio de
dispersiébn que comprende, pero sin limitacién, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol liquido, etc.), lipidos (por ejemplo, triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los
mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario por dispersion en portadores tales como, por ejemplo,
poliol liquido o lipidos, mediante el uso de tensioactivos tales como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa o
combinaciones de dichos procedimientos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos tales como,
por ejemplo, azlcares, cloruro de sodio o combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones, pueden usarse gotas oculares, soluciones o pulverizadores nasales, aerosoles, colutorios o
inhaladores en la presente invencion. Dichas composiciones se disefian generalmente para ser compatibles con el
tipo de tejido diana. En un ejemplo no limitante, las soluciones nasales son habitualmente soluciones acuosas
disefiadas para administrarse a las fosas nasales en gotas o pulverizadores. Las soluciones nasales se preparan de
modo que sean similares en muchos aspectos a las secreciones nasales, de modo que se mantenga la accion ciliar
normal. Por tanto, en realizaciones preferidas, las soluciones nasales acuosas son habitualmente isotdnicas o estan
ligeramente tamponadas para mantener un pH de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,5. Ademas, pueden
incluirse en la formulacidon conservantes antimicrobianos similares a los usados en preparaciones oftalmicas,
farmacos o estabilizadores de farmacos apropiados, si es necesario. Por ejemplo, son conocidas diversas
preparaciones nasales comerciales e incluyen farmacos tales como antibiéticos o antihistaminicos.

En ciertas realizaciones, la forma mutante Bik se prepara para administraciéon por vias tales como ingestion oral. En
estas realizaciones, la composicion sélida puede comprender, por ejemplo, soluciones, suspensiones, emulsiones,
comprimidos, pildoras, capsulas (por ejemplo, capsulas de gelatina de cubierta dura o blanda), formulaciones de
liberacion prolongada, composiciones bucales, trociscos, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, colutorios o
combinaciones de los mismos. Las composiciones orales pueden incorporarse directamente al alimento de la dieta.
Los portadores preferidos para administracion oral comprenden diluyentes inertes, portadores comestibles
asimilables o combinaciones de los mismos. En otros aspectos de la invencion, la composicion oral puede
prepararse en forma de un jarabe o elixir. Un jarabe o elixir puede comprender, por ejemplo, un agente activo, un
agente edulcorante, un conservante, un agente aromatizante, un tinte, un conservante o combinaciones de los
mismos.

En ciertas realizaciones preferidas, una composicion oral puede comprender uno o mas aglutinantes, excipientes,
agentes disgregantes, lubricantes, agentes aromatizantes y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones,
una composicidon puede comprender uno o mas de los siguientes: un aglutinante tal como, por ejemplo, goma de
tragacanto, goma arabiga, almidéon de maiz, gelatina o combinaciones de los mismos; un excipiente tal como, por
ejemplo, fosfato de dicalcio, manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa,
carbonato de magnesio o combinaciones de los mismos; un agente disgregante tal como, por ejemplo, almidén de
maiz, almidén de patata, acido alginico o combinaciones de los mismos; un agente aromatizante tal como, por
ejemplo, menta piperita, aceite de gualteria, aroma de cereza, aroma de naranja, etc. o0 combinaciones de los
anteriores. Cuando la forma unitaria de dosificacion es una capsula, puede contener, ademas de los materiales del
tipo anterior, portadores tales como un portador liquido. Pueden estar presentes diversos otros materiales como
recubrimientos o modificarse de otro modo la forma fisica de la unidad de dosificacién. Por ejemplo, los
comprimidos, pildoras o capsulas pueden estar recubiertos con goma laca, aztcar o ambos.

Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de administracion incluyen los supositorios. Los
supositorios son formas de dosificacion sélidas de diversos pesos y formas, habitualmente medicadas, para
insercién en el recto, vagina o uretra. Después de la insercion, los supositorios se ablandan, funden o disuelven en
los fluidos de la cavidad. En general, para supositorios, los portadores tradicionales pueden incluir, por ejemplo,
polialquilenglicoles, triglicéridos o combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, los supositorios pueden
estar formados por mezclas que contienen, por ejemplo, el ingrediente activo en un intervalo de aproximadamente
0,5% a aproximadamente 10%, y preferiblemente de aproximadamente 1% a aproximadamente 2%.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida al
disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun sea necesario, seguido
de esterilizacién por filtracién. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes
activos esterilizados a un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y/o los demas ingredientes. En
el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables estériles, los
procedimientos preferidos de preparaciéon son las técnicas de secado a vacio o liofilizaciéon, que proporcionan un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de un medio liquido anteriormente
esterilizado por filtracion. El medio liquido deberia estar adecuadamente tamponado si fuera necesario y en primer
lugar volverse isoténico el diluyente liquido antes de la inyeccion con suficiente solucion salina o glucosa. La
preparacion de composiciones altamente concentradas para inyeccion directa esta también contemplada, previendo
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el uso de DMSO como disolvente para dar como resultado una penetracion extremadamente rapida que suministra
altas concentraciones de agentes activos a una zona pequefia.

La composicion debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento, y conservarse frente a la
accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminacion con
endotoxinas deberia mantenerse minima a un nivel seguro, por ejemplo, de menos de 0,5 ng/mg de proteina.

En realizaciones particulares, puede causarse la absorcion prolongada de una composicion inyectable por el uso en
las composiciones de agentes retardantes de la absorcion tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio,
gelatina o combinaciones de los mismos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencion. Deberia apreciarse por
los especialistas en la materia que las técnicas dadas a conocer en los ejemplos siguientes representan técnicas
descubiertas por los inventores que funcionan bien en la practica de la invencién, y por tanto puede considerarse
gue constituyen modos preferidos para su practica. Sin embargo, los especialistas en la materia deberian apreciar,
en vista de la presente divulgacion, que pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones especificas que se
dan a conocer y seguir obteniéndose un resultado parecido o similar sin apartarse del espiritu y alcance de la
invencion.

EJEMPLO 1
EXPRESION ESPECIFICA DE TEJIDO DE CANCER DE MAMA

Las terapias actuales de cancer de mama (CM), tales como quimioterapia (QT) y radioterapia, tienen una baja
selectividad por las células tumorales y efectos secundarios para los tejidos normales. Para minimizar los efectos
secundarios, estas terapias se administran generalmente de manera intermitente, dejando que las células normales
se recuperen entre ciclos de tratamiento. Sin embargo, durante el periodo de recuperacion, algunas células
supervivientes pueden volverse mas resistentes al tratamiento debido a mutaciones genéticas. En consecuencia,
puede aparecer la recurrencia o progresion del cancer. La terapia génica orientada a tumor puede minimizar los
efectos secundarios del tratamiento y el riesgo de desarrollar resistencia al actuar sobre las rutas de sefializacion
especificas de tumor. En la presente invencién, se usan promotores especificos de cancer de mama para la terapia
génica orientada a cancer de mama del polinucleétido terapéutico ejemplar Bik mutante.

La tumorigénesis y progresion del cancer de mama implican una serie de cambios genéticos. Los genes activados
especificamente en tumores son buenas dianas de terapia. Como primera etapa, los inventores han recogido y
revisado los datos publicados sobre micromatrices de ADNc y SAGE e identificado 6 genes especificamente
regulados positivamente en células de cancer de mama como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Genes regulados positivamente de forma esp  ecifica en células de cancer de mama

Gen T/IN | PCI (méax=-0,4)
Receptor de transferrina >20 | -0,3

B-Myb >20 | ND
Ceruloplasmina >10 | -0,35

Proteina de unién 1 a la secuencia X | >8 ND

a-Glutamilhidrolasa conjugasa >20 | -0,33

Topoisomerasa lla >20 | ND

T/N, relacion de expresiéon génica de células tumorales a normales. PCI, indice de correlacion con el pronéstico. El
valor negativo de PCI indica un peor pronostico. El valor maximo de PCI negativo es -0,4.

Entre ellos, se subclonaron los promotores de receptor de transferrina (TR), B-Myb, ceruloplasmina y topoisomerasa
lla (topolla) en vectores informadores de luciferasa y se ensayaron usando ensayos informadores con lineas
celulares normales y cancerosas. Los promotores topolla [y TR tienen la maxima actividad en células de cancer de
mama respecto a las células 184A1 de epitelio de mama normales. Por lo tanto, los presentes inventores buscaron
adicionalmente elementos en cis especificos de cancer de mama en estos dos promotores.

El topolla cataliza cambios topolégicos del ADN para liberar la tension generada durante la replicacion, transcripcion
y segregacion cromosoémica. Es también la diana de varios agentes anticancerosos, tales como antraciclinas (por
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ejemplo, etopdsido y doxorrubicina). Muchos estudios han mostrado que el nivel de topolla se correlaciona con la
sensibilidad de las células cancerosas a las antraciclinas. Ademas, el topolla [es un mal marcador de prondstico
para cancer de mama, tumores cerebrales, hepatoma, etc., La regulacion de la expresion de topolla es
estrictamente dependiente del ciclo celular: su nivel de ARNm y actividad promotora son muy bajos en la fase
GO0/G1, empiezan a subir en la fase S tardia y alcanzan el maximo en la fase G2/M. El topolla es un promotor sin
secuencia TATA que contiene cuatro secuencias CCAAT invertidas (ICB) y dos secuencias GC. Estéa regulado por el
choque térmico, las etapas del ciclo celular y p53. El NF-Y (también conocido como CBF) se une a ICB en el
promotor y es necesario para la transcripcion de topolla durante el ciclo celular. Tomado en conjunto, esto indica que
el promotor topolla responde a la sefializacion oncogénica en algunas realizaciones, y los sitios ICB y sus factores
de union podrian desempenfiar un papel muy importante en su actividad especifica de CM.

En una realizacién de la presente invencion, se utiliza el receptor de transferrina en promotores combinados para la
presente invencién. El TR es un receptor de membrana que interacciona con transferrina unida a hierro, facilitando el
transporte de hierro a través de la membrana celular. Un nivel de ARNm de TR alto se correlaciona con una mala
diferenciacién, mayor invasividad y alto indice proliferativo de las células de cancer de mama. Estudios in vitro han
demostrado que un oligonucleétido anticodificante que orienta a ARNm de TR puede inhibir especificamente el
crecimiento de células de cancer de mama humanas sin afectar a las células de mama normales, indicando que el
TR desempefia un papel crucial en el desarrollo del cancer de mama. Aunque la regulacion de la estabilidad del
ARNmM es el determinante principal de la expresion de TR en células normales, muchos estudios han revelado que la
transcripcion de TR esta altamente activada en células proliferantes y por varias sefiales oncogénicas. La region
central del promotor de TR contiene una secuencia TATA, una secuencia GC, un sitio AP-1/CRE y HRE, que
responde ante hipoxia. Sefales tales como proliferacion, hipoxia, falta de hierro y diferenciaciéon pueden activar este
segmento del promotor de TR.

Como se muestra a continuacion, los presentes inventores han utilizado estos promotores CT90 y CTR116
especificos de cancer de mama ejemplares junto con un polinucleétido que codifica un polipéptido Bik mutante, en
particular realizaciones comprendidas en liposomas. El vector terapéutico BikDD activado por CT90 ejemplar (CT90-
BikDD) eliminaba selectivamente células de CM in vitro y suprimia el crecimiento de un xenoinjerto de tumor de
mama en un modelo de ratén. Tomados en conjunto, estos resultados indicaban que CT90 y CTR116 son
promotores eficaces y fuertes especificos de cancer de mama que son Utiles para controlar la expresién génica de
Bik mutante en terapia génica orientada a cancer de mama.

Identificaciéon de segmentos centrales especificos d e CM en el promotor topoll a

Para identificar uno o0 mas segmentos que comprenden los elementos en cis requeridos por su especificidad por
cancer de mama, los presentes inventores generaron una serie de mutantes de delecion del promotor topolla, por
ejemplo, mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Cada mutante contenia diferentes nimeros de sitios
ICB en el intervalo de 1 a 5y se subcloné en un vector de expresion de luciferasa. Esos constructos informadores se
transfectaron transitoriamente entonces en diversas lineas celulares, y se examinaron sus actividades promotoras
usando un ensayo informador de luciferasa. Un promotor de 580 pb (designado como completo) tenia la mayor
actividad entre todos los mutantes de delecidn y se activaba en su mayoria en las células de cancer de mama (FIG.
1). Sin embargo, el segmento promotor mas corto, que cubria 90 pares de bases desde el sitio de inicio de la
transcripcion y comprendia el primer sitio ICB, poseia una actividad promotora minima y seguia reteniendo
especificidad por cancer de mama (FIG. 2). Este resultado indicaba que el segmento de 90 pb comprendia
elementos centrales especificos de cancer de mama.

Potenciacion de la actividad del promotor topoll a con la secuencia potenciadora de CMV

Las actividades de todos los mutantes de delecién del promotor topolla eran del orden de menos de un 10% de la
actividad del promotor de CMV. Para potenciar la actividad promotora para aplicacion clinica, los presentes
inventores obtuvieron la secuencia potenciadora de CMV ejemplar a partir del plasmido pCDNA3.1 mediante PCR, lo
conectaron directamente en direccion 5’ de los mutantes completo y de delecion del promotor de topolla de 90 pb y
lo subclonaron entonces en vectores informadores de luciferasa. Dos promotores combinados ejemplares se
designaron CT572 y CT90, respectivamente. En comparacion con los mutantes de deleciéon de promotor originales,
la actividad de CT572 y CT90 estaba drasticamente elevada y era comparable con el promotor de CMV, pero seguia
reteniendo su especificidad por cancer de mama (FIG. 3). ElI promotor CT90 tiene una actividad mucho mayor que
CT572, y es casi tan fuerte como el promotor de CMV en algunas lineas celulares (FIG. 3). Por lo tanto, se utilizé
CT90 para el ensayo in vivo. Se inocularon células MDA-MB-231 de cancer de mama en la almohadilla grasa
mamaria de ratones atimicos. 4 semanas después de la inoculacién, cada ratén del grupo experimental recibi6é 50 pg
de vector CT90-luciferasa complejado con liposoma suministrado por inyeccion intravenosa en la vena de la cola, y
se administr6 vector CMV-luciferasa a ratones en el grupo de control. 48 horas después de la inyeccion, se
sacrificaron los ratones y se examin6 la actividad promotora mediante un ensayo de luciferasa en tumor, corazén,
pulmén, higado, bazo, rifién y musculo (FIG. 4). EI CT90 tenia mayor actividad que el promotor de CMV en tumor.
Sin embargo, en tejidos normales, la actividad de CT90 era mucho menor que la del promotor de CMV. Esto
indicaba que el promotor CT90 tiene actividad especifica de CM in vivo.

Efecto antitumoral de CT90-BikDD
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Para caracterizar a CT90 en terapia génica orientada a cancer de mama, se generd un constructo terapéutico en
que CT90 activa la expresiéon de BikDD, y se designa de aqui en adelante como CT90-BikDD. Se cotransfect6 este
constructo con un vector informador de luciferasa en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y 468 y
la linea celular de epitelio de mama normal 184A1, y se determind entonces el efecto de eliminaciéon de células
mediante un ensayo de vitalidad de luciferasa. Se usaron el vector BikDD activado por el promotor de CMV (CMV-
BikDD) y el vector vacio como controles positivo y negativo, respectivamente. Aunque CMV-BikDD eliminaba las tres
lineas celulares en una extensién casi igual, CT90-BikDD eliminaba preferiblemente células de cancer de mama
(FIG. 5), indicando que el efecto de eliminacidon de CT90-BikDD es selectivo de células de cancer de mama. Por lo
tanto, CT90 es Util en la terapia génica orientada a cancer de mama.

A continuacion, se caracteriz6 in vivo el efecto antitumoral de esta terapia génica orientada a cancer de mama. Una
semana después de inocular células MDA-MB-231 de cancer de mama en almohadillas de grasa mamaria, se
trataron los ratones atimicos una vez por semana con CT90-BikDD complejado con liposoma (grupo terapéutico),
CMV-BikDD (control positivo) y CMV-PGL3 (tratamiento ficticio), o tampon dextrosa D5W como control sin
tratamiento. Se inyectaron por via intravenosa en cada raton 15 pg de constructo de ADN complejado con liposoma,
una vez por semana, y se midid regularmente el tamafio del tumor. El grupo de CT90-BikDD mostré un efecto
supresor tumoral superior en comparacion con CMV-BikDD o CMV-PGL3 (FIG. 6).

Identificacion de segmentos centrales especificos d e cancer de mama en el promotor de receptor de
transferrina

Para identificar el segmento que contiene los elementos en cis requeridos para especificidad por cancer de mama,
se genero una serie de mutantes de delecion del promotor de TR (1412, 1123 y 193 pb en direccién 5’ del sitio de
inicio de la transcripcion) mediante PCR y se subclonaron en un vector de expresion de luciferasa. Se transfectaron
transitoriamente entonces estos constructos informadores en diversas lineas celulares como se menciona
anteriormente, y se examinaron sus actividades promotoras usando un ensayo informador de luciferasa. El
segmento de 193 pb (187 pb corriente arriba 5’ del sitio de inicio de la transcripcion) tenia la maxima actividad y
especificidad por cancer de mama in vitro (FIG. 7).

Potenciacion de la actividad del promotor central de TR con la secuencia potenciadora de CMV

Para estrechar el intervalo de un promotor central especifico de cancer de mama, se eliminé adicionalmente el
extremo 5’ del segmento de 193 pb del promotor de TR a 116 pb en direccién 5’ del sitio de inicio de la transcripcion,
y se conectd con una secuencia potenciadora de CMV, como se describe anteriormente para CT90. Este promotor
combinado, designado en la presente memoria como CTR116, se subclond en un vector informador de luciferasa y
se transfectd en las lineas celulares. Después de la transfeccion, se trataron las células en condiciones normoxicas
0 hipéxicas (94% de N2, 5% de CO,, 1% de O durante 20 horas) y se determiné la actividad del promotor CTR116
mediante un ensayo de luciferasa. En comparacion con el promotor mutante de delecion original, la actividad de
CTR116 estaba claramente elevada, mientras que retenia su especificidad por cancer de mama. Ademas, su
actividad puede inducirse adicionalmente mediante tratamiento hipdxico, resultando comparable con el promotor de
CMV (FIG. 8). Esta es la primera demostracion de que al menos parte del promotor de TR posee especificidad por
cancer de mama, y que un potenciador promotor de CMV puede potenciar su actividad sin interferir con la induccién
de hipoxia.

En realizaciones adicionales de la presente invencion, los elementos CT90 y CTR116 respectivos se estrechan
adicionalmente para identificar segmentos alin menores en los mismos que retengan actividad de expresion
especifica de cancer de mama. Por ejemplo, pueden prepararse constructos de delecion de estas regiones
respectivas, y se ensaya su especificidad de tejido para identificar los fragmentos menores que mantengan la
capacidad de dirigir la expresion en tejido de cancer de mama.

El promotor CT90 activa la expresion de BikDD aun n  ivel comparable al del promotor de CMV

Para caracterizar adicionalmente la actividad del promotor CT90 para la induccién de expresién génica a un nivel
similar al promotor de CMV, que posee una fuerte actividad y se usa ampliamente en la terapia génica sistémica, se
transfectaron los constructos CT90-BikDD o CMV-BIkDD a células de cancer de mama MCF-7 mediante
electroporacion. 24 horas después de la transfeccion, se recogieron las células y se lisaron para transferencia
Western. Como se muestra en la FIG. 14, el nivel de expresion de la proteina BikDD a partir del promotor CT90 es
ligeramente mayor que el del promotor de CMV. Este resultado indica que el promotor CT90 posee una fuerte
actividad en células de cancer de mama.

El lipoplejo CT90-BikDD suprimia selectivamente el ¢  recimiento de tumor de mama y prolongaba la
supervivencia en un modelo de ratén ortotopico

Para caracterizar si CT90-BikDD complejado con liposoma suministrado sistémicamente (lipoplejo CT90-BikDD)
podria dirigir la expresion selectiva de BikDD in vivo, se inocularon células MDA-MB-231 (FIG. 15A) o MDA-MB-468
(FIG. 15B) en la almohadilla grasa mamaria de ratones hembra atimicos para formar tumores de mama. Los ratones
portadores de tumor recibieron entonces tratamiento con CT90-BikDD, CMV-BikDD, vector pGL3 (tratamiento
ficticio) suministrados por liposoma o sin tratamiento (D5W), con 8 ratones en cada grupo de tratamiento. Se
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inyectaron por via intravenosa lipoplejos de diferentes constructos de ADN en ratones de los correspondientes
grupos de tratamiento una vez por semana. Se suprimio significativamente el crecimiento tumoral en los grupos de
tratamiento con CT90-BikDD y CMV-BikDD (p<0,05 en la prueba de t), en comparacion con los resultados en ambos
grupos de tratamiento ficticio (pGL3) y sin tratamiento (D5W) (FIG. 15A y 15B). Como se muestra en la FIG. 15, el
tiempo de supervivencia medio de ratones de los grupos CT90-BikDD, CMV-BIikDD, pGL3 y D5W es de 25,25 +
1,83, 23,25 £ 1,74, 17,5 + 1,3 y 16,25 + 0,98 semanas, respectivamente. Ambos tratamientos con CT90-BikDD y
CMVBIkDD proporcionan un beneficio de supervivencia significativo para ratones portadores del xenoinjerto de
MDA-MB-231 en comparacion con el grupo sin tratamiento (D5W) o con tratamiento ficticio (pGL3), indicando que
CT90-BikDD proporcionaba un efecto terapéutico comparable a CMV-BikDD (FIG. 16, panel inferior).

CT90-BikDD posee actividad antitumoral y un efecto secundario minimo en tejidos normales

Los presentes inventores caracterizaron adicionalmente entonces si el perfil de expresion diferencial in vivo de
CT90-luc y CMV-luc podria reflejarse por CT90-BikDD y CMV-BikDD. Para enfrentarse a este asunto, se examinoé la
expresion de ARNm de BikDD en tumor y corazén mediante hibridacion in situ (FIG. 17). La tinciébn marrén oscura
por todo el tejido cardiaco de un ratén tratado con CMV-BikDD indicaba un nivel de expresién muy alto de BikDD a
partir del promotor de CMV (FIG.17A, panel superior izquierdo). Por el contrario, el tratamiento con CT90-BikDD
inducia una expresion de BikDD relativamente débil en los tejidos cardiacos (FIG. 17A, panel superior derecho). No
pudo detectarse una diferencia significativa en la densidad y nivel de expresién entre los especimenes de tumor del
grupo de CT90-BikDD y CMV-BikDD (FIG. 17B). El control negativo usando BikDD codificantes no mostré tincién
marrén en estos experimentos (FIG. 17A y 17B, paneles inferiores), indicando que las sefiales positivas en los
grupos anticodificantes venian de la expresion de BikDD. Estos datos demuestran que el lipoplejo CT90-BikDD
administrado sistémicamente puede dirigir la expresién selectiva de BikDD en tumor de mama. De forma importante,
la expresién en 6rganos normales tales como el corazén es mucho menor en los ratones tratados con CT90-BikDD
gue en los ratones tratados con CMV-BikDD. Por tanto, en comparacion con CMV-BikDD, CT90-BikDD posee una
actividad antitumoral comparable y tendra efectos secundarios minimos inducidos por su expresién en tejidos
normales.

ICB1 puede mediar la activacién del promotor topoll  a mediante Cdk2/ciclina A especificamente en células de
cancer de mama

Para potenciar la actividad basal del promotor topolla en células de cancer de mama, se liga con él un potenciador
fuerte en una realizacion especifica. Sin embargo, en ciertos aspectos, debido a la posible interferencia de algunos
de los elementos reguladores en el promotor topolla, la adiciéon del potenciador fuerte podria no conseguir una alta
actividad basal y podria incluso perderse la especificidad por cancer de mama (véase a continuacion en la FIG. 26).
Para desarrollar un TSP que posea tanto especificidad como una alta actividad basal en células de cancer de mama,
los presentes inventores razonaron que un elemento especifico de cancer de mama minimo ligado con un
potenciador tendria una oportunidad mucho mas exitosa. Por tanto, se colocé para identificar un elemento especifico
de cancer de mama en el promotor topolla. Con este fin, se exploré primero la posible sefial especifica de cancer de
mama para activar el promotor topolla y se buscé entonces el elemento en cis que mediaba esta sefializacion. La
expresion de topolla esta regulada positivamente durante la fase S y llega al maximo durante la G2/M (Woessner et
al., 1991). Puesto que el regulador del ciclo celular esencial Cdk2 esta activado durante las fases S y G2 (Vermeulen
et al.,, 2003), los presentes inventores se preguntaron si la actividad del promotor topolla podria estar regulada
positivamente por Cdk2. Con este fin, se examiné la regulacién de cdk2 sobre la actividad del promotor topolla
cotransfectando un mutante Cdk2 negativo dominante (Cdk2-dn) (van den Heuvel y Harlow, 1993) y un constructo
informador del promotor topollaa en un ensayo informador. Cdk2-dn suprimia la actividad del promotor topolla en
tres células de cancer de mama diferentes, pero no en células epiteliales de mama normales (184A1), células de
cancer de pulmon (A549) o hepatocitos no malignos (higado de Chang) (Castagnetta et al., 2003) (FIG. 25A). Puesto
gue Cdk2 se asocia con la ciclina E y la ciclina A en las fases G1 tardia y S, respectivamente, se investigé cual
podria activar el promotor topolla. La expresion de ciclina A inducia significativamente la activacion del promotor
topolla en células de cancer de mama, pero no en otros tipos de células (FIG. 25B). Por el contrario, la ciclina E
tenia un efecto minimo sobre el promotor topolla en células de cancer de mama (datos no mostrados). Estos datos
sugieren que ciclina A/Cdk2 activan el promotor topolla de manera especifica de cancer de mama.

Siguiendo los resultados anteriores, el elemento sensible a ciclina A/Cdk2 en el promotor topolla podria ser el
elemento especifico de cancer de mama potencial. Para identificar este elemento, se generd una serie de mutantes
de delecidn del promotor topolla, incluyendo -182, -90, -60, que contenian 3, 1 y ningun ICB, respectivamente (FIG.
25C) (Adachi et al., 2000; Falck et al., 1999; Hochhauser et al., 1992). Se examinaron sus respuestas a la activacion
por ciclina A en la linea de células de cancer de mama SK-BR3 (FIG. 25D, panel izquierdo). La ciclina A puede
activar el promotor completo, asi como sus mutantes de delecién -182 y -90, que albergan al menos un ICB (-572, -
182 y -90 en el panel izquierdo de la FIG. 2D, p<0,05), pero no el mutante de delecion -60, que carece de ICB (-60
en el panel izquierdo de la FIG. 2D). Se obtuvieron resultados similares cuando se efectuaron estos experimentos en
otras dos lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-468 y MDA-MB-231 (datos no mostrados), indicando que
los ICB podrian ser importantes para medir la sefial de ciclina A. Este punto estaba apoyado adicionalmente por el
hecho de que la mutacién de ICB1 en el promotor topolla completo (FIG. 2C, el inferior) daba como resultado la
mayor reduccién en la respuesta ante ciclina A (FIG. 2E, panel derecho), sugiriendo que ICB1 en el promotor topolla
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es necesario para una respuesta completa ante la activacion con ciclina A/cdk2, y puede representar un elemento
especifico de cancer de mama minimo.

Para validar el papel del ICB1 en la mediacién de la especificidad del cancer de mama del promotor topolla, se
examiné la actividad del mutante de delecién -90 en un panel de lineas celulares, puesto que contiene solo un sitio
ICB. De forma similar al promotor completo, la actividad del promotor -90 era mayor en la mayoria de lineas de
cancer de mama que en los demas tipos de células (FIG. 25E, panel superior), indicando que retiene especificidad
por cancer de mama. Sin embargo, la relacion de actividad del promotor -90 al promotor de CMV (-90/CMV) mostro
de nuevo su baja actividad basal en células de cancer de mama (< 0,5% en el panel inferior de la FIG. 25E). Puesto
que la mayoria de los demas elementos reguladores se han eliminado en el promotor -90, puede ser mas facil
genomanipular para una mayor actividad basal en cancer de mama y retener la especificidad.

El promotor CT90, promotor -90 de topoll o potenciado con la secuencia potenciadora del promo tor de CMV,
posee una actividad especifica mas potente en célul  as de cancer de mama in vitro e in vivo

Para potenciar la actividad basal en células de cancer de mama, se conecté la secuencia potenciadora del promotor
de CMV (potenciador de CMV) (Xu et al.,, 2001) con promotores que albergaban tres ICB; el promotor topolla
completo y sus mutantes de delecion -182 y -90. Los promotores combinados se designaron como CT572, CT182 y
CT90, respectivamente (FIG. 26A). De forma interesante, entre estos promotores combinados, el CT90 tiene la
mayor actividad en células de cancer de mama respecto a las células 184A1 normales (FIG. 26B, la actividad
informadora se muestra en escala logaritmica). Ademas, la actividad de CT90 es comparable con la del promotor de
CMV en células de cancer de mama (FIG. 26C). CT572 y CT182 tienen una menor especificidad por células de
cancer de mama que CT90 (FIG. 26B), y sus actividades se potenciaron en un grado muy limitado (FIG. 26C),
sugiriendo que algun elemento distinto de ICB1 del promotor topolla puede interferir con la actividad potenciadora de
CMV.

Para ensayar si CT90 posee suficiente especificidad y actividad para la terapia génica de liposomas sistémicos, se
examin6 adicionalmente su actividad in vivo. Los constructos de luciferasa activados por el promotor CT90 o de
CMV (CT90-luc y CMV-luc, respectivamente) se complejaron con liposomas de DOTAP:col, y se inyectaron
entonces por via intravenosa en ratones portadores del xenoinjerto de cancer de mama MDA-MB-231. Se determind
la actividad promotora en los tejidos normal y tumoral mediante un ensayo informador (paneles superiores de la FIG.
26D). Como se menciona anteriormente, cuando se administra un complejo catiénico de liposoma-ADN mediante
inyeccién i.v. a un animal, el pulmén y corazén captaran una porcion esencial de los liposomas, dando como
resultado un mayor nivel de expresién en estos dos érganos (Barron, 1999; Li et al., 1998; Lu et al., 2002; Templeton
et al., 1997). Igualmente, la biodistribucion de actividades informadoras a partir de CMV-luc mostré un patrén similar:
maximo en pulmdn, segundo y tercero mas alto en corazén e higado y mas bajo en todos los demas tejidos (FIG.
26D, paneles superiores). Esto indica que la actividad informadora de CMV-luc representa la eficacia de suministro
génico de liposomas en los modelos animales. Para evaluar la especificidad de CT90 in vivo, se normalizo la eficacia
de captacion de liposomas en diferentes tejidos (Barron, 1999; Li et al., 1998; Lu et al., 2002; Templeton et al., 1997)
calculando la relacion de actividad de promotor CT90 a CMV (CT90/CMV en los paneles inferiores de la FIG. 26D).
La actividad de CT90 normalizada era mayor en el tumor, pero mucho menor en los drganos normales,
especialmente en los 6rganos captadores de liposomas principales corazén, pulmén e higado (FIG. 26D). Se
observo una biodistribuciéon similar de la actividad de CMV-luc y CT90-luc en otro modelo de raton que porta un
xenoinjerto de cancer de mama MDA-MB-468 (datos no mostrados). Cuando se us6 otro SN liposémico (Li et al.,
2003; Zou et al., 2002) para suministrar el constructo de ADN, el CT90 seguia mostrando una especificidad de tumor
similar (datos no mostrados). Ha de mencionarse aqui que la eficacia de suministro liposémico a bazo, rifién y
musculo es mucho menor que a pulmoén, corazén e higado. Por lo tanto, en estos experimentos, la expresion del gen
suministrado a los tres ultimos érganos es minima y probablemente despreciable en comparacion con la actividad
promotora. Para descartar la influencia de la eficacia de suministro génico, se suministra CMV-luc o CT90-luc
mediante un liposoma de DOTAP:col a ratones portadores de tumor MDA-MB-231 mediante inyeccion intratumoral.
Las actividades luciferasa del promotor CT90 siguen siendo mas altas en tumor, y mas bajas en pulmoén o corazon,
que las del promotor de CMV (FIG. 26E), indicando que CT90 es un promotor especifico de tumor in vivo. De forma
interesante, la especificidad por cancer de mama y la actividad de CT90 in vivo son mayores que in vitro (FIG. 26C
y 26D). Dicho fenémeno de que el suministro liposémico in vivo aumente la especificidad del promotor en
comparacioén con el suministro in vitro se ha observado también en otro estudio (Lu et al., 2002). Estos resultados
demuestran que CT90 es un promotor especifico de cancer de mama fuerte que es adecuado para orientar a cancer
de mama en un entorno de terapia génica.

EJEMPLO 2
EXPRESION ESPECIFICA DE CANCER PANCREATICO

Los presentes inventores utilizaron secuencias promotoras especificas de cancer pancreatico para controlar la
expresion de un polinucledtido que codifica un polipéptido Bik mutante. Se describen en este ejemplo
procedimientos y composiciones ejemplares dirigidos a este objetivo.

Lineas celulares
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Se obtuvieron las lineas celulares de cancer pancreatico (PANC-1, CAPAN-1 y AsPC-1), cancer de préstata (LNCaP
y PC-3), fibroblastos pulmonares normales inmortalizados (WI-38) y células epiteliales mamarias (184A1) humanas a
partir de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Las células pancreaticas humanas
inmortalizadas EGE7 se proporcionaron amablemente por el Dr. Paul Chiao (Universidad de Texas, M. D. Anderson
Cancer Center, Houston, TX). Se usaron también células de higado de Chang y la linea celular de cancer de ovario
SKOV3.ipl. Se cultivaron células PANC-1, CAPAN-1, AsPC-1, WI-38 y SKOV3.ipl y de higado de Chang con medio
DMEM/F12 suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS), penicilina (100 unidades/ml) y estreptomicina (100
mg/ml) (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se mantuvieron las células LNCaP y PC-3 en medio RPMI 1640 (Invitrogen) con
FBS al 10%, penicilina y estreptomicina. Se mantuvieron las células 184A1 en medio de crecimiento de epitelio
mamario completo (MEGM) (Cambrex, Walkerswille, MD) y las células E6E7 en Keratiocyte-SFM suplementado con
factor de crecimiento epidérmico de extracto de pituitaria (Invitrogen).

Constructos

Se obtuvieron los promotores CCKAR (-726 a + 1; cebadores CCKAR-pl y CCKAR-p2), el promotor uPAR (-812 a
+1; cebadores uPAR-pl y uPAR-p2), el promotor RDC-1 (-881 a +1; cebadores RDC-pl y RDC-p2), el promotor
CTRB1 (-946 a +1; cebadores CTRB1-p1 y CTRB1-p2) y el promotor CPA1 (-1010 a +108; CPAI-pl y CPA1-p2)
mediante amplificacion por PCR de ADN genémico de PANC-1 usando los cebadores mostrados en la Tabla 2.

Tabla 2: Secuencia de los promotores especificos de cancer pancreatico potenciales

CCKAR-p1: E-AGGACCCAGGTACCTATGTTCAAAAGTGCCTC-3" (SEQ ID NO:1)
CCKAR-p2: 5-CCTTGCCTGCTGCTTTCCACCAAGTGCT-3' (SEQ ID NO:2)

RDC1-p1: E-CAGGTTGGGAAAATGGTCAGCCCTCCTGAAA-S (SEQ ID NO:3)
RDC-p2: 5-CGTTCTGAGGCGGGCAATCAAATGACCTAT-3" (SEQ ID NO:4)
uPAR-p1 5-CCCGCTAGCCTAATTTTATTTTATTTTTAATTC-3' (SEQ 1D NO:5)
uPAR-p2 E-CCCCTCGAGGTATTTTGGAAAAATGTCCTTATCTAG-3' (SEQ ID NO:E)

REG1A-p1 5-CGCACGCGTAGGCATCAGCTCTCTACAATTC-3' (SEQ ID NO:T)
REG1A-p2 5-AGCCTCGAGCAGGATCTGAGATAAGAACCACG-3' (SEQ ID NOB)
CTRB1-p1 5-ACGGCGCTCGAGTCCATCAGTTCTCATC-3 (SEQ ID NO:9)
CTRB1-p2 5-TTACTTAAGCTTGTGTAGGACGCCTGTC-F (SEQ ID NO:10)

Se subclonaron estos fragmentos de PCR en pCRII-TOPO (Invitrogen) generando pCRII-TOPO-CCKAR, pCRn-
TOPO-uPAR, pCRII-TOPO-RDC1 y pCRII-TOPO-CTRB. Se verificaron todos los productos de PCR mediante
secuenciacion. Se insertaron entonces los fragmentos promotores en los sitios Kpnl/Xhol del pGL-3 basico
(Promega, Madison, WI), obteniéndose los plasmidos pGL3-CCKAR-Luc, pGL3-uPAR-Luc, pGL3-RDC1-Luc y
pGL3-CTRB1-Luc. El potenciador/promotor de CMV controlaba el plasmido pCMV-Luc del gen de luciferasa de
luciérnaga (compuesto por el promotor de CMV clonado en el vector pGL3). El plasmido pRL-TK, que comprende un
gen informador de luciferasa de Renilla, se obtuvo en Promega.

Se liber6 el fragmento del potenciador WPRE de pGEM-3Z-WPRE (un generoso regalo del Dr. J. B Uney,
Universidad de Bristol, Bristol, RU) mediante digestién con Asp718/Sall y se insert6 en los sitios Small de pGL3-
basico mediante ligamiento romo, produciendo el intermedio pGL3-Luc-WPRE. Se digiri6 el plasmido pGL3-basico
con Xbal, se volvié romo con Klenow y se asocié con el fragmento de WPRE vuelto romo con Asp718/Sall del
intermedio pGL3-Luc-WPRE, dando pGL3-Luc-WPRE. Se subclonoé el fragmento CCKAR vuelto romo con Spel/Xhol
de pCRII-TOPO-CCKAR en el sitio de pGL3-Luc-WPRE vuelto romo con Nhel/Xhol, dando como resultado pGL3-
CCKAR-Luc-WPRE. Se subcloné el fragmento CCKAR vuelto romo con Hindlll-Notl de pCRII-TOPO-CCKAR en el
sitio vuelto romo con Mscl/Nhel de pGL3-TSTA-Luc (un regalo del Dr. M. Carey, UCLA School of Medicine, LA)
(Zhang L, et al.,, Cancer Res 2003), obteniéndose pGL3-CCKAR-TSTA-Luc-WPRE. Finalmente, se insertd el
fragmento CCKAR de pCRII-TOPOCCKAR digerido con Notl/Bglll en el mismo sitio de pGL3-CCKAR-TSTA-Luc-
WPRE, produciendo pGL3-CCKAR-TSTA-Luc-WPRE (pGL3-CTP-Luc).

Transfeccién

Se sembraron células en placas de 12 pocillos a 40-50% de confluencia a 37°C con 5% de CO; en el
correspondiente medio como se describe anteriormente 16 h antes de la transfeccion. Se transfectaron las células
con el ADN de plasmido designado junto con pRL-TK como control interno, usando liposomas de DOTAP:col (de N.
Templeton, Baylor College of Medicine, Houston, TX) segin el procedimiento recomendado. Se uso6 el vector sin
expresion, pGL3-basico, como control negativo. Para comparar las actividades de los elementos reguladores
transcripcionales entre si, se us6 la misma cantidad molar de ADN de plasmido.
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Modelos animales ortotopicos de cancer pancreatico y suministro de ADN de plasmido sistémico

Se usaron como hospedadores de xenoinjertos ratones BALB/c nu/un hembra atimicos (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) de 6-8 semanas de edad. Se mantuvieron los ratones en un entorno exento de patégenos
especifico, en cumplimiento de las normas del M.D. Anderson Cancer Center. Se tripsinaron células AsPC-1 en
crecimiento de fase logaritmica y se lavaron dos veces con PBS. Para el modelo ortotopico, se anestesiaron los
ratones con Aventin (Sigma) (Xie, Mol. Endocrinol 2004) y se dispusieron en posicién supina. Se limpio el area del
abdomen con etanol al 70% y se realiz6 una incision en la linea media superior abdominal. Se extrajo el pancreas y
se inyectaron por la vena de la cola 50 pl de alicuotas de células AsPC-1 (1 x 10° células). Se cerr6 la incisién con
clips quirdrgicos.

Se prepararon complejos de ADN:liposoma como se describe anteriormente (Templeton, Nat. Biotech. 1997).
Brevemente, se diluyeron separadamente ADN y el conjunto de DOTOP:col en dextrosa al 5% en agua (D5W) a
temperatura ambiente. Se afadié rapidamente la solucion de ADN a la superficie de la solucion de liposomas a igual
volumen y se mezclaron pipeteando dos veces. Se realizo la preparacion reciente 2 h antes de la inyeccion. Se
inyectaron en los ratones atimicos en que los tumores alcanzaron aproximadamente 50 mm? en el modelo ectopico,
0 en el mismo periodo de tiempo en el modelo ortotépico, 100 pl de complejos de ADN:liposoma que contenian 50
pHg de ADN en la vena de la cola usando una aguja de calibre 29 una vez al dia durante 3 dias consecutivos. Se
formaron iméagenes in vivo de los ratones cada dia después de la inyeccion y se sacrificaron 24 h después de la
Gltima inyeccion.

Ensayos de luciferasa

Se lisaron células transfectadas transitoriamente y se ensay6 la actividad luciferasa usando el sistema de ensayo
informador dual Luciferase® (Promega, Madison, WI), siguiendo el protocolo del fabricante, con un luminémetro TD
20/20 (Turner Designs, Sunnyvale, CA). Se definio la relacion dual de luciferasa como la actividad de la luciferasa de
luciérnaga de los plasmidos ensayados frente a la actividad luciferasa de Renilla de pRL-TK, expresada como la
media de transfecciones por triplicado que se repitieron al menos 4 veces. Se presentd el porcentaje como
comparacion con la relacion de actividad de CMV.

Para ensayar la actividad luciferasa derivada de tejido, se sacrificaron los animales y se diseccionaron. Se tomaron
especimenes de tejido de tumores y otros 6rganos, incluyendo pancreas, pulmén, corazén, higado, bazo, rifién,
cerebro, intestino, misculo y ovario y demas, y se homogeneizaron con un homogeneizador PRO 250 (Pro
Scientific, Inc., Monore, CT) en 300 pl de tampdn de lisis de luciferasa (Promega) que contenia coctel inhibidor de
proteina diluido 1/100 (Roche). Se centrifugaron los especimenes a 8.000 rpm durante 5 min y pusieron
temporalmente en hielo. Se midié la actividad luciferasa de los sobrenadantes con un luminémetro Lumat LB9507
(Berthod, Bad Wildbad, Alemania) y se determind la concentracidon de proteina usando el sistema de ensayo de
proteina compatible con detergente (CD) (Bio-Rad, Hercules, CA) con lector de microplacas MRX (Dynex
technologies, Inc., Chantilly, VA). Los resultados de luminiscencia se resefian como unidades luminicas relativas
(ULR) por mg de proteina.

Formacion de imagenes y cuantificacion de los datos de bioluminiscencia

Se anestesiaron ratones con Aventin. Se inyectd por via intraperitoneal D-luciferina (Xenogen, Alemeda, CA) (30
mg/ml en PBS) a 150 mg/kg de masa corporal de raton. 10 min después de la inyeccion de D-luciferina, se formaron
imagenes de los ratones con un sistema de formacién de imagenes IVIS™ (Xenogen), consistente en una camara
CCD enfriada montada en una camara de especimenes opaca (cadmara oscura), un controlador de camara, un
sistema de enfriamiento de camara y un sistema informatico basado en Windows. Se mantuvieron los parametros de
formacion de imagenes para andlisis comparativos. Se superpusieron las imagenes reflejadas en escala de grises y
las imagenes coloreadas por bioluminiscencia y se analizaron usando el software Living Imaging versién 2.11
(Xenogen). Se selecciond manualmente la region de interés (RDI) entre las regiones relevantes por la intensidad de
sefial. Se mantuvo constante el area de la RDI y se registré la intensidad como el recuento foténico maximo en una
RDI (Xie et al., 2004). En algunos experimentos, después de la formacion de imagenes se sacrificaron los animales
y se retiraron los 6rganos de interés, se dispusieron en papel negro exento de bioluminiscencia y se formaron
imagenes ex vivo durante 30 min.

La FIG. 9A ilustra constructos de promotores especificos pancreaticos. Las secuencias promotoras del receptor de
colecistocinina humana A (CCKAR), el receptor acoplado con proteina G huérfano (RDC1), el receptor de activador
de plasminégeno de tipo urocinasa (UPAR) y el quimotripsinégeno B1 (CTRB1) se amplificaron por PCR y se
subclonaron en el plasmido informador pGL3-basico, regulando asi la expresion del gen de luciferasa de luciérnaga.
Se cotransfectaron transitoriamente las células con cantidades molares similares de ADN de plasmido con el control
interno pRL-TK. Como se muestra en la FIG. 9B, 48 horas después se midio la relacion de luciferasa dual y se
muestra como ULR (en veces) normalizada por la luciferasa de Renilla.

Expresion especifica de cancer pancreatico de un pol  inucleétido deseado

La FIG. 10A ilustra un diagrama esquematico de constructos basados en CCKAR y basados en CMV que contienen
el gen informador de luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor CCKAR minimo, con o sin WPRE, o
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CCKAR/TSTA con o sin WPRE, o bajo el potenciador/promotor de CMV. Gal4VP2:VP2: El dominio transactivador
temprano inmediato de VP16 de HSV1 tiene una alta potencia de activacion cuando se fusiona con el dominio de
unién a ADN GAL4. Para la secuencia G5E4T (SEQ ID NO: 22), G5 comprende 5 copias en serie del sitio de unién a
ADN GAL4 de 17 pb cerca de los sitios de uniéon a ADN de consenso. EAT es E4ATATA, que comprende el promotor
minimo E4 de adenovirus desde -38 hasta +38 respecto al sitio de inicio. La FIG. 10B demuestra la actividad de
constructos transfectados transitoriamente en células de cancer pancreatico AsPC-1 y PANC-1. Se cotransfectaron
transitoriamente las células con cantidades molares similares de ADN de plasmido con el control interno pR-LTK. 48
horas después, se midi6 la relacion de luciferasa dual y se compard entonces con la actividad de CMV presentada
como porcentaje. Los datos representan la media de 4 experimentos independientes; barra, DE. La FIG. 10C
muestra la especificidad de tejido de promotores combinados basados en CCKAR. Se cotransfectaron
transitoriamente otras células cancerosas (LNCaP, PC-3, SKOV3.ip1, MDA-468) y células normales inmortalizadas
(higado de Chang, células WI-38, 184A1 y E6E7) con el control interno pRL-TK. 48 horas después, se midio la
relacién de luciferasa dual. Se presento el porcentaje en comparacion con la relacion de actividad en AsPC-1.

Se muestra en la FIG. 11 la expresion transgénica in vivo en el modelo tumoral ortotdpico de células AsPC después
del suministro sistémico de ADN de plasmido CTP-Luc y CMV-Luc. La FIG. 11A muestra la formacién de imagenes
in vivo de ratones. Se inyectaron en ratones atimicos portadores de tumor AsPC-1 subcutaneo por la vena de la cola
50 ug de ADN en complejos de ADN (CTP-Luc o CMV-Luc):liposoma una vez al dia durante tres dias consecutivos.
24 h después de la ultima inyeccion, se anestesiaron los ratones y se formaron imagenes durante 5 min usando un
sistema de formacion de imagenes IVIS™ 10 minutos después de la inyeccion i.p. de D-luciferina. Se muestra la
formacion de imagenes representativa de los ratones. La FIG. 11B muestra la actividad luciferasa de luciérnaga en
extractos de tejido, que se cuantificd con un luminémetro y se expres6 como unidades relativas de luciferasa por mg
de proteina total. Se calculé la relacién comparando el nivel de actividad luciferasa de ratones CTP con la de ratones
CMV.

La FIG. 18 muestra que el promotor de receptor de colecistocinina humana de tipo A (CCKAR) es potencialmente
especifico de cancer pancreatico. En la FIG. 18A, se amplificaron por reaccién en cadena de la polimerasa los
constructos de candidatos a promotor especifico de cancer pancreatico CCKAR, receptor acoplado con proteina G
huérfano (RDC1), receptor de activador de plasmindgeno de tipo urocinasa (UPAR) y quimotripsinégeno B1 (CTRB1)
y se subclonaron en el plasmido informador pGL3-basico, activando un gen de luciferasa de luciérnaga. En la FIG.
18B, se cotransfectaron transitoriamente células PANC-1 y AsPC-1 con el ADN de plasmido indicado y pRL-TK. 48
horas después, se midié la relacién de luciferasa dual y se mostr6 como unidades luminicas relativas (ULR)
normalizadas por el control de luciferasa de Renilla.

La FIG. 19 demuestra que los promotores basados en el receptor de colecistocinina de tipo A (CCKAR)
genomanipulados son mas activos y retienen la especificidad por cancer pancreatico. En la FIG. 19A, se muestra un
diagrama esquematico de constructos basados en CCKAR genomanipulados que incluyen pGL3-CCKAR-Luc-
WPRE (CCKAR-P-Luc), pGL3-CCKAR-TSTA-Luc (CCKAR-T-Luc) y pGL3-CCKAR-TSTA-Luc-WPRE (CTP-Luc). En
la FIG. 19B, se muestra la actividad de promotores basados en CCKAR en células de cancer pancreatico. Se
cotransfectaron transitoriamente células AsPC-1, PANC-1 y PanO2 con ADN de plasmido y pRL-TK. 48 horas
después, se midio la relacion de luciferasa dual. Se muestra el porcentaje respecto a la actividad del promotor de
CMV. Los datos representan la media de 4 experimentos independientes. En la FIG. 19C, se muestra la
especificidad de tejido de los promotores combinados basados en CCKAR. Se cotransfectaron transitoriamente
lineas celulares de cancer no pancreatico (LNCaP, PC-3, SKOV3.ipl, MDA-MB-468 y HelLa) y normales e
inmortalizadas (WI-38, 184A1 y E6GE7) con los plasmidos indicados y pRL-TK. 48 horas después, se midié la relacion
de luciferasa dual. Se muestra el porcentaje respecto a la actividad en células AsPC-1.

La FIG. 20 muestra que el combinado de receptor de colecistocinina de tipo A (CCKAR)-activacion transcripcional en
dos etapas (TSTA)-elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE), CTP, es
robusto y especifico de cancer pancreatico en un modelo animal ortotépico. Se administraron a ratones atimicos
portadores de tumores AsPC-1 ortotépicos 50 ug de ADN en complejos de ADN:liposoma por la vena de la cola una
vez al dia durante 3 dias consecutivos. En la FIG. 20A, se muestra la formacion de imagenes in vivo de ratones. Se
anestesiaron los ratones y se formaron imagenes durante 5 min usando un sistema de formacién de imagenes IVIS
10 minutos después de la inyeccion intraperitoneal de D-luciferina. En la FIG. 20B, se muestra la distribucién en
tejido de la expresion de luciferasa. Se diseccionaron especimenes de tejido y tumores y érganos como se han
mostrado y se midié la actividad luciferasa con un luminémetro. Se expresaron los datos como unidades relativas de
luciferasa por mg de proteina total.

La FIG. 21 proporciona la expresion de Bik mutante (BikDD) activada por CTP que elimina eficaz y especificamente
células de cancer pancreatico. En la FIG. 20A, se muestra un diagrama esquematico de constructos de expresion
con la cadena principal de pUK21: CMV-BikDD, pUK21-CMV-BikDD; CTP-BikDD, pUK21-CTP-BikDD. En la FIG.
20B, se proporcionan los efectos de eliminacion de BikDD activada por CMV o CTP. Se cotransfecté un panel de
células de cancer pancreatico (AsPC-1, PANC-1, MDA-Panc28 y PanO2) y células epiteliales pancreaticas humanas
inmortalizadas E6E7 con 2 pug de pUK21 (control negativo), pUK21-CMV-BikDD (control positivo) o pUK21-CTP-
BikDD, méas 100 ng de pGL3-CMV-Luc. 48 horas después de la transfeccidn, se formaron imagenes de la actividad
luciferasa durante 2 min usando un sistema de formacién de imagenes IVIS después de una incubacion de 5
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minutos con D-luciferina 5 ng/ml. Se mostraron las imagenes representativas en el panel superior. Se calculd el
porcentaje de sefial en comparacion con el control negativo (fijado a 100%) (panel inferior).

En realizaciones particulares de la presente invencién, se generan de forma similar constructos que comprenden
estos promotores especificos pancreaticos ejemplares ligados operativamente con un polinucleétido que codifica un
Bik mutante, seguido de la introduccién en un mamifero necesitado de tratamiento terapéutico de cancer
pancreatico, basandose en procedimientos analogos a los descritos en la presente memoria. Los parametros se
optimizan facilmente por los especialistas en la materia, tales como el modo de suministro, la concentracion de la
composicion y demas.

En realizaciones adicionales de la presente invencién, se estrechan adicionalmente los elementos especificos de
cancer pancreatico para identificar segmentos aun menores en ellos que retengan la actividad de expresion
especifica de cancer pancreéatico. Por ejemplo, pueden prepararse constructos de delecion de estas regiones
respectivas, y se ensaya su especificidad de tejido para identificar los segmentos menores que mantienen la
capacidad de dirigir la expresion en tejido de cancer pancreatico.

EJEMPLO 3
EXPRESION ESPECIFICA DE CANCER DE PROSTATA

Los presentes inventores utilizaron secuencias promotoras especificas de cancer de prostata para controlar la
expresion de un polinucledtido que codifica un polipéptido Bik mutante. Se describen en este ejemplo
procedimientos y composiciones ejemplares dirigidos a este objetivo.

Desarrollo de terapia génica orientada para cancer de préstata refractario a hormonas metastasico y
recurrente

En realizaciones especificas, se utiliza un promotor que regula la expresion de Bik mutante de manera tanto
dependiente de andrégeno como independiente de andrégeno. Un especialista en la materia reconocera que, en la
terapia génica de cancer de prostata, se han desarrollado recientemente promotores especificos de préstata como
PSA (Greenberg, DeMayo et al., 1995; Spitzweg, Zhang et al., 1999; Latham, Searle et al., 2000; Wu, Matherly et al.,
2001), probasina (Greenberg, DeMayo et al., 1995; Zhang, Thomas et al., 2000; Wen, Giri et al., 2003) y hK2 (Xie,
Zhao et al., 2001). Las actividades de estos promotores son dependientes de andrégeno. Para pacientes con cancer
de prostata metastasico avanzado, la ablacién hormonal es la eleccion de terapia principal. Sin embargo, después
de la castracion quimica, las glandulas suprarrenales secretan grandes cantidades de los esteroides precursores
inactivos deshidroepiandrosterona y androstenodiona como fuente compensatoria de andrégeno (Denis, 1996).
Ademas, la mayoria de células de adenocarcinoma de préstata independientes de andrégeno regulan positivamente
la expresion de AR, seleccionan los AR mutantes con sensibilidad a esteroide aumentada o especificidad por
esteroide reducida o regulan positivamente la sefializacion de factor de crecimiento, que puede estimular la actividad
de AR (Feldman y Feldman, 2001). Ademas, los efectos secundarios significativos asociados a esta terapia han
conducido al uso mas extendido de protocolos de ablacion intermitente, en que los pacientes se tratan con agonistas
de hormona liberadora de hormona luteinizante durante hasta 12 meses antes de suspender la terapia hasta que
empieza a aparecer progresion del tumor (Bruchovsky, Klotz et al. 2000). Por tanto, para numerosas etapas de la
enfermedad, los pacientes estan a menudo hormonalmente intactos, permitiendo el uso de vectores sensibles a
andrégeno para dirigir la expresion de genes terapéuticos al tejido prostatico.

El cancer de préstata independiente de andrégeno (CPIA) es una forma no tratable de cancer de préstata en que se
ha superado la dependencia normal de los andrégenos para el crecimiento y la supervivencia. EI CPIA se selecciona
para terapia de ablacion androgénica (Feldman y Feldman, 2001). Se propone seleccionar para terapia los
citoblastos epiteliales independientes de andrégeno y AR malignos que “pululan” en la préstata normal. Un
subconjunto de estas mutaciones de AR se cartografia en el dominio de unién a ligando (LBD) y se propone que
causan resistencia al alterar la respuesta del receptor de forma que los ligandos no canénicos tales como estrégeno
o hidrocortisona, o incluso antagonistas de receptor androgénico tales como flutamida, se comportan como
agonistas (Chen, Welshie et al. 2004). En estas condiciones, es muy critico para el desarrollo de un promotor
independiente de andrégeno en terapia génica suicida erradicar completamente el cancer de préstata refractario a
hormonas metastasico y recurrente.

El promotor de transcriptasa inversa de telomerasa h umana (hTERT) es especifico de cancer

Durante los Ultimos afios, la enzima transcriptasa inversa de telomerasa, responsable de mantener el ADN
telomérico en el extremo de los cromosomas, ha sido objeto de descubrimientos experimentales que la asocian con
una bala magica contra el cancer. Los teldmeros son elementos esenciales que protegen a los extremos de los
cromosomas de la degradacion y las fusiones de extremo con extremo, redistribuciones y pérdida de cromosoma. La
ausencia de actividad telomerasa en células somaticas humanas evita la compensacion por la pérdida de ADN
telomérica que proviene de la incapacidad de la ADN polimerasa convencional de replicar totalmente una molécula
de ADN lineal. El acortamiento resultante de los teldmeros limita el intervalo de vida proliferativa celular y la
senescencia celular. La inmortalizaciéon celular in vitro y la progresion tumoral estan asociadas con, y pueden
depender de, la activacion de telomerasa.
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Hay mucho en la bibliografia sobre la actividad telomerasa en diferentes pacientes con cancer. Por ejemplo, se ha
encontrado generalmente expresion de telomerasa en un 80-100% del cancer humano, pero casi todas las células
normales son negativas excepto las células de esperma o células de alta proliferaciéon. En cancer de proéstata,
aproximadamente un 84% de los carcinomas de préstata y un 100% de las lineas de cancer de cancer de prostata
humano son positivas de hTERT (Vasef, Ross et al. 1999). Recientemente, se ha usado el promotor hTERT para
terapia génica del cancer, asi como para terapia génica de cancer de prostata (Gu, Andreeff et al. 2002; Kim, Kim et
al. 2003; Irving, Wang et al. 2004).

La amplificacién transcripcional en dos etapas (TSTA ) aumenta significativamente la expresion génica

El promotor hTERT aumenta la seguridad y eficacia de la terapia génica. Sin embargo, la actividad de este promotor
hTERT no modificado es mucho mas débil que la de promotores basados en virus no especificos de tejido usados
habitualmente, tales como el promotor de citomegalovirus (CMV) (Cong, Wen et al. 1999; Gu, Andreeff et al. 2002;
Komata, Kondo et al. 2002). Uno de los enfoques de amplificacién que usa la proteina de fusién GAL4-VP16,
denominado enfoque de amplificacion transcripcional en dos etapas (TSTA), puede usarse potencialmente para
aumentar la actividad transcripcional de promotores celulares (lyer, Wu et al. 2001; Zhang, Adams et al. 2002). En
este sistema, la primera etapa implica la expresion especifica de tejido de la proteina de fusién GAL4-VP16. En la
segunda etapa, GAL4-VP16 a su vez activa la expresion del gen diana bajo el control de elementos sensibles a
GAL4 en un promotor minimo. El uso de TSTA puede conducir potencialmente a niveles amplificados de expresién
transgénica.

WPRE es un potenciador (til

Para aumentar la actividad de los promotores especificos de tejido, los presentes inventores y otros usaron el
potenciador de CMV fusionado con el promotor especifico de tejido minimo. Aunque aumento la actividad, se redujo
la especificidad de tejido (no publicado y (Latham, Searle et al., 2000)). Para enfrentarse a este asunto, los
presentes inventores utilizaron el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota
(WPRE), que implica la modificacién de la poliadenilacién de ARN, la exportacion de ARN y/o la traduccion de ARN
(Donello, Loeb et al., 1998). La potenciacion de WPRE aparecio tanto durante la expresion transitoria en vectores no
viricos como en vectores viricos (Loeb, Cordier et al., 1999; Glover, Bienemann et al. 2002) y cuando el gen se
incorpora establemente al genoma de células diana sin pérdida de especificidad de tejido (Lipshutz, Titre et al.
2003). El WPRE clonado en la orientacion codificante entre el gen diana y la secuencia de poli(A) estimulaba de 2 a
7 veces mas expresion de luciferasa in vitro y de 2 a 50 veces in vivo que sin el uso de WPRE (Zufferey, Donello et
al., 1999; Lipshutz, Titre et al., 2003). Ademas, la expresion transgénica a largo plazo puede estar mediada por
vectores adenoviricos que contienen WPRE (Glover, Bienemann et al., 2003). Por lo tanto, el WPRE es una
herramienta eficaz para aumentar y prolongar la expresion de transgenes en terapia génica.

TSTA y WPRE potencian la actividad del promotor hnTERT

Para determinar si TSTA y WPRE potencian la actividad del promotor hTERT, los presentes inventores subclonaron
en primer lugar una serie de promotores combinados basados en hTERTp que contenian TSTA y WPRE. Se
amplific por PCR el fragmento de hTERTp (nt -378 a +56) (Takakura, Kyo et al., 1999) a partir de extractos de ADN
de células LNCaP. Se subclond el fragmento de hTERTp en el plasmido pGL3-basico para activar el gen de
luciferasa de luciérnaga, conduciendo a phTERTp-Luc. Se insert6 entonces WPRE en phTERTp-Luc-Luc, dando
como resultado phTERTp-Luc-WPRE. Para emplear el sistema TSTA, se sustituyd hTERTp por el promotor PSA del
plasmido pTSTA (Zhang, Johnson et al., 2003), produciendo phTERTp-TSTA-Luc. Finalmente, se obtuvo el plasmido
pPhTERTp-TSTA-Luc-WPRE insertando el fragmento de WPRE en phTERTp-TSTA-Luc.

Los promotores basados en hTERTp fusionados con ARR2 pueden estimularse con andrégeno

Se ensaya la actividad de diferentes promotores combinados en células de cancer de préstata positivas de AR y
negativas de AR, asi como células endoteliales humanas normales (HUVEC), que se cotransfectaron
transitoriamente con cantidades molares similares de ADN de plasmido con el control interno pRL-TK. Se us6 pGL3-
bésico sin potenciador/promotor para el control negativo. 48 horas después, se midi6 la relacion de luciferasa dual y
se compar6 entonces con la actividad de CMV presentada como porcentaje.

En particular, se cotransfectaron transitoriamente células LNCaP o células PC-3 con cantidades molares similares
de ADN de plasmido con el control interno pRL-TK. 48 horas después, se midi6 la relacion de luciferasa dual y se
compard entonces con la actividad de CMV presentada como porcentaje. El dato representa la media de 4
experimentos independientes; barra, DE. La FIG. 12C muestra la especificidad de tejido de los combinados basados
en hTERTp. Se cotransfectaron transitoriamente las células de fibroblasto pulmonar WI-38 con los plasmidos
indicados y el control interno pRL-TK. 48 horas después, se midio la relacion de luciferasa dual. Se presenté el
porcentaje en comparacion con la relacion de la actividad en AsPC-1.

Como se muestra en la FIG. 12, el hTERTp es activo tanto en células LNCaP como en células PC-3, pero la
actividad era muy débil en comparacién con el potenciador/promotor de CMV. Sin embargo, el WPRE aument6 la
actividad en aproximadamente 2 veces. Sorprendentemente, el sistema TSTA puede reforzar la actividad hasta un
67% de la actividad de CMV en células LNCaP y hasta un 90% en células PC-3. Para el sistema TSTA en
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combinacién con WPRE, la actividad es comparable con la de CMV en PC-3 y es incluso 1,5 veces mayor en células
LNCaP. En contraposicion, su actividad permanece indetectable en células WI-38 (datos no mostrados).

En la mayoria de casos canceres de préstata recurrentes, el gen AR se amplifica y/o AR se sobreexpresa (Visakorpi
T, Nat. Genet. 1995 (Chen, Welshie et al. 2004)). Por lo tanto, deberia mejorar también en gran medida el indice de
eficacia si la actividad de este sistema pudiera estimularse con andrégeno. Para conseguir este objetivo, se fusion6
el elemento ARR2 del plasmido ARR2PB (Zhang, Thomas et al. 2000; Xie, Zhao et al. 2001) con el promotor
hTERTp de phTERTp-TSTA-Luc y phTERTp-TSTA-Luc-WPRE, produciendo el plasmido pARR2.hTERTp-TSTA-Luc
y PARR2.hTERTp-TSTA-LUc-WPRE (FIG. 13A). Se cotransfectaron transitoriamente células LNCaP y células PC-3
con cantidades molares similares de ADN de plasmido con el control interno pRL-TK y se estimularon con
concentraciones 0,01, 0,1, 1 y 10 nM del analogo androgénico no metabolizado R1881 durante dos dias en medio
gue contenia FBS tratado con carbdn/dextrano. Después de ello, se midio la relacion de luciferasa dual y se
comparé entonces con la actividad de CMV presentada como porcentaje, como se describe anteriormente. Como se
esperaba, la actividad de los combinados ARR2.hTERTp-TSTA y ARR2.hTERTp-TSTA-WPRE aumentaba de
manera dependiente de andrégeno en 10 veces mas que CMV en células LNCaP, sin que hubiera un cambio
significativo en células PC-3.

En realizaciones adicionales de la presente invencién, se estrechan adicionalmente los elementos especificos de
cancer de préstata respectivos para identificar segmentos alin menores en ellos que retengan la actividad de
expresion especifica de cancer de prdstata. Por ejemplo, pueden prepararse constructos de delecién de estas
regiones respectivas, y se ensaya su especificidad de tejido para identificar los fragmentos menores que mantienen
la capacidad de dirigir la expresion en tejido de cancer de prostata.

TSTA y WPRE potencian la actividad del promotor hTERT

En la FIG. 22, se muestra la comparacién de la actividad luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de
CMV y promotores combinados basados en hTERT. La FIG. 22A muestra un diagrama esquematico de constructos
informadores. La FIG. 22B muestra que se cotransfectaron transitoriamente las lineas celulares de cancer de
préstata, LNCaP y PC-3, y de fibroblasto humano normal, WI-38, con ADN de plasmido informador y el vector de
control interno pRL-TK. 48 h después, se midié la relacion de luciferasa dual. Se muestran las actividades luciferasa
(en veces) con respecto al promotor de CMV (fijado en 1). La actividad de hTERTp aumenta tanto en células LNCaP
como PC-3 mediante el sistema TSTA, y se potencia adicionalmente por WPRE (FIG. 22B). En combinacion con
TSTA y WPRE, la actividad de hTERTp-TSTA-WPRE es comparable o incluso 1:5 veces mayor que la del promotor
de CMV en células PC-3 y LNCaP, respectivamente. De forma importante, su actividad permanece latente en las
células de fibroblastos pulmonares humanos WI-38 y en tejido normal del modelo de ratén, confirmado después
adicionalmente.

El elemento ARR2 de accion en cis refuerza adicionalmente la actividad de hTERTp modificado con TSTA y WPRE
en respuesta a la estimulacion androgénica in vivo. En la mayoria de casos de cancer de préstata recurrente o
metastasico por CPDA o CPIA, se amplifica el gen AR y/o se sobreexpresa AR y sigue siendo capaz de unirse a
andrégeno (o analogo androgénico) después de la union al elemento sensible a andrégeno (ARE), dando como
resultado la activacion transcripcional (Chen et al., 2004; Visakorpi et al., 1995). A este respecto, el indice
terapéutico deberia mejorar en gran medida si el promotor contuviera un ARE, que se une a complejos de
andrégeno (o analogo androgénico)/AR, conduciendo a la estimulacion de la expresién génica terapéutica.

Para conseguir este objetivo, se fusiond el elemento ARR2 (elemento sensible a receptor de andrégeno 2), que
deriva de ARR2PB (Xie et al., 2001; Zhang et al., 2000), en direccion 5 con hTERTp en los sistemas recién
construidos, generando ATT-Luc (pG13-ARR2.hTERTp-TSTA-Luc) y ATTP-Luc (pG13-ARR2.hTERTp-TSTA-Luc-
WPRE) (FIG. 23A). Se us6 ARR2PB-Luc (pG13-ARR2PB-Luc) como control y CMV-Luc como herramienta de
referencia. Se cotransfectaron transitoriamente las células con los constructos y el vector de control interno pRL-TK
y se incubaron con concentraciones crecientes del analogo androgénico R1881. Es mas, las actividades de los
combinados ATT y ATTP aumentaron de manera dependiente de andrégeno, hasta 15 y 25 veces mas en células
LNCaP de CPDA AR+ y hasta 2,8 y 5,5 veces mas en células LAPC-4 de CPIA AR+, respectivamente, que la del
promotor de CMV (FIG. 23B). ARR2 no interfiere con las actividades transcripcionales de hTERTp-TSTA y hTERTp-
TSTA-WPRE en células PC-3 y LNCaP (FIG. 22B y FIG. 23B) y con su especificidad en células normales (datos no
mostrados). En comparacion con ATTP y ATT, ARR2PB es mucho menos activo en células AR+ (LNCaP y LAPC-4)
y casi inactivo en AR- (PC-3 y DU145) (FIG. 23B). Por tanto, los ATTP y ATT recién generados son altamente
activos en las cuatro lineas celulares ensayadas, cuyas actividades son comparables en células de CPIA AR- (PC-3
y DU145), y mucho mas fuertes en células de CPDA AR+ (LNCaP) y de CPIA AR+ (LAPC-4) que la del promotor de
CMV, y de forma importante permanecen latentes en células normales.

ATTP es robusto en xenoinjertos de CPDA y CPIA  in vivo.

Para determinar adicionalmente si la actividad y especificidad de ATTP se mantenian in vivo, los presentes
inventores establecieron modelos de ratén BALB/c nu/nu macho de xenoinjertos s.c. de LNCaP y PC-3. Se
inyectaron por via i.v. en ratones portadores de tumores LNCaP o PC-3 50 ug de pGL3-ATTP-Luc y pGL3-CMV-Luc
en complejos de ADN:liposoma una vez al dia durante tres dias consecutivos. Se formaron imagenes de ratones
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portadores de tumores LNCaP in vivo con un sistema de formacién de imagenes no invasivo (Xie et al., 2004)
durante 2 minutos cada dia y se sacrificaron 24 h después de la ultima inyeccién. La formacién de imagenes
bioluminiscentes mostré puntos de luz muy brillante en la zona del térax (pulmén/corazén) de los ratones tratados
con CMV-Luc, pero casi nada en la misma zona de los ratones tratados con ATTP-Luc (FIG. 24A). Para caracterizar
adicionalmente la fuente de luz, se sacrificaron inmediatamente los ratones después de la formacion de imagenes
vivos, y se diseccionaron sus o6rganos principales para formar imagenes ex vivo. Los presentes inventores
verificaron que el érgano mas fotoemisor era el pulmén de ratones tratados con CMV-Luc, mientras que la sefial de
los pulmones de ratones tratados con ATTP-Luc era indetectable (FIG. 24B). Para aumentar la potencia de la sefal
prolongando el tiempo de fotoexcitacién, se formaron inmediatamente imagenes de los tumores diseccionados
durante 10 min. Los tumores de ratones tratados con ATTP-Luc producian una sefial mucho mas fuerte que los de
ratones tratados con CMV-Luc (P, 0,002) (FIG. 24C). Consistentemente con los resultados de formacion de
imagenes in vivo y ex vivo, las actividades luciferasa de pulmones y corazones de ratones tratados con CMV-Luc
eran significativamente mayores que las de ratones tratados con ATTP-Luc. En contraposicion, la actividad
luciferasa de tumores de ratones tratados con ATTP-Luc era 14,5 veces mayor que la de los tumores de ratones con
CMV-Luc (P, 0,004) (FIG. 24E). El indice especifico de cancer (la actividad luciferasa de los tumores de pulmén)
(Chen et al., 2004) era de 14,3 el de ATTP-Luc, en contraposicion con 0,012 para CMV-Luc en el modelo de tumor
LNCaP. Debido al hecho de que las células PC-3 son AR-, la sefial de los tumores PC-3 tratados con ATTP-Luc no
era tan alta como la de los tumores LNCaP Sin embargo, la sefial de los tumores PC-3 de ratones tratados con
ATTP-Luc seguia siendo mas fuerte que la de los ratones tratados con CMV-Luc (FIG. 24D) y el indice especifico de
cancer (3,9) de ATTP-Luc sigue siendo mucho mejor (0,015) que el de CMV-Luc (datos no mostrados). Tomado en
conjunto, el ATTP “quimérico” es capaz de dirigir un gen de interés a tumor de prostata (tanto AR+ como AR-) al
menos tan eficazmente como el promotor de CMV en el cancer de prostata AR-, y mucho mas eficazmente en
cancer de prostata AR+, mientras que no hay casi expresion en células normales.

EJEMPLO 4
ENSAYO IN VITRO DE PROMOTORES ESPECIFICOS DE CANCER

Se ensaya in vitro un constructo o constructos que comprenden los promotores de la invencion ligados
operativamente con un polinucleétido terapéutico respectivo. Por ejemplo, se seleccionan las secuencias de control
en algunas realizaciones basandose en los datos generados anteriormente, que sugieren que la secuencia es eficaz
en un tejido o célula deseado. En otras realizaciones, se seleccionan las secuencias de control sin el conocimiento
previo de su eficacia potencial. Se liga operativamente la secuencia de control para ensayar con una secuencia
informadora, tal como aquella cuya expresion y/o producto génico pueda monitorizarse, incluyendo mediante color,
luz o fluorescencia, por ejemplo. Los ejemplos de genes informadores incluyen luciferasa o B-galactosidasa. Pueden
afiadirse también al constructo secuencias de control adicionales de cualquier tipo, incluyendo secuencias de control
transcripcional o postranscripcional, promotores minimos y demas. El constructo para ensayar y sus uno 0 mas
controles apropiados se introducen entonces en una célula deseada y se ensaya la expresién. En realizaciones
particulares, el constructo para ensayar genera expresion a niveles tales como los determinados por el especialista
en la materia por ser eficaces en la célula o tejido deseado en que reside.

EJEMPLO 5
ENSAYO IN VIVO DE PROMOTORES ESPECIFICOS DE CANCER

Se ensayan en un estudio animal un constructo o constructos que comprenden los promotores de la invencién
ligados operativamente con un polinucledtido terapéutico respectivo en lo referente a su actividad antitumoral. Se
suministra el constructo por un vector, tal como en un liposoma o en un plasmido o vector virico, a modelos de ratén
atimico para ensayar su actividad antitumoral. Una vez se demuestra la actividad antitumoral, se examina
adicionalmente la toxicidad potencial usando ratones inmunocompetentes, seguido de ensayos clinicos.

En una realizacién especifica, se ensaya en un animal la actividad inhibidora del crecimiento preferida de un
constructo que comprende el promotor de la invencién ligado operativamente con un polinucleétido terapéutico.
Brevemente, y solo como ejemplo, se administran lineas celulares de cancer de mama que sobreexpresan HER-
2/neu (tales como SKBR3 y MDA-MB361) a la almohadilla grasa mamaria de ratones atimicos para generar un
modelo de xenoinjerto de mama. Después de que los tumores alcancen un tamafio particular, se inyecta por via
intravenosa el constructo de la presente invencién o su control al raton mezclado con un portador aceptable tal como
liposomas. Se comparan los tamafios de tumores y la curva de supervivencia de estos tratamientos y se analizan
estadisticamente. En una realizacion preferida, los constructos que comprenden los promotores de la invencién
inhiben preferiblemente el crecimiento de un tumor especifico de tejido en comparacion con p21 de tipo silvestre.

EJEMPLO 6
ENSAYO CLINICO CON PROMOTORES ESPECIFICOS DE CANCER

Este ejemplo se refiere al desarrollo de protocolos de tratamiento humano que usan constructos que comprenden los
promotores especificos de cancer de la invencidn solos o en combinacion con otros agentes anticancerosos. El
tratamiento con farmaco anticanceroso usando constructos que comprenden los promotores especificos de cancer

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2385492 T3

de la invencion serd util en el tratamiento clinico de diversos canceres. Dicho tratamiento serd una herramienta
particularmente Util para terapia antitumoral, por ejemplo, en el tratamiento de pacientes con los canceres de mama,
prostata y pancreatico respectivos, tales como aquellos que son resistentes a los regimenes quimioterapéuticos
convencionales.

Los diversos elementos de realizaciéon de un ensayo clinico, incluyendo el tratamiento y monitorizacion del paciente,
seran conocidos por los especialistas en la materia en vista de la presente divulgacion. La siguiente informacion se
presenta como guia general para uso en el establecimiento de constructos que comprenden los promotores
especificos de cancer de la invencién en ensayos clinicos.

Los pacientes con canceres de mama, préstata o pancreatico avanzados metastaticos elegidos para estudio clinico
estaran tipicamente en riesgo de desarrollar el cancer, se habran tratado anteriormente por el cancer que esta
actualmente en remision, o no habran sido sensibles a al menos un ciclo de terapia convencional. En un protocolo
clinico ejemplar, los pacientes pueden experimentar la colocacion de un catéter de Tenckhoff, u otro dispositivo
adecuado, en la cavidad pleural o peritoneal y experimentar un muestreo en serie de la efusiéon pleural/peritoneal.
Tipicamente, se deseara determinar la ausencia de loculacién conocida de la cavidad pleural o peritoneal, niveles de
creatinina menores de 2 mg/dl y niveles de bilirrubina menores de 2 mg/dl. El paciente deberia exhibir un perfil de
coagulaciéon normal.

Con respecto a los constructos que comprenden los promotores especificos de cancer de la invencién y a otra
administracion de farmaco anticanceroso, puede disponerse un catéter Tenckhoff o dispositivo alternativo en la
cavidad pleural o en la cavidad peritoneal, a menos que dicho dispositivo esté ya colocado en una cirugia anterior.
Puede obtenerse una muestra de fluido pleural o peritoneal de modo que puedan valorarse y registrarse los valores
iniciales de celularidad, citologia, LDH y marcadores apropiados en el fluido (CEA, CA15-3, CA 125, PSA, p38
(formas fosforiladas y no fosforiladas), Akt (formas fosforiladas y no fosforiladas) y en las células (constructos que
comprenden los promotores especificos de cancer de la invencion).

En el mismo procedimiento, pueden administrarse los constructos que comprenden los promotores especificos de
cancer de la invencion solos o en combinacién con otros farmacos anticancerosos. La administracién puede ser en
la cavidad pleural/peritoneal, directamente al tumor o de manera sistémica, por ejemplo. La dosis de partida puede
ser aproximadamente de 0,05 mg/kg de peso corporal. Pueden tratarse 3 pacientes a cada nivel de dosis en
ausencia de toxicidad de grado > 3. El aumento de dosis puede realizarse en incrementos del 100% (0,5 mg, 1 mg, 2
mg, 4 mg) hasta que se detecte toxicidad de grado 2 relacionada con el farmaco. Después de ello, el aumento de
dosis puede proceder en incrementos del 25%. La dosis administrada puede fraccionarse igualmente en dos
infusiones, separadas por 6 horas, si los niveles de endotoxina combinados determinados para el lote de constructos
que comprenden los promotores especificos de cancer de la invencion y el lote de farmaco anticanceroso superan
las 5 UE/kg para cualquier paciente dado.

Los constructos que comprenden los promotores especificos de cancer de la invencion y/u otra combinaciéon de
farmaco anticanceroso pueden administrarse durante un tiempo de infusién corto 0 a una velocidad de infusion
estacionaria durante un periodo de 7 a 21 dias. Los constructos que comprenden los promotores especificos de
cancer de la infusion de la invencién pueden administrarse solos o en combinacién con el farmaco anticanceroso. La
infusion administrada a cualquier nivel de dosis dependera de la toxicidad alcanzada después de cada una. Por ello,
si se alcanz6 una toxicidad de grado Il después de cualquier infusion individual, o en un periodo de tiempo particular
para una infusion a velocidad estacionaria, las dosis adicionales deberian retenerse o detenerse la infusiéon a
velocidad estacionaria a menos que mejore la toxicidad. Se administraran dosis crecientes de constructos que
comprenden los promotores especificos de cancer de la invencién, en combinacion con un farmaco anticanceroso, a
grupos de pacientes hasta que aproximadamente un 60% de los pacientes muestren toxicidad de grado Il o IV
inaceptable en cualquier categoria. Las dosis que son 2/3 de este valor podran definirse como dosis segura.

El examen fisico, medidas del tumor y ensayos de laboratorio deberian efectuarse, por supuesto, antes del
tratamiento y en intervalos de aproximadamente 3-4 semanas después. Los estudios de laboratorio deberian incluir
CBC, recuento diferencial y de plaquetas, analisis de orina, SMA-12-100 (ensayos funcionales hepaticos y renales),
perfil de coagulacion y cualquier otro estudio quimico apropiado para determinar la extension de la enfermedad o
determinar la causa de los sintomas existentes. También deberian monitorizarse los marcadores bioldgicos
apropiados en suero, por ejemplo, CEA, CA 15-3, p38 (formas fosforilada y no fosforilada) y Akt (formas fosforilada y
no fosforilada), p185, etc.

Para monitorizar el transcurso de la enfermedad y evaluar las respuestas antitumorales, se contempla que se
examinen en los pacientes los marcadores tumorales apropiados cada 4 semanas, si son inicialmente anormales,
con CBC, recuento diferencial y de plaquetas dos veces por semana durante las 4 semanas y entonces, si no se ha
observado mielosupresion, semanalmente. Si algin paciente tiene un mielosupresién prolongada, se recomienda un
examen de médula ésea para descartar la posibilidad de invasién tumoral de la médula como causa de la
pancitopenia. El perfil de coagulacion deberia obtenerse cada 4 semanas. Se efectuard un SMA-12-100
semanalmente. La efusidon pleural/peritoneal puede muestrearse 72 horas después de la primera dosis,
semanalmente después de ello durante los dos primeros ciclos, y entonces cada 4 semanas hasta la progresion o
salida del estudio. Pueden valorarse la celularidad, citologia, LDH y marcadores apropiados en el fluido (CEA, CA15-
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3, CA 125, ki67 y ensayo Tunel para medir la apoptosis, Akt) y en las células (Akt). Cuando estd presente la
enfermedad medible, las medidas tumorales han de registrarse cada 4 semanas. Los estudios radioldgicos
apropiados deberian repetirse cada 8 semanas para evaluar la respuesta tumoral. Pueden repetirse espirometria y
DLCO a las 4 y 8 semanas después del inicio de la terapia y en el momento en que termine la participacion en el
estudio. Puede efectuarse un andlisis de orina cada 4 semanas.

Las respuestas clinicas pueden definirse por una medida aceptable. Por ejemplo, una respuesta completa puede
definirse como la desaparicion de toda la enfermedad medible durante al menos un mes. Mientras que una
respuesta parcial puede definirse como un 50% o mas de reduccién de la suma de productos de los diametros
perpendiculares de todos los nédulos tumorales evaluables o al menos 1 mes sin sitios tumorales que muestren
crecimiento. De forma similar, una respuesta mixta puede definirse como una reducciéon del producto de los
diametros perpendiculares de todas las lesiones medibles en un 50% o mas con progresion en uno o mas sitios.
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gacagtagect

Secuencia artificial

acattgtgte
cccaatgeect
gaaaaagact
catgatgact
gagtacttta
atttgtggge
ccaagcettat:
gtgggggtca
gtecagaaaga
cototocagg
ggtctctgga
cacagcecact
gatgagatga
gtgcaagcat
cgtgaccaca
ccttgetecaa
ttttttttee
aatgctttgg
accagatagt
atttctagag
tttttgtgtg
aaactagcaa
taggtaccga

ES 2

aaggttectt
gggaateocec
tcgeccacgte
cggatctegg
cgteggeatg
catcggtedg
tttgacctitt
atgttagagg
cattatcttg
tcaaaatecat
ctagccttga
gagagtagcg
agcacttgag
teocatctttea

atctagtata
gteeccattet
aagaacaaga
accaagcttg
ctaggeatgg
tttatgtece
cgccagetgyg
tagagtcaag
goccctaaaag
acagggacat
gtceccecageca
ttctocateca
gecatctgtaa
acacttacac
tttgatcgte
agacctecagg
tttekttett
aatatectge
ctaacggtgt
cggccggccyg
aatcgatagt
aataggctgt
gctecatttag

385492 T3

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

cacaaagatec
gtccoocaac
ctogoegtet
accoggggaa
cgocatogee
gggggcggat
gttactactc
catatcagte
tacaaataat
gtcaaggtet
ttccacttct
acacteoccag
ctttttaagt
ggaggetag

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

caaataggtt
tcaggcatat
tgctatcata
gctagaacat
acaatgeceoca
tattaagaaa
gaatagagat
agggtacaga
agagggtcaa
caggccacaa
tccagagtgt
aatgaggecca
gtgctgaaga
ggcactccce
acaatgaccc
cgttteccect
tttetttteo
cagattagag
gatttgtgct
caataaaata
actaacatac
cccecagtgea

gt
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ccaagetgteo
atgtcecagat
aagtggaget
teceoccocegtoce
acgteceteoge
ccceooggget
tcttcegatg
tccactgaag
cctgttaaca
totocgaggaa
gtcagatgtg
ttgttecttea
cggcaaatat

cttggagtac
ttttatttgt
ttttcttaac
tgtgteatct
atgectgteoc
aagactaaga
aggaggggac
atacaatggg
ggtaggaggt
ttaatttete
ccctggteta
gtaataccca
taatccctga
agagccaggce
tgtgagggag
cagagcctga
atttettttt
tcecetttgtt
gaaggttttg
tctttatttt
gcteotecate

agtgcaggtg

gatecgacatt
cgaaatcgte
cgteoceceocccag
ccaacatgte
cgtetaagtg
gcaggaatte
atgatgtcge
ccaatctate
atgecttttat
aaatcagtag
ccctagteag
gacacttggc
cgcatgottyg

tttactagge
gggctttatg

‘tggaatggta

agtatacaaa
cattcttcag
acaagatgct
cecagctggat
gtectagtat
tagtgaaggt
tgcagttggt
gtggteceocee
tcececatagtg
cacatcccaa
atgtgctggt
actgtgcaac
gaggtcatct
ctttgcaaga
cacctgaagg
agccacacta
cattacaktct
aaaacaaaac
ccagaacatt

60

izo0
180
240
300
360
420
480
540
600
&80
720
780
819

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1352



10

15

20

<211> 496

<212> ADN

<213>
<220>
<223>

<400> 18

ggcocgoccca
goggggeogco
ccgggagggg
ggcaggacgyg
totgtgeeeg
ggaccoegggyg
gggacgccag
cgagggaggayg
gatcogaget

<210> 19

<211> 857

<212> ADN

<213>
<220>
<223>

<400> 19

ttatgtcaca
tectagaggatc
tagcgecgteg
getgacateg
cagatcgaaa
gagctegteco
cggcgataca
acttattecta
tgtgacggca
atceoctgtaaa
aaatagctgt
cggagacctt
gecactteggt
ttcgatagaa
ctgecagaatt

<210> 20

<211> 8512
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 20

Secuencia artificial

cgtgcgcage
ggaaaggaaa
tcgggacggg
gtgeeoegggt
cgaatccact
gtctgggceeg

cgagggccec
gocctctagat

cggtac

Secuencia artificial

ccacagaagt
cteocggaceceg
gcatgegeea
gtcggagaas
tecgtetageg
cccaggctga
gtcaactgtc
tgectgtctea
tetttattea
gaatcecattt
tcecagtettt
ttggttttgg
ttttctttgg
gacagtagct
cgocett

Secuencia artificial

ES 2385492 T3

aggacgcage
ggggggggct
geggggtocg

ccccagtecc
gggageccgg.

cgcttcocceg

agcggagaga
ataagggocga

aaggttcctt
gggaatccce
tocgeccacgtce
cggatctegg
cgtecggeatg
catcggtegg
tttgacecttt
atgttagagg
cattatettg
tcaaaatcat
ctageccttga
gagagtagcg
agcacttgag
tcatctttea

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

gctgectgaa

‘gggaggcccy

cgcggaggayg
tecgcoccocacgt
coctageooooyg
coccgcgogoec
ggtcgaateg
attccagcac

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

cacaaagatc
gtceoceccaac
ctcgecgtet
acccggggaa
cgocatogeco
gggggeggat
gttactacte
catatcagte
tacaaataat
gktcaaggtct
ttoccacttet
acactcccag
ctttttaagt

ggaggctagg

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

52

actcgegecg
gagggggctyg
gcggagetgg
g9g9g9agcgceyg
acagcgocage
gctocgegete
gectaggetg
actggecggec

ccaagctgte
atgtccagat
aagtggagct
tcecegteocoo
acgtcctegco
ccocecgggcek
tctteccgatg
tccactgaag
cctgttaaca
tctcgaggaa
gtcagatgtyg
ttgttecttea
cggcaaatat
gcocgecagtg

cgaggagagg
ggccggggac
aaggtgaagg
gtcctgggeg
tgetceggge
ccagggtgeca

tggggtaacc
gttactagtg

gatcgacatt
cgaaatcgte
cgtecccecag
ccaacatgte
cgtctaagtg
gcaggaatte
atgatgtege
ccaatctate
atgettttat
aaatcagtag
ccctagteag
gacacttggc
cgcatgettg
tgatggatat

&0

120
180
240
300
360
420
480
496

60

120
180
240
300
360
420
480
540
&00
660
720
=1
840
857



ggtacgggag
ggacaaacca
attgctttat
cattttatgt
tacaaatgtg
atgagccttg
ttatacactt
‘caattatgtec
atttctagag
gtectagegeg
caggctgaca
gtccagateg
gtggagctcg
ttceggegat
cgcacttatt
atctgtgacg
tatatcctgt
tagaaatage
cégcggagac
ggcgcactte
ttgttegata
tatctgcaga
aattgectcac
gtggaggagc
gacttgagtt
cacaagccaa
agtcttaggg
tgetttttac
agtactcctc
cggctgtgty
cctaaagaac
tagetttgga
ttgctactaa

gtacttggag
caactagaat
ttgtaaccat
ttcaggtteca
gtatggctga
ggactgtgaa
aaaaatttta

acaccacaga.

gatctoggac
tcggcatgeg

teggtegggg:

aaatcgtcta
tcocoeagge
acagtcaact
ctatgetgte
gecatectttat
aaagaatcca
tgttcocagte
cttttagttt
ggtttttett
gaagacagta
attecgeocctt
teoccoceoggetoea
agggagggag
cacctcactc
gcoccogotoca
ccctgagtac
acacatgtgt
tatataggaa
agacaggaac
acggagggac
accatgcecg
acacagtgtt

ES 2385492 T3

cggccgegat
gcagtgaaaa
tataagctge
gggggaggtg
ttatgatecat
tttaaaatac
tatttacectt
agtaaggttc
cocggggaate
ccatcgeocac
gggcggatet
gcgcgtegge
tgacateggt
gtctttgacc
tcaatgttag
tcacattatc
ttttcaaaat
tttctageoct
tgggagagta
tggagcactt
gcttcatctt
ccttgectge
ttectectaat
tgattteccag
actccageat
ccttecaccce
agacagcctg
acatatgcac
ccocgteocaceca
aattaacacg
tgtgttctac
gtggtgtgtyg
gtttetegtyg

ccagacatga
aaatgcttta
aataaacaag
tgggaggttt
gaacagactg
acaaacaatt
agagctttaa
cttcacaaaq
cocgtoococ
gtecteogcoog
cggaccocggg
atgcgcoccatc
cgggggggcy
tttgttacta
aggcatatea
ttgtacaaat
catgtcaagg
tgatteccact
goegacactee
gagcttttta
tcaggaggct
tgctttececac
gaccgaageg
gtgtgggctt
ttgtactect
gccccaccte
gctacccgtt
ggacacacac
tcccagacat
gtaacagatc
ctecttatag
tgtggacaga
gtetetgoee

53

taagatacat
tttgtgaaat
ttaacaacaa
tttaaagcaa
tgaggactga
agaatcagta
atctctgtag
atccecaaget
aacatgtcceca
tctaagtgga
gaatcoccegt
gccacgtoct
gatcccoogg
ctectottecg
gtctecaectg
aatcctgtta
tcttctegag
tctgtcagat
cagttgttet
agtcggcaaa
agggcecgoca
caagtgctgyg
tetegeagat
tttecagcecat
gttgtggaaa
cceceggeeck
aaccattcte
acacacacag
atgcagaaga
cgataatgeca
aaaagcaatt
actgctgget
ttgttaacta

tgatgagttt
ttgtgatget
caattgcatt
gtaaaaccte

ggggcetgaa
gtttaacaca

gtagtttgte

gtcgatcocgac
gatcgaaatc
gctegteoecce
cocccocaacat
cgocgtotaa
gectgcaggaa
atgatgatgt
aagccaatect
acaatgcttt
gaaaaatcag
gtgcoctagt
tcagacactt
tatcgcatge
gtgtgatgga
agagctggtg
gcaacctgoc
tecctaaagge
aggcagtgag
ttectgggee
agegtgtgge
aggcttcecce
aagcccaaac
gaccatcagyg
agtgecctttt
ggttgttaag
ggattgaggce

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
a00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15680
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



acttttgaac
tagtggatcc
tggatgeagt
agtatcatgg
aaggtccace
ttggtgagtg
cccccoccttte
tagtgatget
cccaagcatt
ctggtgocte
gcaacagagq
catcteotttt
caagaggtca
gaaggtttgg
cactatatca
catctgtgtg
aaaacgaaac
acatttctet
atgcctgecag
gtactcogect
ccagtcctat

ggtgcegtgt

tgttggtaaa
tococgoctggaa
ggttecctgga
gtacttcgaa
tcacagaatc
gttatttatec
caacagtatg
aattttgaac
aacggattac
ttttaatgaa
catgaactec
ctgegtgaga
tgogatttta
tttgatatgt
gagccttcag
cgocaaaago
tggcgeoteeoc
taﬁcaggcaa
ggatgataaa
tctggatacc
tatgattatg
tggatggcta
tgaccgectg
atccatcttg
tgacgocoggt
aaaagagatc
agttgtgttt
cagagagatc
gagctcttac
ttgactggta
cctttgtatc
tggttgetgt
actgtgtttg
tccgggactt
gcccgetget
aagctgacgt
toccttetget
ccggctetge

ataggtacect
gagctoggta
gggcagtggg
tggaggtcag
tecaccetct
gtoatggtot
tgagccacag
gtgaggatga
cagcagtgca
atacacgtga
actgaccttg
tbtttttttt
tetctaatge
gccacaccag
gctagattte
ttagtttttt
aaaacaaact
atcgataggt
gtcocggagga
cggaggacag
atatactege
cgagtggtgt
gocaccatgyg
gatggaaccg
acaattgctt
atgtcegtte
gtegtatgeca
ggagttgcag
ggcatttoge
gtgcaaaaaa
cagggattte
tacgattttg
totggatota
ttctegeatg
agktgttgttc
ggatttocgag
gattacaaga
actectgattg
ctctctaagg
ggatatgggc
ccgggogegy
gggaaaacgc
tceoggttatg
cattctggag
aagtctectga
ctccaacacc
gaacttoceg
gtggattacg
gtggacgaag
ctcataaagg
gcgtgetage
ttcttaacta
atgctattge
cteotttatga
ctgacgcaac
tegekttece
ggacaggyggc
cetttoecatg
acgtccoctte
ggcoctcttoe

ES 2385492 T3

gggtcectaag
ccaagctoea
ggtcatagag
aaagagcccet
ccaggacagyg
ctggagtece
ccactttecte
gatgageatc
agcatacact
ccacatttga
ctcaaagacc
ttteoctttet
tttggaatat
atagtctaac
tagagcggcoc
gtgtgaateg
agcaaaatag
accgagecteca
cagtactccg
tactcocgete
tectgeacttg
cteocgagatet
aagacgccaa

ctggagagca-

ttacagatgc
ggttggcaga
gtgaaaactc
ttgogoooge
agcctaccgt
agctcccaat
agtcgatgta
tgccagagtce
ctggtetgoe
ccagagatcc
cattcecatca
tocgtettaat
ttecaaagtge
acaaatacga
aagtcgggga
tcactgagac
tcggtaaagt
tgggecgttaa
taaacaatccec
acatagectta
ttaagtacaa
ccaacatctt
cogeegttat
tcgccagtca
taccgaaagyg
ccaagaaggg
coctogacaat
tgttgeteoot
ttecoceogtatg
ggagttgtgg
ccccactggt
cctcectatt
tocggctgttg
geotgetegoe
ggccctcaat
gogtettege

ggcgaattec
getgggaata
tcaagagggt
aaaagagagg
gacatcaggc

cageatceag

catcaaatga
tgtaagtgct
tacacggcac
tecgtecacaat
tecaggogttt
ttotttttet
cectgecagat
ggtgtgattt
ggcogoaata
atagtactaa
getgteccea
tttaggtgac
ctcggaggac
ggaggacagt
goceoottttet
gegatetaag
aaacataaag
actgcataag
acatatecgag
agctatgaaa
tcttecaattc
gaacgacatt
ggtgttegtt
catccaaaaa
cacatteogte
cttegatagg
taaaggtgte
tatttttgge
cggttttgga
gtatagattt
gotgetggtg
tttatctaat
ageggttgec
tacatcaget
tgttccattt

‘Ecaaagagge

ggaagogacc
ctgggacgaa
aggctatcag
cgacgcaggt
tgttttggag
agtaacaacc
tettacegga
cggaaagatc
caacctetgg
tttacgectat
gecttteattt
cocegttgtea
taggggcattg
gccacggegg
ggcactgaca
tgtgttgcea
ccagocggacc
cttegeecte

54

agcacactgg
gagataggag
acagaataca
gtcaaggtag
cacaattaat
agtgteceectg
ggocagtaat
gaagataate
teccecagage
gaccctgtga
cccectcagag
ttbccattte
tagagtcect
gtgctgaagg
aaatatecttt
catacgctct
gtgeaagtge
actatagaat
agtactcecge
actcogacte
acactgtgac
taagettgge
aaaggccodd
gcoctatgaaga
gtagacatca
cgatatggge
tttatgcocgg
tataatgaac
teccaaaaagg
attattatca
acatectcate
gacaagacaa
gctoctgoete
aatcaaatca
atgtttacta
gaagaagagc
ccaaccctat
ttacacgaaa
aagaggttcc
attectgatta
tttgaagcga
gaactgtgtg
aacgoccttga
gacgaacact
gtgactccoceog
gtecgecaggte
cacggaaaga
gcgaaaaagt
aaactcgacg
gcocgtgtaat
attacaaaakt
gtggatacge
tectectectt
ggcaacgtgg
ccaccacctg
aacteatege
attccgtggt
cectggattet
ttecectteeog
agacgagtcg

cggccgttac
gggacccage
atggggtect
gaggttagtg
ttctctgecag
gtctagtggt
acccatcceca
cctgacacat
caggcatgtyg
gggagactgt
cctgagaggt
tttttetttg
ttgttecacect
ttttgagcca
attttcatta
ccatcaaaac
aggtgcecaga
acaagcttgeo
teggaggaca
tagaggatece
tgattgagct

attceoggtac

cgoccattcta
gatacgcecet
cttacgectga
tgaatacaaa
tgttgggcge
gtgaattget
ggttgcaaaa
tggattctaa
taccteeogg
ttgcactgat
atagaactgeo
ttccggatac
cactcggata
tgtttctgag
toctocctteott
ttgecttetgg
atctgceocagg
cacccgadggyg
aggttgtagga
tgagaggtce
ttgacaagga
tcttecatogt
ctgaattaga
ttccegacga
cgatgacgga
tgcgcggagyg
caagaaaaat
tctaggtacc
tbtgtgaaaga
tgectttaatg
gtataaatcc
cgtggtgtge
tcagctectt
cgocctgectt
gttgtcgggg
gegegggacy
cggcctgetg
gatctcectt

2040
2100
2160
2220
2280
2240
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580



tgggcegecot
cggccgetec
atgcagtgaa
attataagct
cagggggagg
gataaggatc
ggegcggggce
aggacaggtg
ttocggctgeg
caggggataa
aaaaggcogc
atcgacgete
cccctggaag
cagectitet
gktteggtgta
accgectgege
cgeccactgge
cagagttett
gegoctectget
aaaccaccgc
aaggatctea
actecacgtta
taaattaaaa
gkttaccaatg
tagttgcetg
ccagtgctge
accagccagce
agtctattaa
acgttgttge
tcagctcegg
cggttagctce
tecatggttat
ctgtgactgg
gcteottgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gogktttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
tteecgegeac
cggegggtgt
cteocttbege
taaatecgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccectat
ggttaaaaaa
ttacaattte
cctetteget

<210> 21
<211> 8565
<212> ADN
<213>
<220>

<223>

cccecgectgg
gagcagacat
aaaaatgctt
gcaataaaca
tgtgggaggt
cgtcgaccga
atgactatecg
ccggcagcgc
gcgageggta
cgcaggaaay
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcocecoctegtg
cccttcggga
ggtegttege
cttatceagt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatecct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcceocogte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgccocgg
cattgctaca
ttcccaacga
ctteoggtoct
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcccoga
ggtggttacg
tttecttcect
gcteccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctocggtcoctat
tgagctgatt
ccattcgcca
attacgccag

Secuencia artificial

ES 2385492 T3

aattcgagcet
gataagatac
tatttgtgaa
agttaacaac
tttttaaagc
tgeceocttgag

tegecegeact

tctteoecgett
tecagcteact
aacatgtgag
tttttececata
tggcgaaacc
cgectctectg
agcgtggege
teccaagctgg
aactategtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttyg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg

tcaaggcgag,

ccgategttg
cataattecte
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgraccca
acaggaaggc
atactettec
tacatatttg
aaagtgccac
cgcagogtga
tocecttteteg
gggtteoegat
tcacgtagtg
ttotttaata
tecttttgatt
taacaaaaat
tteaggetge
cccaagctac

cggtacgggce
attgatgagt
atttgtgatg
aacaattgca
aagtaaaacc
agcettcaac
tatgactgtc
cctegetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctceogece

cgacaggact

ttecgacect
tttoteaatg
gctgtgtgea
ttgagtcecaa
ttagcagagce
gctacactag
aaagagttgg
tttgraagca

ctacggggtc

tatcaaaaag
aaagtatata
tectecagegat
ctacgatacg
gctcacegge
gtggteceotge
taagtagtte
tgtcacactc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata

cegegecaca.

aactctcaag
actgatctte
azaatgccge
tttttecaata
aatgtattta
ctgacgecgcecco
ccgctacact
ccacgttcge
ttagtgettt
ggccategec
gtggactectt
tataagggat
ttaacgcgaa
gcaactgttg
catgataagt

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

55

tcgactagag
ttggacaaac
ctattgettt
ttcattttat
tectacaaatg
ccagtcaget
ttctttateca
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaadqogcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgecttace
ctcacgctgt
cgaacccooe
ccocggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctecag
gatcttocace
tgagtaaact
ctgtectattt
ggagggctta
teccagattta
aactttatcc
gecagttaat
gtecgtttggt
ccoccatgttg
gttggecgea
gccatcogta
gtgtatgeogg
tagcagaact
gatcttacecg
agecatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagce
gaaaaataaa
ctgtagcgge
tgccagegeo
cggctttece
acggcacctc
ctgatagacg
gttcecaaact
tttgcegatt
ttttaacaaa
ggaagggcega
aagtaatatt

tcggggegge
cacaactaga
atttgtaacc
gtttcaggtt
tggtaaaatc
ccttocegatyg
tgecaactegt
cgcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatectca
gttcageceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatet
tceggeaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatecttt
tggtctgaca
cgttcatcea
ccatetggec
tcagcaataa
goectocatec
agtttgeogeca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacea
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gcattaagcg
ctagcgceocog
cgtcaagcte
gaccccaaaa
gkttttecgee
ggaacaacac
tecggeetatt
atattaacgt
tecggtgeggg
aa

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6380
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6360
TJ020.
7080
7140
7200
T260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8512



<400> 21

cgecakttcag
gccageococaa
ccgegatcoca
gtgaaaaaaa
aagctgcaat
ggaggtgtgg
tgatcatgaa
aaaatacaca
ttaccttaga
aaggttcctt
gggaatcccce
tegccacgtc
cggatctogg
cagbteggeatyg
categgtcgg
tttgaccttt
atgttagagg
cattatcttg
tcaaaatcat
ctagcoccttga
gagagtagcg
agecacttgag
tcatctttca
ctcgegocge
agggggcetgg
cggagctgga
gggagcgcegg
cagcgcagct
ctegegeteoe
cctaggctgt
ctggoggecg
gtatacaaat
attcttcagg
caagatgcta

gcttggctag

catggacaat
gtcoctatta
gctgggaata
tcaagagggt
aaaagagagg
gacatcaggc
cagcatccag
catcaaatga
tgtaagtgcet
tacacggecac
tegtcacaat
tcaggogttt
ttetttttet
cctgecagat
ggtgtgattt
ggcecgcaata
atagtactaa
gotgtecceoa
tttaggtgac
cteggaggac
ggaggacagt
goocetttttt
gcgatctaag
aaacataaag

gctgegeaac
gctaccatga
gacatgataa
tgetttattt
agacaagtta
gaggttttte
cagactgtga
aacaattaga
gctttaaatco
cacaaagate
gteccccaac
ctegecegtet
acccggggaa
cgccatcgee
gggggcggat
gttactactc
catatcagte
tacaaataat
gtcaaggtet
ttccacttet
acactcccag
ctttttaagt

-ggaggctagg

gaggagaggg
gccggggacce
aggtgaaggg
tcctgggegt
gctececgggeg
cagggtgcayg
ggggtaaccc
ttactagtag
aggttectegg
catattttta
tcatattttc
aacattgtgt
gcccaatgeo
agaaaaagac
gagataggag
acagaataca

gtcaaggtag

cacaattaat
agtgtceocctg
ggccagtaat
gaagataatc
toccocccagagoe
gaccctgtga
coeoctecagag
tttceattte
tagagtececct
gtgctgaagg
aaatatcttt
catacgctet
gtgcaagtge
actatagaat
agtacteege
actcegacte
acactgtgac
taagettgge
aaaggececgg
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tgttgggaag
taagtaagta
gatacattga
gtgaaatttg
acaacaacaa
aaagcaagta
ggactgaggyg
atcagtagtt
tctgtaggta
ccaagctgte
atgtccagat
aagtggagct
tecececegtece
acgtecctege
ccoceoggget
tcttocgatg
tccactgaag
cctgttaaca
tctegaggaa
gtecagatgtg

ttgttcttea,

cggcaaatat
gococgocccac
cggggcegeg
cgggaggggt
gcaggacggg
ctgtgececege
gacccggggg
ggacgccagc
gagggagggg
atccgagete
agtactttac
tttgtggget
ttaactggaa
catctagtat
tgtcceatte
taagaacaag
gggacccage
atggggtact
gaggttagtg
tteoctetgeag
gtetagtggt
acccateceocca
cctgacacat
caggcatatg
gggagactgt
cctgagaggt
ttttteotttg
ttgttcacet
ttttgageca
attttcatta
ccatcaaaac
aggtgccaga
acaagcttgc
tcggaggaca
tagaggatce
tgattgagct
attccocggtac
cgccatteta

ggcgateggt
atattaaggt
tgagtttgga
tgatgctatt
btgcattcat
aaacctctac
gectgaaatg
taacacatta
gtttgtccaa
gatcgacatt
cgaaategte
cgtocecceoeocag
ccaacatgtc
cgtctaagtg
gecaggaattc
atgatgtcgce
ccaatctatc

-atgcttttat

aaatcagtag
ccctagteag
gacacttgge
cgcatgettg
gtgocgcageca
gaaaggaaag
cgggacgggg
tgececgggte
gaatccactg
tctgggecege

gagggcceca
cctoctagata

ggtacacaga
taggcatgga
ttatgtcect
tggtagatgt
acaaataggt
tteaggeata
atgctatecat
tggatgcagt
agtatcatgg
aaggtccacc
ttggtgagtg
cececcttte
tagtgatgcet
cccaagecatt
ctggtgecte

gcaacagagg

catctctttt
caagaggtca
gaaggtttgg
cactatatca
catctgtgtg
aaaacgaaac
acattteteot
atgecctgeoag
gtactceget
cecagtectat
ggtgcecgtgt
tgttggtaaa
tcegetggaa

56

gogggectet
acgggaggta
caaaccacaa
gctkttatttg
tttatgttte
aaatgtggta
agccttggga
tacacttaaa
ttatgtcaca
tctagaggat
tagcgegteg
gotgacateg
cagatcgaaa
gagctecgteoco
cggegataca
acttattcta
tgtgacggca
atcctgtaaa
aaatagctgt
cggagacett
geactteggt
ttcgatagaa
ggacgcagcg

9999g9g99ctg

cggggtcecge
cccagtcoct
ggagcceggce
gcttecooge
gcggagagag
taagggcgaa
cakttgacatt
caatgcccaa
attaagaaaa
ttaaacatga
tcttggagta
tttttatttg
aagctccaag
gggcagtggyg
tggaggtcag
toccaccctct
gtocatggtet
tgagccacag
gtgaggatga
cagcagtgca
atacacgtga
actgaccttg
ttetteteet

tectctaatge

goccacaccag
gctagattte
ttggttttet
aaaacaaact
atcgataggt
gtccggagga
cggaggacag
atatactcgc
cgagtggtgt
gccaccatgg
gatggaaccg

tcgctattac
cttggageogg
ctagaatgca
taaccattat

aggtteaggg

tggctgatta
ctgtgaattt
aattttatat
ccacagaagt
ctcggacceg
gcatgogeca
gtcggggggy
tegtetageg
cccaggctga
gtcaactgte
tgectgtectea
tctttattea
gaatceattt
tcecagtettt
ttggttttgg
ttttetttgg
gacagtaget
ctgectgaaa
ggaggcccgg
gcggaggagy
ccgecacgtg
ctggccecga
ccgogogecg
gtcgaatcgg
ttececagcaca
gtgtecatcta
tgecectgtecc
agactaagaa

tgactaccaa

ctttactagg
tgggetttat
cttatcgeoca
ggtcatagag
aaagagccct
ccaggacagg
ctggagtcce
ccactttete
gatgagcate
agcatacact
ccacatttga
ctcaaagacc
ttteetttet
tttggaatat
atagtctaac
tagagcggec
gtgtgaateg
agcaaaatag
accgagctca
cagtactceg
tactocgete
tctgeactty
ctegagatbet
aagacgccaa
ctggagagca

el

120
180
240
300
360
420

-480

540
&600
660
720
780
840
200
960
1020
ica0
1140
1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980 .
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540



actgcataag
acatatcgag
agctatgaaa
tcttcaatte
gaacgacatt
ggtgttegtt
catccaaaaa
cacgttegte
ctteogatagg
taaaggtgte
tatttttggo
cggttttgga
gtatagattt
gctgectggtg
tttatctaat
agcggttgee
tacatecaget
tgttccattt
tcaaagaggc
ggaagcgacc
ctgggacgaa
aggctatecag
cgacgcaggt
tgttttggag
agtaacaacc
tcttaccgga
cggaaagate
caacctctgg
tttacgctat
gctttecattt
cocogttgtea

tggggoattg
gccacggegg
ggcactgaca
tgtgttgeoea
ccagcggacc
ctteogcecte
cggtacgggce
attgatgagt
atttgtgatg
aacaattgca
aagtaaaacc
agccttcaac
tatgactgtc
ccteogeteoac
caaaggoggt
caaaaggoca
ggctoogeoc
cgacaggact
tteegaccct
tttectcaatg
gctgtgtgca
ttgagtccaa
ttagcagage
gctacactag
aaagagttgg
tttgoaagea
ctacggggte
tatcaaaaag
aaagtatata

gctatgaaga
gtggacatca
cgatatggge
tttatgcegy
tataatgaac
tccaaaaagg
attattateca
acatcteate
gacaagacaa
getetgecte
aatcaaatca
atgtttacta
gaagaagagc
ccaaccctat
ttacacgaaa
aagaggttec
attctgatta
tttgaagcga
gaactgtgtg
aacgccttga
gacgaacact
gtggctoccyg
gtcogecaggte
cacggaaaga
gcgaaaaagt
aaactecgacg
gocgtgtaat
attacaaaat
gtggatacgc
tecteccteoctt
ggcaacgtgg
gcaccacctg
aactcatcgc
attcegtggt
ceotggattet
tteectteceg
agacgagtcg
tegactagag
ttggacaaac
ctattgettt
ttcattttat
tctacaaatg

.ceagtoaget

ttctttatea
tgactcgety
aatacggtta
gcaaaaggoc
ccoctgacgag
ataaagatac
gceogettace
ctcacgctgt
cgaaccococ
ccocggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagectettga
gcagattacg
tgacgctcag
gatectteace
tgagtaaact
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gatacgecct
cttacgectga
tgaatacaaa
tgttgggege
gtgaattget
ggttgcaaaa
tggattctaa
tacctocococgg
ttgeactgat
atagaactge
ttccggatac
cacteocggata
tgtttctgag
tcteoettett
ttgcttctgg
atctgocagg
cacccgaggg
aggttgtgga
tgagaggtece
ttgacaagga
tcttecategt
ctgaattgga
ttcocecgacga
cgatgacgga
tgcgeggagy
caagaaaaat
tctaggtace
ttgtgaaaga
tagctttaatg
gtataaatcc
cgtggtgtge
tcagectoctt
cgcctgoctt
gttgtecgggg
gcgcgggacg
cggocctgectg
gatctcectt
tcggggegge
cacaactaga
atttgtaacc
gtttecaggtt
tggtaaaatce
ccttoeggtg
tgcaacteogt
cgeteggteg
toccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcdcg
cacgacttat
ggeggtgeta
tttggtatet
tcoggoaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca

ggttectaga

gtacttcgaa

tcacagaatc
gttatttatc
caacagtatyg
aattttgaac
aacggattac
ttttaatgaa
catgaactceo
ctgocgtgaga
tgcgatttta
tttgatatgt
gagccttcag
cgccaaaagc
tggcgctece
tatcaggcaa
ggatgataaa
tctggatace
tatgattatg
tggatggota
tgaccgcecctyg
atccatcttg
tgacgcoggt
aaaagagatc
agttgtgttt
cagagagateo
gagctcttac
ttgactggta
cctttgtate
tggttgetgt
actgtgtttg
tcegggactt
gcecogctget
aagctgacgt
tccttoctget
ccggctctge
tgggcecgect
cggceogetie
atgcagtgaa
attataagct
cagggggagy
gataaggate
ggcgogggge
aggacaggtyg
tteggetgeg
caggggataa
aaaaggccgcoc
atcgacgecte
ccoctggaag
ccgectttet
gktcggtgta
acegctgege
cgecactgge
cagagttett
gegototget
aaaccaccgo
aaggatctcoa
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
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acaattgctt
atgtcegtte
gtegtatgeca
ggagttgcag
ggcatttege
gtgcaaaaaa
cagggattte
tacgattttg
tctggatcta
ttoctogoatg
agtgttgttce
ggatttegag
gattacaaga
actctgattg
ctctctaagg .
ggatatgggc
ccgggegegg
gggaaaacgc
tcoggttatg
cattoctggag
aagtctctga
ctccaacaccoc
gaacttceoccg
gtggattacg
gtggacgaag
ctcataaagg
gegtgotage
ttcttaacta
atgctattge
ctetktatga
ctgacgcaac
tegettteocco
ggacaggggc
cotttecatyg
acgtcectte
ggcctettoo
cccogectgg
gagcagacat
aaaaatgectt
gcaataaaca
tgtgggaggt
cgtegacega
atgactatecg
coggcagogo
gocgagoggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegtyg,
cectteoggga
ggtegttege
cttatecggt
agcagecact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt

ttacagatge
ggttggcaga
gtgaaaacte
ttgcgccoge
agcctaccgt
agctcceaat
agtcgatgta
tgcecagagtce
ctggteotgeo
ccagagatce
cattcecatca
tcgtettaat
ttocaaagtge
acaaatacga
aagtcgggga
tcactgagac
teggtaaagt
tgggegttaa
taaacaatecc
acatagctta
ttaagtacaa
ccaacatctt
cocgeoogttgt
tegeoecagtea
taccgaaagg
ccaagaaggg
cetegacaat
tgttgctect
ttecegtatg
ggagttgtgg
ccoccactggt
cctococtatt
tcggctgttg
getgotogec
ggcecctcaat
gecgtettege
aattcgaget
gataagatac

tatttgtgaa -
5940

agttaacaac
tttttaaage
tgocottgag
tecgeoogeact
tcttecogett
toageteact
aacatgtgag
tttttocata
tggcgaaacc
cgoctctocotg
agcgbtggeoge
tecaagetgg
aactategte
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
49320
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

&000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
T020
7080
7140



10

15

tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcocctge
taagtagttce
tgtecacgecte
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgogecaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgcgeoo
coegetacact
ccacgttege
ttagtgcttt
ggeccatcgee
gtggactett
tataagggat
ttaacgcgaa

<210> 22
<211> 279
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 22

gacactatag
gacagtacte
agtactccga
tttacactgt:
aagtaagectt

<210> 23
<211> 650
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 23

ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatce
gccagttaat
gtegtttggt
ccoccatgttg
gttggecegca
gccatcegta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttacecg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
ctgtagcggeo
tgccagegee
cggetttece
acggecacctc
ctgatagacg
gttceaaact
tttgecegatt
ttttaacaaa

Secuencia artificial

aatacaaget
cgotoggagy
ctectagagga
gactgattga
ggcattcegg

Secuencia artificial
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cgttcatcca
ccatetggee
tcagcaataa
gecctecateco
agtttgcgea
atggettcat
tgcaaaaaag
gtgttatecac
agatgetttt
cgacegagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcaceca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
gcattaageg
ctagcgccog
cgtcaagcte
gaccoccaaaa
gtttttegee

.ggaacaacac

tocggectatt
atattaacgt

tgecatgectg
acagtactceo
tecceccagteeo
gctggtgceg
tactgttggt

tagttgecctg
ccagtgetge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcageteoegg
cggttagete
tecatggttat
ctgtgactgg
gctcttgece
tcatecattgg
ccagttegat
gocgttteotgg
cacggaaakg
gttattgtet
ttococgegeac
cggcgggtgt
cteetttege
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaacectat
ggttaaaaaa
ttacaattte

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

caggtoccgga ggacagtact ccocgctoggag
getoggagga cagtactocg ctoggaggac
tatatatact cgcteotgecac ttggcecttt
tgtcgagtgg tgtctcgaga tctgocgatet

daagccacc

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

58

actececccgte
aatgataccg
cggaagggca
ttgttgcegg
cattgctaca
tteccecaacga
cttcggtoct
ggcagcactg
tgagtacteca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttccceoga
ggtggttacg
tttettoeect
gctececcttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctocggtcoctat
tgagctgatt
cecatt

gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcategtgg
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattctc
accaagtecat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttce
tacatatttg
aaagtgccac
cgcagegtga
teoceocttteteg
gggttccgat

‘tcacgtagtyg

ttctttaata
tettttgatte
taacaaaaat

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
81l&0
B220
B280
B340
B400Q
B4g80
8520
8565

60

120
180
240
279
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gctagctacg
caattacggg
taaatggeccco
atgtteccat
ggtaaactgc
acgteaatga
ttectacttg

ggcagtacat
tcagggattg
accgacgcgc
tttagtcgect

<210> 24

<211> 678
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 24

ggccagatat
gtecattagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc

caatgggegt
gctagtctge
gtctgtggag
ttcagggttce

Secuencia artificial
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acgcgttgac
catagcceat
cogcccaacy
atagggactt
gtacatcaag
ccogectgge
tacgtattag

ggatagcggt
ttegggegagg
aagcggcttg
ttgagccect

attgattatt
atatggagtt
acccoccogeeco
tecattgacg
tgtatcatat
attatgecececa
tecategetat

ttgactcact
ctaaaggaag

gtcgggggtyg
tcacgaccgt

Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgace
taccatggtg

cgagagacqgg
gttecaagtag
gtectegtggg
caccaagctt

taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccecctattg
ttatgggact
atgcggtitt

tgagagcgag
agctctecta
gtcctgeectg

60

120
180
240
300
360
420

480
540
600
650

gctagetacg
caattacggg
taaatggcece
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacat
ggatatctge
aggaagtgac
taggggcege
tggcggeogt

ggccagatat
gtecattagtt
gectggetga
agtaacgcca
ccacttggea
cggtaaatgg
gcagtacate
caatgggcgt
agaattecgec
gcacagccee
catccectea
tactagtg

acgcgttgac
catagcccat
ccgoccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccegectgge
tacgtattag
ggatagcoggt
cttgecgatet

cetaggggec

gagcgtcggg

attgattatt
atatggagtt
accccgcgeccc
tcecattgacg
tgtatcatat
attatgeccca
tcategetat
ttgacteact
gtcagagcac
gggggcggag
atatcgggtg

59

gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
cgagoggcog
ctegegageg
ccaggctata
aagggcgaat

taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt

gagtatttac

ceecctattg
ttatgggact
atgeggtttt
ccagtgtgat
tacgtgecte
aaccgoeggt
tccageacac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
678
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REIVINDICACIONES

1. Un constructo polinucleotidico que comprende una secuencia de control especifica de cancer de mama,
comprendiendo dicha secuencia de control una porcion seleccionada del promotor de topoisomerasa lla o una
porcién seleccionada del receptor de transferrina, y comprendiendo adicionalmente una secuencia de amplificacion
transcripcional en dos etapas (TSTA), incluyendo dicha secuencia de TSTA un dominio de unién a ADN y un
dominio de activacién, y comprendiendo el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de
marmota (WPRE).

2. El constructo de la reivindicacion 1, en el que la porcion seleccionada del promotor de topoisomerasa lla
comprende la SEQ ID NO: 12.

3. El constructo de la reivindicacién 1, en el que la porcidon seleccionada del receptor de transferrina
comprende la SEQ ID NO: 13.

4. El constructo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende adicionalmente un
potenciador.

5. El constructo de la reivindicaciéon 4, en el que el potenciador comprende potenciador de citomegalovirus
(CMV), promotor de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) o el promotor de B-actina.

6. El constructo segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso en el tratamiento de cancer de
mama.
7. Un constructo polinucleotidico que comprende una secuencia de control especifica de cancer de prostata,

comprendiendo dicha secuencia de control
una secuencia de control especifica de tejido de préstata junto con y/o
una secuencia de control especifica de cancer;

una secuencia de amplificacion transcripcional en dos etapas (TSTA), incluyendo dicha secuencia de TSTA un
dominio de unién a ADN y un dominio de activacion, y

un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE).

8. El constructo 8 de la reivindicacion 7, en el que dicha secuencia de control especifica de tejido de prostata
comprende la SEQ ID NO: 17.

9. El constructo de la reivindicacion 7, en el que dicha secuencia de control especifica del cancer comprende
la SEQ ID NO: 18.

10. El constructo de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 para uso en el tratamiento de cancer de
prostata.

11. Un constructo polinucleotidico que comprende una secuencia de control especifica de cancer pancreatico,

comprendiendo dicha secuencia de control:
una secuencia de control especifica de tejido pancreatico y

una secuencia de amplificacion transcripcional en dos etapas (TSTA), incluyendo dicha secuencia de TSTA un
dominio de unién a ADN y un dominio de activacion; y

un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE).

12. El constructo de la reivindicacion 11, en el que dicha secuencia de control especifica de tejido pancreatico
comprende la SEQ ID NO: 14.

13. El constructo de la reivindicaciéon 11 o 12 para uso en el tratamiento de cancer pancreatico.

14. El constructo de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el dominio de unién a ADN es Gall, Gal4 o LexA.

15. El constructo de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el dominio de activacién es VP2 o VP16.

16. El constructo de las reivindicaciones 1 a 15, en el que la secuencia de TSTA es GAL4-VP2 o GAL4-VP16.
17. El constructo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que dicha secuencia de control esta

ligada operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico terapéutico.
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18. El constructo de la reivindicacion 17, en el que el producto génico terapéutico es un inhibidor de la
proliferacién celular, un regulador de la muerte celular programada o un supresor tumoral.

19. El constructo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, definido adicionalmente por estar
comprendido en un liposoma.

20. Un procedimiento de inhibicién de la proliferacion de células de cancer de mama in vitro, que comprende
poner en contacto una célula de cancer de mama con una cantidad eficaz de un constructo polinucleotidico como se
define en la reivindicacién 1, estando dicha porcion seleccionada ligada operativamente con un polinucleétido que
codifica un producto génico eficaz para inhibir la proliferacion celular.

21. Un procedimiento de inhibicion de la proliferacion de células de cancer de prostata in vitro, que comprende
poner en contacto una célula de cancer de prdstata con una cantidad eficaz de un constructo polinucleotidico como
se define en la reivindicacion 7, en el que las secuencias estan ligadas operativamente con un polinucleétido que
codifica un producto génico eficaz para inhibir la proliferacion de células de cancer de prostata.

22. El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que el constructo comprende adicionalmente una secuencia
de control postranscripcional ligada operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico eficaz
para inhibir la proliferacion de células de cancer de préstata.

23. Un procedimiento de inhibicién de la proliferacion de células de cancer pancreatico in vitro, que comprende
poner en contacto una célula de cancer pancreatico con una cantidad eficaz de un constructo polinucleotidico como
se define en la reivindicacion 11 ligado operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico eficaz
para inhibir la proliferacién celular.

24. El procedimiento de la reivindicacion 23, en el que el constructo comprende adicionalmente una secuencia
de control postranscripcional ligada operativamente con un polinucleétido que codifica un producto génico eficaz
para inhibir la proliferacion celular.
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