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DESCRIPCION
Construcciones que contienen multiples casetes de expresion para terapia de cancer

Campo de la invencidon

La presente invencién se refiere al campo del tratamiento de cancer, especificamente a nuevas construcciones de
acido nucleico que son particularmente Utiles para tratar tumores que expresan H19 y/o IGF-II.

Antecedentes de la invencion

La neoplasia es un proceso que se produce en cancer, por el que los mecanismos de control normales que regulan
el crecimiento y la diferenciacién celulares se alteran, dando como resultado crecimiento progresivo. Esta alteracion
de los mecanismos de control permite que un tumor se amplie y ocupe espacios en areas vitales del cuerpo. Si el
tumor invade el tejido circundante y se transporta a sitios distantes (metastasis) probablemente dé como resultado la
muerte del individuo.

El objetivo deseado de la terapia de cancer es eliminar preferentemente células cancerosas, sin tener un efecto
deletéreo en células normales. Se han usado varios procedimientos en un intento de alcanzar este objetivo,
incluyendo cirugia, radioterapia y quimioterapia.

Los tratamientos locales, tales como radioterapia y cirugia, ofrecen un medio para reducir la masa tumoral en
regiones del cuerpo que sean accesibles a través de técnicas quirlrgicas o altas dosis de radioterapia. Sin embargo,
se necesitan terapias locales mas eficaces con menos efectos secundarios. Ademas, estos tratamientos no son
aplicables a la destruccién de células tumorales ampliamente diseminadas o en circulacién que se encuentran con el
tiempo en la mayoria de los pacientes con cancer. Para combatir la propagacion de células tumorales, se usan
terapias sistémicas.

Un tratamiento sistémico tal es la quimioterapia. La quimioterapia es el principal tratamiento para canceres malignos
diseminados. Sin embargo, los agentes quimioterapéuticos estan limitados en su eficacia para tratar muchos tipos
de cancer, incluyendo muchos tumores soélidos habituales. Esta limitacién se debe en parte a la resistencia a
farmacos intrinseca o adquirida de muchas células tumorales. Otro inconveniente del uso de agentes
quimioterapéuticos son sus graves efectos secundarios. Estos incluyen supresion de médula 6sea, nauseas,
vémitos, pérdida de cabello y Ulceras en la boca. Claramente, se necesitan nuevos enfoques para potenciar la
eficacia con la que un agente quimioterapéutico puede destruir células tumorales malignas, evitando a la vez la
toxicidad sistémica.

H19 en diagnodstico y terapia

El gen H19 es uno de varios genes que se sabe que estan impresos en seres humanos (Hurst y col., 1996, Nature
Genetics 12: 234 237). Al comienzo de la embriogénesis, H19 se expresa a partir de ambos alelos cromosémicos
(DeGroot y col., 1994, Trophoblast 8: 285 302). Poco después, se produce el silenciamiento del alelo paterno, y solo
se transcribe el alelo heredado materno.

H19 se expresa abundantemente durante la embriogénesis y se identificé en primer lugar como un gen que estaba
regulado de forma coordinada con alfa-fetoproteina en el higado por el locus de accién en trans raf (Pachnis y col.,
1984, “Locus unlinked to alpha-fetoprotein under the control of the murine raf and Rif genes”, Proc Natl Acad Sci. 81:
5523 5527). Adicionalmente, se ha clonado H19 de forma independiente por varios grupos usando exploraciones
dirigidas a aislar genes expresados durante la diferenciacion tisular. Por ejemplo, se identificé el homologo de ratdn
de H19 en una exploracién con respecto a genes que estaban activos durante la diferenciacién temprana de células
C3H10T1/2 (Davis y col., 1987, “Expression of a single transfected cDNA converts fibroblasts to myoblasts”, Cell
51:987 1000). De forma similar, se mostré que H19 murino se expresaba durante la diferenciacién de células madre
y en el momento de la implantacién (Poirier y col., 1991, “The murine H19 gene is activated during embryonic stem
cell differentiation in vitro and at the time of implantation in the developing embryo”, Development 113: 1105 1114).
También se descubri6é transcripcion del gen H19 humano en la diferenciacion de citotrofoblastos de placenta
humana (Rachmilewitz y col., 1992, Molec. Reprod. Dev. 32: 196 202).

Aunque se produce transcripcion de ARN de H19 en muchos tejidos embrionarios diferentes durante la vida fetal y el
desarrollo placentario, la expresion de H19 se regula negativamente después del nacimiento, aunque se han
indicado niveles bajos de transcripcion de H19, por ejemplo, en musculo e higado adulto murino (Brunkow vy
Tilghman, 1991, “Ectopic expression of the H 19 gene in mice causes prenatal lethality”, Genes Dev. 5: 1092 1101).

La transcripcion de H19 puede reactivarse después del nacimiento en células cancerosas como se ha demostrado
en tumores derivados de tejidos que expresan H19 antes del nacimiento (Ariel y col., 1997, “The product of the
imprinted H19 gene is an oncofetal RNA”, Mol Pathol. 50: 34 44). Adicionalmente, ARN H19 se expresa después del
nacimiento en algunos tumores, en particular astrocitoma y ganglioneuroblastoma, que derivan de tejidos neurales
que no se sabe que expresen H19 (Ariel y col. mencionado anteriormente). Puesto que el ARN de H19 se expresa
en muchos tipos de tumores y canceres, Ariel y col. especularon que el ARN de H19 era un ARN oncofetal, y
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propusieron investigar H19 como un marcador tumoral para neoplasia humana.

H19 se expresa de forma significativa en el 84 % de los carcinomas de vejiga humanos, reduciéndose la expresion
con la diferenciacién de pérdida tumoral. Independientemente del grado tumoral, el nivel de expresion de H19 se
correlacionaba de forma significativa con reaparicién de tumor temprana (Ayesh, B., y col, Mol Ther, 2003. 7(4): p.
535-41).

La comparacion de los patrones de expresion génica en dos poblaciones celulares homogéneas que difieren
solamente en la presencia o ausencia de ARN de H19 ha identificado una multitud de efectores corriente abajo de
ARN de H19. Entre estos estan los grupos de genes que se ha indicado previamente que desempefan papeles
cruciales en algunos aspectos del proceso tumorogénico. La presencia de ARN de H19 puede potenciar la
capacidad invasiva, migratoria y angiogénica de la célula regulando positivamente genes que actlen en esas rutas,
y de este modo podria contribuir al menos a las etapas iniciales de la cascada metastasica. Estudios adicionales
destacan el papel potencial de H19 en la promocion de la progresién de cancer y metastasis tumoral siendo un gen
sensible al factor de crecimiento/factor de dispersion de Hepatocitos (HGF/SF).

La expresion especifica del gen de H19 en células cancerosas ha impulsado su uso en aplicaciones clinicas para
diagnosticar cancer. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N2 5.955.273 ensefia el uso del gen H19 como un
marcador especifico tumoral. El documento PCT Pub. N® WO 2004/024957 desvela el uso de H19 para la deteccion,
en un paciente sospechoso de tener cancer, de la presencia de células cancerosas residuales o micrometastasis
que se originan de tumores sélidos.

IGF-II

El factor de crecimiento de tipo insulina Il (IGF-1l) se expresa la mayoria de los carcinomas de vejiga tales como
carcinomas de células transicionales (TCC; Ariel, 1., y col., The imprinted H19 gene is a marker of early recurrence in
human bladder carcinoma. Mol Pathol, 2000. 53(6): p. 320-3). Las actividades bioloégicas estan mediadas por la
unién con los receptores de superficie celular, receptor de IGF-1 (IGF-1R), receptor de IGF-II (IGF-2R) y receptor de
insulina (IR). Los receptores de IGF estan presentes en casi todos los tejidos de animales fetales y adultos. IGF-2R
se une a IGF-Il con la mayor afinidad, mientras que el IGF-1R e IR posen afinidad alta, pero menor por IGF-Il que
por sus ligandos respectivos. IGF-II es un potente factor de crecimiento embrionario y tumoral que sefializa mediante
el IGF1R a través de las rutas de senalizacion proteina quinasa activada por mitdgeno/Ras, fosfatidilinositol 3-
quinasa/Akt/FOXO, y diana de rapamicina de mamifero/S6K (mTOR) para modificar la proliferacion celular,
supervivencia celular, expresion génica y crecimiento celular.

IGF-Il es otro gen impreso cuya expresion depende de su origen parental. Sin embargo a diferencia de H19, IGF-II
esta impreso por via materna tanto en ratones como en seres humanos, y por lo tanto se expresa a partir del alelo
heredado por via paterna (Rainier y col., 1993, “Relaxation of imprinted genes in human cancer”, Nature 362: 747
749). El gen IGF-Il humano muestra un patrén transcripcional complejo. Hay cuatro promotores de IGF-Il que se
activan de una manera especifica de tejido y especifica de desarrollo. Solamente tres de los promotores de IGF-II
(es decir, P2, P3 y P4) estan impresos y activos durante el desarrollo fetal y en tejidos cancerosos. El promotor P3
del gen IGF-1l se ha implicado en la progresion de cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular (Seo y col., 1998,
“Different protein-binding patterns in the P3 promoter region of the human insulin-like growth factor Il gene in the
human liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma tissues”, J Korean Med Sci. 13: 171 178).

El cuarto promotor de IGF-1I (es decir, P1) no esta impreso y se activa en el higado y los plexos coroideos del adulto
(Véase Holthuizen y col., 1993, “Transcriptional regulation of the major promoters of the human IGF-Il gene”, Mol
Reprod Dev. 35: 391 393).

La pérdida de impresion de IGF-1l se ha implicado en el tumor de Wilm (Ogawa y col., 1993, “Relaxation of insulinlike
growth factor Il gene imprinting implicated in Wilm’s tumour”, Nature 362: 749 751). Esta observacion condujo a
muchos investigadores a especular que la pérdida de impresién y expresién bialélica de genes impresos puede estar
implicada en trastornos del crecimiento y el desarrollo de cancer (Rainier y col., 1993, Nature 362: 747 749;
Glassman y col., 1996, “Relaxation of imprinting in carcinogenesis”, Cancer Genet Cytogenet. 89: 69 73).

Se produce modificacion epigenética y mutaciones del sistema de sefalizacién de IGF-1l en canceres tales como
tumores colorrectales humanos (Hassan AB, Macaulay VM. The insulin-like growth factor system as a therapeutic
target in colorectal cancer. Ann Oncol 2002; 13: 349-56). El aporte de IGF-1l con frecuencia se regula positivamente,
y el andlisis en serie de la expresion génica ha mostrado que IGF-Il es un gen habitualmente sobreexpresado en
varias lineas celulares de cancer y tumores, por ejemplo carcinoma de vejiga humana y cancer colorrectal (Zhang L,
Zhou W, Velculescu VE, y col. Gene expression profiles in normal and cancer cells. Science 1997; 276: 1268-72).

El documento WO 99/18195 y la Patente de Estados Unidos N°® 7.041.654 ensefia la expresion especifica de
secuencias heterologas, particularmente genes que codifican productos citotdxicos (por ejemplo, toxina Diftérica), en
células tumorales bajo el control de un promotor especifico de cancer (por ejemplo, un promotor y potenciador de
H19, promotor P3 de IGF-1l, promotor P4 de IGF-1l o promotor de IGF-1).
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El documento WO 04/031359 ensefia un procedimiento para regular la expresidon de genes que controlan la
angiogénesis en células que estan implicadas en neovascularizaciéon, que comprende administrar a las células una
cantidad eficaz de un modulador de H19.

El documento WO 2007/034487 desvela una construccion de &cido nucleico que comprende: (i) una primera
secuencia de acido nucleico que codifica TNF alfa; (ii) una segunda secuencia de acido nucleico que codifica una
toxina Diftérica; y (iii) al menos una secuencia de acido nucleico adicional que comprende un promotor especifico de
cancer (por ejemplo promotores de H19, de IGF-1, P3 de IGF-Il o P4 de IGF-Il); estando las secuencias que
codifican TNF alfa y toxina Diftérica bajo un control de expresién del promotor especifico de cancer. También se
proporcionan sistemas de construccion y procedimientos y usos de los mismos.

El documento WO 2007/007317 desvela oligonucleétidos aislados capaces de regular negativamente un nivel de
ARNm de H19 en células de cancer, articulos de fabricacion que comprenden agentes capaces de regular
negativamente el ARNm de H19 en combinacion con un tratamiento antineoplasico adicional asi como
procedimientos para tratar cancer administrando los mismos. El documento WO 2007/007317 desvela que los
farmacos antineoplasicos pueden coadministrarse con los oligonucleoétidos reivindicados.

El documento WO 2008/087641 desvela composiciones y procedimientos para tratar artritis reumatoide, utilizando
agentes de &cido nucleico silenciadores de H19 tales como ARN inhibidor.

El documento WO 2008/087642 desvela composiciones y procedimientos para tratamiento de cancer y otras
afecciones que estan asociadas con expresion elevada del gen H19, utilizando agentes de acido nucleico
silenciadores de H19 tales como ARN inhibidor.

El documento WO 2008/099396 desvela composiciones y procedimientos para tratar reestenosis, utilizando agentes
de acido nucleico silenciadores de H19 tales como ARN inhibidor.

Ohana P. y col.; Journal of Gene Medicine; 7 (2005); pp. 366-374 desvela secuencias reguladoras del H19 y P3 y P4
de IGF-Il para dirigir la expresién selectiva de tumores de un fragmento de toxina diftérica.

Ohana P. y col.; International Journal of Cancer; 98 (2002), pp. 645-650 se refiere a un enfoque de terapia génica de
tumores. Se proporcionan construcciones que comprenden bajo el control regulador del promotor H19 el gen para el
fragmento A de la toxina diftérica o timidina quinasa del virus del herpes.

Ninguna de las referencias anteriores desvela o sugiere una construccién Unica que contenga multiples fases
abiertas de lectura que expresen toxina diftérica, en las que la toxina diftérica se exprese a partir de una pluralidad
de promotores.

El uso de un promotor tnico (por ejemplo, un promotor de H19 o un promotor P3 o P4 de IGF-Il) solo para expresién
de un gen citotéxico o citostatico a partir de una construccién terapéutica antineoplasica presenta varios problemas
no resueltos. En primer lugar no todos los tumores de un tipo dado de cancer (por ejemplo carcinoma de vejiga,
cancer de vejiga superficial, etc.) son positivos para expresién a través del promotor de H19 o el promotor P3 o P4
de IGF-II. Por lo tanto, dicha terapia fracasara en una considerable proporcién de pacientes, incluso sin tener en
cuenta la mutagénesis tumoral. La determinacion de sensibilidad a tales construcciones implicaria la etapa costosa y
dificil de genotipar tumores individuales.

Se sabe que los tumores muestran inestabilidad y heterogenicidad genémica significativa. Por lo tanto, incluso
individuos con un tumor que exprese H19, por ejemplo, probablemente contengan un namero considerable de
células cancerosas que han regulado negativamente o suprimido la expresién de H19 mediante mutacién. Por lo
tanto, la expresion del gen citotoxico o citostatico a partir de un promotor Unico en tales pacientes puede dar como
resultado regresién tumoral temporal y parcial que rapidamente se invertira cuando las células que contienen estas
mutaciones sobrevivan y se multipliquen rapidamente.

Sigue existiendo la necesidad médica no satisfecha de desarrollar modalidades terapéuticas seguras y eficaces
adicionales Utiles en terapia de cancer.

La inclusién o la descripcion de referencias de bibliografia en la presente seccién o cualquier otra parte de la
presente solicitud no constituyen una admisién de que las referencias se consideran técnica anterior de la presente
invencion.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de tratamiento de cancer, y en particular a nuevas construcciones de
acido nucleico y vectores de expresion que son particularmente Gtiles para tratar tumores que expresen H19 y/o
Factor de Crecimiento de Tipo Insulina Il (IGF-II).

La invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Puede proporcionarse una construccion de acido nucleico que comprende:

4
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(a) un primer marco abierto de lectura que codifica un producto génico citotéxico o citostatico, estando el
primer marco abierto de lectura unido operativamente a una primera secuencia reguladora de la
transcripcion; y

(b) un segundo marco abierto de lectura que codifica el producto génico citotoxico o citostatico, estando el
segundo marco abierto de lectura unido operativamente a una segunda secuencia reguladora de la
transcripcion;

en la que la primera secuencia reguladora de la transcripcion y la segunda secuencia reguladora de la transcripcion
son diferentes, y se seleccionan del grupo que consiste en: i) secuencias reguladoras de la transcripcion especificas
de H19 y ii) secuencias reguladoras de la transcripciéon de IGF-Il seleccionadas de P3 de IGF-1l y P4 de IGF-II.

Por ejemplo, las secuencias reguladoras de la transcripcion pueden ser:

i) una primera secuencia reguladora de la transcripcion que es una secuencia reguladora de la transcripcion
especifica de H19 y una segunda secuencia reguladora de la transcripcion que es una secuencia
reguladora de la transcripcion P4 de IGF-II;

ii) una primera secuencia reguladora de la transcripcibn que es una secuencia reguladora de la
transcripcion especifica de H19, y una segunda secuencia reguladora de la transcripciébn que es una
secuencia reguladora de la transcripcién P3 de IGF-II; 0

iii) una primera secuencia reguladora de la transcripcibn que es una secuencia reguladora de la
transcripcion P4 de IGF-Il y una segunda secuencia reguladora de la transcripcidon que es una secuencia
reguladora de la transcripcion P3 de IGF-II;

Opcionalmente, dicha construccion puede comprender ademas un tercer marco abierto de lectura que codifica el
producto génico citotoxico o citostatico, estando el tercer marco abierto de lectura unido operativamente a una
tercera secuencia reguladora de la transcripcion seleccionada de secuencias reguladoras de la transcripcién
especificas de H19, secuencias reguladoras de la transcripcion P3 de IGF-Il y secuencias reguladoras de la
transcripcion P4 de IGF-II.

Puede proporcionarse una construccion de acido nucleico que comprende: a) un primer marco abierto de lectura que
codifica una toxina diftérica, estando el primer marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia
reguladora de la transcripcion especifica de H19 y b) un segundo marco abierto de lectura que codifica una toxina
diftérica, estando el segundo marco abierto de lectura unido operativamente a una primera secuencia reguladora de
la transcripcion de IGF-1I seleccionada de las secuencias P4 de IGF-Il y P3 de IGF-II.

Dicha construccion de acido nucleico puede comprender ademas un tercer marco abierto de lectura que codifica una
toxina diftérica, estando dicho tercer marco abierto de lectura unido operativamente a una segunda secuencia
reguladora de la transcripcion de IGF-II seleccionada de secuencias P4 de IGF-1l y P3 de IGF-II, en la que la primera
secuencia reguladora de la transcripcion de IGF-1l y la segunda secuencia reguladora de la transcripcion de IGF-II
son diferentes. Por ejemplo, el segundo marco abierto de lectura puede estar unida operativamente con una
secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-1l y el tercer marco abierto de lectura puede estar unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P3 de IGF-Il, o como alternativa el segundo marco
abierto de lectura puede estar unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-1l y el
tercer marco abierto de lectura puede estar unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P4
de IGF-II.

Puede proporcionarse una construccion de acido nucleico, que comprende: a) un primer marco abierto de lectura
que codifica una toxina diftérica, estando dicho primer marco abierto de lectura unido operativamente a una
secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IFG-Il; y b) un segundo marco abierto de lectura que codifica una
toxina diftérica, estando dicho segundo marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora
de la transcripcion P4 de IGF-II.

Dicha construccion de acido nucleico puede comprender ademas un tercer marco abierto de lectura que codifica una
toxina diftérica, estando dicho tercer marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de
la transcripcion especifica de H19.

En las construcciones, la toxina diftérica, puede ser, por ejemplo, una cadena A de toxina diftérica (toxina diftérica A,
DTA), por ejemplo una toxina que tenga una secuencia de aminoacidos que comprenda una secuencia como se
expone en SEC ID N2: 7, como se detalla posteriormente en el presente documento.

La secuencia reguladora de la transcripcion puede ser una secuencia reguladora (por ejemplo, un promotor o
potenciador) que induzca o potencie la expresion de forma selectiva (o, preferentemente) en células cancerosas,
como se detalla en el presente documento.

La expresion “secuencia reguladora de la transcripcién de IGF-II” puede referirse a una secuencia que regula la
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transcripcion de una manera especifica (o diferencial) y se encuentra en asociacion con un gen de IGF-Il en un
cromosoma, por ejemplo un cromosoma humano. “Secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-II" y
“secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-1I” pueden referirse a un promotor P3 o P4 (respectivamente).
Las expresiones también pueden referirse a una secuencia reguladora de la transcripcién derivada de un promotor
P3 o P4 (respectivamente). Las expresiones pueden referirse adicionalmente a una de las secuencias reguladoras
de la transcripcion especificas de P3 o P4 (respectivamente) desveladas en el presente documento.

Por ejemplo, la secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-Il puede ser un promotor que comprenda una
secuencia de acido nucleico expuesta en SEC ID N2 9, como se detalla posteriormente en el presente documento.
Los ejemplos de promotores P3 de IGF-II incluyen promotores que comprenden una secuencia de acido nucleico
como se expone en una secuencia seleccionada de SEC ID N2: 8, SEC ID N2 12 y SEC ID N2 17, como se detalla
posteriormente en el presente documento.

“Secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19” puede referirse a una secuencia que regula la
transcripcion de una manera especifica (o diferencial) y se encuentra en asociacién con un gen H19 en un
cromosoma, por ejemplo un cromosoma humano. La expresién puede referirse también a un promotor especifico de
H19. La expresion puede referirse adicionalmente a una secuencia reguladora de la transcripcion derivada de un
promotor de H19. La expresién puede referirse a una de las secuencias reguladoras de la transcripcién especificas
de H19 desveladas en el presente documento. Por ejemplo, la secuencia reguladora de la transcripcion especifica
de H19 puede ser un promotor que comprenda una secuencia de acido nucleico expuesta en una cualquiera de SEC
ID N®: 1-2, como se detalla posteriormente en el presente documento.

Tales construcciones proporcionan un tratamiento particularmente eficaz y seguro dirigido especificamente a
tumores malignos que expresan H19 y/o que expresan IGF-II a partir del promotor P3 y/o P4. Provechosamente, se
desvela ahora que las construcciones inducen respuestas en un mayor nimero de células y/o mayor proporcion de
pacientes, proporcionando de este modo un tratamiento de cancer mejorado en comparacion con la terapia conocida
hasta ahora.

Dicha construccion de acido nucleico puede ser un plasmido. Puede proporcionarse un vector de expresion
eucariota que comprenda una construccion de acido nucleico.

Puede usarse una construccion de &cido nucleico (por ejemplo una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construccion de acido nucleico) para reducir o aliviar un sintoma asociado con un trastorno neoplasico en un sujeto
humano que lo necesite. La construccion de acido nucleico puede usarse en el tratamiento de un tumor, o inhibicién
de la progresion tumoral o inhibicion de la metastasis tumoral en un sujeto humano que lo necesite.

Dicho sujeto puede estar aquejado de un tumor caracterizado por expresion de ARN de H19 en al menos una parte
de las células del tumor, por ejemplo, en el que una célula de dicho tumor es capaz de expresar un transcrito dirigido
por el promotor de H19, un transcrito dirigido por el promotor P4 de IGF-II y/o un transcrito dirigido por el promotor
P3 de IGF-II.

Las construcciones también pueden estar en forma de un kit o un envase farmacéutico que contenga uno o mas
ciclos de tratamiento para una neoplasia que exprese H19 y/o que exprese IGF-Il a partir del promotor P3 y/o P4 en
un sujeto que lo necesite. Por lo tanto, puede proporcionarse un kit que contenga i) una construccion de acido
nucleico de la invencidn; y ii) instrucciones para administrar dicha construccién de acido nucleico a un sujeto que lo
necesite (por ejemplo un sujeto aquejado de cancer).

Las composiciones y los kits pueden ser Utiles en el tratamiento de diversos tumores malignos asociados con
expresion de H19 y/o expresion de IGF-II a partir del promotor P3 y/o P4. El tumor puede ser un tumor sélido. El
tumor puede ser un carcinoma. El tumor puede incluir carcinoma de vejiga, neoplasias de higado (por ejemplo
carcinoma hepatocelular), adenocarcinoma de pulmén (cancer de pulmén de células pequefas y no pequenas),
carcinoma esofégico, ovarico, rabdomiosarcoma, carcinoma cervical, carcinoma de células escamosas de cabeza y
cuello, tumores colorrectales, de Utero y de células germinales testiculares, meduloblastoma, glioblastoma y tumores
adenocorticales.

El tumor puede seleccionarse del grupo que consiste en carcinoma de vejiga, carcinoma hepatocelular y carcinoma
de colon. El tumor puede seleccionarse del grupo que consiste en carcinoma de vejiga, un carcinoma hepatocelular,
un carcinoma de ovario y un carcinoma pancreatico. El tumor puede seleccionarse del grupo que consiste en un
carcinoma de vejiga, un carcinoma hepatocelular, un carcinoma ovarico, un carcinoma pancreatico, un carcinoma de
mama, un carcinoma de préstata, un carcinoma cervical, un carcinoma de colon y un carcinoma de pulmoén. El sujeto
puede estar aquejado de cancer de vejiga superficial.

Tumores metastasicos a modo de ejemplo incluyen por ejemplo cancer colorrectal que metastatiza al higado y
cancer de mama metastasico. Las combinaciones pueden usarse para prevenir o inhibir la formacién de metastasis
hepaticas.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcion y dibujos.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Una ilustracion esquematica que representa la construccion del vector de expresion H19-DTA-P4-
DTA de doble promotor. La secuencia codificante de cada DTA esta bajo el control transcripcional de las
secuencias promotoras tanto P4 de IGF-Il como de H19, respectivamente, Kana (R) — gen de resistencia a
kanamicina.

Figura 2. Actividad relativa in vitro de construcciones que expresan DTA con secuencias reguladoras H19,
P4 y H19 + P4 en células T24P. Las células T24P humanas se cotransfectaron con 2 pug de LucSV40 y las
concentraciones indicadas de H19-DTA, P4-DTA o H19-DTA-P4-DTA. A. Actividad luciferasa a diversas
dosificaciones en comparacién con células transfectadas con LucSV40 solamente. B. Repeticion adicional
del experimento descrito en (A). C. Grafico de barras de datos de 0,005 pg. Eje Y (para A-C): actividad
luciferasa (% de control). Eje X (para A-B): ug de plasmido/pocillo. Las barras de error en esta Figura y en
todas las Figuras reflejan un error tipico de la media.

Figura 3. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células UMUCS. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 2; los ejes son los mismos que en la Figura 2. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Repeticion adicional del experimento descrito en (A). C. Grafico de barras de datos de 0,005 ug.

Figura 4. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células Hep3B. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 2; los ejes son los mismos que en la Figura 2. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacién con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Gréfico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 5. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células ES-2. El experimento se realizé
como se ha descrito para la Figura 2; los ejes son los mismos que en la Figura 2. A. Actividad luciferasa a
diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B. Grafico de
barras de datos de 0,005 ug.

Figura 6. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células PC-1. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 2; los ejes son los mismos que en la Figura 2. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Grafico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 7. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células CRL-1469. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 2; los ejes son los mismos que en la Figura 2. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacién con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Gréfico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 8. Actividad relativa in vitro de construcciones que expresan DTA con secuencias reguladoras P3,
P4y P3 + P4 en células T24P. Las células humanas T24P se cotransfectaron con 2 pug de LucSV40 y las
concentraciones indicadas de P3-DTA, P4-DTA o P4-DTA-P3-DTA. A. Actividad luciferasa a diversas
dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B. Grafico de barras de
datos de 0,005 pg. Eje Y (para A-B): actividad luciferasa (% de control). Eje X (para A): ug de
plasmido/pocillo. Los ejes son los mismos que en la Figura 2.

Figura 9. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células HT-1376. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 8; los ejes son los mismos que en la Figura 8. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Grafico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 10. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células Hep3B. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 8; los ejes son los mismos que en la Figura 8. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacién con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Gréfico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 11. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células ES-2. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 8; los ejes son los mismos que en la Figura 8. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacién con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Grafico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 12. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células PC-1. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 8; los ejes son los mismos que en la Figura 8. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Grafico de barras de datos de 0,005 pg.
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Figura 13. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células CRL-1469. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 8; los ejes son los mismos que en la Figura 8. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparaciéon con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Gréfico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 14. Actividad relativa in vitro de DTA expresada de construcciones con secuencias reguladoras H19,
P3 y H19 + P3 en células T24P. Las células T24P se cotransfectaron con 2 ug de LucSV40 y las
concentraciones indicadas de H19-DTA, P3-DTA o H19-DTA-P3-DTA. A. Actividad luciferasa a diversas
dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B. Grafico de barras de
datos de 0,005 ng. Eje Y (para A-B): actividad luciferasa (% de control). Eje X (para A): ug de
plasmido/pocillo. Los ejes son los mismos que en la Figura 2.

Figura 15. Actividad relativa in vitro en células T24P de H19-DTA-P4-DTA frente a construcciones dirigidas
por P4 y dirigidas por H19 en combinacion. Las células T24P se cotransfectaron con 2 ug de LucSV40 y las
concentraciones indicadas de H19-DTA-P4-DTA o una cantidad igual de cada uno de P4-DTA + H19-DTA.
A. Actividad luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40
solamente. B. Grafico de barras de datos de 0,005 ug. Eje Y (para A-B): actividad luciferasa (% de control).
Eje X (para A): ng de plasmido/pocillo.

Figura 16. Actividad relativa in vitro en células Hep3B de H19-DTA-P4-DTA frente a construcciones
dirigidas por P4 y dirigidas por H19 en combinacién. El experimento se realizé como se ha descrito para la
Figura 15; los ejes son los mismos que en la Figura 15. A. Actividad luciferasa a diversas dosificaciones en
comparacioén con células transfectadas con LucSV40 solamente. B. Grafico de barras de datos de 0,005 ug.

Figura 17. Actividad relativa in vitro en células ES-2 de H19-DTA-P4-DTA frente a construcciones dirigidas
por P4 y dirigidas por H19 en combinacion. El experimento se realizé6 como se ha descrito para la Figura
15; los ejes son los mismos que en la Figura 15. A. Actividad luciferasa a diversas dosificaciones en
comparacioén con células transfectadas con LucSV40 solamente. B. Grafico de barras de datos de 0,005 ug.

Figura 18. Actividad relativa in vitro en células PC-1 de H19-DTA-P4-DTA frente a construcciones dirigidas
por P4 y dirigidas por H19 en combinacion. El experimento se realizé como se ha descrito para la Figura
15; los ejes son los mismos que en la Figura 15. A. Actividad luciferasa a diversas dosificaciones en
comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B. Gréafico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 19. Actividad relativa in vitro en células CRL-1469 de H19-DTA-P4-DTA frente a construcciones
dirigidas por P4 y dirigidas por H19 en combinacién. El experimento se realizé como se ha descrito para la
Figura 15; los ejes son los mismos que en la Figura 15. A. Actividad luciferasa a diversas dosificaciones en
comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B. Gréafico de barras de datos de 0,005 pg.

Figura 20. Actividad relativa in vitro en células HT-1376 de P4-DTA-P3-DTA frente a construcciones
dirigidas por P3 y dirigidas por P4 en combinacion. Las células HT-1376 se cotransfectaron con 2 pg de
LucSV40 y las concentraciones indicadas de P4-DTA-P3-DTA o una cantidad igual de cada uno de P3-DTA
+ P4-DTA. A. Actividad luciferasa a diversas dosificaciones en comparacién con células transfectadas con
LucSV40 solamente. B. Gréafico de barras de datos de 0,005 pg. Los ejes son los mismos que para la
Figura 15.

Figura 21. Actividad relativa in vitro en células ES-2 de P4-DTA-P3-DTA frente a construcciones dirigidas
por P3 y P4 en combinacion. Las células ES-2 se cotransfectaron con 2 pug de LucSV40 y las
concentraciones indicadas de P4-DTA-P3-DTA o una cantidad igual de cada uno de P3-DTA + P4-DTA. A.
Actividad luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40
solamente. B. Gréafico de barras de datos de 0,005 ug. Los ejes son los mismos que para la Figura 15.

Figura 22. Actividad relativa in vitro en células Hep-3B de 0,005 nug de P4-DTA-P3-DTA frente a 0,005 ug
de cada una de las construcciones dirigidas por P3 y dirigidas por P4 en combinacién. El experimento se
realizé como se ha descrito por la Figura 21. Los ejes son los mismos que para la Figura 15B.

Figura 23. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células HT-1376. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 15; los ejes son los mismos que en la Figura 15. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Repeticion adicional del experimento descrito en (A). C. Grafico de barras de datos de 0,005 ug.

Figura 24. Actividad relativa in vitro en células CRL-1469 de 0,005 pug de P4-DTA-P3-DTA frente a 0,005 ug
de cada una de las construcciones dirigidas por P3 y dirigidas por P4 en combinacion. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Gréfico de barras de datos de 0,005 pg. El experimento se realizé como se ha descrito para la Figura 21.
Los ejes son los mismos que para la Figura 15.
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Figura 25. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccion de 25 pug de H19-DTA. Eje Y: aumento del volumen
tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 26. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccién de 25 pg de P4-DTA. Eje Y: aumento del volumen
tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 27. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccion de 25 pg de H19-DTA-P4-DTA. Eje Y: aumento del
volumen tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 28. Volumen ex vivo de tumores de ratones tratados con H19-DTA-P4-DTA.
Figura 29. Peso ex vivo de tumores de ratones tratados con H19-DTA-P4-DTA.

Figura 30. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccion de 25 ng de cada uno de H19-DTA y P4-DTA. Eje Y:
aumento del volumen tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 31. Sumario de datos del modelo de cancer de vejiga T24P.

Figura 32. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccion de 25 pug de cada uno de H19-DTA y P4-DTA en el
modelo HT-1376. Eje Y: aumento del volumen tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 33. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccion de 25 ug de H19-DTA-P4-DTA en el modelo HT-1376.
Eje Y: aumento del volumen tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 34. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccién de 25 pg de P3-DTA. Eje Y: aumento del volumen
tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 35. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccién de 25 pg de P4-DTA. Eje Y: aumento del volumen
tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 36. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccion de 25 pug de P4-DTA-P3-DTA. Eje Y: aumento del
volumen tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 37. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccion de 25 pg de cada uno de P3-DTA y P4-DTA. Eje Y:
aumento del volumen tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 38. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccién de 25 pg de P3-DTA. Eje Y: aumento del volumen
tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 39. Efecto antitumoral in vivo de la inyeccion de 25 pg de H19-DTA-P3-DTA. Eje Y: aumento del
volumen tumoral en veces. Eje X: tiempo (dias).

Figura 40. Actividad relativa de construcciones que expresan DTA en células HT-1376. El experimento se
realizé como se ha descrito para la Figura 2; los ejes son los mismos que en la Figura 2. A. Actividad
luciferasa a diversas dosificaciones en comparacion con células transfectadas con LucSV40 solamente. B.
Gréfico de barras de datos de 0,005 pg.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere al campo del tratamiento de cancer, particularmente a una nueva terapia Util para
tratar tumores que expresan H19 y/o expresan Factor de Crecimiento de Tipo Insulina Il (IGF-II).

Puede proporcionarse una construccion de acido nucleico que comprende:

(a) un primer marco abierto de lectura que codifica un producto génico citotéxico o citostatico, estando el
primer marco abierto de lectura unido operativamente a una primera secuencia reguladora de la
transcripcion especifica de cancer; y

(b) un segundo marco abierto de lectura que codifica el producto génico citotéxico o citostatico (es decir el
mismo producto génico o una variante del mismo), estando el segundo marco abierto de lectura unido
operativamente a una segunda secuencia reguladora de la transcripcién especifica de cancer;

en la que la primera secuencia reguladora de la transcripcién y la segunda secuencia reguladora de la transcripcion
son diferentes y se seleccionan del grupo que consiste en: i) una secuencia reguladora de la transcripcién especifica
de H19 (por ejemplo un promotor de H19) y ii) una secuencia reguladora de la transcripcién de IGF-Il (por ejemplo
un promotor P3 de IGF-Il o P4 de IGF-II).

En otras palabras, la construccién puede contener al menos dos secuencias reguladoras de la transcripcion
diferentes, derivando cada una de una secuencia reguladora diferente (H19, P4 o P3), y estando cada una unida
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operativamente a una secuencia separada que codifica el producto génico citotéxico o citostatico. Por ejemplo, las
dos secuencias reguladoras de la transcripcion pueden ser:

i) una primera secuencia reguladora de la transcripcion que es una secuencia reguladora de la transcripcion
especifica de H19, y una segunda secuencia reguladora de la transcripcién que es una secuencia
reguladora de la transcripcion P4 de IGF-II;

ii) una primera secuencia reguladora de la transcripcibn que es una secuencia reguladora de la
transcripcion especifica de H19, y una segunda secuencia reguladora de la transcripcién que es una
secuencia reguladora de la transcripcién P3 de IGF-II; 0

iii) una primera secuencia reguladora de la transcripcion que es una secuencia reguladora de la
transcripcion P4 de IGF-1l, y una segunda secuencia reguladora de la transcripciéon que es una secuencia
reguladora de la transcripcion P3 de IGF-II;

Deberia entenderse que los multiples casetes de expresion estan unidos operativamente a distintas secuencias
reguladoras de la transcripcién, permitiendo la regulacién independiente de la transcripcion de cada marco abierto
de lectura que codifica el agente citotoxico. Por lo tanto, la disposicién de las fases abiertas de lectura dentro de la
construccion pueden variar, por ejemplo, la construccion pueden disefiarse de tal modo que el primer casete de
expresion esté cadena arriba o cadena abajo del segundo casete de expresion.

Puede proporcionarse una unica molécula de acido nucleico, que comprenda un primer marco abierto de lectura que
codifigue un producto génico citotdxico o citostatico, estando el primer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién especifica de H19; y un segundo marco abierto de
lectura que codifique el producto génico citotoxico o citostatico, estando el segundo marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-1l. La molécula de acido nucleico puede
comprender ademas un tercer marco abierto de lectura que codifique el producto génico citotdxico o citostatico,
estando dicho tercer marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion
P4 de IGF-II.

Puede proporcionarse una unica molécula de acido nucleico, que comprenda un primer marco abierto de lectura que
codifigue un producto génico citotdxico o citostatico, estando el primer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién especifica de H19; y un segundo marco abierto de
lectura que codifique el producto génico citotoxico o citostatico, estando el segundo marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-1l. La molécula de acido nucleico puede
comprender ademas un tercer marco abierto de lectura que codifique el producto génico citotdxico o citostatico,
estando dicho tercer marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion
P3 de IGF-II.

Puede proporcionarse una unica molécula de acido nucleico, que comprenda un primer marco abierto de lectura que
codifigue un producto génico citotdxico o citostatico, estando el primer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-1I; y un segundo marco abierto de lectura
que codifique el producto génico citotéxico o citostatico, estando el segundo marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-1l. La molécula de acido nucleico puede
comprender ademas un tercer marco abierto de lectura que codifique el producto génico citotdxico o citostatico,
estando dicho tercer marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion
especifica de H19.

Se representa en la Figura 1 una construccién ejemplar de la invencién, que expresa un agente citotoxico (DTA) bajo
control de expresion separado de los promotores de H19 y P4, H19-DTA-P4-DTA, y se describe adicionalmente en
el presente documento (Ejemplo 1). Se describen construcciones ejemplares de la invencién que expresan DTA bajo
control de expresién separado de los promotores P4 y P3 (P4-DTA-P3-DTA) y de los promotores de H19 y P3 (H19-
DTA-P3-DTA) también en la seccién de Detalles Experimentales en el Ejemplo 5 y Ejemplo 6, respectivamente.
Estas construcciones se representan por las secuencias de acido nucleico como se exponen en SEC ID N% 11, 24y
18, respectivamente, como se detalla posteriormente en el presente documento.

Como se demuestra en el presente documento, la administracion de un vector de expresion Unico que comprenda
dos secuencias diferentes, expresando cada una DTA bajo el control transcripcional de un promotor especifico de
tumor diferente, concretamente, los promotores H19 y P4 de IGF-II, dio como resultado la destruccion potenciada de
una amplia diversidad de células de carcinoma, en comparacion con cada construccion (que expresan DTA bajo el
control del promotor de H19 o P4) administradas por separado (Ejemplos 1-4). Ademas, se mostr6 que los
resultados eran mayores que los aditivos en comparacién con la administracion de las construcciones de promotor
Unico en combinacion (Ejemplo 7). La capacidad potenciada del vector de expresién unico que comprende los dos
genes diferentes se confirmé también por ensayos in vivo (Ejemplo 10).

Ademas, la administracién de un vector de expresién Unico que comprende dos secuencias diferentes, expresando
cada una DTA bajo el control transcripcional de un promotor especifico de tumor diferente, concretamente los
promotores P3 de IGF-Il y P4 de IGF-Il, dio como resultado la destruccién potenciada de una amplia diversidad de
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células de carcinoma, en comparacion con cada construccion (que expresa DTA bajo el control del promotor P3 o
P4) administrada por separado (Ejemplo 5). Ademas, se mostré que los resultados eran mayores que los aditivos en
comparacién con la administracion de construcciones de promotor Gnico en combinacién (Ejemplo 8). La capacidad
potenciada del vector de expresién Unico que comprende los dos genes diferentes se confirmé también por ensayos
in vivo (Ejemplo 11).

Ademas, la administracién de un vector de expresién Unico que comprende dos secuencias diferentes, expresando
cada una DTA bajo el control transcripcional de un promotor especifico de tumor diferente, concretamente los
promotores de H19 y P3 de IGF-II, dio como resultado la destruccion potenciada de células de carcinoma de vejiga,
en comparacién con cada construccion (que expresaba DTA bajo el control del promotor P3 o de H19) administrada
por separado (Ejemplo 6). La capacidad potenciada del vector de expresiéon Unico que comprende los dos genes
diferentes se confirmé también por ensayos in vivo (Ejemplo 12).

El producto génico citotdxico de las composiciones usadas puede ser una toxina diftérica. Ambas secuencias
pueden codificar la misma toxina diftérica. Cada secuencia puede codificar una variante diferente de una toxina
diftérica. La toxina diftérica puede ser DTA.

La construccion puede comprender ademds un marco abierto de lectura adicional que codifique un TNF alfa,
estando el marco abierto de lectura adicional unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion
adicional seleccionada de una secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19, una secuencia
reguladora de la transcripcion P3 de IGF-1l o una secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-II.

El producto génico citotéxico puede ser timidina quinasa. El producto génico citotoxico puede ser toxina de
Pseudomonas. El producto génico citotéxico puede ser ricina. El producto génico citotoxico puede ser toxina del
colera. El producto génico citotoxico puede ser producto génico de retinoblastoma. El producto génico citotdxico
puede ser p53. El producto génico citotdéxico puede ser un producto génico de retinoblastoma.

El agente citotéxico puede ser tumoricida, es decir de mayor toxicidad para células tumorales en relacién con células
no tumorales.

El producto génico citostatico de los usos y composiciones puede ser p21. El producto génico citostatico puede ser
p27. El producto génico citostatico puede ser p53. El producto génico citostatico puede ser p53175P. El producto
génico citostatico puede ser p57. El producto génico citostatico puede ser p15. El producto génico citostatico puede
ser p16. El producto génico citostatico puede ser p18. El producto génico citostatico puede ser p19. El producto
génico citostatico puede ser p73. El producto génico citostatico puede ser GADD45. El producto génico citostatico
puede ser APC1. El producto génico citostatico puede ser p73RB1. El producto génico citostatico puede ser WT1. El
producto génico citostatico puede ser NF1. El producto génico citostatico puede ser VH. El producto génico
citostatico puede ser p53. El agente citotdxico puede ser tumoristatico, es decir de mayor toxicidad para células
tumorales en relacién con células no tumorales. Puede obtenerse una secuencia de acido nucleico que codifique un
agente citotoxico o citostatico por procedimientos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, como se ejemplifica
posteriormente en el presente documento.

Puede proporcionarse una composicion farmacéutica que comprenda una construccion de acido nucleico y un
vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion puede proporcionar construcciones de expresion eucariotas y vectores que comprendan una
construccion de acido nucleico de la presente invencién.

La presente invencién puede proporcionar una construcciéon de acido nucleico para su uso en el tratamiento de un
tumor en un sujeto humano que lo necesite. La construccién puede contener dos secuencias de acido nucleico
separadas que expresen el mismo producto génico citotdxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de
IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotoxico a
partir de un promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas
pueden expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-II. El
producto génico citotdxico puede ser una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz
de la construccion de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la expresién de ARN de H19 y/o IGF-1l a
partir del promotor P3 y/o P4.

Puede proporcionarse una construccion de acido nucleico para su uso en la inhibiciéon de la progresion tumoral en un
sujeto humano que lo necesite. La construccion puede contener dos secuencias de acido nucleico separadas que
expresen el mismo producto génico citotdéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos
secuencias de &cido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotoxico a partir de un
promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden
expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-Il. El producto
génico citotéxico puede ser una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construccion de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la expresién de ARN de H19 y/o IGF-II a partir del
promotor P3 y/o P4.
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Puede proporcionarse una construccion de acido nucleico para su uso en la inhibicion de metastasis tumoral en un
sujeto humano que lo necesite. La construccion puede contener dos secuencias de &cido nucleico separadas que
expresen el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de IGF-1l. Las dos
secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotoxico a partir de un
promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden
expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-Il. El producto
génico citotdxico puede ser una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construccién de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la expresion de ARN de H19 y/o IGF-II a partir del
promotor P3 y/o P4.

Puede usarse una construccién de acido nucleico para reducir o aliviar un sintoma asociado con un trastorno
neopldsico en un sujeto humano que lo necesite. La construccion puede contener dos secuencias de acido nucleico
separadas que expresen el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor H19 y un promotor P4 de IGF-
Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de
un promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-II. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden
expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-Il. El producto
génico citotdxico puede ser una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construccion de acido nucleico. El trastorno neoplasico puede caracterizarse por la expresion de ARN de H19 y/o
IGF-II a partir del promotor P3 y/o P4.

Puede proporcionarse el uso de una construccion de &acido nucleico para la preparacién de un medicamento para
tratar un tumor en un sujeto humano. La construccién puede contener dos secuencias de acido nucleico separadas
que expresen el mismo producto génico citotoxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de IGF-Il. Las
dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotdéxico a partir de un
promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden
expresar el mismo producto génico citotdxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-II. El producto
génico citotdxico puede ser una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construccién de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la expresion de ARN de H19 y/o IGF-II a partir del
promotor P3 y/o P4.

Puede proporcionarse el uso de una construccion de acido nucleico para la preparacién de un medicamento para
inhibir la progresion tumoral en un sujeto humano. La construccion puede contener dos secuencias de acido nucleico
separadas que expresen el mismo producto génico citotdéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de
IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotoxico a
partir de un promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas
pueden expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-II. El
producto génico citotoxico es una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construccion de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la expresién de ARN de H19 y/o IGF-Il a partir del
promotor P3 y/o P4.

Puede proporcionarse el uso de una construccion de acido nucleico para la preparacién de un medicamento para
inhibir metastasis tumoral en un sujeto humano. La construccién puede contener dos secuencias de acido nucleico
separadas que expresen el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de
IGF-II. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotdxico a
partir de un promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas
pueden expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-II. El
producto génico citotoxico puede ser una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz
de la construccion de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la expresién de ARN de H19 y/o IGF-1l a
partir del promotor P3 y/o P4.

Puede proporcionarse el uso de una construccion de acido nucleico para la preparacién de un medicamento para
reducir o aliviar un sintoma asociado con un trastorno neoplasico en un sujeto humano. La construccion puede
contener dos secuencias de acido nucleico separadas que pueden expresar el mismo producto génico citotéxico a
partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden
expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las
dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotoxico a partir de un
promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-Il. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construccion de acido nucleico. El trastorno neoplasico puede caracterizarse por la expresion de ARN de H19 y/o
IGF-Il a partir del promotor P3 y/o P4.

Puede usarse una composicién para tratar un tumor en un sujeto humano, que comprenda una construccién de
acido nucleico. La construccion puede contener dos secuencias de acido nucleico separadas que pueden expresar
el mismo producto génico citotoxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de IGF-II. Las dos secuencias
de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotdéxico a partir de un promotor P3 de
IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo
producto génico citotdéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-Il. Puede administrarse una
cantidad terapéuticamente eficaz de la construccién de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la
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expresion de ARN de H19 y/o IGF-II a partir del promotor P3 y/o P4.

Puede usarse una composicion para inhibir la progresién tumoral en un sujeto humano, que comprenda una
construccion de acido nucleico. La construccion puede contener dos secuencias de acido nucleico separadas que
pueden expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de IGF-II. Las
dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotdéxico a partir de un
promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden
expresar el mismo producto génico citotdxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-II. El producto
génico citotdxico puede ser una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construccién de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la expresion de ARN de H19 y/o IGF-II a partir del
promotor P3 y/o P4.

Puede usarse una composicion para inhibir metastasis tumoral en un sujeto humano, que comprenda una
construccion de acido nucleico. La construccion puede contener dos secuencias de acido nucleico separadas que
pueden expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P4 de IGF-II. Las
dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotdéxico a partir de un
promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden
expresar el mismo producto génico citotdxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-II. El producto
génico citotdxico puede ser una toxina diftérica. Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la
construcciéon de acido nucleico. El tumor puede caracterizarse por la expresion de ARN de H19 y/o IGF-Il del
promotor P3 y/o P4.

Puede usarse una composicién para reducir o aliviar un sintoma asociado con un trastorno neoplasico en un sujeto
humano, que comprenda un &cido nucleico. La construccion puede contener dos secuencias de acido nucleico
separadas que pueden expresar el mismo producto génico citotdxico a partir de un promotor de H19 y un promotor
P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas pueden expresar el mismo producto génico citotoxico
a partir de un promotor P3 de IGF-Il y un promotor P4 de IGF-Il. Las dos secuencias de acido nucleico separadas
pueden expresar el mismo producto génico citotéxico a partir de un promotor de H19 y un promotor P3 de IGF-II.
Puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de la construccion de acido nucleico. El trastorno
neoplasico puede caracterizarse por la expresién de ARN de H19 y/o IGF-1l a partir del promotor P3 y/o P4.

El trastorno neoplasico de los usos y composiciones puede ser un carcinoma, por ejemplo un carcinoma de vejiga,
un carcinoma hepatocelular, un carcinoma ovarico y un carcinoma pancreatico. El trastorno neoplasico de los usos y
composiciones de la presente invencién puede ser un carcinoma de vejiga. El trastorno neoplasico puede ser un
carcinoma hepatocelular. El trastorno neoplasico puede ser un carcinoma ovarico. El trastorno neoplasico puede ser
un carcinoma pancreatico. El trastorno neoplasico puede ser un carcinoma de colon. El trastorno neoplasico puede
ser otro tipo de tumor sélido.

La secuencia reguladora de la transcripcién especifica de H19 de los usos puede ser un promotor de H19. El
promotor de H19 puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada
en el presente documento. El promotor de H19 puede comprender un fragmento de una secuencia de acido nucleico
como se expone en una secuencia desvelada en el presente documento. El promotor de H19 puede consistir en una
secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente documento.

La secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19 de los usos puede comprender un potenciador de
H19. El potenciador de H19 puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia
desvelada en el presente documento. El potenciador de H19 puede comprender un fragmento de una secuencia de
acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente documento. El potenciador de H19
puede consistir en una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente
documento.

La secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-1l de los usos puede ser un promotor P3 de IGF-Il. El
promotor P3 de IGF-1l puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia
desvelada en el presente documento. El promotor P3 de IGF-Il puede comprender un fragmento de una secuencia
de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente documento. El promotor P3 de IGF-II
puede consistir en una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente
documento.

La secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-II de los usos puede comprender un potenciador de H19. El
potenciador de H19 puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia
desvelada en el presente documento. El potenciador de H19 puede comprender un fragmento de una secuencia de
acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente documento. El potenciador de H19
puede consistir en una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente
documento.

La secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-Il de los usos puede ser un promotor P4 de IGF-II. El
promotor P4 de IGF-Il puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia
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desvelada en el presente documento. El promotor P4 de IGF-Il puede comprender un fragmento de una secuencia
de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente documento. El promotor P4 de IGF-II
puede consistir en una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente
documento.

La secuencia reguladora de la transcripcién P4 de IGF-II de los usos puede comprender un potenciador de H19. El
potenciador de H19 puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia
desvelada en el presente documento. El potenciador de H19 puede comprender un fragmento de una secuencia de
acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente documento. El potenciador de H19
puede consistir en una secuencia de acido nucleico como se expone en una secuencia desvelada en el presente
documento.

Construcciones de acido nucleico

La expresion “construcciéon de acido nucleico” o “construccién” como se usa en el presente documento incluye una
secuencia de acido nucleico que codifica un producto génico citotdéxico o citostatico (por ejemplo, toxina Diftérica,
DT) de acuerdo con la presente invencién, estando la secuencia de acido nucleico unida operativamente a un
promotor y opcionalmente otras secuencias reguladoras de la transcripcién. En las construcciones, la secuencia de
acido nucleico que codifica DT puede estar unida operativamente al menos a una secuencia reguladora de la
transcripcion especifica de H19, secuencia reguladora de la transcripcion P3 y/o secuencia reguladora de la
transcripcion P4.

La construccion de &cido nucleico de los usos y composiciones puede ser un vector de expresion eucariota. La
construccion de acido nucleico puede ser un plasmido. La construccion de acido nucleico puede ser cualquier otro
tipo de vector de expresion capaz de mediar en la expresién en una célula cancerosa.

La frase “unido operativamente” se refiere a una secuencia de acido nucleico unida a una secuencia de control de la
transcripcion de tal manera que la molécula tenga la capacidad de expresarse cuando se use para transfectar (es
decir, transformar, transducir, infectar o transfectar) una célula huésped. Las secuencias de control de la
transcripciéon son secuencias, que controlan el inicio, elongacién y terminacién de la transcripciéon. Son secuencias
de control de la transcripcion particularmente importantes las que controlan el inicio de la transcripcidn, tales como
secuencias promotoras, potenciadoras, operadoras y represoras.

La molécula de acido nucleico de los usos y composiciones puede ser una molécula de ADN. La molécula puede ser
una molécula de ARN. La molécula puede ser cualquier otro tipo de molécula de acido nucleico conocida en la
técnica.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una construccién, que comprende una
secuencia reguladora unida operativamente a un polinucleétido heterélogo, que se administra a células diana. El
vector puede ser un vector de expresion viral, un plasmido o una construcciéon de ADN desnudo y, opcionalmente
puede incluir secuencias adicionales requeridas para la construccion, seleccion, estabilidad, penetracién, etc.

Como se usa en el presente documento, el término “variante” se refiere a una sal, homoélogo, anélogo o fragmento
de una secuencia de acido nucleico farmacéuticamente aceptable Util para la invencion (por ejemplo, secuencias de
vector, secuencias reguladoras de la transcripcion, polinucleétidos de interés clonados, etc.). Se abarcan dentro del
término “variante” moléculas de nucleétidos naturales y sintéticos modificadas quimicamente. También estan
abarcadas dentro del término “variante” sustituciones conservativas dentro de la secuencia de nucleétidos de la
molécula. Ademas, estan abarcados dentro del término “variante” como se usa en el presente documento
sustituciones no conservativas dentro de la secuencia de nucleé6tidos de la molécula, siempre que la secuencia
conserve sustancialmente su funcién requerida.

Una “variante”, por ejemplo una “variante” de un producto génico citotéxico o citostatico, como se usa en el presente
documento, puede referirse a un gen que se reconoce en la técnica que es un producto de otra versién del mismo
gen por ejemplo citotoxico o citostatico. Las secuencias génicas y sus productos se clasifican de forma rutinaria
como secuencias de un gen particular en bases de datos publicas tales como la base de datos PubMed del Centro
Nacional de Estados Unidos para la Informacion Biotecnoldgica; por lo tanto, estas pueden estar facilimente dentro
de la experiencia de los expertos en la técnica para identificar variantes de, por ejemplo, un producto génico
citotoxico o citostatico.

Las “variantes”, por ejemplo de un producto génico citotdxico o citostatico, pueden ser al menos el 70 % homdlogas,
0 compartir al menos el 75 %, 80 %, 82 %, 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 92 %, 94 %, 96 %, 98 % 0 99 % de homologia
de secuencia.

Como se usa en el presente documento la frase “toxina Diftérica” (DT o DTX) se refiere a una toxina Diftérica o un
fragmento de la misma que contiene al menos una parte activa de la toxina Diftérica, que promueve la muerte
celular, o que puede actuar para promover la muerte celular o aliviar de otro modo un trastorno neoplasico en un
sujeto. DT estd comprendida por dos fragmentos polipeptidicos, A y B [Zdanovskaia, M. V.; Zdanovsky, A. G.;
Yankovsky, N. K. “Diphtheria toxin NAD affinity and ADP ribosyltransferase activity are reduced at tryptophan 153
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substitutions for alanine or phenylalanine.” Research in Microbiology, 2000, 151, 557-562; Bennet, M. J.; Choe, S.;
Eisenberg, D. “Refined structure of dimeric diphtheria toxin at 2.0 angstrom resolution.” Protein Science, 1994, 3,
1444-1463). El fragmento A (DTA) consiste en el dominio catalitico (C), mientras que el fragmento B esta compuesto
del dominio receptor, (R), y el domino transmembrana, (T). El dominio R contiene una parte receptora que se une al
receptor HB-EGF en la superficie celular [Raab, Gerhard; Klagsbrun, Michael “Heparin-binding EGF-like growth
factor” Biochimica et Biophysica Acta (BBA)/Reviews on Cancer 1997, 1333, F179-F199]. Después la toxina unida
entra en el citoplasma por endocitosis. La serie hidréfoba C terminal de laminas alfa, conocida como el dominio T, se
incluye después en la membrana, provocando que el dominio C del extremo N terminal se escinda y se transloque al
citoplasma. Una vez escindido, el dominio C se convierte en una enzima activa, cataliza la creaciéon de ADP-ribosa-
EF-2 a partir del péptido de translocacién de sintesis proteica EF-2 y NAD+ (Hudson TH y col, Quantal entry of
diphtheria toxin to the cytosol. J Biol Chem. 10 Mar 1985; 260(5): 2675-80). Un dominio C Unico puede usar el
suministro completo de EF-2 de una célula en un periodo de horas, deteniendo la sintesis proteica, dando como
resultado muerte celular. La toxina puede ser toxina diftérica de cadena A (DTA).

La DTA puede codificarse por la secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N2: 6:

atggatcctgatgatgttgttgattctictaaatcttttgtgatggaaaacttticticgtaccacgggactaaacctggttatgtag
attccattcaaaaaggtatacaaaagccaaaatctggtacacaaggaaattatgacgatgatiggaaagggttitatagtaccgacaataa
atacgacgctgcgggatactctgtagataatgaaaacccgctctctggaaaagctggaggegtggtcaaagtgacgtatccaggactg
acgaaggttctcgcactaaaagtggataatgccgaaactattaagaaagagttaggtttaagtctcactgaaccgttgatggagcaagtc
ggaacggaagagtttatcaaaaggttcggtgatggtgcttcgegtgtagtgctcagectteecttcgetgaggggagttctagegttgaat
atattaataactgggaacaggcgaaagcgttaagcgtagaacttgagattaattttgaaacccgtggaaaacgtggccaagatgcgatg
tatgagtatatggctcaagcctgtgcaggaaatcgtgtcaggcgatctttgtga (SEC ID N2: 6). La secuencia que codifica DTA
puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N: 6. La secuencia que
codifica DTA puede consistir en una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N¢: 6. La
secuencia que codifica DTA puede ser un homologo de SEC ID N2 6. La secuencia que codifica DTA
puede ser una variante de SEC ID N: 6. La secuencia que codifica de DTA puede ser un fragmento de
SEC ID N2 6. La secuencia que codifica de DTA puede ser un homoélogo de un fragmento de SEC ID N°: 6.
La secuencia que codifica DTA puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N®: 6.

La secuencia de amino&cidos de la DTA puede ser como se expone en SEC ID N¢: 7:

MDPDDVVDSSKSFVMENFSSYHGTKPGYVDSIQKGIQKPKSGTQGNYDDDW
KGFYSTDNKYDAAGYSVDNENPLSGKAGGVVKVTYPGLTKVLALKVDNAETIKKEL

GLSLTEPLMEQVGTEEFIKRFGDGASRVVLSLPFAEGSSSVEYINNWEQAKALSVELEI NFETRGKRGQDAMY-
EYMAQACAGNRVRRSL (SEC ID N2 7). La DTA puede comprender una secuencia de acido nucleico como se
expone en SEC ID N2 7. La DTA puede consistir en una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID
N¢: 7. La DTA puede ser un homélogo de SEC ID N2 7. La DTA puede ser una variante de SEC ID N%: 7. La DTA
puede ser un fragmento de SEC ID N°: 7. La DTA puede ser un homologo de un fragmento de SEC ID N%: 7. La DTA
puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N¢: 7.

La DTA puede ser al menos el 60 % homologa de SEC ID N%: 7. La DTA puede ser al menos el 65 % homéloga de
SEC ID N2 7. La DTA puede ser al menos el 70 % homologa de SEC ID N%: 7. La DTA puede ser al menos el 72 %
homéloga de SEC ID N2 7. La DTA puede ser al menos el 74 % homéloga de SEC ID N% 7. La DTA puede ser al
menos el 76 % homologa de SEC ID N2: 7. La DTA puede ser al menos el 78 % homologa de SEC ID N2: 7. La DTA
puede ser al menos el 80 % homéloga de SEC ID N2: 7. La DTA puede ser al menos el 82 % homéloga de SEC ID
N2 7. La DTA puede ser al menos el 84 % homéloga de SEC ID N% 7. La DTA puede ser al menos el 86 %
homologa de SEC ID N%: 7. La DTA puede ser al menos el 88 % homodloga de SEC ID N 7. La DTA puede ser al
menos el 90 % homologa de SEC ID N°: 7. La DTA puede ser al menos el 92 % homologa de SEC ID N°: 7. La DTA
puede ser al menos el 94 % homologa de SEC ID N2: 7. La DTA puede ser al menos el 95 % homologa de SEC ID
N¢: 7. La DTA puede ser al menos el 96 % homodloga de SEC ID N°: 7. La DTA puede ser al menos el 97 %
homéloga de SEC ID N2 7. La DTA puede ser al menos 98 % homologa de SEC ID N%: 7. La DTA puede ser al
menos el 99 % homoéloga de SEC ID N%: 7. La DTA puede ser mas del 99 % homologa de SEC ID N¢: 7.

Las construcciones pueden contener, en la misma construccién, multiples casetes de expresion, en los que la
expresion del producto génico citotdxico o citostatico puede estar dirigida por al menos dos de las siguientes tres
secuencias reguladoras de la transcripcidén: una secuencia reguladora de H19, una P3 de IGF-Il y una P4 de IGF-II,
es decir la secuencia de acido nucleico que codifica el producto génico puede estar bajo el control transcripcional de
al menos dos de estas secuencias. Como se usa en el presente documento, la frase “que esta bajo el control de la
expresion de H19 (o P3 de IGF-1l o P4 de IGF-Il)” (o “control transcripcional”) se refiere a la transcripcion de la
secuencia codificada a partir de una secuencia promotora especifica de H19 (o P3 de IGF-1l o P4 de IGF-Il), o una
secuencia derivada de la misma, que puede unirse operativamente a la misma para regular su patrén de expresién
(incluyendo patrén de expresion espacial y temporal).

La secuencia reguladora de los usos y composiciones puede derivarse de una secuencia reguladora de la
transcripcion de H19, P3 de IGF-Il o P4 de IGF-Il. Como se usa en el presente documento, una descripcion de una
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secuencia reguladora “derivada de una secuencia reguladora de la transcripcién de H19, P3 de IGF-Il o P4 de IGF-
II” se refiere a una secuencia “derivada” (véase posteriormente) de una regién del gen que regula y/o controla la
expresion de las secuencias codificantes de H19 o IGF-Il. Como tal, una secuencia reguladora incluye, sin limitacion,
una secuencia derivada de un promotor o potenciador de las secuencias de H19, P3 de IGF-Il o P4 de IGF-II.

El término “derivado” se refiere al hecho de que una secuencia reguladora de la transcripcion (por ejemplo, un
promotor o potenciador) puede ser la secuencia reguladora nativa completa del gen, una parte de la secuencia
reguladora nativa, una construcciéon quimérica de la secuencia reguladora nativa, una construccién combinatoria de
una o mas secuencias reguladoras nativas o una variante de la secuencia reguladora nativa obtenida, por ejemplo,
por delecion, adiciéon o reemplazo de al menos un nucleétido. Una secuencia reguladora variante puede comprender
nucleétidos modificados. La secuencia derivada preferentemente demuestra propiedades de control/regulacién (por
ejemplo, aumento) de la expresion de secuencias codificantes unidas operativamente a la misma.

Se describen en el presente documento secuencias reguladoras de H19 que pueden usarse en las construcciones
de acido nucleico para dirigir la expresién especifica de un producto génico citotéxico o citostatico. Las secuencias
reguladoras de H19 Utiles en la presente invenciéon incluyen entre otras la regién promotora de H19 cadena arriba y
la region potenciadora de H19 cadena abajo. En ciertas realizaciones, las secuencias promotoras y potenciadoras
de H19 que pueden usarse son las descritas en la Patente de Estados Unidos N? 6.306.833, como se detalla en el
presente documento.

La secuencia reguladora de la transcripcién especifica de H19 de las composiciones es un promotor de H19. El
promotor de H19 puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en una cualquiera de las
SEC ID N2 1-2. El promotor de H19 puede consistir en una secuencia de acido nucleico como se expone en una
cualquiera de SEC ID N®: 1-2.

Se muestra la secuencia de nucleétidos de una region promotora de H19 en SEC ID N¢: 1:

ctgcagggccccaacaaccctcaccaaaggccaaggtggtgaccgacggacccacageggggtggetgggggagteg
aaactcgccagtctccactccactcccaaccgtggtgccccacgegggectgggagagtetgtgaggecgeccaccgcttgtcagta
gagtgcgceccgegagcecgtaagcacageccggcaacatgeggtcttcagacaggaaagtggecgegaatgggaccggggtgece
agcggctgtggggactetgtcctgcggaaaccgeggtgacgagcacaagctcggtcaactggatgggaatcggectggggggctg
gcaccgcgcccaccagggggtttgcggeacttcectetgeccctcagecaccecacccectactctccaggaacgtgaggtetgagecg
tgatggtggcaggaaggggccctctgtgccatccgagtccccagggacccgeagcetggeccccagecatgtgcaaagtatgtgecag
ggcgctggcaggcagggagcagcaggcatggtgtcccctgaggggagacagtggtctgggagggagaggtectggaccctgagg
gaggtgatggggcaatgctcagecctgtctccggatgccaaaggaggggtgcggggaggccgtctttggagaattccaggatgggt
gctgggtgagagagacgtgtgctggaactgtccagggcggaggtgggecctgecgggggecctcgggagggcecctgetcetgattgg
ccggcagggcaggggcegggaattctggegggecaccccagttagaaaaageccgggcetaggaccgagga (SEC ID N2 1). La secuencia
de H19 puede ser un homologo de SEC ID N2%: 1. La secuencia de H19 puede ser una variante de SEC ID N%: 1.
La secuencia de H19 puede ser un fragmento de SEC ID N2 1. La secuencia de H19 puede ser un homélogo de
un fragmento de SEC ID N2 1. La secuencia de H19 puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N%: 1.

La secuencia de H19 puede ser al menos el 60 % homoéloga de SEC ID N 1. La secuencia de H19 puede ser al
menos el 65 % homoéloga de SEC ID N 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el70 % homéloga de SEC ID
Ne: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 72 % homologa de SEC ID N¢: 1. La secuencia de H19 puede ser
al menos el 74 % homéloga de SEC ID N¢: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 76 % homéloga de SEC
ID N2: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 78 % homoéloga de SEC ID N2 1. La secuencia de H19 puede
ser al menos el 80 % homologa de SEC ID N2 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 82 % homdloga de
SEC ID N2 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 84 % homéloga de SEC ID N2 1. La secuencia de H19
puede ser al menos el 86 % homologa de SEC ID N°: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 88 % homéloga
de SEC ID N2: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 90 % homéloga de SEC ID N®: 1. La secuencia de H19
puede ser al menos el 92 % homologa de SEC ID N°: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 94 % homéloga
de SEC ID N2: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 95 % homéloga de SEC ID N2: 1. La secuencia de H19
puede ser al menos el 96 % homologa de SEC ID N°: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 97 % homéloga
de SEC ID N2: 1. La secuencia de H19 puede ser al menos el 98 % homéloga de SEC ID N®: 1. La secuencia de H19
puede ser al menos el 99 % homologa de SEC ID N2: 1. La secuencia de H19 puede ser mas de el 99 % homéloga
de SEC ID N2: 1.

Esta secuencia de 831 nuclettidos se extiende de los nucleétidos -837 a -7 desde el sitio del extremo (como se
describe en Brannan y col. 1990). Aparece una secuencia TATA consenso en los nucleétidos -27 a - 35. Aparecen
dos sitios de unién a AP2 consenso (8/9 coincidencias) a aproximadamente -500 y -40 nucleotidos cadena arriba
desde el inicio de la transcripcion. Cuando se sitlan cadena arriba de la regién codificante para un gen heterélogo,
aproximadamente 831 pares de bases de la regién reguladora pueden ser suficientes para dirigir la expresion del
gen heterélogo unido operativamente en células cancerosas que también pueden expresar H19 endégeno. Una
regién promotora de H19 adicional entre los nucleétidos -819 a +14 (SEC ID N2 2) también puede ser suficiente
para dirigir la expresion del gen heter6logo unido operativamente en células cancerosas:

gacaaccctcaccaagggccaaggtggtgaccgacggacccacageggggtggetgggggagtcgaaactegecagt
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ctccactccactcccaaccgtggtgccccacgegggcectgggagagtctgtgaggecgeccaccgcttgtcagtagagtgegeeege
gagccgtaagcacagcccggcaacatgeggtcttcagacaggaaagtggecgegaatgggaccggggtgcccageggetgtggg
gactctgtcctgcggaaaccgeggtgacgagcacaagctcggtcaactggatgggaatcggectggggggcetggcaccgegecca
ccagggggtttgcggcacttccctctgeccctcagcaccccacccectactctccaggaacgtgagtictgagecgtgatggtggeagg
aaggggccctctgtgccatccgagtccccagggacccgcagetggeccccagecatgtgcaaagtatgtgcagggegetggecagg
cagggagcagcaggcatggtgtcccctgaggggagacagtggtctgggagggagaagtcctggecctgagggaggtgatggggce
aatgctcagccctgtctccggatgccaaaggaggggtgcggggaggccgtetttggagaattccaggatgggtgetgggtgagaga
gacgtgtgctggaactgtccagggcggaggtgggecctgecgggggccctcgggagggecctgctetgattggecggeagggeag
gggcgggaattctgggcggggecaccccagttagaaaaageccgggcetaggaccgaggageagggtgagggag (SEC ID N2 2). La
secuencia de H19 puede ser un homoélogo de SEC ID N2 2. La secuencia de H19 puede ser una variante de
SEC ID N¢: 2. La secuencia de H19 puede ser un fragmento de SEC ID N 2. La secuencia de H19 puede ser
un homologo de un fragmento de SEC ID N 2. La secuencia de H19 puede ser una variante de un fragmento
de SEC ID N%: 2.

La secuencia de H19 puede ser al menos el 60 % homologa de SEC ID N 2. La secuencia de H19 puede ser al
menos el 65 % homologa de SEC ID N2: 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 70 % homologa de SEC ID
N¢: 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 72 % homéloga de SEC ID N2: 2. La secuencia de H19 puede ser
al menos el 74 % homologa de SEC ID N2 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 76 % homoéloga de SEC
ID N2: 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 78 % homoéloga de SEC ID N2 2. La secuencia de H19 puede
ser al menos el 80 % homologa de SEC ID N°: 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 82 % homdloga de
SEC ID N2 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 84 % homéloga de SEC ID N 2. La secuencia de H19
puede ser al menos el 86 % homologa de SEC ID N°: 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 88 % homéloga
de SEC ID N¢: 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 90 % homéloga de SEC ID N®: 2. La secuencia de H19
puede ser al menos el 92 % homologa de SEC ID N°: 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 94 % homéloga
de SEC ID N2 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 95 % homdloga de SEC ID N%: 2. La secuencia de H19
puede ser al menos el 96 % homéloga de SEC ID N: 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 97 % homdéloga
de SEC ID N2 2. La secuencia de H19 puede ser al menos el 98 % homdloga de SEC ID N%: 2. La secuencia de H19
puede ser al menos el 99 % homdloga de SEC ID N®: 2. La secuencia de H19 puede ser mas del 99 % homobloga de
SEC ID N2: 2.

La regién potenciadora cadena abajo del gen H19 humano puede afadirse opcionalmente a una construccion de
promotor de H119/DTA para proporcionar niveles potenciados de expresién especifica de célula de la molécula DTA.
Como se esperaba de una secuencia potenciadora, el potenciador cadena abajo puede ejercer su efecto cuando se
sitia en orientacién inversa o directa (en relacién con la orientaciéon del potenciador de H19 en el gen de H19
enddgeno) cadena abajo desde la region codificante de un gen heterdlogo bajo el control del promotor de H19.

La secuencia potenciadora de H19 comprende la secuencia:

caaggacatggaatttcggaccttctgtccccaccctcetetgetgagectaggaacctctgagcagcaggaaggcecttgggt
ctagagcctagaaatggacccccacgtccacctgcccagectagacccccagceattgaagggtggtcagacttcctgtgagaggaag
ccactaagcgggatggacaccatcgcccactccacccggcecctgcccagecctgeccagtccageccagtccageccagecctgee
cttcccagecctgeccagceccagcetcatcectgecctacccageccagecctgtectgecctgecccageccageccageccagecct
gccctgecctgecctgeccttcccagecctgacctticccagecctgcccageccagctcateectgecctacccagetcagecctgee
ctgccctgecctgecctgeccagecctacccageccagecctgecctgecctgeccagetcagecctgeccaccccageccagece
agcccagcatgcgttctctggatggtgagcacaggcettgaccttagaaagaggcetggcaacgagggcetgaggccaccaggcecactg
ggtgctcacgggtcagacaageccagagcectgctcccctgccacgggtcggggctgtcaccgecagceatgcetgtggatgtgecatgg
cctcagggctgetggetccaggetgeccccgecctggetcccgaggecaccectettatgecatgaacccetgtgccacacccacctct
gagctgtccccgcetectgecgectgcaccecctgagcagecccectgtgtgtttcatgggagtcttagcaaggaaggggagctcgaatt

cctgcageceggg (SEC ID N2 3). La secuencia de H19 puede ser un homélogo de SEC ID N% 3. La
secuencia de H19 puede ser una variante de SEC ID N2 3. La secuencia de H19 puede ser un fragmento de
SEC ID N¢: 3. La secuencia de H19 puede ser un homdlogo de un fragmento de SEC ID N¢: 3. “Homélogo”
puede referirse a cualquier grado de homologia desvelado en el presente documento. La secuencia de H19
puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N2: 3.

La secuencia potenciadora de H19 comprende la secuencia:

ccgggtaccgagcetecccaggaagataaatgatticetceictctagagatgggggtgggatctgageactcagagecaagg
gcgcagtgggtccgggegggggecctcctcggeccteccaacatgggggecaggaggtcageccctcaacctggacceeggctg
gotctcagggaatggtctcccecagtggeccagcettgettgtgttttcagatgggtgtgcatgggtgtgtgtgtatatgtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgatgcctgacaageccccagagagecaaagacctgagtggagatcetigtgacttctcaaaagggggattggaag
gttcgagaaagagctgtggtcagecttgctetcecttaaggetgtggtaaccacactaggcatagcataggectgegeccecgtecctect
tccctectecgegectcetecttictetttctccccectetacceegetecctggectgetectggtgacaccgttggeccecttccagggct
gagggaagccagegggggccccttectgaaageccacctgcaggecggctigetgggaaggggcetgetetegecagaggcetecege
ccgeectgeagecgtttcctggaageagtcgetgtgggtattetgttectigicageactgtgetigcaaagaaagceagacactgtgetee
ttgtecttagggageccegcetecatcacccaacacctggctggacacaggegggaggecgggtccgeggggageggegeggggct
ggggccggaccattaaacacacacgggegecaggeactgecaggctectectectectectgeccagegectetgetcacaggeacgt

gccaagcccctaggccaggaggccagcagtgggtgcagaacaagcetcctgggaagggggtgcagggeggacceccggggaga
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agggctggcagggctgtgggggacgctgaccgtgggecccacgttgcagaaaactggntgectggctggaagatgggggagatge
caagcctctgaggcagcacgagcagggtgcatggaggecggggcgeggggaggctgeactgcageatgcaccccaaageccan
agggagtggagaccaggccctggaatcgagaagtagaaaggeggcttggaggectcggaaccggetgacctccaacagagtgggt
ctccagcctggctctgecctgeecgeaggtceccteeccteattaccaggectagagectccagtccecggtggeccccageccgaggg
tgaacggcctcaccctgggtcgtgggacagagggcacgticatcaagagtggctcccaagggacacgtggcetgtttgcagttcacag
gaagcattcgagataaggagcttgttttcccagtgggcacggagccagcaggggggctgtggggcageccagggtgcaaggecag
gctgtggggcetgcagcetgecttgggecccactcccaggcectttgcgggaggtgggaggcgggaggeggeagcetgcacagtggecce
caggcgaggctctcagccccagtcgcetctccgggtgggeageccaagagggtetggetgagectcecacatctgggactccatcace
caacaacttaattaaggctgaatttcacgtgtcctgtgacttgggtagacaaagcccctgtccaaaggggcagecagectaaggeagtg
gggacggcgtgggtggcgggcgacgggggagatggacaacaggaccgagggtgtgcgggegatgggggagatggacaacagg
accgagggtgtgcgggegatgggggagatggacaacaggaccgagggtgtgcgggacacgcatgtcactcatgcacgecaatgg
ggggcgtgggaggcetggggagecagacagactgggetgggetgggegggaaggacgggeagatg (SEC ID N: 4). La secuencia de H19
puede ser un homologo de SEC ID N2 4. La secuencia de H19 puede ser una variante de SEC ID N% 4. La
secuencia de H19 puede ser un fragmento de SEC ID N 4. La secuencia de H19 puede ser un homdlogo de un
fragmento de SEC ID N 4. “Homoélogo” puede referirse a cualquier grado de homologia desvelado en el

presente documento. La secuencia de H19 puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N°: 4.
La secuencia potenciadora de H19 comprende la secuencia:

ccgggtaccgagcetecccaggaagataaatgatticetceictctagagatgggggtgggatctgageactcagagecaagg
gcgcagtgggtccgggegggggecctcctcggeccteccaacatgggggecaggaggtcageccctcaacctggaceeeggctg
gotctcagggaatggtctcccecagtggeccagcettgettgtgttttcagatgggtgtgcatgggtgtgtgtgtatatgtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgatgcctgacaageccccagagagecaaagacctgagtggagatcetigtgacttictcaaaagggggattggaag
gttcgagaaagagctgtggtcagcecttgctetcecttaaggcetgtggtaaccacactaggcatageataggectgegecccgtecctect
tccctectecgegectcetecttictetttetccccectetacceegetecctggectgetectggtgacaccgttggeccecttccagggct
gagggaagccagegggggecccttectgaaageccacctgcaggecggctigetgggaaggggcetgetetegecagaggcetecege
ccgeectgeagecgtttcctggaageagtegetgtgggtattetgttectigicageactgtgctigcaaagaaagceagacactgtgetee
ttgtecttagggageccegcetecatcacccaacacctggctggacacaggegggaggecgggtccgeggggageggegeggggct
ggggccggaccattaaacacacacgggegecaggeactgecaggctectectectectectgeccagegectetgetcacaggeacgt
gccaagcccctaggecaggaggecageagtgggtgcagaacaagetectgggaagggggtgcagggeggacceccggggaga
agggctggcagggcetgtgggggacgctgaccgtgggecceacgtigcagaaaactggntgectggctggaagatgggggagatge
caagcctctgaggcagcacgagcagggtgcatggaggecggggegeggggaggcetgcactgcageatgcaccccaaageecan
agggagtggagaccaggccctggaatcgagaagtagaaaggeggcettggaggectcggaaccggetgacctccaacagagtggg
gccggcecctggaggcaaagaggtgeccggggtecggecctgectgggggagcetatgtgtcatgggcaagecacaggatatgtage
ccgetctgagectatggacccagggcagggcetgcaaggcagggcaggggagacageacgggggagcaaggageagagagggg
gcctcaggcetctcccaggaggaacattctcccgacaggaggaagagacggeccaggggtgactgtggggagecatggtggeaget
ggggtegtggcagatgggagagaggetggegaggtgaaggtgcaggggtcagggctetggggeccacatgectgtgggageagg
caggcccagggctctcegecactecccactcecgcttggetecataggetgggeccaagggtggggtgggatgageaggagatggg
gcccagggggcaagcagggecccaaagacatttagaaaaaccggtttatgcaggcagceattcagagcaggeggegtgegtggegg
gggccctgggagcacagagaggceacacgtagggeccccgaggggctceccatiggecggeagtgacatcacceectgtgtcaacag
tgatgtctgcagetccggecagecagggtitatggagecgagacccageccggectgggecctcactcecccaggeccacacactage
ccactgttcagggtccggggtggeggeatggectgggggtectggeacegcetgcetectetgeccaccectaacticceggeatcgegg
ctgceccctctgagegtcceccaaccagtaagtgiggggeccageaggectgecgtcetcetccicticeectctagagagaaacgtgg
aggtectggggetgggggegcetcatagecctgtgacacaggtgecatggggtcaggggtcccagaatggecectgggaaggacctca
gctgggecggeggctetaggettcaggggtetgtctgcacaggggntagecccteccagacctcetgtgaagecagtacgggectece
ctecctgeccegtgctetgtecggtgcettecctggactgeactgegggecactggtgagagggtggacagggaagggecgecgtggtg
cctgttcctgeccacctggcetgtgtggteccctccaagtagggacaaccctictgagggcettgggggeaccctggggttgccagggec
tcccagagecctgtgageccctggggggtetggectgatgeccecctecacgtccagggecggcetgtggeccagaaccecagettce
cagcaggccggtgtgcggtggtgacccaggagaggcectcgectccactgaggggecaccgacctctgtcagaccacagagaccee
caaggagtctgaaggctggagacccggggctgggaccaggtgggactttcccacggagecgtecccaggeccagetggggacac
gtceecctictctccagacacaccetgectgeccaccaggacacaccggectgtigggggtctictittaagtgettgecactctgaggtga
ctgtcectttccaaagaggttictggggeccaggtgggatgegteggectgagecaggaggatctgggeecgecaggggetggggact
gtctectggggaaggaagegectgggagegtgtgtgctgacccaggaccatccagggaggeccgtetgtggggcaagegggaag
ggagcggcetggagaggcttggecgecccegecctgecteceattccttagetccatgectgtcaacctetgtcaccecagtgagtgatgt
ccaggggccctggaaaggtcacagceatgttigagcggggtgagagagaggggaaaggegggggcggggaaaagtacgtggagg
aagctttaggcccaaggaaggagacagggttctgggagggagggagecactggggecgecgggaaggteectgcttgetgetgec
acccagaaccctcgcctcttagctagecccecgeagecccagectttctggentgtggeccteteccecatceccaggtgtectgtgcaa
ccaggccttggacccaaaccctcctgecccctecteteectectcacecteccaatgcagtggtetecagectggcetetgecctgecge
aggteccctcecctcattaccaggectagagectecagtcecggtggeceecagececgagggtgaacggectcaccetgggtegigg
gacagagggcacgttcatcaagagtggctcccaagggacacgtggctgtttgcagticacaggaagceattcgagataaggagcttgtit
tcccagtgggecacggagecageaggggggcetgtggggeageccagggtgcaaggecaggctgtggggctgcagetgectiggge
ccecactcecaggectttgcgggaggtgggaggegggaggeggeagetgecacagtggeccecaggegaggcetctcagececagteg
ctctccgggtgggeageccaagagggtcetggetgagectceccacatctgggactccatcacccaacaacttaattaaggctgaatttca
cgtgtectgtgacttgggtagacaaagcccctgtccaaaggggeagecagectaaggcagtggggacggegtgggtggegggega
cgggggagatggacaacaggaccgaggatgtgcgggegatgggggagatggacaacaggaccgaggatgtocgggcgatgag
ggagatggacaacaggaccgagggtgtgcgggacacgcatgtcactcatgcacgccaatggggggegtgggaggcetggggagea gacagactggget-
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gggctgggecgggaaggacgggcagatg (SEC ID N@: 5). La secuencia de H19 puede ser un homoélogo de SEC ID N%: 5. La
secuencia de H19 puede ser una variante de SEC ID N2: 5. La secuencia de H19 puede ser un fragmento de SEC ID
Ne: 5. La secuencia de H19 puede ser un homologo de un fragmento de SEC ID N%: 5. “Homologo” puede referirse a
cualquier grado de homologia desvelado en el presente documento La secuencia de H19 puede ser una variante de
un fragmento de SEC ID N2: 5.

También pueden usarse fragmentos de este potenciador, por ejemplo fragmentos de las secuencias expuestas en
una cualquiera de SEC ID N¢: 3-5 para facilitar la expresion génica. El potenciador puede consistir en una secuencia
como se expone en una cualquiera de SEC ID N®: 3-5.

Se describen adicionalmente en el presente documento secuencias reguladoras P3 de IGF-Il que pueden usarse en
las construcciones de acido nucleico para dirigir la expresion especifica de un producto génico citotdxico o
citostatico. La secuencia reguladora de la transcripcién P3 de IGF-1l de las composiciones puede ser un promotor P3
de IGF-II. El promotor P3 corresponde a la secuencia de nucleétidos -1229 a +140 del gen de IGF-1I (un ejemplo de
una secuencia del gen de IGF-1l se encuentra en el Cromosoma 11, NC_000011.8, pares de bases 2106926-
2116578).

Una secuencia del gen de IGF-Il de los usos y composiciones es:

cccaaccccgcegceacagcegggceactggtttcgggcectctctgtctcctacgaagtcecgtagagcaactcggatttgggaaa
tttctetctagegttgeccaaacacacttgggtcggecgegegecctcaggacgtggacagggagggcttceeegtgtccaggaaagce
gaccgggcattgcccccagtctcccccaaatttgggeattgtcccegggtcticcaacggactgggegnngetcccggacactgagg
actggccccggggtctcgctcacctticagcagegtccaccgectgeccacagagcegttcgategetegetgectgagetectggtgege
ccgcggacgcagccteccagcettcgecggtgagcetccecgecgegecgatececctececgectctgecgeccctgaccggetetcggeccg
catctgctgctgtccegecggtgetggegetegtecegetgecgecggggaggecggegtggggegegggacacggcetgeggacttg
cggctgcgcetgegcetegetectgetgggegecccgaaatcecgegecactticgtttgctcattgcaaagatcetcatttgtggggaaageg
gctggagggtcccaaagtggggcgggcagggggetggggcgagggacgcggaggagaggegetcccgecgggcggtaaagty
cctctagecccgegggectaggactccgecgggagggegegcggagngcgaagtgatigatggcggaagegggggggcaaggg
gggcaggggggcgcgggattccgecggegaccccttccecttggetaggettaggeggeggggggcetggeggggtgegggattit
gtgcgtggtttttgacttggtaaaaatcacagtgctticttacatcgticaaactctccaggagatggtticcccagacccccaaattatcgt
ggtggcccccgagaccgaactcgegictatgcaagtccaacgcactgaggacggggtaaccattatccagatattttgggtgggecgce
aaaggcgagctacttagacgcaccccggtgagctcggecatgcaggtaggattigagetgtgtticccgecctgatectetetectctgg
cggccggagcctcegtaggcetccaagectggeccagattcggecggegcagecggecticcgegegtccgecacctagegggggctc
cggggctccggegeggcaccggggggcegetecgggatctggctgaggcetccaaggeccgegtggecggcetectectgetggggea
ggtggcggcetgecgegeccecgeccgageccaggggcecccctcagccgcaacaaccagcaaggaccceccgactcagecccaage
cacctgcatctgcactcagacggggcgcacccgcagtgcagcectectggtggggegetgggageccgectgeccctgectgeecg
gagaccccagctcacgagcacaggccgeccgggcaccccagaaacccgggatggggeccctgaattctctaggacgggcattcag
catggccttggcgctctgcggctccctgeccceccacccagectcgecccecgegecaccccccageccctgecgaccgecgccccecce
cccggggecccagggcecccageccgcaccccccgeccegetettggetcgggttgcgggggegggecgggggeggggcgagg
gctcegegggcegceccattggegegggegcgaggccageggcecccgegeggcecctgggecgeggcetggegegactataagagec
gggcgtgggegeccgceagttcgectgetctccggeggagetgegtgaggeccggecggecccggeccccccctticcggecgece
ccgcectecctggeccacgectgeccgegcetetgeccaccagegcectccatcgggcaaggeggeccegegtcgacgeecgeccgetge
ctecgetgetgactcecgteccecgggegecgtcegeggggtecgegetccgecgggectgeggattcceccgecgcectcectcttcatctace
tcaactccccccatecececgcettcgecccgaggaggceggticcccececgecaggeagtcecggetcgcaggecgecggcegttgtcacceee
cccgcegctceecctccagecctccecececcggegegeagcectcgggecgceteecectttccgegetgegtcccggageggeccecggtge
cgccaccgcctgtccccctcccgaggeccgggcetcgecgacggcagagggceteegtcggeccaaaccgagetgggegeccgeggt
ccgggtgcagcctccactccgecccccagtcaccgectcecceceggeccctcgacgtggegeccttcecteegctictetgtgetcecee
gcgcccctcttggegtetggecccggeccccgctcttictceccgcaaccticecttcgeteccteeegtecceeccagcetcctagectee
gactccctcecececcctcacgeccgcecctctecgecticgccgaaccaaagtggattaattacacgcttictgtttctctcegtgcetgttctcte
ccgcetgtgegectgeccgcectetegetgtectctctceecctegecctctcticggeccccccctttcacgttcactetgtetctcccactat
ctetgeccccctctatecttgatacaacagctgacctcamceccgataccmtcccccccgaaaagtacaacatctggeccgecccage
ccgaagacagcccgtccteectggacaatcagacgaattctccceeccececcccaaaaaaaagcecatcceccegcetetgeccegtcge
acattcggcccccgecgactcggecagagecggcegcetggcagaggagtgtccggcaggagggecaacgeccgetgticggmgega
cacgcagcagggaggtgggcggeagegtcgecggcettccaggtaageggegtgtgcgggecgggecggggccggggctaggg
cggcgcegggcttgcggegacgceccggceccttcectcecgeccgetccecggececggggectgeggggcetcggeggggeggetgage
€gggggggaggaggaggaggaggaggaggacggacggcetgegggteccgticectgegecggageccgegcetaccnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnngacgtccccgctgaagggggtcggtctgtgggtgcagggggtgecgcectcacatgtgtgattegt
gccttgecgggcecctggecteccggggtgetgggtaacgaggaggggcgcggagecgcagaagceccaccctggtgtegtigacgecg
gtgccagcgagaccgcgagaggaagacgggggcgggcggggccaggatggagaggggccgagtiggcaggagtcatggcaga
cgccacactcgcgaccatctcccccacacccctctggectctgtccgcaacatttccaaacaggagicccgggagagggggagagg
ggctgctggtctgaggctaagaagggcagagcectticgacccggagagaggecgeggcecgcectgecccagtggcaacgttgaagtit
tccatacaacggaggtcgggaaggagaccccccccccccttcactgecctgtgaagagatgageccgggggtgcaggatgggagec
catggcacttcgctacgggatgtccagggctccggitgggggtgcaggagagaagagactggetgggaggagggagagggcgag

agcaaaggcgcgggggtatggtcagagggagaggggtaggggttaggtggageccgggcetgggaggagteggeteacacataa
aactgaggcactgaccagcctgcaaactggatattagctictcctgtgaaagagacttccagceticetectectectcttectectectecte

ctgccccagegagccttctgetgagcetgtaggtaaccagggcetgtggagtgaaggaccececgetgecateccactccagectgagge
agggcagcagggggcacggeccacgectgggectcgggecctgcagecgecageccgetgectctcggacageacceeccteee
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ctettitcctetgecectgeccccacctggegtetetgetecetcacctgetecticecttictgttecticecticggeccectecttgeceag
ctcaggactittcctgggeccteacctgetcegeacegetgeatgcticetgtectgetitctgecggteccetgacceggacciccaage
gcagagtggtggggcttgttgcggaagegeggcgagggctagagtggecagetggeggagtgtgctettagaatttggaagggggt
ggcagagggggcggtgagaggactggecagggtccgecatgtcaaggagatgaccaaggaggctttcagatcctcggegeagteg
cccactagtctttagagagggcatgcaaagttgtgcttctgtcccactgectgctcagtcgetcacataatttattgcatcaaaaactcccct
gggtctgcggageaaggetggggcetgeccgectggagggtaccaccttctgcaggagcagggecaacttgetgtggtggeteeegg
cctcccacceecgagtgggtaacecggecctgtgacctgecagectgtggagggggtgtgectaagactggecteccecttccagattgt
agtctggggaacctggtgtcggacticccaggtggectgagcetggtetcticagetccacggggagagttiggtagegcaaataggga
gatgttctgggeccetggecttactggticgattigaggectggaaaggaggctetgggegtgtgtgtatgtgtttgggggtacecaagg
cagactggagtiggagaactgggtgactgggaaaacaaggtttctagagcatgggtggegtggttgtgttaaccattggagtegcettga
cccaggcctggctcagetgcagactggaaaggtggaaaagccagggggaggggceggggctggeccageaggactggectgetg
ctttgagggcgatggtectectggaccecccctgetcagetgggggttgtggggaggaaggggcetggtectectiggageacatgcete
tgtaggggtggggctgtetgccatettggeggegcetggaggectgagaagtggegatgtaacgetgggetggecctgeccecatggt
gtcataggacggaggcaggtcgggtgtccagectgggeccctgcagetgtggatgecgetgagetectgcaataatgacegtgcaga
tggtcacccctegtgtaaaattactagtgettcttgcaaatggaaggaactgggccttttetgtgtgetictggacgcttcattctgcacatg
gccctgegecctcaccicggceattatgacctgtgtgttacititgtaataaaaataatgtttataggaaagecgtgctitcaattticaactga
atttgtaggtiggcaaatitggtttgggaggggcacctetggectggggetiggectggetgececgcetecacgecacttetctccegece
ccagacaccaatgggaatcccaatggggaagtcgatgetggtgetictcaccttettggecttegectegtgetgeattgetgettacege
cccagtgagaccctgtgcggeggggagetggtggacaccctecagttegtctgtggggaccgeggctictacttcagtaagtageag
ggaggggcttcctcagacctggtcaggeccctagagtgaccggtgaggatcetcecatcctcaageccaggggageacactcctaggte
agcagcccagcecgcttgetetgagactttgaccttccecgecgegtttctgagcacgtgeggtgtcccagggeatccacaccagcetgect
ttcccatcacacgcectecticgaagggtgggecagaggtgecccectagacgtcaggggceatctacaggggtetcectgggeatcaga
atttctgttgggggcecgtgaggctectgetcctgaggeaccgeacgcectagtgcagggcttcaggetctggaggaagagectgecttte
ttcctgcaccititggacattitgacaagggacgtgegticggtgaatgatcagaattaaaatcaataaagtgatttatataattaaaatcaat
aagacaagtgcagttggtgggtggcaggggtgageggtgcatgegectectigggecccaaggetgeecgtggggggtgeccacctg
ctgaccicaaggacgcttcagcectticctcatgtttctetctiggttciccagectgggggetggeaggtgggtgeatggeccatigtectt
gagaccccacccccagataggggggcetgggtggatgcagaggeaggceatggtgectgggeatgectgatggggecaggggagag
gccgctecttactggcagaggecgcaacttattccacctgacactcaccacgtgacatctttaccaccactgcttactcacgetgtgaaat
gggctcacaggatgcaaatgcacttcaaagctictctctgaaaagttcetgetgettgactctggaageccctgececgecctggectete
ctgtgccctetetettgectgeccecatttgggggtaggaagtggeactgcagggectggtgecagecagtectigeccagggagaage
ttccctgeaccaggctttcctgagaggaggggagggecaageccccacttgggggccceegtgacggggectectgetecctectee
ggctgatggcacctgecctitggcaccccaaggtggageccccagegaccttccecttccagetgageatigetgtgggggagaggg
ggaagacgggaggaaagaagggagtggticcatcacgectcetcagectectctectecegtetictectetectgeecttgtctecetgt
ctcagcagctccaggggtggtgtgggcccctccagecticecaggtggtgeccaggecagagticcaagetcacggacageagtectee
tgtgggggcectgaactgggcetcacatcccacacattttccaaaccactcceattgtgagectttggtectggtggtgtecctetggtigtg
ggaccaagagcttgtgcccatttitcatctgaggaaggaggcagcagaagtcacgggctggtctgggecccactcacctcecctctea
cctctettettectgggacgcectetgectgecggceteteacttcectcecetgacccgeagggtggetgegnecttccagggectggect
gagggcaggggtggtttgctgggggttcggectccgggggetgggggteggtgcggtgctaacacggctetetetgtgetgtgggac
ttccaggcaggcccgeaagecgtgtgagecgtegecagecgtggeategttgaggagtgetgtttccgeagetgtgacctggecctect
ggagacgtactgtgctaccccegecaagtccgagagggacgtgtcgaccectcegacegtgettccggtgagggtectgggeccctt
tcccactcictagagacagagaaatagggcticgggegeccagegtttcctgtggectctgggacctettggccagggacaaggacee
gtgacttcctigetigetgtgtggeccgggageagetcagacgcetggctectictgtecctetgececgtggacattagetcaagtcactga
tcagtcacaggggtggectgtcaggtcaggegggeggctcaggeggaagagegtggagageaggeacctgetgaccagecccette
ccctcccaggacaacttccccgagataccectgggcaagttcticcaatatgacacctggaageagtccacccagegectgegeagg
ggcctgectgecctectgegtgecegeecggggtecacgtgetcgecaaggagcetcgaggegticagggaggecaaacgtcacegtee
cctgattgctctacccacccaagaccccgeccacgggggegeccecccagagatggecageaatcggaagtgagcaaaactgecg
caagtctgcagcccggegecaccatcetgcagectectectgaccacggacgtttccatcaggticcatcccgaaaatceteteggttcea
cgtccectggggcttetectgacccagteccegtgeccegectecccgaaacaggcetactctectcggeccectecatcgggetgagg
aagcacagcagcatcttcaaacatgtacaaaatcgattggctitaaacacccttcacataccctcecccecaaattatccceaattatcecca
cacataaaaaatcaaaacattaaactaacccecttcceccecceccacaacaaccceicttaaaactaattggctitttagaaacaccccac
aaaagctcagaaattggctitaaaaaaaacaaccaccaaaaaaaatcaatiggctaaaaaaaaaaagtattaaaaacgaattggctgag
aaacaattggcaaaataaaggaattiggcactccccacceccctcttictetictccctiggacttigagtcaaattggectggacttgagic
cctgaaccagcaaagagaaaagaagggccccagaaatcacaggtgggeacgtcgegtctacecgecateteecttctcacgggaatttt

cagggtaaact
(SEC ID N2: 10).

La secuencia de IGF-Il puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N2 10. La
secuencia de acido nucleico de la secuencia de IGF-Il puede consistir en SEC ID N2 10. La secuencia de IGF-II
puede ser un homélogo de SEC ID N% 10. La secuencia de IGF-1l puede ser una variante de SEC ID N2 10. La
secuencia de IGF-1l puede ser un fragmento de SEC ID N2: 10. La secuencia de IGF-1l puede ser un homaélogo de un
fragmento de SEC ID N2: 10. La secuencia de IGF-Il puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N2: 10.

La secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-Il de los usos es un promotor P3 de IGF-II (también
denominado en el presente documento “P3”). La secuencia del promotor P3 es:

gagctcggccatgcaggtaggatttgagetgtgtttccegecctgatectetetectetggeggecggagecteegtaggcet
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ccaagcctggeccagattcggeggegeagecggecttcegegegtecgecacctagegggggetcecggggeteccggegeggeac
cggggggcgctcgggatetggetgaggcetccaaggeccgegtggecggetectectgetggggcaggtggeggetgegegecce
gcccgageccaggggceccectcagecgcaacaaccagcaaggaccecccgactcagecccaagecacctgeatetgeactcaga
cggggcgcacccgcagtgcagcecteetggtggggegetgggageccgectgeccctgectgecccggagaccccagetcacgage
acaggccgcccgggcaccccagaaacccgggatggggeccctgaattctctaggacgggcattcageatggecttggegcetetge
ggctccctgecccecacccagectcgeccccgegeacceeccageccctgcgaccgecgecceeceeeeecggggecccaggge
cccagcccgceaccccccgeccegctettggetegggttgegggggegggecgggggcggggegagggceteecgegggegecca
ttggcgegggegegaggecageggecccgegeggecctgggecgeggetggegegactataagagecgggegtgggegeceg
cagttcgectgetctccggeggagetgegtgaggeccggecggecceggecccccccttccggecgecceecgecteetggeccac
gcctgeccgegcetetgeccaccagegectcecatcgggcaaggeggecccgegtcgac (SEC ID N: 8; los primeros 6 pares de bases
[pb] son un sitio de restriccion afiadido que puede usarse opcionalmente en subclonacion).

El promotor P3 de IGF-Il puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N%: 8. La
secuencia de acido nucleico del promotor P3 de IGF-Il puede consistir en SEC ID N2: 8. El promotor P3 de IGF-II
puede ser homdlogo de SEC ID N°: 8. el promotor P3 de IGF-1l puede ser una variante de SEC ID N2: 8. El promotor
P3 de IGF-Il puede ser un fragmento de SEC ID N®: 8. El promotor P3 de IGF-Il puede ser un homdélogo de un
fragmento de SEC ID N2: 8. El promotor P3 de IGF-Il puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N¢: 8.

La secuencia del promotor P3 es:

gacgggggtgggcggggccaggatggagaggggcecgagtiggcaggagtcatggcagacgcecacattcgegacact
ctccecacaccccctetggcetcetgtccgeaacatticcaaacaggagtcccgggagagggggagaggggctgcetggtetgaggceta

agaagggcagagccttcgacccggagagaggcecgeggceccctgcccagtgggeagegtggaagtttccatacaaggaggtggga
aggagaccccccccccccttcactgecctgtgcagagatgagecgggggtgcaggatgggageccatggeacttcgetacgggat
ggtcagggcteceggttgggggtgcaggagagaagagactggetgggaggagggagagggcegggagcaaaggegcggggga
gtggtcagcagggagaggggtggggagtagggtggageccgggetgggaggagtcggcetcacacataaaagetgaggeactga
ccagcctgcaaactggacattagctictcctgtgaaagagacttccagcettcctectectectcettectectectectectgecccagega
gcctictgctgagetgtaggtaaccagggecgtggatgagactcetc (SEC ID N2: 12)

El promotor P3 de IGF-Il puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N2 12. La
secuencia de &cido nucleico del promotor P3 de IGF-1l puede consistir en SEC ID N2 12. El promotor P3 de IGF-II
puede ser homélogo de SEC ID N2 12. El promotor P3 de IGF-Il puede ser una variante de SEC ID N% 12. El
promotor P3 de IGF-Il puede ser un fragmento de SEC ID N°: 12. El promotor P3 de IGF-II puede ser un homélogo
de un fragmento de SEC ID N°: 12. El promotor P3 de IGF-Il puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N¢:
12.

El promotor P3 de IGF-II puede comprender un sitio de unién a Sp1 del mismo. El sitio de unién a Sp1 puede ser los
restos 10-18 de SEC ID N% 12. El sitio de unién a Sp1 puede ser los restos 388-399 de SEC ID N2 12. El sitio de
union a Sp1 puede ser otros sitio de unién a Sp1 hallado en SEC ID N2 8 o SEC ID N2 12. El promotor P3 de IGF-II
puede comprender una caja TATA. La caja TATA puede ser los restos 476-482 de SEC ID N®: 12. La caja TATA
puede ser otra caja TATA hallada en SEC ID N%: 8 o SEC ID N2: 12,

La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 60 % homologa de una secuencia seleccionada de SEC ID N¢: 8,
SEC ID N%: 12 y SEC ID N2 17. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 65 % homéloga de SEC ID N%: 8 o
SEC ID N¢: 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 70 % homologa de SEC ID N°%: 8 o SEC ID N2 12.
La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 72 % homologa de SEC ID N2: 8 o SEC ID N%: 12. La secuencia P3
de IGF-Il puede ser al menos el 74 % homéloga de SEC ID N2: 8 0 SEC ID N2 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede
ser al menos el 76 % homologa de SEC ID N2: 8 o SEC ID N2 12. La secuencia P3 de IGF-1l puede ser al menos el
78 % homologa de SEC ID N°: 8 o SEC ID N®: 12. La secuencia P3 de IGF-1l puede ser al menos el 80 % homdloga
de SEC ID N2: 8 0 SEC ID N 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 82 % homologa de SEC ID N¢: 8
o0 SEC ID N®: 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 84 % homologa de SEC ID N°: 8 o SEC ID N%: 12.
La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 86 % homéloga de SEC ID N°: 8 o SEC ID N% 12. La secuencia P3
de IGF-Il puede ser al menos el 88 % homologa de SEC ID N°: 8 o SEC ID N%: 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede
ser al menos el 90 % homéloga de SEC ID N2 8 o SEC ID N%: 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el
92 % homologa de SEC ID N2: 8 o SEC ID N2 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 94 % homéloga
de SEC ID N%: 8 0 SEC ID N2 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 95 % homodloga de SEC ID N°%: 8
0 SEC ID N2: 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 96 % homdloga de SEC ID N2: 8 o SEC ID N2: 12.
La secuencia P3 de IGF-Il puede ser al menos el 97 % homéloga de SEC ID N%: 8 o SEC ID N®: 12. La secuencia P3
de IGF-Il puede ser al menos el 98 % homologa de SEC ID N°: 8 o SEC ID N%: 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede
ser al menos el 99 % homologa de SEC ID N%: 8 o SEC ID N%: 12. La secuencia P3 de IGF-Il puede ser mas del 99
% homologa de SEC ID N2: 8 0o SEC ID N¢: 12.

El promotor P3 de IGF-Il puede contener los elementos promotores hallados en 291 - 130, en relacién con el sitio
de inicio de P3. El promotor P3 de IGF-Il puede contener los elementos promotores hallados en 1232 - 812, en
relacion con el sitio de inicio de P3. El promotor P3 de IGF-II puede contener los elementos promotores hallados en -
238 - "140, en relacion con el sitio de inicio de P3. El promotor P3 de IGF-Il puede contener los elementos
promotores hallados 5 del resto 515, en relacion con el sitio de inicio de P3. El promotor P3 de IGF-Il puede
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contener los elementos promotores hallados 5’ del resto 238, en relacion con el sitio de inicio de P3

Se describen ademas en el presente documento secuencias reguladoras P4 de IGF-Il que pueden usarse en las
construcciones de acido nucleico para dirigir la expresion especifica de un producto génico citotdxico o citostatico.
La secuencia reguladora de la transcripcion de P4 de IGF-II de las composiciones puede ser un promotor P4 de IGF-
Il (también denominado en el presente documento “P4”). La secuencia del promotor P4 puede ser la expuesta en
SEC ID N2: 9, como se expone posteriormente en el presente documento.

El promotor P4 de IGF-1l puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N%: 9. La
secuencia de acido nucleico del promotor P4 de IGF-Il puede consistir en SEC ID N2 9. El promotor P4 de IGF-II
puede ser homélogo de SEC ID N2: 9. el promotor P4 de IGF-II puede ser una variante de SEC ID N: 9. El promotor
P4 de IGF-Il puede ser un fragmento de SEC ID N®: 9. El promotor P4 de IGF-Il puede ser un homdélogo de un
fragmento de SEC ID N: 9. El promotor P4 de IGF-Il puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N¢: 9.

La secuencia del promotor P4 se expone en SEC ID N2: 13:

ggatccccaaaatgtgttccttgctttcatctgccaattttacgtaatatggcetctacggcaaaattcccaatttcatatggagaa
ttttctttaactacccctectcacaaattggtcccccaagcetagetggeccctatttgagacctcttictctatgticccaattgcatggagea
acttctctcatcccccaaacctgtaatctatitttctggagtctcgagtttagtcattaatcacggttcccacattaacggagtccceggggt
cccctectccaggacacccattcgetaageccgcaaggcagaaagaactetgecttgegttccccaaaatttgggeattgttccggete
gccggecacccactgcagcttccccaaccccgegeacagegggceactggtttcgggectctcetgtctcctacgaagtcecccagagea
actcggatttgggaaatttctctctagegttgcccaaacacacttgggtcggecgegegecctcaggacgtggacagggagggcttce
ccgtgtccaggaaagcgaccgggcattgeccccagtcetceccccaaatttgggeattgtccececgggtettccaacggactgggegttge
tcccggacactgaggactggeccecggggtctcgetcaccticagcagegtccaccgectgccacagagegttcgatcgetegetgee
tgagctcctggtgegeccgeggacgcagecteccageticgeggtgagcetcccecgecgegecgateeccteecgectetgegecccetg
accggctctcggeccgceatcetgetgetgtccegecggtgetggegetegtetccggetgeegecggggagge (SEC ID N2: 13).

El promotor P4 de IGF-Il puede comprender una secuencia de acido nucleico como se expone en SEC ID N%: 13. La
secuencia de acido nucleico del promotor P4 de IGF-II puede consistir en SEC ID N2 13. El promotor P4 de IGF-II
puede ser homélogo de SEC ID N2 13. El promotor P4 de IGF-1l puede ser una variante de SEC ID N2 13. El
promotor P4 de IGF-1l puede ser un fragmento de SEC ID N2: 13. El promotor P4 de IGF-Il puede ser un homélogo
de un fragmento de SEC ID N°: 13. El promotor P4 de IGF-Il puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N¢:
13.

La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 60 % homologa de una secuencia seleccionada de SEC ID N%: 9y
SEC ID N¢: 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 65 % homologa de SEC ID N%: 9 o SEC ID N2 13.
La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 70 % homéloga de SEC ID N2: 9 o SEC ID N 13. La secuencia P4
de IGF-Il puede ser al menos el 72 % homéloga de SEC ID N2: 9 o SEC ID N2 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede
ser al menos el 74 % homologa de SEC ID N2 9 o SEC ID N2 13. La secuencia P4 de IGF-1l puede ser al menos el
76 % homologa de SEC ID N2: 9 o SEC ID N°: 13. La secuencia P4 de IGF-1l puede ser al menos el 78 % homéloga
de SEC ID N2: 9 o SEC ID N®: 13. La secuencia P4 de IGF-1l puede ser al menos el 80 % homdloga de SEC ID N°%: 9
0 SEC ID N®: 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 82 % homologa de SEC ID N%: 9 o SEC ID N%: 13.
La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 84 % homéloga de SEC ID N2: 9 o SEC ID N?: 13. La secuencia P4
de IGF-Il puede ser al menos el 86 % homologa de SEC ID N2: 9 o SEC ID N2%: 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede
ser al menos el 88 % homologa de SEC ID N2: 9 o SEC ID N2 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos 90
% homologa de SEC ID N2: 9 o SEC ID N®: 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 92 % homéloga de
SEC ID N2: 9 o SEC ID N2 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 94 % homéloga de SEC ID N%: 9 o
SEC ID N2 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 95 % homéloga de SEC ID N2: 9 o SEC ID N2 13.
La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 96 % homéloga de SEC ID N%: 9 o SEC ID N®: 13. La secuencia P4
de IGF-Il puede ser al menos el 97 % homologa de SEC ID N2: 9 o SEC ID N%: 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede
ser al menos 98 % homéloga de SEC ID N2 9 o SEC ID N 13.La secuencia P4 de IGF-Il puede ser al menos el 99
% homéloga de SEC ID N°: 9 o SEC ID N2 13. La secuencia P4 de IGF-Il puede ser mas de el 99 % homologa de
SEC ID N2: 9 0 SEC ID N°: 13.

El promotor P4 puede corresponder a la secuencia de nucleétidos -546 a +102 del gen de IGF-Il, en relacion con el
sitio de inicio de P4 de IGF.

Estas secuencias reguladoras de genes impresos y no impresos gendmicamente que se expresan en células
cancerosas pueden delinearse ademas para definir las secuencias reguladoras minimas requeridas para obtener la
expresion especifica de tumor deseada. Por ejemplo, la region promotora puede alterarse mediante adiciones,
sustituciones o deleciones y ensayarse con respecto a retencién de funcion de expresion especifica de tumor.
Pueden ensayarse diversas partes del potenciador corriente abajo H19 individualmente con respecto a la capacidad
para potenciar la transcripcion del promotor de H19.

La proteina TNF-alfa de los usos y composiciones puede codificarse por una molécula de nucleétidos que tiene la
secuencia:

tcatgagcaccgagagcatgatcagggatgtggagetggecgaggaggcecctgeccaagaaaacaggeggecctcagg
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gcagcagaagatgcctgttcctgagectgttcagcttcctgatcgtggecggagecaccaccctgttctgectgetgaacttcggegtga
tcggcccccagagagaggagttccccagagacctgagectgatctcceeectggeccaggetgtgagaagcageageagaaccce
cagcgacaagcccgtggcccacgtggtggccaacccccaggecgagggcecagetgcagtggetgaacagaagagcecaacgcecct
gctggccaacggcegtggagcetgagagacaaccagcetggtggtgecccagecgagggcctgtacctgatctacagecaggtgetgtica
agggccagggctgccccagcacccacgtgctgctgacccacaccatcagcagaatcgecgtgtcctaccagaccaaggtgaacctg
ctgtccgecatcaagagceccttgccagagagagacccccgagggcgecgaggecaagecctggtacgagectatctacctgggeg
gcgtgttccagctggagaagggcegacagactgagcgecgagatcaacagaccegactacctggatttcgeccgagageggecaggt  gtacttcggceat-
catcgccctgtgataatctagaaccatgg (SEC ID N%: 14). La secuencia de acido nucleico que codifica el TNF-alfa puede
consistir en SEC ID N2 14. La secuencia que codifica el TNF-alfa puede ser homoéloga de SEC ID N% 14. La
secuencia que codifica el TNF-alfa puede ser una variante de SEC ID N°: 14. La secuencia que codifica el TNF-
alfa puede ser un fragmento de SEC ID N°: 14. La secuencia que codifica el TNF-alfa puede ser un homélogo
de un fragmento de SEC ID N2 14. La secuencia que codifica el TNF-alfa puede ser una variante de un
fragmento de SEC ID N%: 14,

La secuencia de aminoéacidos del TNF-alfa es

MSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTLFCLLNFG
VIGPQREEFPRDLSLISPLAQAVRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRANAL
LANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFKGQGCPSTHVLLTHTISRIAVSYQTKVNLL
SAIKSPCQRETPEGAEAKPWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDFAESGQVYF GIIAL (SEC ID Ne2: 15)
La secuencia del TNF-alfa puede consistir en SEC ID N2: 15. La secuencia del TNF-alfa puede ser homéloga de
SEC ID N 15. La secuencia del TNF-alfa puede ser una variante de SEC ID N%: 15. La secuencia del TNF-alfa
puede ser un fragmento de SEC ID N 15. La secuencia del TNF-alfa puede ser un homélogo de un fragmento
de SEC ID N¢: 15. La secuencia del TNF-alfa puede ser una variante de un fragmento de SEC ID N%: 15.

Pueden generarse alteraciones en una secuencia reguladora (por ejemplo una secuencia que codifica un producto
génico citotdxico o citostatico) usando diversos procedimientos quimicos y enzimaticos que se conocen bien por los
expertos en la materia. Por ejemplo, puede suprimirse regiones de las secuencias definidas por sitios de restriccién.
Puede emplearse mutagénesis dirigida por oligonucleétidos para alterar la secuencia de una manera definida y/o
introducir sitios de restriccion en regiones especificas dentro de la secuencia. Adicionalmente, pueden generarse
mutantes de delecion usando ADN nucleasas tales como Bal31 o Exolll y nucleasa S1. Se generan deleciones
progresivamente mayores en las secuencias reguladoras incubando el ADN con nucleasas durante mayores
periodos de tiempo.

Las secuencias alteradas se evallan con respecto a su capacidad para cumplir la funcion requerida, por ejemplo
dirigir la expresion especifica de tumor de secuencias codificantes heter6logas en células huésped apropiadas.
Puede estar dentro del alcance que cualquier secuencia reguladora alterada que conserve su capacidad para dirigir
la expresion especifica de tumor se incorpore en las construcciones de acido nucleico para uso adicional.

Las construcciones pueden producirse usando procedimientos recombinantes y de sintesis convencionales bien
conocidos en la técnica. Puede obtenerse una secuencia de &cido nucleico aislada de su fuente natural, como un
gen entero (es decir, completo) o una parte del mismo. También puede producirse una molécula de &cido nucleico
usando tecnologia de ADN recombinante (por ejemplo amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
clonacion) o sintesis quimica (véase por ejemplo Sambrook y col., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Springs Harbor Laboratory, Nueva York; Ausubel, y col., 1989, Capitulos 2 y 4). Las secuencias de acido
nucleico incluyen secuencias de acido nucleico naturales y homélogos de las mismas, incluyendo, pero sin
limitacion, variantes alélicas naturales y secuencias de acido nucleico modificadas en las que se han insertado,
suprimido, sustituido y/o invertido nucleétidos de tal manera que tales modificaciones no interfieran sustancialmente
con la capacidad de la molécula de acido nucleico para codificar un oligonucleétido funcional.

Puede producirse un analogo de molécula de &cido nucleico usando varios procedimientos conocidos por los
expertos en la materia (véase, por ejemplo, Sambrook y col., 2001, igual que la referencia anterior). Por ejemplo,
pueden modificarse moléculas de acido nucleico usando diversas técnicas incluyendo, pero sin limitacion, técnicas
de mutagénesis clasica y técnicas de ADN recombinante, tales como mutagénesis dirigida, tratamiento quimico de
una molécula de acido nucleico para inducir mutaciones, escisién de enzimas de restriccion de un fragmento de
acido nucleico, ligacién de fragmentos de acido nucleico, amplificaciéon por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y/o mutagénesis de regiones seleccionadas de una secuencia de acido nucleico, sintesis de mezclas de
oligonucledtidos y ligacion de grupos de mezcla para “construir” una mezcla de moléculas de &cido nucleico y
combinaciones de las mismas. Por ejemplo, pueden seleccionarse analogos de moléculas de acido nucleico de una
mezcla de acidos nucleicos modificados explorando con respecto a la funcién del acido oligonucleico codificado por
el acido nucleico con respecto a progresion tumoral, por ejemplo por los procedimientos descritos en el presente
documento.

Opcionalmente, la construccion puede comprender ademas una 0 mas secuencias que codifican productos génicos
adicionales bajo un control de la transcripcion especifico de cancer (por ejemplo uno especifico de H19). La
construccién también puede comprender otras secuencias reguladoras o marcadores seleccionables, como se
conoce en la técnica. La construccion de acido nucleico (también denominada en el presente documento “vector de
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expresion”) o sistema de construccion puede incluir secuencias adicionales que hacen a este vector adecuado para
replicacién e integracién en procariotas, eucariotas o preferentemente ambas (por ejemplo, vectores lanzadera).
Ademads, un vector de clonacion tipico puede contener también secuencias de inicio de la transcripcion y la
traduccion, terminadores de la transcripcién y la traduccién y una sefal de poliadenilacion.

Los elementos potenciadores pueden estimular la transcripcion hasta 1.000 veces de promotores homélogos o
heterdlogos unidos. Los potenciadores estan activos cuando se sitian cadena abajo o cadena arriba del sitio de
inicio de la transcripcién. Muchos elementos potenciadores derivados de virus tienen una amplia serie de huéspedes
y estan activos en diversos tejidos. Por ejemplo, el potenciador de gen temprano SV40 puede ser adecuado para
muchos tipos celulares. Otros potenciadores que son adecuados para la presente invencion incluyen los derivados
de virus del polioma, citomegalovirus humanos o murino (CMV), la repeticion a largo plazo de diversos retrovirus
tales como virus de leucemia murina, virus de sarcoma de Rous o murino y VIH.

En la construccion del vector de expresién, el promotor puede situarse de modo preferente aproximadamente a la
misma distancia del sitio de inicio de la transcripcion heterélogo de la que puede estar del sitio de inicio de la
transcripcion en su entorno natural. Como se puede conocer en la técnica, sin embargo, puede acomodarse cierta
variacion en esta distancia sin pérdida de funcién del promotor.

También pueden afadirse secuencias de poliadenilacién al vector de expresién para aumentar la estabilidad del
ARN. Se requieren dos elementos de secuencia distintos para poliadenilacion precisa y eficaz: secuencias ricas en
GU o U localizadas cadena abajo del sitio de poliadenilacion y una secuencia altamente conservada de seis
nucleétidos, AAUAAA, localizada 11-30 nucleétidos cadena arriba. Las sefiales de terminacién y poliadenilacion
ejemplares que son adecuadas para la presente invencién incluyen las derivadas de SV40.

Ademas de los elementos ya descritos, el vector de expresién puede contener normalmente otros elementos
especializados que se pretende que aumenten el nivel de expresidén de acidos nucleicos clonados o que faciliten la
identificacién de células que porten el ADN recombinante. Por ejemplo, varios virus animales contienen secuencias
de ADN que promueven la replicacién cromosémica extra del genoma viral en tipos celulares permisivos. Se replican
plasmidos que portan estos replicones virales de forma episdmica siempre que se proporcionen los factores
apropiados por genes portados en el plasmido o con el genoma de la célula huésped.

El vector puede o no incluir un replicon eucariota. Si puede estar presente un replicon eucariota, entonces el vector
puede ser amplificable en células eucariotas usando el marcador seleccionable apropiado. Si el vector no
comprende un replicdn eucariota, no es posible la amplificacién episémica. En su lugar, el ADN recombinante se
integra en el genoma de la célula modificada por ingenieria genética, cuando el promotor dirige la expresion del
acido nucleico deseado.

Ejemplos de vectores de expresién de mamiferos incluyen pcDNAS, pcDNAS.1(+/-), pGL3, pZeoSV2(+/-), pSecTag2,
pDisplay, pEF/myc/cyto, pCMV/myc/cyto, pCR3.1, pSinRep5, DH26S, DHBB, pNMT1, pNMT41, y pNMT81, que
estan disponibles de Invitrogen, pCl que puede estar disponible de Promega, pMbac, pPbac, pBK-RSV y pBK-CMV,
que estan disponibles de Strategene, pTRES que puede estar disponible de Clontech, y sus derivados. Estos
pueden actuar como cadena principal de vector para las construcciones.

También pueden usarse vectores de expresion que contengan elementos reguladores de virus eucariotas tales
como retrovirus. Los vectores SV40 incluyen pSVT7 y pMT2, por ejemplo. Los vectores derivados de virus de
papiloma bovino incluyen pBV-1MTHA, y los vectores derivados del virus de Epstein-Barr incluyen pHEBO y p205.
Otros vectores ejemplares incluyen pMSG, pAV009/A*, pMTO10/A", pMAMneo-5, pDSVE de baculovirus y cualquier
otro vector que permita la expresion de proteinas bajo la direccion del promotor temprano de SV40, promotor tardio
de SV40, promotor de metalotioneina, promotor del virus de tumor de mama murino, promotor del virus de sarcoma
de Rous, promotor de polihedrina u otros promotores que se ha mostrado que son eficaces para la expresion de
células eucariotas. Estos pueden actuar como cadena principal de vector para las construcciones.

Como se ha descrito anteriormente, los virus son agentes infecciosos muy especializados que han evolucionado, en
muchos casos, para eludir mecanismos de defensa del huésped. Normalmente, los virus infectan y se propagan en
tipos celulares especificos. La especificidad de direccion de los vectores virales utiliza su especificidad natural para
dirigirse especificamente a tipos celulares predeterminados e introducir de este modo un gen recombinante en la
célula infectada. Por lo tanto, el tipo de vector usado por la presente invencién dependera del tipo celular
transformado. La capacidad para seleccionar vectores adecuados de acuerdo con el tipo celular transformado puede
estar dentro de las capacidades del experto habitual en la materia y como tales, no puede proporcionarse en el
presente documento una descripcion general de las consideraciones de seleccion. Por ejemplo, pueden marcarse
como objetivo las células de médula 6sea usando el virus de leucemia de linfocitos T humana de tipo | (HTLV-1) y las
células de rifdn pueden marcarse como objetivo usando el promotor heterdlogo presente en el baculovirus
nucleopolihedrovirus multiple de Autographa californica (AcMNPV), como se describe por Liang, C. Y. y col. (2004).
High efficiency gene transfer into mammalian kidney cells using baculovirus vectors. Arch Virol 149, 51-60.

Los vectores virales recombinantes son Utiles para expresion in vivo de los genes puesto que ofrecen ventajas tales
como infeccién lateral y especificidad de direccién. La infeccion lateral puede ser inherente en el ciclo de vida de los
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retrovirus, por ejemplo, y puede ser el procedimiento por el que una célula infectada Unica produce muchos viriones
descendientes que emergen e infectan células vecinas. El resultado puede ser la rapida infeccion de una gran area
de células, la mayoria de las cuales no fueron infectadas inicialmente por las particulas virales originales. Esto
puede contrastar con la infeccion de tipo vertical en la que el agente infeccioso se propaga solamente a través de la
descendencia directa. También pueden producirse vectores virales que son incapaces de propagarse de forma
lateral. Esta caracteristica puede ser Util si el fin deseado puede ser introducir un gen especifico en solamente un
numero localizado de células diana.

Pueden usarse diversos procedimientos para introducir el vector de expresion en células. Tales procedimientos se
describen en general en Sambrook y col, igual que la referencia anterior; Ausubel y col., Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, Md. (1989); Chang y col., Somatic Gene Therapy, CRC Press,
Ann Arbor, Mich. (1995); Vega y col., Gene Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich. (1995), Vectors: A Survey of
Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Butterworths, Boston Mass. (1988); y Gilboa y col. [Biotechniques 4 (6):
504-512, 1986] e incluyen, por ejemplo, transfeccion estable o transitoria, lipofeccion, electroporacion e infeccion con
vectores virales recombinantes. Ademas, véase Patentes de Estados Unidos N° 5.464.764 y 5.487.992 para
procedimientos de seleccion positivos-negativos.

Terapia génica

Pueden usarse enfoques de terapia génica de acuerdo con la presente invencion para prevenir o tratar cancer. La
terapia génica se refiere a terapia realizada mediante la administracién a un sujeto de un acido nucleico expresado o
expresable.

Puede usarse cualquiera de los procedimientos para terapia génica disponibles en la técnica de acuerdo con la
presente invencién. Se ha demostrado el uso eficaz a largo plazo de un vector de terapia génica para aliviar la
enfermedad en mamiferos grandes. Por ejemplo, la administracion de un virus adenoasociado (“AAV”) que contenia
un gen de tipo silvestre a perros que padecian amaurosis congénita de Leber, una afeccién que da como resultado
ceguera debido a una mutaciéon de un gen (RPE65) en el epitelio pigmentario retinal, ha corregido con éxito el
defecto genético (Ackland y col., 2001, Nature Genetics 28: 92). La expresién del gen RPE65 de tipo silvestre se
confirmé por RT PCR. Ademas, se demostro la restauracién de la funcién mediante estudios electrofisiolégicos de la
retina, asi como observaciones imparciales de los animales tratados. Se mostré que el tratamiento era eficaz
durante al menos cuatro meses.

También se ha demostrado que la terapia génica es util en el tratamiento de una complicacion de la diabetes. Ya
esta en ensayos clinicos la terapia génica con VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular) de angiogénesis
terapéutica funcional y otras proteinas para tratar enfermedades poligénicas y complejas tales como isquemia
miocardica, hipertension, aterosclerosis y reestenosis (Pachori AS y col, Gene therapy: role in myocardial protection.
Handb Exp Pharmacol. 2006;(176 Pt 2):335-50). Ademas, se mostrd que los plasmidos que expresaban VEGF
tenian eficacia en un estudio de fase Ill en comparacién con suministro intramuscular de ANG1 con placebo en
pacientes diabéticos con isquemia de las extremidades critica que se llevé a cabo en treces pacientes (Kusumanto y
col., Molecular Therapy 3: S73).

También se ha usado de forma exitosa terapia génica para tratar un trastorno hereditario del cromosoma X,
concretamente inmunodeficiencia combinada grave (SCID) y enfermedad granulomatosa crénica (CGD), como se
revisa en Blaese RM, Immunol Res. 2007; 38(1-3): 274-84.

Ademas, recientes estudios han mostrado que p53 puede expresarse de forma exitosa y terapéutica en tejidos
normales y malignos (Fischer U, Janssen K, Schulze-Osthoff K, BioDrugs. 2007; 21 (5): 273-97).

En consecuencia, pueden usarse enfoques de terapia génica que utilizan los vectores, que comprenden un
polinucleétido heterdlogo unido operativamente a mas de una secuencia reguladora de la transcripcion, para
prevenir o tratar cdncer y enfermedades hiperproliferativas.

Puede suministrarse un vector in vivo (es decir, directamente a un sujeto). Puede inyectarse un vector directamente
en el tejido diana o sitio de derivacion celular. Puede introducirse un vector en el tejido diana como un implante, tal
como, por ejemplo, en una formulacién polimérica (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.702.717).
Puede dirigirse un vector a las células o tejidos deseados.

Las técnicas de transferencia de &cido nucleico in vivo (es decir, terapia génica in vivo) pueden incluir transfeccién
con construcciones virales o no virales, tales como adenovirus, lentivirus, virus del Herpes simple | o virus
adenoasociado (AAV) y sistemas basados en lipidos.

El vector puede inyectarse directamente en un tejido diana como ADN desnudo. Puede introducirse un vector de
forma intracelular usando bombardeo de microparticulas, por ejemplo, usando una pistola génica de Biolistica
(DuPont). Puede suministrarse ADN plasmidico con la ayuda de, por ejemplo, polimeros catiénicos, liposomas
cationicos (por ejemplo lipofectina, derivados de colesterol tales como D.D.A.B. y fosfolipidos cati6nicos) o
conjugados de polilisina derivatizados (por ejemplo, conjugados con anticuerpos), gramicidina S, envolturas virales
artificiales u otros vehiculos intracelulares tales, asi como inyeccién directa de la construcciéon génica desnuda,
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electroporacion o precipitacion de CaPO, llevada a cabo in vivo asi como sistemas de suministro génico no virales
basados en polietilenimina. Las revisiones sobre sistemas de transferencia y expresion de acidos nucleicos para
terapia génica de cancer incluyen Lungwitz (2005) Eur. J. Phar. Biopharm. 60 (2): 247-66; Aigner (2006) J.
Biotechnol. 254: 12-25; Christopher y Wong (2006) Curr. Pharm. Des. 1995-2006; y Wolff (2005) Acta Myol. 24: 202-
8.

Medicion de la expresion de genes en células tumorales

Puede determinarse la expresion dirigida por H19, P3 de IGF-1l y P4 de IGF-Il en tumores y lineas celulares, por
ejemplo, usando las técnicas de anadlisis de ARN, hibridaciéon in situ o construcciones de genes indicadores.
Ademas, las células tumorales con expresion génica de IGF-1 activada pueden determinarse de forma similar y
marcarse como objetivo en terapia génica usando el promotor de IGF-1 para dirigir la expresién de un polinucleétido
heterdlogo.

Para la mayoria de las aplicaciones de analisis de ARN, puede prepararse una sonda marcada que hibride
especificamente con el transcrito génico de interés usando cualquier variedad de técnicas bien conocidas en este
campo. La sonda marcada puede contener al menos 15-30 bases complementarias de la secuencia de nucleotidos
H19, y mas preferentemente pueden contener al menos de 50 a 100 bases complementarias del transcrito de H19.
Una sonda de hibridacién particularmente preferida para la expresiéon de H19 puede ser un polinucleétido
complementario del extremo 3’ del mensaje de H19 desde aproximadamente 800 pares de bases cadena arriba del
sitio de poli A hasta el sitio de poli A.

Puede generarse una sonda de ARN antisentido marcada in vitro usando un plasmido de expresion T7 o T3. Las
sondas de H19 también pueden marcarse mediante uso d?M cebadores aleatorios en presencia de nucleétidos
marcados, por ejemplo, usando el kit Prime-It (Stratagene , La Jolla, Calif; N® de Catalogo 300392). Como
alternativa, pueden generarse sondas marcadas en una reaccién de PCR usando un clon de ADNc de la region
codificante de H19 y cebadores disefiados para amplificar una regién de la region codificante, o mediante una
reaccion de traslacion de hueco convencional.

Los marcadores aep

piados para sondas polinucleotidicas incluyen nucleétidos que incorporan is6topos radiactivos
(tales como *°S y *

ro
P), marcadores fluorescentes, luminiscentes y de color, y restos enzimaticos.

La sonda marcada puede hibridarse in situ con una muestra celular o tisular usando técnicas convencionales tales
como se describen en la patente de Estados Unidos 5.955.273, incorporada en el presente documento por
referencia. Como alternativa, si puede obtenerse una cantidad suficiente de las células apropiadas, se puede realizar
andlisis de ARN convencional (analisis de Northern, proteccion de RNasa o extension de cebadores) para
determinar el nivel de expresion de ARNm del gen de interés.

Adicionalmente, dichos ensayos de expresién génica pueden realizarse “in situ”, es decir, directamente sobre
secciones tisulares (fijadas y/o congeladas) de tejido del paciente obtenido de biopsias o resecciones, de modo que
pueda no ser necesaria ninguna purificacién de acidos nucleicos. Pueden usarse reactivos de acidos nucleicos tales
como los descritos anteriormente como sondas y/o cebadores para tales procedimientos in situ (véase, por ejemplo,
Nuovo, 1992, "PCR In Situ Hybridization: Protocols And Applications,” Raven Press, NY).

Un procedimiento alternativo para determinar si un tipo celular o un tumor seran capaz de activar especificamente
las construcciones de expresién que contienen las secuencias reguladoras de la transcripcién particulares ligadas
operativamente a un polinucleétido heterdlogo puede ser transfectar de hecho dichas construcciones de expresion
en la célula. Para estos fines, el polinucleétido heterélogo puede ser preferentemente un producto génico marcador.
Un resultado positivo en un ensayo para el producto génico marcador revela que la célula o linea celular puede ser
capaz de activar la expresion de las secuencias reguladoras de la transcripcion.

Ademas, también pueden usarse diversos procedimientos de amplificacion, que sean suficientemente sensibles para
detectar cantidades minimas de ARN, para determinar si el tumor puede expresar H19 y/o IGF-Il. Tales
procedimientos incluyen, PCR, RT-PCR y PCR in situ (refiriéndose todas las anteriores también a PCR “anidada” y
RT-PCR anidada), LCR (reaccién en cadena de la ligasa) y 3SR (replicacién de secuencia autosostenida). Pueden
usarse RT-PCR y RT-PCR anidada. Los productos de amplificacion se identifican por procedimientos usados en
este campo tales como por separacion en un gel.

Composiciones y kits farmacéuticos

Puede proporcionarse una composicién farmacéutica que comprenda una construcciéon de &cido nucleico, y
opcionalmente uno o mas vehiculos, excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Puede proporcionarse una composicién farmacéutica que comprende i) una construccion de acido nucleico que
contiene al menos dos secuencias de acido nucleico que codifiquen una proteina de gen citotéxico, en la que una
secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién especifica de
H19 y otra secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién
P4 de IGF-II; y ii) un vehiculo, un excipiente o un diluyente farmacéuticamente aceptables.
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Puede proporcionarse una composicién farmacéutica que comprende i) una construccién de acido nucleico que
contiene al menos dos secuencias de acido nucleico que codifican una proteina de gen citotoxico, en la que una
secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P3 de IGN-II
y otra secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P4 de
IGF-II; y ii) un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Puede proporcionarse una composicién farmacéutica que comprende i) una construccion de acido nucleico que
contiene al menos dos secuencias de acido nucleico que codifican una proteina de gen citotéxico, en las que una
secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién especifica de
H19 y otra secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion
P3 de IGF-II; y ii) un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Puede proporcionarse una composicién farmacéutica que comprende i) una construccion de acido nucleico que
contiene un primer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el primer marco abierto de
lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19, y un segundo marco
abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el segundo marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P4 de IGF-II; y ii) un vehiculo, excipiente o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Dicha construccion de acido nucleico puede comprender ademas un tercer marco
abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho tercer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-II.

Puede proporcionarse una composicion farmacéutica que comprende i) una construccion de acido nucleico que
contiene un primer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el primer marco abierto de
lectura unida operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19, y un segundo marco
abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el segundo marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P3 de IGF-II; y ii) un vehiculo, excipiente o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Dicha construccion de acido nucleico puede comprender ademas un tercer marco
abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho tercer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-II.

Puede proporcionarse una composicion farmacéutica que comprende i) una construccion de acido nucleico que
contiene un primer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el primer marco abierto de
lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-Il, y un segundo marco
abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el segundo marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P4 de IGF-II; y ii) un vehiculo, excipiente o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Dicha construccion de acido nucleico puede comprender ademas un tercer marco
abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho tercer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19.

La toxina diftérica puede ser toxina diftérica A (DTA). Dicha toxina diftérica puede comprender una secuencia como
se expone en SEC ID N%: 7.

La secuencia reguladora de la transcripcién especifica de H19 puede ser un promotor que comprende una
secuencia de acido nucleico expuesta en una cualquiera de SEC ID N: 1-2.

La secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-Il puede ser un promotor que comprende una secuencia de
acido nucleico expuesta en SEC ID N2: 9.

La secuencia reguladora de la transcripcién P3 de IGF-Il puede ser un promotor que comprende una secuencia de
acido nucleico como se expone en una secuencia seleccionada de SEC ID N%: 8, SEC ID N®: 12y SEC ID N%: 17.

Dicha construccion de acido nucleico puede ser un plasmido o un vector de expresién eucariota.

Puede proporcionarse un envase farmacéutico que contiene un ciclo de tratamiento antineoplasico para un mamifero
individual que comprende un recipiente que tiene una unidad de construccion de &cido nucleico en forma
farmacéutica unitaria.

Las construcciones pueden proporcionarse en envases en una forma lista para administracion. Las construcciones
pueden proporcionarse en forma concentrada en envases, opcionalmente con el diluyente requerido para realizar la
solucion o las soluciones finales para administracion. El producto puede contener un compuesto Util en la invencion
en forma sélida y, opcionalmente, un recipiente separado con un disolvente o vehiculo adecuado para el compuesto
util en la invencién.

Los envases/kits anteriores pueden incluir otros componentes, por ejemplo, instrucciones para dilucion, mezcla y/o
administracion del producto, otros recipientes, jeringas, agujas, etc. Otros de tales componentes del envase/kit
resultaran evidentes para un experto en la materia.
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Los kits pueden comprender ademas instrucciones para administrar dicha construccién de acido nucleico a un sujeto
aquejado de cancer, particularmente con un tumor caracterizado por expresién de ARN de H19 y/o expresion de
IGF-II del promotor P3 y/o P4 en al menos en una parte de las células del tumor, como se detalla en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, una “composicién farmacéutica” se refiere a una preparacion de uno o mas
de los principios activos descritos en el presente documento, por ejemplo una construccion que codifica una
molécula de DTA, con otros componentes tales como vehiculos y excipientes fisiolégicamente adecuados. El fin de
una composicion farmacéutica es facilitar la administracion de un compuesto a un sujeto.

En lo sucesivo en el presente documento, las frases “vehiculo terapéuticamente aceptable” y “vehiculo
farmacéuticamente aceptable”, que pueden usarse de forma intercambiable, se refieren a un vehiculo o un diluyente
que no provoca irritacion significativa a un organismo y no suprime la actividad bioldégica y propiedades del
compuesto administrado. Como se usa en el presente documento, un “vehiculo, excipiente o diluyente
farmacéuticamente aceptable” puede referirse a un material auxiliar secundario o a diversas mezclas y
combinaciones de dichos ingredientes terapéuticamente inertes.

En el presente documento, el término “excipiente” se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicién
farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracién de un principio activo. Los ejemplos, sin limitacion, de
excipientes particularmente adecuados para administrar agentes de acidos nucleicos incluyen carbonato calcico,
fosfato calcico, diversos azlcares y tipos de almiddn, derivados de celulosa, gelatina, aceites vegetales y
polietilenglicoles.

Una composicion terapéutica puede comprender ademdas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa
en el presente documento, un “vehiculo” se refiere a cualquier sustancia adecuada como un vehiculo para
suministrar un agente terapéutico, por ejemplo una molécula de acido nucleico, a un sitio in vivo o in vitro adecuado.
Como tales, los vehiculos pueden actuar como un excipiente farmacéuticamente aceptable de una composicion
terapéutica que contenga una molécula de acido nucleico. Los vehiculos preferidos particularmente adecuados para
administrar agentes de acido nucleico son capaces de mantener una molécula de acido nucleico en una forma que,
tras la llegada de la molécula de acido nucleico a una célula, la molécula de acido nucleico sea capaz de entrar en la
célula y expresarse por la célula. Los vehiculos pueden incluir: (1) excipientes o formularios que transportan, pero no
dirigen especificamente una molécula de acido nucleico a una célula (denominados en el presente documento
vehiculos no directores); y (2) excipientes o formularios que suministran una molécula de acido nucleico a un sitio
especifico en un sujeto o una célula especifica (es decir, vehiculos de direccién). Los ejemplos de vehiculos no
directores incluyen, pero sin limitacién, agua, solucién salina tamponada con fosfato, soluciéon de Ringer, solucién de
dextrosa, soluciones que contienen suero, solucién de Hank, otras soluciones fisioldgicamente equilibradas acuosas,
aceites, ésteres y glicoles. Los vehiculos acuosos pueden contener sustancias adyuvantes adecuadas requeridas
par aproximar las condiciones fisioldégicas del receptor, por ejemplo, potenciando la estabilidad quimica e
isotonicidad.

Las sustancias adyuvantes adecuadas incluyen, por ejemplo, acetato sédico, cloruro sédico, lactato sédico, cloruro
potasico, cloruro calcico y otras sustancias usadas para producir tampoén fosfato, tampoén Tris y tampdén de
bicarbonato. Las sustancias adyuvantes también pueden incluir conservantes, tales como timerosal, m y o-cresol,
formalina y alcohol benzol. Las sustancias adyuvantes preferidas para suministro de aerosoles incluyen sustancias
tensioactivas no téxicas para un sujeto, por ejemplo, ésteres o ésteres parciales de acidos grasos que contienen de
aproximadamente seis a aproximadamente veintidés atomos de carbono. Los ejemplos de ésteres incluyen acidos
caproico, octanoico, laurico, palmitico, estearico, linoleico, linolénico, olestérico y oleico. Otros vehiculos pueden
incluir particulas metalicas (por ejemplo, particulas de oro) para su uso con, por ejemplo, una pistola de biolistica a
través de la piel. Las composiciones terapéuticas pueden esterilizarse por procedimientos convencionales.

Los vehiculos de direccion se denominan en el presente documento “vehiculos de suministro”. Los vehiculos de
suministro son capaces de suministrar una composicién terapéutica a un sitio diana en un sujeto. Un “sitio diana” se
refiere a un sitio en un sujeto en el que se desea suministrar una composicién terapéutica. Los ejemplos de
vehiculos de suministro particularmente adecuados para administrar agentes de acido nucleico incluyen vehiculos
de suministro que contienen lipidos artificiales y naturales. Los vehiculos de suministro que contienen lipidos
naturales incluyen células y membranas celulares. Los vehiculos de suministro que contienen lipidos artificiales
incluyen liposomas y micelas. Un vehiculo de suministro puede modificarse para dirigirse a un sitio particular en un
sujeto, dirigiendo y haciendo uso de este modo de una molécula de acido nucleico en ese sitio. Las modificaciones
adecuadas incluyen manipular la formula quimica de la parte lipidica del vehiculo de suministro y/o introducir en el
vehiculo un compuesto capaz de dirigir especificamente un vehiculo de suministro a un sitio preferido, por ejemplo,
un tipo celular preferido. La direccion especifica se refiere a provocar que un vehiculo de suministro se una a una
célula particular mediante la interaccién del compuesto en el vehiculo con una molécula de la superficie de la célula.
Los compuestos de direccion adecuados incluyen ligandos capaces de unirse selectivamente (es decir,
especificamente) a otra molécula en un sitio particular. Los ejemplos de tales ligandos incluyen anticuerpos,
antigenos, receptores y ligandos de receptores. Por ejemplo, puede introducirse un anticuerpo especifico para un
antigeno hallado en la superficie de una célula diana en la superficie exterior de un vehiculo de suministro
liposémico para dirigir el vehiculo de suministro a la célula diana. La manipulacion de la férmula quimica de la parte
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lipidica del vehiculo de suministro puede modular la direccién extracelular o intracelular del vehiculo de suministro.
Por ejemplo, puede afnadirse un compuesto quimico a la férmula lipidica de un liposoma que altere la carga de la
bicapa lipidica del liposoma de modo que el liposoma se fusione con células particulares que tienen caracteristicas
de carga particulares.

Un vehiculo de suministro particularmente adecuado para administrar agentes de acido nucleico puede ser un
liposoma. Un liposoma puede ser capaz de permanecer estable en un sujeto durante una cantidad de tiempo
suficiente para suministrar una molécula de acido nucleico en un sitio preferido en el sujeto. Un liposoma puede ser
preferentemente estable en el sujeto en el que se ha administrado durante al menos aproximadamente 30 minutos,
mas preferentemente durante al menos aproximadamente 1 hora y ain mas preferentemente durante al menos
aproximadamente 24 horas.

Un liposoma puede comprender una composicién lipidica que pueda ser capaz de dirigir una molécula de acido
nucleico a un sitio particular, o seleccionado, en un sujeto.

Los liposomas adecuados para su uso con la presente invencién incluyen cualquier liposoma. Los liposomas
preferidos incluyen los liposomas usados convencionalmente en, por ejemplo, procedimientos de suministro de
genes conocidos por los expertos en la materia. Los liposomas mas preferidos comprenden liposomas que pueden
tener una composicion lipidica policationica y/o liposomas que tienen una cadena principal de colesterol conjugada
con polietilenglicol.

Preferentemente la composicion farmacéutica también puede incluir un agente de transfeccién tal como DOTMA,
DOPE y DC-Chol (Tonkinson y col., 1996). Un ejemplo preferido de un agente de transfeccion puede ser
poli(etilamina) (PEI).

Otros agentes particularmente adecuados para administrar agentes de acido nucleico que pueden usarse son, por
ejemplo, lipidos cationicos, polilisina y dendrimeros. Como alternativa, puede administrarse ADN desnudo.

Uso terapéutico

En otro aspecto, la invencion puede proporcionar el uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula
de acido nucleico para tratar cancer en un sujeto que lo necesite, en el que dicho sujeto esta aquejado de un tumor
caracterizado por la expresion de ARN de H19 y/o IGF-II a partir del promotor P3 y/o P4, al menos en una parte de
las células del tumor.

Puede usarse una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de 4cido nucleico para inhibir la progresion
tumoral en un sujeto que lo necesite, en el que dicho sujeto esta aquejado de un tumor caracterizado por la
expresion de ARN de H19 y/o IGF-II a partir del promotor P3 y/o P4, en al menos una parte de las células del tumor.

Puede usarse una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de acido nucleico para inhibir o prevenir la
metastasis tumoral en un sujeto que lo necesite, en el que el tumor puede estar caracterizado por la expresion de
ARN de H19 y/o IGF-II a partir del promotor P3 y/o P4, en al menos una parte de las células del tumor.

Puede proporcionarse un uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de acido nucleico para
reducir o aliviar sintomas asociados con un trastorno neoplasico en un sujeto que lo necesite, en el que el sujeto
puede estar aquejado de un tumor caracterizado por la expresién de ARN de H19 y/o IGF-II a partir del promotor P3
y/o P4, en al menos una parte de las células del tumor.

La construccién de acido nucleico puede contener un primer marco abierto de lectura que codifica una toxina
diftérica, estando el primer marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la
transcripcion especifica de H19, y un segundo marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el
segundo marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-II.
Una célula de dicho tumor puede ser capaz de expresar un transcrito dirigido por el promotor de H19 y/o un
transcrito dirigido por el promotor P4 de IGF-II. Dicha construccidon de acido nucleico puede comprender ademas un
tercer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho tercer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-II.

La construccién de acido nucleico puede contener un primer marco abierto de lectura que codifica una toxina
diftérica, estando el primer marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la
transcripcion especifica de H19, y un segundo marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el
segundo marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-II.
Una célula de dicho tumor puede ser capaz de expresar un transcrito dirigido por el promotor de H19 y/o un
transcrito dirigido por el promotor P3 de IGF-II. Dicha construccién de acido nucleico puede comprender ademas un
tercer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho tercer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-II.

La construccién de acido nucleico puede contener un primer marco abierto de lectura que codifica una toxina
diftérica, estando el primer marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la
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transcripcion P3 de IGF-II, y un segundo marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el
segundo marco abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P4 de IGF-II.
Una célula de dicho tumor puede ser capaz de expresar un transcrito dirigido por el promotor P3 de IGF-II y/o un
transcrito dirigido por el promotor P4 de IGF-II. Dicha construccion de &cido nucleico puede comprender ademas un
tercer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho tercer marco abierto de lectura unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19.

La toxina diftérica puede ser toxina diftérica A (DTA). Dicha toxina diftérica puede comprender una secuencia como
se expone en SEC ID N°: 7.

La secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19 puede ser un promotor que comprende una
secuencia de acido nucleico expuesta en una cualquiera de SEC ID N: 1-2.

La secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-Il puede ser un promotor que comprende una secuencia de
acido nucleico expuesta en SEC ID N%: 9.

La secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-Il puede ser un promotor que comprende una secuencia de
acido nucleico como se expone en una secuencia seleccionada de SEC ID N2: 8, SEC ID N%: 12y SEC ID N%: 17.

Puede usarse una cantidad eficaz de una molécula de acido nucleico para aumentar la sensibilidad de un sujeto a
un agente terapéutico.

Como se usa en el presente documento, “tratar” cancer (o tratar a un sujeto con cancer) se refiere a tomar medidas
para obtener resultados beneficiosos o deseados, incluyendo pero sin limitacién, alivio o mejora de uno o mas
sintomas de cancer, reduccion del alcance de la enfermedad, retardo o ralentizacion de la progresion de la
enfermedad, alivio, paliacién o estabilizacién de la patologia, remisién parcial o completa, supervivencia prolongada
y otros resultados beneficiosos conocidos en la técnica.

El sujeto puede ser humano.

Son tumores que pueden tratarse de acuerdo con el uso los que pueden expresar ARN de H19 y/o pueden expresar
IGF-II a partir del promotor P3 y/o P4 durante la apariciéon o progresion tumoral. Una célula de un tumor diana de un
uso puede expresar de forma enddgena un transcrito dirigido por el promotor de H19 (por ejemplo un transcrito de
H19) y un transcrito dirigido por el promotor P3 de IGF-II (por ejemplo un transcrito de IGF-II). Una célula del tumor
diana puede expresar de forma enddgena un transcrito dirigido por el promotor de H19 y un transcrito dirigido por el
promotor P4 de IGF-II (por ejemplo un transcrito de IGF-Il). Una célula del tumor diana puede expresar de forma
enddgena un transcrito dirigido por el promotor P3 de IGF-Il y un transcrito dirigido por el promotor P4 de IGF-II. El
tumor diana puede ser un tumor que pueda expresar de forma enddgena el transcrito de IGF-II dirigido por P3,
transcrito de IGF-II dirigido por P4 y transcrito de H19. El tumor diana puede expresar de forma endoégena al menos
dos de los transcritos dirigidos por P3 de IGF-II, P4 de IGF-1l'y H19.

Puede haberse genotipado el tumor diana con respecto a expresion de H19 y/o expresion de IGF-II bajo el control
del promotor P3 o P4, o ambos. Como alternativa, el tumor diana puede no haberse genotipado.

Por ejemplo el tumor puede seleccionarse de tumor de Wilm, hepatoblastoma, rabdomiosarcoma embrionario,
tumores de células germinales y tumores trofoblasticos, tumores de células germinales testiculares, seminoma
testicular, teratoma, teratoma inmaduro de ovario, tumor sacrococcigeo, coriocarcinoma, tumores trofoblasticos de
sitio placentario, carcinoma de vejiga, carcinoma hepatocelular, carcinoma de ovario, carcinoma cervical, carcinoma
de pulmén, carcinoma de mama, carcinoma de células escamosas en cabeza y cuello, carcinoma esofagico,
carcinoma tiroideo, tumores neurogénicos, astrocitoma, ganglioblastoma, neuroblastoma, osteosarcoma, melanoma,
carcinoma pancreatico, cancer de prostata, cancer de utero, carcinoma de células renales, carcinoma colorrectal,
cancer de colon, meduloblastoma, glioblastoma, tumores adrenocorticales, cancer de pulmén de células pequefas,
cancer de pulmén de células no pequenas, leucemia linfoblastica aguda (ALL), canceres de cabeza y cuello,
canceres orales, tumores trofoblasticos gestacionales, meningioma y hepatoma. El tumor puede seleccionarse de
canceres de cabeza y cuello, canceres orales y tumores trofoblasticos gestacionales.

El sujeto puede estar aquejado de sindrome de Beckwith-Wiedermann (BWS), teniendo de este modo una
predisposicion a desarrollar un tumor asociado con H19 y/o IGF-II tal como tumor de Wilm o hepatoblastoma.

El tumor diana puede ser un tumor sélido. El tumor diana puede ser un carcinoma. El tumor puede ser un cancer de
vejiga (por ejemplo carcinoma de vejiga), cancer de higado (por ejemplo carcinoma hepatocelular), cancer de ovario
(por ejemplo carcinoma de células claras), cancer pancreatico (por ejemplo carcinoma ductal pancreatico, carcinoma
epitelioide.

El tumor puede seleccionarse del grupo que consiste en un carcinoma de vejiga, un carcinoma hepatocelular, un
carcinoma de ovario y un carcinoma pancreatico. El tumor diana puede ser un carcinoma de vejiga. El tumor diana
puede ser un carcinoma hepatocelular. El tumor diana puede ser un carcinoma de colon. El tumor diana puede ser
un cancer de vejiga superficial. El tumor diana puede ser un carcinoma cervical. El tumor diana puede ser un
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carcinoma de pulmoén. El tumor diana puede ser un adenocarcinoma de pulmoén. El tumor diana puede ser un
carcinoma de pulmén de células pequenas. El tumor diana puede ser un carcinoma de mama. El tumor diana puede
ser un carcinoma de células escamosas en cabeza y cuello. El tumor diana puede ser un carcinoma de células
renales. El tumor diana puede ser un carcinoma esofagico. El tumor diana puede ser un cancer pancreatico. El
tumor diana puede ser un hepatoblastoma. El tumor diana puede ser un rabdomiosarcoma. El tumor diana puede ser
un carcinoma tiroideo. El tumor diana puede ser un ganglioblastoma. El tumor diana puede ser un carcinoma de
ovario. El tumor diana puede ser un carcinoma broncogénico de células escamosas. El tumor diana puede ser una
neoplasia de higado. El tumor diana puede ser un carcinoma colorrectal. El tumor diana puede ser un carcinoma
endometrial. El tumor diana puede ser un tumor testicular. El tumor diana puede ser un tumor de células germinales
testiculares. El tumor diana puede ser un carcinoma broncogénico de células escamosas. El tumor diana puede ser
un cancer de préstata. El tumor diana puede ser tumor de Wilm. El tumor diana puede ser un astrocitoma. El tumor
diana puede ser un neuroblastoma.

La enfermedad diana de un uso puede ser un trastorno proliferativo celular en el que al menos algunas de las
células son capaces de expresar un transcrito bajo el control del promotor de H19 y/o el promotor P4 de IGF-Il. La
enfermedad diana puede ser un trastorno proliferativo celular en el que al menos algunas de las células son capaces
de expresar un transcrito bajo el control del promotor de H19 y/o el promotor P3 de IGF-Il. La enfermedad diana
puede ser un trastorno proliferativo celular en el que al menos algunas de las células son capaces de expresar un
transcrito bajo el control del promotor P4 de IGF-Il y/o el promotor P3 de IGF-II.

Los usos pueden comprender ademds una etapa de detectar la presencia de ARN de H19 y/o ARN de IGF-Il en
células tumorales obtenidas del sujeto, en la que la presencia del ARN en al menos una parte de las células
tumorales es indicativa de que dicho tumor es tratable por los usos. Por ejemplo, la presencia de ARN de H19 y/o
ARN de IGF-Il puede detectarse por procedimientos conocidos en la técnica tales como PCR, RT-PCR, PCR in situ,
RT-PCR in situ, LCR y 3SR, e hibridaciéon con una sonda que comprende un resto detectable. La presencia de un
ARN puede determinarse en una muestra celular o tisular derivada del tumor o, como alternativa, en muestras de
ensayo que contienen células de fluidos corporales, fluidos de aclarado que estuvieron en contacto con el sitio de
tumor primario, o tejidos u 6rganos distintos del sitio de tumor primario tisular (por ejemplo para detectar metastasis
tumorales).

Los tumores metastatizantes ejemplares incluyen, por ejemplo, cancer colorrectal que metastatiza al higado y cancer
de mama metastatizante. Las construcciones pueden usarse para prevenir o inhibir la formacién de metastasis de
higado.

Para tratar a un sujeto con una enfermedad, pueden administrarse composiciones farmacéuticas al sujeto de una
manera eficaz de modo que las composiciones sean capaces de tratar la enfermedad de ese sujeto. De acuerdo con
la presente invencion, el tratamiento de una enfermedad se refiere a aliviar una enfermedad y/o sintomas asociados
y/o prevenir el desarrollo de una enfermedad secundaria resultante de la aparicién de una enfermedad primaria.

Por lo tanto, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” a la que se hace referencia en el presente documento
significa que las construcciones de acido nucleico se administran al sujeto en una cantidad que puede ser eficaz
cuando se administra a dicho sujeto, para tratar a ese sujeto.

Un protocolo de administracion eficaz (es decir, administrar una composicién farmacéutica de una manera eficaz)
puede comprender parametros de dosis adecuados y modos de administracion que dan como resultado el
tratamiento de una enfermedad. Los parametros de dosis y modos de administracion eficaces pueden determinarse
usando procedimientos convencionales en la técnica para una enfermedad particular. Tales procedimientos incluyen,
por ejemplo, determinacién de tasas de supervivencia, efectos secundarios (es decir, toxicidad) y progresién o
regresion de enfermedad.

Un tamafio de dosis Unica adecuado puede ser una dosis que sea capaz de tratar a un sujeto con enfermedad
cuando se administra una o mas veces durante un periodo de tiempo adecuado. Por ejemplo, un tamafio de dosis
Unica adecuado puede inducir una reduccion de la masa de células tumorales en un sujeto que lo necesite. Pueden
usarse dosis de una composicién farmacéutica adecuada para su uso con técnicas de inyeccion directa por un
experto en la materia para determinar tamafios de dosis Unica apropiados para administracion sistémica basandose
en el tamafo de un sujeto.

Las vias adecuadas de administracién pueden, por ejemplo, incluir suministro oral, rectal, transmucoso,
especialmente transnasal, intestinal o parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutaneas e
intramedulares asi como inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneales,
intranasales, intraarteriales, intravesiculares (en la vejiga) o intraoculares.

Como alternativa, se puede administrar una preparacién de una manera local en lugar de sistémica, por ejemplo,
mediante inyeccion de la preparacién directamente a una regién especifica del cuerpo de un paciente o mediante
administracion directa en una cavidad corporal tal como la vejiga, Utero, etc. Puede contemplarse la administracion
intralesional, por ejemplo inyeccién intratumoral.
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Las soluciones o suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los
siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucion salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol (u otros disolventes sintéticos), agentes antibacterianos (por ejemplo,
alcohol bencilico, metilparabenos), antioxidantes (por ejemplo, acido ascorbico, bisulfito sédico), agentes quelantes
(por ejemplo, acido etilendiamintetracético), tampones (por ejemplo, acetatos, citratos, fosfatos), y agentes que
ajustan la tonicidad (por ejemplo, cloruro sédico, dextrosa). El pH puede ajustarse con acidos o bases, tales como
acido clorhidrico o hidréxido soédico, por ejemplo. La preparacion parenteral puede incluirse en ampollas, jeringas
desechables o frascos de dosis mdltiple hechos de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion parenteral incluyen soluciones o suspensiones
inyectables estériles acuosas y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y
solutos que hacen a las composiciones sustancialmente isotonicas con la sangre de un receptor pretendido. Tales
composiciones pueden comprender también agua, alcoholes, polioles, glicerina y aceites vegetales, por ejemplo.
Pueden prepararse soluciones y suspensiones de inyeccion extemporanea a partir de polvos estériles, granulos y
comprimidos. Tales composiciones deberian comprender una cantidad terapéuticamente eficaz de un vector y/u otro
agente terapéutico, junto con una cantidad adecuada de vehiculo para proporcionar la forma para administracion
apropiada al sujeto. La formulacion deberia adecuarse al modo de administracion.

Las composiciones pueden usarse para tratar cancer solas o con otros regimenes terapéuticos establecidos o
experimentales contra el cancer. Los usos terapéuticos para tratamiento de cancer adecuados para combinacién con
la presente invencién incluyen quimioterapia, radioterapia, fototerapia y terapia fotodindmica, cirugia, terapia
nutricional, terapia ablativa, radioterapia y quimioterapia combinadas, braquiterapia, terapia de haz de protones,
inmunoterapia, terapia celular y terapia radioquirdrgica de haz de fotones.

Los farmacos antineoplasicos que pueden coadministrarse con las construcciones pueden incluir los siguientes:
acivicina; aclarubicina; clorhidrato de acodazol; acronina; adriamicina; adozelesina; aldesleuquina; altretamina;
ambomicina; acetato de ametantrona; aminoglutetimida; amsacrina; anastrozol; antramicina; asparaginasa;
asperlina; azacitidina; acetepa; azotomicina; batimastat; benzodepa; bicalutamida; clorhidrato de bisantreno;
dimesilato de bisnafida; bizelesina; sulfato de bleomicina; brequinar soédico; bropirimina; busulfan; cactinomicina;
calusterona; caracemida; carbetimero; carboplatino; carmustina; clorhidrato de carubicina; carzelesina; cedefingol;
clorambucilo; cirolemicina; cisplatino; cladribina; mesilato de crisnatol; ciclofosfamida; citarabina; dacarbacina;
dactinomicina; clorhidrato de daunorrubicina; decitabina; dexormaplatino; dezaguanina; mesilato de dezaguanina;
diazicuona; docetaxel; doxorrubicina; clorhidrato de doxorrubicina; droloxifeno; citrato de droloxifeno; propionato de
dromostanolona; duazomicina; edatrexato; clorhidrato de eflornitina; elsamitrucina; enloplatino; enpromato;
epipropidina; clorhidrato de epirubicina; erbulozol; clorhidrato de esorubicina; estramustina; fosfato soédico de
estramustina; etanidazol; etopdsido; fosfato de etopdsido; etoprina; clorhidrato de fadrozol; fazarabina; fenretinida;
floxuridina; fosfato de fludarabina; fluorouracilo; flurocitabina; fosquidona; fostriecina sédica; gemcitabina; clorhidrato
de gemcitabina; hidroxiurea; clorhidrato de idarrubicina; ifosfamida; ilmofosina; interferon alfa-2a; interferdn alfa-2b;
interferén alfa-n1; interferén alfa-n3; interferén beta-1a; interferén gamma-1b; iproplatino; clorhidrato de irinotecan;
acetato de lanreotida; letrozol; acetato de leuprolide; clorhidrato de liarozol; lometrexol sédico; lomustina; clorhidrato
de losoxantrona; masoprocol; maitansina; clorhidrato de mecloretamina; acetato de megestrol; acetato de
melengestrol; melfalan; menogaril; mercaptopurina; metotrexato; metotrexato sodico; metoprina; meturedepa;
mitindomida; mitocarcina; mitocromina; mitogilina; mitomalcina; mitomicina; mitosper; mitotano; clorhidrato de
mitoxantrona; acido micofendlico; nocodazol; nogalamicina; ormaplatino; oxisuran; paclitaxel; pegaspargasa;
peliomicina; pentamustina; sulfato de peplomicina; perfosfamida; pipobroman; piposulfan; clorhidrato de
piroxantrona; plicamicina; plomestano; porfimero sédico; porfiromicina; prednimustina; clorhidrato de procarbazina;
puromicina; clorhidrato de puromicina; pirazofurina; riboprina; rogletimida; safingol; clorhidrato de safingol;
semustina; simtrazeno; esparfosato sédico; esparsomicina; clorhidrato de espirogermanio; espiromustina;
espiroplatino; estreptonigrina; estreptozocina; sulofenur; talisomicina; taxol; tecogalan soédico; tegafur; clorhidrato de
teloxantrona; temoporfina; tenipodsido; teroxirona; testolactona; tiamiprina; tioguanina; tiotepa; tiazofuirina;
tirapazamina; clorhidrato de topotecén; citrato de toremifeno; acetato de trestolona; fosfato de triciribina; trimetrexato;
glucuronato de trimetrexato; triptorelina; clorhidrato de tubulozol; mostaza de uracilo; uredepa; vapreotida;
verteporfina; sulfato de vinblastina; sulfato de vincristina; vindesina; sulfato de vindesina; sulfato de vinepidina;
sulfato de vinglicinato; sulfato de vinleurosina; tartrato de vinorelbina; sulfato de vinrosidina; sulfato de vinzolidina;
vorozol; zeniplatino; zinostatina; y clorhidrato de zorubicina. Los agentes antineoplasicos adicionales incluyen los
desvelados en el Capitulo 52, “Agentes Antineoplasicos” (Calabresi, P. y Chabner, B. A.), y la introduccién al mismo,
pp. 1202-1263, de Goodman y Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics, Octava Edicion, 1990, McGraw-
Hill, Inc. (Health Professions Division).

Los siguientes ejemplos se presentan en orden para ilustrar mas completamente algunas realizaciones de la
invencién. No deberia interpretarse de ninguna manera, sin embargo, como limitantes del amplio alcance de la
invencion.

Seccion de detalles experimentales

Vision de conjunto de vectores de miltiples promotores
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Se crearon vectores de expresion de promotor doble, que portaban en una Unica construccién dos genes separados
que expresaban la toxina DTA, a partir de dos secuencias reguladoras diferentes, como sigue:

- promotores de H19 + P4 de IGF-Il (en lo sucesivo en el presente documento “H19-DTA-P4-DTA”; representado
en la Figura 1);

- promotores P3 de IGF-1l + P4 de IGF-II (en lo sucesivo en el presente documento “P4-DTA-P3-DTA”; descrito
posteriormente); y

- promotores de H19 + P3 de IGF-Il; (en lo sucesivo en el presente documento “H19-DTA-P3-DTA”; descrito
posteriormente).

Transfecciones

Se realizaron transfecciones usando el reactivo de transfeccion in vitro jetPEI™ (Polyplus Transfection) como lo
recomienda el fabricante. Después de 48 horas, las células se recogieron y se determind la actividad luciferasa
usando el kit de Sistema de Ensayo de Luciferasa (Promega). Se midié la produccién de luz usando un aparato
Lumac Biocounter. Se determind el contenido proteico total de los lisados mediante el reactivo de ensayo de
proteinas Bio-Rad, y los resultados se normalizaron para la proteina total y se expresaron como unidades de luz/ug
de proteina. Se us6 un plasmido que expresa luciferasa bajo el control de transcripcién de SV40, LucSV40
(Promega) como un control positivo para la eficacia de transfeccion, ya que contiene el promotor y potenciador de
SV40, mientras que se usd un plasmido que contenia Luc1 pero carecia de secuencias reguladoras (Promega)
como un control negativo para determinar la expresion de luciferasa no especifica basal (esta fue insignificante en
todas las lineas celulares). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Creacion de H19-DTA-P4-DTA

El casete de DTA sintético y casete de P4 sintético se ensamblaron cada uno a partir de productos de PCR y se
subclonaron en pGA4 (ampR, disponible de GeneArt, Ratisbona, Alemania) usando sitios de restriccién Sacl y Kpnl.
Se purifico el ADN plasmidico (Pure Yield™ Plasmid Midiprep, Promega) de bacterias K12 XL10 gold transformadas
y se determind la concentracion por espectroscopia UV. Las construcciones finales se verificaron por secuenciacion
y se nombraron 0704870 (SEC ID N2 21) y 0704867 (SEC ID N@: 23), respectivamente. La congruencia de
secuencia fue del 100 %.

El promotor P4 que se utilizé tuvo la siguiente secuencia:

acttcceggteggtetgtgggtgeagggogtgecgeeteacatgtgigaticgtgectigegggecctggecteeggggts

ctgggtlaacgaggagggpcgcggagecgeagaageccacceiggiatgitgacgeggtgecagegagaccgegagaggaagac
gggggtgggcggggccaggatggagagggeccgagtiggeaggagticatggeagacgecacaticgegacatcicecceacace
ceetetggetetgtecgeaacatttccaaacaggagieccgggagagggogagaggggctgelggictgaggctaagaagggcaga
geettcgacccggagagaggeegeggeceotgeceagigggeagegiggaagtttccatacaaggaggtgggaaggagacceee
ceeccccticactgecctgtgeagagatgagecgggggigeaggatgggageccatggeacticgetacgggatggtecagggctc
ceggrigggggtgeaggagagaagagactggetgegaggagegagaggecggpageaaaggegeggeggagiggicageag
ggagaggggtgpggggtagggtggageccgggctgggaggagtcggetcacacataaaagetgaggeactgaccagectgeaaa
ctggacattagettctectgtgaaagagacticcagetteetectectecteticctectectectectgecccagegagecttctgetgage

tgtaggpggatctictagagtcg (SEC ID N°: 9)

A continuacién, se creo un vector que expresaba DTA a partir del promotor P4 de IGF-II. Para crear este vector, la
secuencia de DTA se amplifico a partir de 0704870 y se subclond en 0704867 usando sitios de restriccion Nhel y
Kpnl. EI ADN plasmidico se purificé a partir de bacterias K12 KH10B transformadas y la concentracion se determin6
por espectroscopia UV. La construccién final (0704877) se verificd por secuenciacién. La congruencia de secuencia
fue del 100 %.

Para crear el vector H19-DTA-P4-DTA, el casete P4-DTA se amplificé a partir de 0704877, y se subclon6 en 052966,
un vector que expresa DTA a partir del promotor de H19, usando sitios de restriccion Notl y Kpnl. 052966 se
denomina en lo sucesivo en el presente documento “H19-DTA” y tiene la siguiente secuencia:
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ggtaccgacaaccetcaccaagggecaaggtggtgaccgacggacccacageggggiggcigggggagicgaaactc
gecagicteccactecactceccaaccgtggtgecccacgegggectgggagagtetgtgaggoecgeocacegetigicagtagagtge
geeegegagecgtaageacageccggeaacatgeggtcttcagacaggaaagiggccgegaatgggaccggggigeccagcgge
tgtggpaactctgicetgeggaaaccgeggigacgageacaageteggtcaactggatgggaatcggectggggpgciggeaccge
geecaccagggggtitgegpeactteectetgeeccicageaccecaceectactctecaggaacgtgagtictgageegtgatggty
geaggaaggggocccicigigecatccgagiceccagggacceegeagetiggeccccagecatgigeaaagtatgtgcagggegetg
geaggeagggagcagcaggceatggtgicccctgaggggagacagtgptcigggagggagaagtiectggacectigagggaggtga
tggggcaatgetcagecctgiciceggatgecaaaggaggggtgeggegaggecgtctitggagaattceaggatgggtgctgeetg
agagagacgtgigetggaactgtccagggeggaggtgggeectgegggeoccetcgggaggacccetgctetgatiggecggeagg
gecaggggegggaatcctgggeggggecaccecagttagaaaaagecegggctaggacegaggageagggtgagggagaagett
ggcatticeggtactgttgotanagecaccatggatcctgatgatgtigttgattetictaaatettitgtgatggaaaacttttcticgtaccac

gggactaaacciggtiatgtagattccaticaaaaaggtatacaaaagecaaaatetggltacacaaggaaattiatgacgatgattggaaa
gggttttatagtaccgacaataaatacgacgetgeggpatactetgtagataatgaaaaccegetctctggaaaagetggaggegtogt

Caaagtgacgtatccaggactgacgaaggtictcgcactaaaagtggataatgecgaaactattaagasagagttagetitaagtctcac
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tgaaccgitgatggagcaagicggaacggaagagtitalcaaaaggticggigatggtgcticgegtgtagtgetcagecticecttege
tgaggggagtictagcgitgaatatattaataactgggaacaggcpaaagegliaageglagaactigagaitaatitigaaaceegtgg
aaaacgtggccaagatgegatglatgagtatatggetcaagectgigeaggaaategtgtcaggegatcttigtgaaggaacctiactte
tgtgptgtgacataattggacaaactacctacagagatttggggatcctctagagicggggeggeeggeegeticgageagacatgata
agatacatigatgagtttggacaaaccacaactagaatgcagigaaaaaaatgetttattigtgaaattigigatgetatigetitatitgtaac
cattataagctgcaataaacaagitaacaacaacaattgeattcattttatgtticaggticagggggaggigtgggaggtiitttaaageaa
glaaaacctctacaaatgtggtaaaatcgataaggatcegtcgaccgatgecettgagagcecttcaacccagteagetecticcgglgg
gegegpggcatgactatcgtegeegeacttatgactgtettctttatcatgeaactegtaggacaggtgeeggeagegeteticegetice
tcgeteactgactegetgegeteggtegticggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggriatccacagaatc
aggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecagcaaaaggecaggaaccglaaaaaggecgegtigeiggegttetice
ataggcetccgecceectgacgagceatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaaaccegacaggactataaagataccag
gegtitcecectggaagetecctegtgegetetectgticegaceetgecgettaccggatacetgteegecttteteecticgggaageg
tggcgcttictcatagetcacgetgtaggtatcteagticggigtaggtegticgetccaagotgggetgtgtgeacgaacceecegttea
geeegaccgetgegecttateeggtaactatcgtettgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggta
acaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgetacagagticttgaagtggtggcctaactacggetacactagaagaacagtattt
ggtatctgegetetgetgaagecagtiaceticggaaaaagagitggtagerctigatccggcaaacaaaccaccgetggtageggegg
(itttitgtitgecaageageagattacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatcetitgatcttttctacgggptctgacgctcagigga
acgaaaactcacgitaagggattitgptcatgagattatcaaaaaggatctticacctagatccttttaaattaaaaatgaagttitaaatcaat
ctaaagtatatatgagtaaactiggictgacagtiagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgceaatttattcatatcaggattatcaat
accatattittgaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggceagttccataggatggcaagatectggtatcggtetge
gattccgactcgiccaacatcaatacaaccetattaatttcecctegtcaaaaataaggitatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgact
gaatccggtgagaatggceaaaagtitatgcatttctttccagacttgttcaacaggecagccattacgetcgtcatcaaaatcactcgeate
aaccaaaccgitaticattcgtgatigegectgagegagacgaaatacgepategetgtiaaaaggacaattacaaacaggaatcgaat
geaaccggegeaggaacactgecagegealcaacaatattticacctgaatcaggatattettctaatacetggaatgetgttitcceggg
gatcgcagtgptgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgetigatggtcggaagaggceataaattccgtcagecagtita
gtctgaccatcicatcigtaacatcatiggeaacgcetacctiigecatgtitcagaaacaactetggegeategggcticecatacaatega
tagattgtcgcacctgattgeccgacattatcgegageccattiatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaatcgeggectaga
gcaagacgtticccgitgaatatggetcatacicticctttitcaatattattgaageatttatcagggitatigtctcatgageggatacatattt
gaaigtatitagaaaaataaacaaataggggttcegegeacatttceccgaaaagtgecacctgacgegeectgtageggegcattaag
cgeggegggtgtggtggttacgegeagegtgacegetacactigecagegecctagegecegetectttegettietteecttectttcte
gecacgttegeeggetticeccgicaagelctaaategggggctecotitagggticegatttagtgetttacggeaccticgaccecaaaa
aacttgattagggigatggticacgtagtgggccatcgecctgatagacggtttttcgecctttgacgttggagtecacgtictttaatagtg
gactcttgticcaaactggaacaacactcaaccctatcteggtctatictttigatttataagggattttgeegatticggectattggttaaaa
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aatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaaltitaacaaaatattaacgcettacaatitgecatic gccattcaggetgegeaactgtigg
gaagggcgatcggtgegggecteticgetattacgecageccaagcetaccatgataagtaagtaatattaaggtacgggaggtacttgg
agcggecgeaataaaatatetttattticattacatetgigtgtiggttittigtgtgaatcgatagtactaacatacgetctecatcaaaacaa

aacgaaacaaaacaaactagcaaaataggetgtceccagtgeaagtgeaggtgecagaacattictctatcgata (SEC 1D N°: 16)

El ADN plasmidico se purifico a partir de bacterias K12 KH10B transformadas y la concentracion se determiné por
espectroscopia UV. La construccion final se verificé por secuenciacion. La congruencia de secuencia era del 100 %.

La secuencia de H19-DTA-P4-DTA fue:

cecteaceaagggecaaggtggigacegacggacccacageggegtggctggggeagtcgaaactegecagtetecac
tccactcccaacegtggtgeeccacgegggectgggagagietgtgaggecgeccaccgettgtcagtagagigegeeegegagee
gtaagcacagcecggcaacatgeggicticagacaggaaagiggecgegaatgggaceggggtgcccageggetgtggggactct
gtcctgeggaaaccgeggtgacgageacaagetcggteaaciggatgggaateggectggggggetggeaccgegeccaccagg
gggtttgcggeacticectetgecectcageaccecaccectactciccaggaacgtgagiictgageegtgatggtggcaggaaggg
geeetetgtgecatecgagtecccagggaccegeagetggeccecagecatgtgcaaagtatgtgeagggegetggeaggeaggg
agcagcaggeatggtgtceectgaggggagacagtggictgggagggagaagtectggaceetgagggaggtpatgggpcaatge
tcagecctgteteccggatgecaaaggagggptgcggggaggecgictitggagaattccaggatggotectggpotoagagagacgt
gtgetggaactgiccagggeggaggtggaccctgegggggoeccicgggagggceccigetctgatiggecggeagggeaggggeg
ggaatcctgggeggggecaccecagitagaaaaagecegggctaggaccgaggageagggtgagggagaagettggeattecgg
tactgtigpgtaaagecaccatggatcctgatgatgtigtigatictictaaatctiitgtgatggaaaactiticftcgtaccacgggactaaac
ctggttatgtagaticcattcaaaaaggtatacaaaagecaaaatctggtacacaaggaaattaigacgatgatiggaaagggttitatagt
accgacaataaatacgacgetgeggpalactetgtagataatgaaaaceegeicictggaaaagetggaggegtggtcaaagtgacgt
atccaggactgacgaaggiictcgeactaaaagtggataatgecgaaactattaagaaagagttaggtttaagtctcactgaaccgtigat
ggageaagicggaacggaagagittatcaaaagglteggtgatggtgeticgegigtagtgetcagectteecttcgetgaggggagtt
ctagcgtigaatatattaataactgggaacaggegaaagegtiaagegtagaactigagattaattttgaaaccegtggaaaacgiggee
aagatgcgatgtatgagtatatggetcaagectgtgeaggaaategtgicaggegatetitgtgaaggaaccttacticigtggtptgaca
taattggacaaactacctacagagatttggogatcctetagagteggggeggecggecgeticgageagacatgataagatacattgat
gagtitggacaaaccacaaciagaatgcagtgaaaaaaatgetitatttgtgaaatttgtgatgetattgetttatttgtaaccattataagetg
caataaacaagitaacaacaacaattgeattcattitatgiticaggticagggggaggtgtgggaggtttittaaagcaagtaaaacctcta
caaatgtggtaaaatcgataaggatccgicgaccgatgeectigagagecticaacccagtcagetecticeggtgggegeggggcat
gactatcgtcgeegeactiatgactgtetictttatcatgeaactegtaggacaggtgecggeagegetcttecgettectegeteactgac
tcgetgegeteggtegticggetgeggegagegptateagetcacicaaaggeggtaatacgpttatccacagaatcaggggataacg

36



ES 2394129 T3

caggaaagaacatgigagcaaaaggccagcaaaaggecaggaaccgtaaaaaggecgegttgetggegtitiiccataggetecge
cccectgacgagceatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtticeecct
ggaagetcectegtgegetetectgttcecgaccetgecgettaccggatacctgtecgectttcicecticgggaagegtggegetiicte
atagctcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegticgetccaageigggetgigtgeacgaacecccegttcageecgaccget
gegecttatecggtaactategicttgagtecaacecggiaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattage
agagcgaggtatgtaggeggtgctacagagliciigaagtggtggectaactacggetacactagaagaacagtatttggtatctgeget
ctgcetgaagecagitaccticggaaaaagagttggtagcetettgatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtggtttittigtitgea
agcagcagatiacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatetttictacggggtetgacgctcaglggaacgaaaactca
cgttaagggattitggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccltitaaattaaaaatgaagtittaaatcaaictaaagtatatat
gagtaaacttggtcigacagttagaaaaactcatcgagceatcaaatgaaactgeaatttattcatatcaggattatcaataccatatttttgaa
aaagcegtitctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggeagticcataggatggcaagatcctggtateggtctgegattccgactegt
ccaacatcaatacaacctattaatttcccctegtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatceggtgaga
atggcaaaagtttatgcattictttccagactigttcaacaggecagecatiacgetegtcatcaaaatcactegeatcaaccaaacegttat
tcattcgtgattgegectgagegagacgaaatacgegategetgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgeaaccggegeag
gaacactgccagegceatcaacaalattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgetgttitcceggggatcgeagtggtga
gtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggicggaagaggcataaatccgicagecagtttagictgaccatcteate
tgtaacatcatiggeaacgetacctitgecatgiticagaaacaactetggegeatcgggcticecatacaategatagattgtegeacetg
attgccegacattatcgegageccatttatacccatataaatcageatccatgtiggaatttaatcgeggectagageaagacgtttecegt
tgaatatggctcatactcitcctttticaatattattgaagcatttatcagggttattgictcatgageggatacatattigaatgtatttagaaaa
ataaacaaataggggttccgegeacatticcccgaaaagtgecacctgacgegecectgtageggegeattaagegeggegggtgigg
tggrtacgegeagegtgaccgetacacitgecagegeectagegeeegeteatttcgetitctteecttcetttctegecacgttcgeogg
ctitccecgtcaagetctaaategggggctccctttagggticcgatttagtpetitacggcacclcgaccccaaaaaactigattagggtg
atggttcacgtagtgggecategecctgatagacggttttiegeectttgacgttggagtecacgttctitaatagtggactetigticcaaa
ctggaacaacactcaaccctatctcggtctattetittgattiataagggattttgecgatttcggectattggttaaaaaatgagetgatttaa
caaanatttaacgcegaattttaacaaaatattaacgcttacaatttgecattegecattcaggetgegeaacigttgggaagggcpgateggt
gegggectcttegetattacgecageccaagetaccatgataagtaagtaatattaaggtacgggaggtacttggageggecgeaataa
aatatctitattticattacatctgigtgttggtitttigtgtgaatcgatagtactaacatacgetctccarcaaaacaaaacgaaacaaaaca
aactagcaaaataggctgtccccagtgeaagtgeaggtgecagaacattictctatcgataacttcecggteggtetgigggtgeagge
ggtgecgectcacatgtgtgattegtgectigegggeectggectecgggptctgggtaacgaggaggggcgeggagecgeagaa
geccaccctgglatgitgacgeggtgecagegagaccgegagaggaagacggegplgggegggpccaggatggagagpgpceg
agttggcaggagtcatggcagacgecacattcgegacatetcecocccacacceectetggetetgteegeaacatttccaaacaggagic
ccgggagagg gggagaégg getgetggtetgaggctaagaagggeagagecticgacceggagagageecgeggeccetgece
agtgggcagcegtggaagtticcatacaaggaggtgggaaggagaccccccecceccticactgeectgtgeagagatgageeggeg
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gtgcaggatgggageccatggeacticgetacgggatggtccagggeteceggitgggggtgeaggagagaagagactggetggg
aggagggagagggcessagcaaagececgggagagtgpicageagegagageegtpgeegstagsgiegageccgegcigg
gaggagicggctcacacalaaaagelgaggeactgaccagectgeaaactggacattagetictectgtgaaagagacticcagetice
teetectectettectectectectectgeececagegagecttetgetgagetgtagggpgatetictagagteggetageggeattcegpt
actgttggtaaagecaccatggatcotgatgatgtigtigattctictaaatcititgtgatggaaaacttticticgtaccacgggactaaace
tggitatgtagattccattcaaaaaggtatacaaaagecaaaatcigglacacaaggaaattatgacgatgattggaaagggttttatagta
ccgacaataaatacgacgetgegggatactetgtagataatgaaaaccegetctetggaaaagetggaggegtggtcaaagtgacgta
tccaggactgacgaaggttcicgeactaaaagtggataatgecgaaactattaagaaagagttaggtttaagtctcactgaaccgttgat

ggagcaagtcggaacggaagagittatcaaaaggticggtgatggtgeticgegtgtagtgetcagectteecticgetgaggggagtt

ctagcgttgaatatattaataactgggaacaggegaaagegtiaagegtagaacttgagattaatttigaaaccegiggaaaacglggec
aagatgcgatgtatgagtatatggctcaagectgtgeaggaaatcgtgteaggegatctitgtgaaggaaccttacttctgtggtgtgaca
taattggacaaactacctacagagatttggggatcectcgagacgtagggtaccgacaa (SEC ID N°: 11).

Creacion P4-DTA-P3-DTA

La construccion P4-DTA-P3-DTA se creé usando una estrategia muy similar a la usada para crear la construccién de
H19-DTA-P4-DTA. La construccion final se verificd por secuenciacion. La congruencia de secuencia fue del 100 %.
El promotor P3 de IFG-Il tenia la siguiente secuencia:

ggccatgeaggtaggatitgagetgtgttteecgecctgatectetctectetggeggecggagecteegtaggetecaage
ctggeccagaticggeggegeagecggecttcegegegtecgeacciageggggpelecggggciceggegeggcaccgggeg
gcgctégggatctggctgaggctccaaggcccgcgtggccggcEcctcctgctggggcaggtggcggctgcgcgccccgcccgag
cccaggggccccctcagccgcaacaaccagcaaggaccccccgactcagccccaagccacctgcatctgeactcagacggggcg
caccegeagtgeagectoctggiggggegetgggageccgectgeecctgectgeeeggagaceecagetcacgageacaggec
glccgggeaceecagaaaccegggatggggcccctgaatictetaggacgggeattcageatggecttggegetetgeggetecctg
ceeeccacceagectegeccccgegeacceeccageccetgegaccgeegecceeeceeeeggggecccagggeeccageecg
cacceececgeecegetctiggetegggttgegggpgeggaecgggpacgggpegagggeiecgeggecgeccattggeecgeg
cgegaggecageggeceegegeggecctgggecgeggetggegegactataagageegggegtgggegeecgeagitegectg
cleteeggeggagetgegtgaggeecggecggeceecggeecceeccecticeggecgeeceegeetectggeccacgectigeccgeg

ctetgeccaccagegectecategggeaaggeggecccgegtegac (SEC ID No: 17).

P4-DTA-P3-DTA tenia la siguiente secuencia:

geggecgeaataaaatatetitattitcattacatetgigtgttgotetttigtgtgaatcgatagtactaacatacgeteteeatcaa
aacaaaacgaaacaaaacaaactagcaaaataggcetgtcccecagtpgcaagtgeaggtgecagaacatticictatcgataacttcecgg

teggtetgtgggtacaggggptgccgectcacatgtgtgaticgtgectigegggeectggecteeggggtactgggtaacgaggag
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gggcgeggagecgeagaageccacectggtatgttgacgeggtgccagegagaccgegagaggaagacgggegiggecesgy
ccaggatggagaggggecgagtiggeaggagtcatggeagacgeeacaticgegacateteccecacaceccctetggetetgteeg
caacatttccaaacaggaglcecgggagaggpgpagaggggctgetggicigaggetaagaagggcagagcecticgacceggaga
gaggecgeggeccctgeccagtgggeagegtggaagiticcatacaaggaggtgggaaggagacceccceccceoeticactgeect
glgcagagatgagecgggggtgcaggatgggageccatggeacttcgetacgggatggiecagggetceeggtigggggtecags
agagaagagactggctgggaggagggagageecgggagcaaaggegcpeegsagtggicageagegagagegetegeeest
aggglggagecogggcigggaggagteggetcacacataaaagetgaggeactgaccagectgeaaactggacattagettetcetg
tgaaagagacttccagettectectectecteticetectcctectectgecceagegagectictgetgagetgtagggggatetictaga
glcgpctageggeaticeggtactgttggtaaagecaccatggatecigatgatgtigltgatictictaaatcetttigtgatggaaaactttt
cltcgtaccacgggactaaacctggtiatgtagattccaticaaaaagglatacaaaagecaaaatciggtacacaaggaaattatgacg
atgattggaaaggettttatagtaccgacaataaatacgacgelgegggatactctgtagataalgaaaaccegeicictggaaaagetg
gaggegtggtcaaagtgacgtatccaggactgacgaaggtictcgeactaaaagiggataatgecgaaactattaagaaagagttagg
tttaagtcicactgaaccgttgatggageaagtcggaacggaagagtitatcaaaaggitcggtgatggigeticgegigtagigetcag
ccticecttcgetgaggggagtictagegttgaatatattaataactgggaacaggegaaagegttaagegtagaacttgagattaattug
aaacceglggaaaacgtgpccaagatgegatgtatgagtatatggetcaagectgtgcaggaaatcgigicaggegatettigtgaagg
aaccitactictgtggtgtgacataatiggacaaactacctacagagatitggggatccciegagggccatgeaggtaggargageigt
gtitcccgeectgatectctetectetggeggecggagectccgtaggctccaagectggeccagattcggeggegeagecggectitc
cgcgeglecgeacctagegggggeteecggggeteeggegeggeacceggggggegeicgggatetggetgageetecaaggece
gegtggecggetectectgetggggeaggtggeggetgegegeecegeecgageecaggggeeccctcagecgeaacaaccage
aaggaccccecgactcagecccaageeacetgeatetgeacicagacggggegeaccegeagtgeagecteetggtagppcpctg
ggagcccgectgeceeigectgeccggagaccccagelcacgageacaggeegeeegggeaccecagaaacceggatgggac
ccctgaattctctaggacgggeattcageatggectiggegetetgeggeteectgecceccacccagectegecceegegeacccce
cagcecectgegaccgecgeccececceceggggecccagggecceageeccgeaccceccgeeecgetettggetegggtigegg
gegeggeecggeeacgggacgagepcelccgepggegeccattggegegepcgcpagarcageggeccegegeggecctgpg
ccgeggetggegegactataagagecgggegtgggegeecgeagttegectgetctecggeggagetgegtgaggeccggeegs
ceeeggecccececttccggecgeccecgectectggeccacgectgeecgegeictgeccaccagegectecatcgggcaagge
ggccecgegtcgacaagcettggcaticeggtactgtiggtaaagecaccatggatcctgatgatgtigtigattctictaaatcttttgtgat
pgaaaacttitcttcgtaccacgggactaaacctggitatgtagattccaticaaaaaggtatacaaaagecaaaatctiggtacacaagga
aattatgacgatgattggaaagggttttatagtaccgacaataaatacgacgcetgegggatactctgtagataatgaaaaccegetetetg
gaaaagcetggaggegtggtcaaagtgacgtatccaggactgacgaaggtictcgeactaaaagtggataatgecgaaactattaagaa
agagtiaggtttaagtctcacigaacegtigalggageaagtcggaacggaagagtttatcaaaaggticgpreatgptocticgegtgt
aglgctcagectteecticgelgaggggaglictagegitgaatatattaataactgggaacaggegaaagegttaagegtagaacttga
gattaattttgaaacccgtggaaaacgtggecaagatgegatgtatgagtatatggetcaagectgtgeaggaaategigtcaggegate
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titgtgaaggaacctiacticigtggtgtgacataatiggacaaactacctacagagatttggpoatecictagagtcgggpegpecgpc
cgoticgapeagacalgataagatacattgatgagtitggacaaaceacaactagaatgeaglgaaaaaaatgctitatttgtgaaattipt
gatgctattgetttartigtaaccattataagetgeaaiaaacaagitaacaacaacaattgeattcattitatgiticagpticaggpgpaggt
gtpgcagpitttttaaagcaagtaaaacctetacaaatgtggtaaaatcgataaggatecgtegacegatgecettgagagecticaace
cagtcagctecticeggtppgegcggggceatgactategicgecgeacttatgactgicticittateatgeaactcgtaggacaggtgc
cggcapcgcicticegettcetegeteactgactepetpegeteggtegticggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeg gt
aatacggilalccacagaatcaggegataacgraggaaagaacalglpageaaaaggecageaaaaggecaggaaccalaaaaag
gecgegitgerggepttticcataggetecgeceeectgacgageatcacaaaaatcgacgelicaagicagaggtgscganaccega
caggactataaagataccaggegtiteccectggaageleceeicglgegetetectgticegaccetgeegettaceggataccigiccyg
cetiicteccitcgggaagegtggogetiictcatagetcacgetgtaggtatetcagttcggtptaggtcgttcgetecaagetgpgctgt
gtpcacgaacceccegticageecgaccgetgegecttalcecggtaactategtetigagtecaacceggtaagacacgacttategece
actggcageagecactggtaacaggatiagcagagegagetatgtagpepetuctacagagticttgaagiggtpgcctaactacgge
{acactagaagaacagtatttgglatctgegetcigetgaageecagtiaccticggadaaagagtiggtagetctigatccggeaaacaaa
ccaccgetgptagoggtggtitttttgtitgeaageageagattacgcgeagaaanaaaggatctcaagaagatecttigatettetacg
ggptetgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagppattttggicatgagatiatcaaaaaggatettecacctagatectttiagana
aaaatgaagttttaaatcaalctaaaglatatatgagtaaacttgatctgacagttapaaaaactcatcgageatcaaatgaaactgeaattt
attcatatcaggattatcaataccatatitttgaaaaagecgtitctgtaatgaaggapaaaactcaccgaggeapticcatagpatggcaa
gatcetggtatcggictgogattccgacticgtcCaacatcaatacaacctattaatttcccctcgicaaaaataaggttatcaagtgagaaa
tcaccalgaglgacgactgaatcecggtgagaatggcaasagitatgeattictitccagactigtticaacaggecagecatiacgetegt
calcaadatcacicgealcaaccaaaccgitalicattcgtgatigegectgaggagac gadatacgegaicgetgitaagaggacaat
lacaaacaggaalcgaatgeaaccggegcaggadcactgecagegeatcaacaatatitteacctgaatcaggataltertetaatacct
ggaatgetptittcccggpgatcgeagt ggtpagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgotigatggicggaagaggeata
aattccgicagecagtitagtctgaccatetcatetgtaacatcattggcaacgetacctttpccatgtttcagaaacaactctggegeatcg
ggcltcecalacaatcgatagatigtcgeaccigatigeccgacattatcgegageccatttatacceatataaatcageatecatgitgga
alttaatcgegpcctagageaagacgiticccgttgaatatggetcatactettecttitticaatattatigaapcatttatcagggitattgtet
catgagcgpatacatatitpaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttcegegeacatitccecgaaaagtgecacctgacgegec
ctglagegpepcattzagepepgcgpgigtggtpgtiacgegeagegtgacegetacacttgecagegeectagegeccgeteettte
gcttteticecttectttctcgecacgticgeepgetticeecgicaagetctaaategggapetccctttagggitecgatttagtgetttac
ggcaccicgaccecaaaaaactigattaggpipgatggticacgtagigeaccategecctgatagacggtttttegeectttgacgtigg
aglecacgticttaatagiggactetigitccasactggaacaacacicaaccetaletcggietattettttpatttataagggatttigecg
atttcggectattggitaaaaaatgagetgatttaacaaaaatitaacgcgaattitaacaaaatattaac gettacaattigecaticgeeatt
caggctpcpoaactgltgpgaaggecgatcggtgeggacctettcpctatiacgecageecaagetaccatgataagiaagtaatatta

aggtacggeaggtacttgga (SEC ID N°: 24).
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P3-DTA, que expresa DTA bajo el promotor P3 solamente, tenia la siguiente secuencia:

tctatcgataggtaccgacaaccctcaccaagggecaaggtggtgaccggecatgeaggtaggattigagetgtgttteceg
ccetgatectetetectctggeggecggagecteegtaggetccaagectggeccagattcggeggegeagecggectccgegept
cegeacctagegggggetecggggeteeggegeggeaccggggggegetcgggatcetggetgaggciccaaggeccgegigge
cggetectectgetggggeagptggegpetgegegeeccgeccgageccaggggeccecicagecgeaacaaccageaaggace
ccecegactcagececaagecacetgeatctgeactcagacggggegeacecgeagtgeagectectggtggggegetgggagece
gectgecectgectgeceggagaceccagetcacgageacaggecgececgggeaccccagaaaceegggatggogeccctgaat
tctctaggacgggceattcageatggectigpgegetetgeggetcectgeccececacceagecicgeeceegegeacceceeagecce
tgcgaccgeecgeccecceccceggggecceagggecccageccgeacceeccgeccegetctiggeteggpitgeggeggcpgg
CCRgREgCEeReCrageEctcegCppacgcecaltgpCgCeeecyCgageccagiggeccCgCyCggeeciggecegCgec
iggcgcgactataagagccgggcgtgggcgcccgcagttcgcctgctctccggcggagctgcgtgaggcccggccggccccggc
cceceecttecggeegeeccegectectggeccacgectgeccgegetetgeeccaccagegectecatcgggeaaggeggeeceg
caagcttggeattcegglacigtiggtaaagecaccatggatectgatgatgitgttgatictictaaatettttgigatggaaaacttttctic
gtaccacgggactaaacctggttatgtagattccaticaaaaagglatacaaaagccaaaatciggtacacaaggaaattatgacgatga
ttggaaagggttitataglaccgacaataaatacgacgetgegggatacictgtagataatgaaaaccegetetctiggaaaagetggag
gegtggtcaaagigacgtatccaggactgacgaaggtitctegeactaaaagtggataatgecgaaactattaagaaagagttaggttta
agtctcactgaaccgtigatggagcaagicggaacggaagagtttatcaaaaggttcggtgatggtgettcgegtgtagtgetecagectt
ceettegetgagggpagttetagegttgaatatattaataactgggaacaggegaaagegttaagegtagaacttgagattaattttgaaa
cceglggaaaacgtggecaagatgegatgtatgagtatatggetcaageetgtgeaggaaategtgtcaggegatetttgtgaaggaac
cttactictgtggtgtgacataattggacaaactacctacagagattiggggatecictagagicggggeggeeggecgeticgageag
acatgataagatacattgatgagittggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaaatgcetttatttgtgaaattigtgatgetattgettt
atttgtaaccattataagcigcaataaacaagitaacaacaacaatigcattcattttatgtticaggticagpgggagptgtgpgagettitt
taaagcaagtaaaaccictacaaatgtggtaaaatcgataaggatecgtcgaccgatgeccttgagagecticaacccagtcagetectt
ccgglgggcgeggggcatgactategtegecgeacttatgactgtetictttatcatgcaactegtaggacaggtgecggeagegetett
cegettectegetcactgactcgetgegeteggtegtteggetgeggegageggtatcagetecactcaaaggeggtaatacggttatee
acagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggcecageaaaaggecaggaaccgtaaaaaggecgegtigetg
gegttittccataggetecgececectgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaa
gataccaggcegtticeccctggaagcetecctegtgogetetectgticegaccetgecgettaccggatacetgtecgectttcteccttceg
ggaagcgtggcegcttictcatagetcacgetgtaggtateteagtteggtgtaggtegticgetccaagetgggetgtgtgeacgaaccee
ceccgttcageccgacegetgegecttatceggtaactatcgtetigagtccaacceggtaagacacgacttategecactggeageage
cactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggigetacagagttetigaagtggtgecetaactacggetacactagaaga
acagtatitggtatcigegetetgctgaagecagtiaccticggaaaaagagtiggtagcictigatceggeaaacaaaccaccgetggt
agcggtggttttitigtitgeaagcageagattacgegcagaaaaaaaggalctcaagaagatccittgatetittctacggggtetgacge
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tcagtggaacgaaaactcacgttaagggatitiggicatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatceititaaattaaaaatgaagtutt
aaatcaatctaaagtatatatgagtaaactiggictgacagtiagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaattiaticatatcagga
ttatcaataccatatttttgaaaaageegtticigtaatgaaggagaaaactcaccgaggeagticcataggalggeaagatcctggtate
ggtctgegattccgactegtecaacatcaatacaacctattaatticecctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtg
acgactgaatccgglgagaatggcaaaagtitatgeatttctttccagacttgticaacaggecagecattacgeicgtcatcaaaatcact
cgcatcaaccaaaccgtiattcattegtgattgegectgagegagacgaaatacgegatcgetgttaaaaggacaattacaaacaggaa
tcgaatgcaaccggegeaggaacactgecagegeatcaacaatattitcacctgaatcaggatattctictaatacetggaatgetgtttic
ccggggategeagtggtgagtaaccatgeatcatcaggagtacggataaaatgetigatggtcggaagaggceataaattecgieagec
agtttagtetgaccatcteatetgtaacatcattggeaacgetacctttgecatgtttcagaaacaactetggegeatcgggeticecataca
atcgatagattgicgeacctgattgeccgacattatcgegageccatttatacecatataaatcageatecatgtiggaatttaatcgegge
ctagagcaagacgtttceegtigaatatggeteatacteticettittcaatattatigaageatttatcagggitattgtcteatgageggata
catatttgaatgtalttagaaaaataaacaaataggggttccgegeacatttcceccgaaaagtgecacctgacgegeectgtageggege
attaagcgeggeggetgtggtgpttacgegeagegigacegetacacttgecagegecctagegeccgetectitegetticticecttc
ctttctcgecacgticgeeggetttccecgtecaagetctaaatcgggggctecctttagggticegatttagtgctttacggeaccicgace
ccaaaaaacttgattagggtgatggticacgtagtgggecatcgecctgatagacggtttticgecctttgacgttggagtccacgtiettt
aatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaacectatcteggtctattettttgattiataagggattttgecgatticggectatig
gttaaaaaatgagcigatitaacaaaaaittaacgcgaatittaacaaaatattaacgcettacaatttgecattcgecaticaggetgegeaa
ctghtggoaagegcpatcggigegggcectceticgetattacgecageccaagetaccatgataagtaagtaatatiaaggtacgggagy
tacttggageggecgeaataaaatatctitattitcattacatetgtgtgtiggtttttigtgtgaatcgatagtactaacatacgetcetecatea
aaacaaaacgaaacaaaacaaactagcaaaata ggctgtccccagtgcaagigcaggtgccagaacamctctatcgataggtaécg
aca (SEC ID N°: 19).

P4-DTA, un plasmido que expresa DTA bajo el promotor P4, se creo reemplazando el promotor P3 con el promotor
P4 (SEC ID N2: 9).

Ademas, se creo una construccién de control, P4-Luc-P3-Luc, usando la misma estrategia. La secuencia de P4-Luc-
P3-Luc es como sigue:

ggtgegggectettcgetattacgecageecaagetaccatgataagtaagtaatattaaggtacgggaggtacttggageggecgea
ataaaatatctitatittcattacatcigtgtgttggtttittgtgtgaatcgatagtactaacatacgetctecatcaaaacaaaacgaaacaaa
acaaactagcaaaataggctgtccecagtgeaagtgeaggtgecagaacattictetategataacticecggieggtetgtggptocag
ggggtgccgectcacatgtgigattegtgecttgegggeectggectcegggptgctgpgtaacgaggaggggepeggagecgea
gaagceecaccetggtatgttgacgeggtgecagegagaccgegagaggaagacgegggtggecgegaccaggatppagageee
ccgagtiggcaggagicatggeagacgecacaticgegacatetecccecacaccecetctggetetgteccgeaacatttecaaacagg

agtcecgggagaggeggagagggectgetggtctgaggctaagaagggeagagecticgacceggagagaggeegeggecect
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geccagtgggeagegtggaagtticcatacaaggaggtgggaagpgagacccecceeccece ticactgccetgtgeagagatgagee
gggpelgcaggatgggageccatggeacticgetacgggatggiccagggceteceggtiggggptgcaggagagaagagactgge
1ge2aggageagaggeceggageaaaggcgcggggagiggicagcagegagaggerigegastagpgigsagecegg
gctgggaggagteggctcacacataaaagetgaggeactgaccagecigcaaactggacattagettetectgtgaaagagacticea
gcttecteetcctectetteetcetecteetcctgececagegagectictgetgagetgtagggggatetictagagteggetageggeat
tccgptactgitggtaaagccaccatggaagacgecaaaaacataaagaaaggeccggegcecattctatcegetggaagatggaace
getggagageaactgeataaggetatgaagagatacgecctggticetggaacaattgettttacagatgeacatatcgaggtggacat
cacttacgctgagtacttcgaaatgtccgitcggttgpgcagaagetatgaaacgatatgggetgaatacaaatcacagaategtcgtatg
cagtgaaaactctcttcaattctttatgecggtattggacgegttatttatcggagttgeagtigegeccgegaacgacatttataatgaacg
tgaattgctcaacagtatgggeatttcgeagectacegiggigttcgtticcaaaaaggggttgeaaaaaatittgaacgtgeaaaaaaag
cicecaatcatccaaaaaattattatcatggatictaaaacggattaccagggatitcagicgatgtacacgticgtcacatcteatctaccte
ccggtittantgaatacgatitigtgccagagtecttegatagggacaagacaatigeactgatcatgaactectetggatetaciggetg
cctaaaggtgicgetetgectcatagaactgectgegtgagaticicgeatgecagagatcctatitttggeaatcaaatcatteccggatac
tgcgattttaagtgttgttcecattccatcacggtitiggaatgtttactacactcggatatttgatatgtggattticgagtegtcttaatgtataga
titgaagaagagcetgttictgaggagecttcaggattacaagattcaaagtgegetgetggtgecaaccctatictecticticgccaaaag
cactctgattgacaaatacgatttatctaatttacacgaaattgettctggtggcgetecceicictaaggaagteggggaageggltgeea
agaggttccatctgeecagglatcaggcaaggatatgggceteactgagactacatcagetattctgattacacccgagegggatgataaa
cegggegeggteggtaaagtitgttccattitttgaagegaaggtigtggatetggataccgggaaaacgetgggegttaatcaaagagg
cgaactgtptgtgagaggtcctatgattatgtccggttatgtaaacaatccggaagegaccaacgecttgattgacaaggatggatggct
acattctggapacatagcttactgggacgaagacgaacacticttcategtigaccgectgaagtcictgattaagtacaaaggctatcag
gtggetecegetgaattggaateeatettgetecaacaccecaacateticgacgeaggtgtegeaggtettccegacgatgacgecgg
tgaacttccegecgecegttgtigtiftggageacggaaagacgatgacggaaaaagagategtgpattacgicgecagicaagtaacaa
ccgegaaaaagrigegeggaggagtigtgttigtggacgaaglacegaaaggtettaccggaaaactcgacgcaagaaaaatcagag
agatcctcataaaggecaagaagggcggaaagatcgecgtgtaatctegagggccatgeaggtaggatttgagetgtgtitecegece
tgatceteteteetetggeggecggagecticegtaggetecaagectggeccagatteggeggegeageeggecttecegegegteeg
cacctagegggggetecggggetccggegeggeacegggggacegetegggatciggetgaggetccaaggeeegegiggeegg
ctectectgelggggeaggtggegpetgegegeccegeecgageccaggggecccctcagecgeaacaaccageaaggacceee
cgaclcagececcaagecacctgeatctgeactcagacggggegeacccgeagtgeageetectggtggggegetgggageceged
tgecectgectgeceggagaccecageteacgageacaggecgeccgggceaccecagaaacecgggatggggeeccetgaattete
taggacgggcattcagcatggecttggegetetgeggetcectgececccacccagectegececcgegeaccecccageecctge
gaccgccgeccccecceeccggggecccagggeceecageccgeacceccegeccegetettggeleggptipegggggegggee
gB88ECEgggrgagggetecgegpgegeecatiggcgcggacgegaggecageggecccgegeggeectgggeegegectg
gegegactataagagecgggegtgggegeccgceagttcgectgetctecggeggagetgegtgaggCcCggecggeeceggece
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cceccttecggeegececegecteciggeccacgectgecegegetetgeccaccagegectecatcgggeaaggeggeecegegt
cgacaagcttggeattcegptactgtiggtaaagecaccatggaagacgecaaaaacataaagaaapgeccggegecatictateege
tggaagatggaaccgclggagagcaactgeataaggetatgaagagatacgecctggticctggaacaattgettttacagatgeacat
atcgaggtggacatcacltacgetgagtacitcgaaatgtecgticggttggeagaagelalgaaacgatatgggcetgaatacaaatcac
agaatcgicgtatgcagigaaaactctcticaatictttatgecggtgtigggegegttatttatcggagttgeagttgegeecgegaacga
catttataatgaacgtgaattgctcaacagtatgggceartticgeagectaccgtggtgticgtitccaaaaaggggttgcaaaaaatttiga
acgtgcaaaaaaagctcccaatcatccaaaaaattattatcatggattctaaaacggattaccagggatttcagtcgatgtacacgttegte
acatctcatctacctcecggititaatgaatacgatttigtgecagagtcettcgatagggacaagacaattgeactgatcatgaactectcet
ggatctactggtctgectaaaggigicgetctgecteatagaactgectgegtgagatictcgcatgecagagatectattitiggeaatca
aatcattccggatactgcgattitaagtgttgttceattecatcacggtittggaatgtttactacactcggatattigatatgtggatitcgagt
cgtcttaatgtatagatttgaagaagapcetgttictgaggagecttcaggattacaagaticaaagtgegelgetggtgccaaccctattct
ceticttcgecaaaageactctgatigacaaatac gatttatctaatttacacgaaattgettetggtggegeteecctetetaaggaagteg
gggaageggtigccaagaggticcatctgecaggtatcaggeaaggatatggpgeteactgagactacatcagcetatictgattacacee
gagggggatgataaaccgggegeggteggtaaagtigticeatttittgaagegaaggtigtggatctggatacegggaaaacgetgg
gcgttaatcaaagaggcegaactgtptgtgagapggtcctatgattatgtceggttatgtaaacaatccggaagegaccaacgecttgattg
acaaggatggatggctacatictggagacatagcttactgggacgaagacgaacacticttcatcgttgaccgectgaagtctctgatta
agtacaaaggctatcaggtggctccegetgaattggaatecatctitgeteccaacaccecaacatettcgacgeaggtgtegeaggiette
ccgacgatgacgeeggtgaacttcecgecgeegttgtigtittggagcacggaaagacgatgacggaaaaagagatcgtggattacgt
cgccagtcaagtaacaaccgegaaaaagtigegeggaggagttgtgtitgtggacgaagtacecgaaaggtettaccggaaaactega
cgcaagaaaaatcagagagatcctcataaaggcecaagaagggeggaaagatcgecgtgtaattctagagteggggeggecggecg
cttcgagceagacatgataagatacattgatgagtitggacaaaccacaaciagaatgeagigaaaaaaatgcetttattigigaaattigiga
tgctattgetttatttgtaaceattataagetgcaataaacaagtiaacaacaacaattgeattcattttatgtttcaggticagggggaggtgt
gggaggttfittaaagcaagtaaaaccictacaaatgtggtaaaatcgataaggatcogicgaccgatgeectigagagecttcaaccea
glcagetecttieegglgggegeggggcatgactatcglegecgeacttatgactgtctictitatcatgeaactegtaggacaggtgecg
geagcegeletteegettectegeteactgactegetgegeteggtegticggetgeggegagepgtatcageteactcaaaggeggtaa
tacggtiatccacagaatcaggpgataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggecageaaaaggecaggaaccgtaaaaagge
cgegtigetggegttiticcataggeteegeecceetgacgageatcacaaaaatcgacgeticaagtcagaggtggegaaacccgaca
ggactataaagataccaggegtttccecctggaagctecctegtgegetetectgttccgaceetgecgettaccggatacetgtecgec
tttctecctticgggaagegtggegcettictecatageteacgetgtaggtatetcagticggiglaggtegttegetccaagetgggetptgt
gcacgaaccccecgticageccgaccgetgegecttatceggtaactategicttgagtccaaceeggtaagacacgacttatcgecac
tggcagcagecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggeggtgcetacagagttctigaagtggtggectaactacggeta
Cactagaagaacaglattiggtatctgegetctgetgaagecagttaceticggaaaaagagtiggtagetetigatccggeaaacaaac
caccgetgglageggtggtttutigtiigcaageageagattacgegeagaaaaaaaggatcicaagaagatcctttgatctitictacgg
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gglctgacgetcagiggaacgaaaactcacgttaagggatittggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccitttaaattaa
aaatgaagttttaaatcaatCtaaagtatatatgagtaaacttggictgacagitagaaaaactcatcgageatcaaatgaaactgcaattta
ttcatatcaggattatcaataccatatttttpaaaaagceegtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggeagticcataggatggeaag
atcctgglatcggtetgegattccgactegtccaacatcaatacaacetattaattteccctegicaaaaataaggttatcaagtgagaaate
accatgaglgacgactgaatccggtgagaatggcaaaagtitatgcatitciitccagactigticaacaggecagecattacgetegica
tcaaaatcactcgeatcaaccaaaccgttattcattegtgattgegectgagegagacgaaatacgegategeigtiaaaaggacaatta
caaacaggaaicgaatgcaaccggegeaggaacactgecagegeatcaacaatattticacctgaatcaggatatictictaatacetgg
aatgetgtiticceggggatcgeagtggtgagtaaccatgeatcatcaggagtacggataaaatgettgatggtcggaagagpcataaa
ticcgtcagecagtttagtctgaccatetcatetgtaacatcattggeaacgetacetttgecatgtitcagaaacaactetggegeategg
geticccatacaatcgatagattgtcgeacctgattgeccgacattatcgegageccatitatacceatataaatcageateeatgtiggaa
tttaatcgcggectagageaagacgtitceegitgaatatggetcatacicticctttticaatattattgaageatitatcagggtiattgtete
atgagcggatacatatttgaatgtatitagaaaaataaacaaataggggitccgegceacatttecce gaaaagtgccacctgacgegcc'c
tgtageggegeattaagegeggegagtptgotpottacgegeagegtgaccgetacacttgecagegeectagegeecgetectticg
ctttctteccttectttetegecacgticgecggctticeecgtcaagetctaaategggggetecctitagggiiccgatttagtgetitacg
geaccicgaccccaaaaaacttgattagggtgatggticacgtagtggeccatcgecetgatagacggtifttegeecttigacgtigga
glccacgtictttaatagtggactettgticcaaaciggaacaacactcaaccctatcteggetatictittgatttataagg gattttgecgat
fteggectattggttaaaaaatgagetgatitaacaaaaattiaacgegaatittaacaaaatattaacgettacaattigecattcgecattea

ggetgegeaactgitggeaaggecpatc (SEC ID N°: 22).

Creacion de H19-DTA-P3-DTA

La construccion H19-DTA-P3-DTA se cre6 usando una estrategia muy similar a la usada para crear la construccion
H19/P4. La construccion final se verifico por secuenciacién. La congruencia de secuencia fue del 100 %.

H19-DTA-P3-DTA tenia la siguiente secuencia:

cecteaccaagggecaaggtggtgaccgacggacccacageggggtgectgggggagicgaaactcgecagtetecac
tccacteecaacegtggtgecccacgegggectgggagagictgtgaggecgeccacegettgtcagtagagtgegecegegagee
gtaagcacageccggeaacatgeggteticagacaggaaagtggecgegaatgggaceggggtgeccageggetgtgggeactet
gtectgepgaaaccgeggtgacgageacaagetceggtcaactggatgggaatcggectggggapctggcacegegeccaccagg
gggtttgeggeacttecoctetgecectcageacceeacecctactetccaggaacgtgagttctgageegtgatggtggcaggaaggg
geecetctgtgecatcegagiccccagggaceegeagetggeccecagecatglgeaaagtatgtgeagggegetggeaggeageg
agcageaggceatggtgteccccigaggggagacagiggtetgpgagpgpagaagicctggacccigagggaggtgatggggcaatge
tcagcectgictceggatgecaaaggaggagtacggpeageccgicittggagaaticcaggatgggtgctggetgagagagacgt
gtgetggaactgtccagggeggaggtgggecctgegggggccctegggaggpecctgetctgattggeeggeagggeagegacg
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ggaatccigggeggggeeaccecagttagaaaaagecegggetaggaccgaggageagggtgagggagaagetiggeattcegg
tactgttggtaaagccaccatggalcctgatgatgtigttgattctictaaatetttigtgatggaaaactittcttcgtaccacgggactaaac
ctggtiatgtagattccaticaaaaaggtatacaaaagccaaaatctggtacacaaggaaattatgacgatgattggaaagggttitatagt
accgacaataaatacgacgcetgegggatacictgtagataatgaaaaccegcetctetggaaaagetggaggegtggtcaaagtgacgt
atccaggactgacgaaggtictcgeactaaaagtggataatgecgaaactattaagaaagagitaggtttaagtctcactgaaccgitgat
ggagcaagtcggaacggaagaglittatcaaaaggttcggtgatggtgcticgegtgtagtgetcagecticecticgetgaggggagit

ctagcgtigaatatattaataactgggaacaggcgaaagegttaagegtagaacttgagattaattttgaaaccegtggaaaacgiggee
aagatgcgatgtatgagtatatggctcaagectgtgecaggaaategtgtcaggegatctitgtgaaggaacettactictgtggtgtgaca
taattggacaaactacctacagagalttggggatccictagagtcggggeggeeggecgetticgageagacatgataagatacattgat
gagttiggacaaaccacaactagaalgcagtgaaaaaaatgetttattigtgaaatttgtgatgcrattgeritattigtaaccattataagetg
caataaacaagttaacaacaacaattgcattcattttaigtitcaggticagggggaggtgtgggaggtiitttaaagcaagtaaaaccicta
caaatgtggtaaaatcgataaggatccgtcgaccgatgeccttgagagecttcaacccagicagetccticeggtgggegeggggceat
gactatcgtcgecgeacttatgactgtcttctitatcatgeaactcgtaggacaggtgecggeagegcetcttccgettectegeteactgac
tcgetgegeteggtegticggctgeggegageggtatcageteacteaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacg
caggaaagaacatgtgagcaaaaggccageaaaaggecaggaaccgiaaaaaggecgegttgetggeptttttccataggcteege

cceectgacgagceatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtttececect
ggaagctecctegtgegetetectgticegaccetgeegetiaceggatacctgtecgectitctecetticgggaagegtggegctttcte

atagctcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegticgetccaagetgggetgtgtgeacgaacceccegttcageccgaceget
gegecettatceggtaactategtettgagtccaacceggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattage

agagcgaggtatgtaggeggtpctacagagttctigaagtggtggectaactacggetacactagaagaacagtatttggtatetgeget
ctgctgaagecagitaccticggaaaaagagttggtagetctigatecggceaaacaaaccaccgetggtageggtgptittttrgtttgea

agcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatectitgatctittctacggggtetgacgetcagtggaacgaaaactca

cgitaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatectittaaatiaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatat
gagtaaactiggtctgacagttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatatitttgaa
aaagccgttictgtaatgaaggagaaaactcaccgaggeagticcataggatggeaagatectggtateggtetgegaticegactegt

ccaacatcaatacaacctattaatticccetcgtcaaaaataaggriatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatceggtgaga
atggcaaaagtttatgcatitctitccagactigticaacaggecagcecattacgetegtcatcaaaateactegeatcaaccaaaccgitat
fcaticgtgaltgegectgagegagacgaaatacgegategelgitaaaaggacaattacaaacaggaatcgaalgecaaccggegeag
gaacacigcecagegeatcaacaatattitcacctgaatcaggatattctictaatacetggaatgetgtittcccgggpatcgeagtggtga
gtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgctigatggtcggaagaggcataaattecgtcagecagtttagtctgaccateteatc
tgtaacatcatiggeaacgctaccttigecatgittcagaaacaacictggegeatcggpettcecatacaategatagattgtegeacctg
aligcecgacattatcgegageccatttatacccatataaatcageatecatgtiggaatttaatcgeggectagageaagacgtttceegt

fgaatatggcetcatacicttecttittcaatattattgaageatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaa
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ataaacaaataggggitccgegeacalticcccgaaaaptgecacctgacgegecciglageggegcatiaagegeggeggglgigg
tggttacgcgeapgestgacegetacacttgecagegeectagegecepetectttegettteticecttcetitetegecacgticgeegg
citiccccgtcaagotetaaatcgppggctccetiiaggaticcgatttagtgeittacggeacctcgaccecaaaaaacitgattagpgty
atgpticacgtagtpgpccategeectgatagacggtttttcgeectttgacgttggagtecacgttctitaatagiggacteitgticcaaa
clggaacaacactcaaccctatcicgglctatctitigattitataagggattiigccgatiteggectali gginaaaaatgagctgatitaa
caaaaatttaacgcegaattttaacaaaatattaacgctiacaatttgecaticgecattcaggetgepcaactgtgggaapggegatcggt
gegggooicttegetattacgecageccaagetaccatgataaglaagtaatatiaaggtacggpaggtacttggageggccgeaataa
aatatctitattitcattacatctgtptpttpgtttittototpgaatcgatagtactaacatacgctetecatcaaaacaaaacpaaacaaaaca
aactagcaaaataggctgtccccagigoaagtgeaggtgecagaacattictctategatactegagggecatgeaggtaggatttgag
ctgigtttcecgeectigateetetetectetggegeccgpagecticoglaggetccaagectggeccagattcggeggegeagecggc
cticegegegicegeacetageggeggctecggggcteeggegeggcaccgggegecgetegggalctpgetgaggctcecaagp
ccegegtggecggetectectigoiggggeaggigpeggetgegegeecegeccgageccaggggeccecteagecgeaacaace
agcaaggaccceecgactcagecccaagecacctgeatetgeactcagacggpacpgeaceegeagtgeagectectggtgepecyg
ctggpagcecgectgecectgectgcceggagaccecagetcacgageacaggecgcccpgpcaccecagaaacceegggatgg
ggccectgaattetclaggacgggeattcageatgpecttggegetetgeggetecetgeecceccacecageetegecccegegeac
cceecageceetgegaccgecgeeecceceeceggggeceeaggaececcageecgeaccceccgeecegetettggetegggtt
BCEELLLCeLEeCeIgEaCcaREgCgaAgaRciccglggegcecatlggrgCREacgcgaggecagegarceegegrggce
clgggecpeggetggegegactataagagecgegegtgggegeccgeagticgectgateteceggeggagetgegigaggoeccgy
ccggeeceggeccececettecggecgeeceegectectggeccacgectgeecgegetetgeccaccagegecteeatcgggea
aggeggaececcgeglcgacaagettagetacgetageggcattecggtactgtigetaaagecaccatggatectgatgatgtigtigatt
ctictaaatctittgtgatgpaaaacttiicitegtaccacggpactaaacctggttatgtagattceaitcaaaaaggtatacaaaagecaaa
atctggtacacaaggaaattatpacgatgaltggasapgpttttataptaccgacaataaatacgacgetgegggatactetgtagataat
gaaaacccgerciciggaaaagetggaggcgiggicaaagtgacgtatccageactgacgaaggttctcgcactaaaagtggataatg
ccgaaaclattaagaaagagtiaggtitaagtctcactgaacegttgatggagcaagicggaacggaagagtttatcanaaggtteggtg
atggtgettcgegiptagtgetcagecttcecticgeigaggggagtictagegttgaatatattaataactgggaacaggegaaagegtt
aagcgtagaacttgagattaatittgaaaccegtggaaaacgtggeeaagatgegatgtatgaptatatggeteaagectgtgeagpaa
atcgtgtcaggegatctitgigaaggaaccttacticlglggigtgacataaliggacaaactacclacagagatitggggatcectegag
acgtaggptlaccgacaa (SEC ID N°: 18).

Ademas, se cred una construcciéon de control, H19-Luc-P3-Luc, usando la misma estrategia. La secuencia de H19-
Luc-P3-Luc es como sigue:

gacaaccctcaccaagggecaaggtggtgaccgacggacccacageggggtggetgggggagicgaaacicgecagictecacte
caclcccaaccgtggtgececacgegggectgggagagtetgtgaggeegeccacegetigtcagtagagtgegeecgegagecgt
aagcacagcccggeaacatgegglcticagacaggaaagtggecgegaatgggaccggggtecceageggetgtggggactetgt
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cctgeggaaaccgeggtgacgageacaageteggteaactggatggpaatcggectggggggotggeacegegeecaccagggg
gtttgeggeacticectctgeeccteageaccecaccectactetccaggaacgtgagtictgagecgtgatggtggcaggaagggge
cctetgtgecatcecgagtececagggaccegeagetggeccccagecatgtgcaaagtatgtgeagggegetgpgcaggeagggag
cagcaggcatggtgtccectgaggggagacagtggtetgggagggagaagtcectggecctgagggaggtgatggggeaatgetea
geeetgtetceggatgecaaaggaggggtgegggeaggecegtictitggagaattccaggatggptgctgggtoagagagacgiglg
clggaactgtecagggcggaggtgggecctgegggggecctegggagggecctgetetgattggecggeagggcaggagegpea
attctgggeggggecaccecagiiagaaaaageccgggetaggaccgaggageagggtgagggaagettggeattccggtactgtt
ggtaaagccaccatggaagacgecaaaaacataaagaaaggeccggegecattctatccgetggaagatggaacegetggagage
aactgcataaggctatgaagagatacgecctggttcctggaacaatigettttacagatgeacatatcgaggtggacatcactiacgetga
gtacticgaaatgtcegticggtiggeagaagctatgaaacgatatgggctgaatacaaatcacagaatcgtegtatgcagtgaaaactc
tcttcaattctttatgecggigtiggecgegttatitatcggagttgcagtigcgeccgegaacgacattiataatgaacgtgaattgetcaa
cagtatgggcatttcgcagectaccgtggtgttegtticcaaaaagggetigeaaaaaattitgaacgigeaaaaaaageteccaatcaic
caaaaaattattatcatggaltctaaaacggattaccagggatitcagtcgatgtacacgticgtcacatctecatctaccteceggttttaatg
aatacgattitgtgecagagtcecttcgatagggacaagacaattgeactgatcatgaactectetggatctactggtetgectaaaggtgte
getctgectcatagaactgectgegtgagatictcgealgecagagatectatttitggeaatcaaatcaticcggatactgegattttaagt
gltgticcattccatcacgpttttgpaatgtttactacactcggatatttgatatgtggatttcgagtcgtcttaatgtatagatttgaagaagag
cigtttctgaggagecticaggattacaagattcaaagtgegetgetgglgecaaccctatictecttetticgecaaaageactctgatiga
caaatacgatttatctaatttacacgaaattgcttctggtggegetccecteictaaggaagteggggaageggiigecaagaggtteeat
ctgccagglatcaggeaaggatatgggcteactgagactacatcagetattctgattacaccogagggggatgataaacCgggegegg
tcggtaaagttgticcattttitgaagegaaggttgtgpatctggataccgggaaaacgetgggegtiaatcaaagaggegaactgtgtpt
gagagglectatgattatgtceggttatgtaaacaatceggaagegaccaacgectigatigacaaggatggatggetacatictggaga
catagcttactgggacgaagacgaacacticttcatcgttgaccgectgaagtctetgattaagtacaaaggetatcaggtggeteceget
gaattggaatccatcttgciccaacaccccaacatcticgacgeaggtgtegeaggteticecgac gatgacgecggtgaacttceege
cgeegtigtigtiiiggageacggaaagacgatgacggaaaaagagategtggattacgtcgecagtcaagtaacaaccgegaaaaa
gitgegeggaggagttgtgtitgtggacgaagtaccgaaaggtcttaccggaaaactcgacgeaagaaaaatcagagagatccicata
aaggcecaagaagggcggaaagatcgeegtgtaatictagagteggggeggecggeegeticgageagacatgataagatacattgat
gagttiggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaaatgctttattigtgaaatttgtgatgctattgcetttatttgtaaccattataagctg
caataaacaagttaacaacaacaattgcattcattrtatgtttcaggttcagggggaggtgtgggaggtittttaaagcaagtaaaacctcta
caaatgtggtaaaatcgataaggatcegtegaccgatgecctigagagecttcaacccagtcageteetticeggtgggegeggggeat
gactatcgtcgcegceacitatgacigictictttatcatgeaactegtaggacaggtgecggeagegelcitecgeticetegeteactgac
tegetgegeteggtegttcggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggtitatccacagaatcaggggataacg
caggaaagaacatgtgagcaaaaggecagceaaaaggecaggaaccgtaaaaaggeegegtigetggegtttttcecataggoteege
ccecctgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagicagaggtggegaaaccegacaggactataaagataccaggegtttceeect
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ggaagetecctegigegetctectgticegacecigecgcttaccggatacetgleccgectttctecocticgggaagegiggegctticte
atagctcacgctplaggtatclcagticggtgtaggtegticgcetecaagetgggetglgtgeacgaacceccegticageccgaceget
gegecttatccggtaactatcglettgagiccaacccggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattage
agagcgaggtatgtaggcggtoctacagagtictigaagtggtggectaactacggetacactagaagaacagtatttggtatctgeget
ctgctgaagecagttaccitcggaaaaagagtiggtagetcgatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtggtutttitgtitgea
agcageagattacgcgcagaanaaaaggatcicaagaagatcctttgatetitictacggggtetgacgclcagtggaacgaaaacica
cgtiaagpgatttiggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatat
gagtaaacttggictgacagitagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgceaatttaticatatcaggattatcaataccatattttgaa
aaagcegtitctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggeagticcataggatggeaagatcctggtateggtetgegattecgactegt
ccaacatcaatacaacctattaatttccecteglcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaateeggigaga
atggcaaaagtttatgcatttctitccagacttgticaacaggecagecattacgetegtcatcaaaatcactcgeatcaaccaaacegitat
lcaticgtgattgegectgagegagacgaaatacgegategetgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaatgeaaceggegeag
gaacactgccagegeatcaacaatattttcacctgaatcaggatattettetaatacctggaatgetgttttcecggggategeagtpgtga
gtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgcettgatggtcggaagaggceataaaticegtcagecagtitagtctgaccatcteate
tgtaacatcattggcaacgctacctttgecatgtitcagaaacaactetggegeatcgggettcccatacaatcgatagattgtegeacctg
attgcccgacattatcgegageccatttataccecatataaatcageatceatgtiggaatttaatcgeggectagageaagacgtittceegt
tgaatatggcetcatacicttectttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgictcatgageggatacatatitgaatgtatttagaaaa
ataaacaaataggggttccgcgeacatttccccgaaaagtgecacctgacgegecctgtageggegeattaagegegeegegtgigg
tggitacgegeagegtgaccgetacactigecagegecctagegeccgetectticgetttcticecttectttetegecacgticgecgg
ctitccecgtcaagetetaaategggggctecctttag ggttccgat{tagtgctttacggcaci:lcgaccccaaaaaacttgattagggtg
atggttcacgtagtgggccatcgecctgatagacggtitttcgeectttgacgtiggagtecacgtictttaatagtggactctigttccaaa
ctggaacaacactcaaccctatcicggictaticttttgatitataagggattttgecgatttcggectattggitaaaaaatgagcetgatttaa
caaaaatttaacgcgaatittaacaaaatattaacgcttacaatttgecaticgecaticaggeigegceaactgitggpaagggcgatcggt
geggecctcttcgetatiacgecageccaagetaccatgataagtaagtaatattaaggtacgggaggtactiggageggcecgeaataa
aatatctttattttcattacatctgigtgtiggtettitgtgtgaatcgatagtactaacatacgetctccatcaaaacaaaacgaaacaaaaca
aactagcaaaataggcetgtececagtgcaagtgeaggtgecagaacattictetatcgatactcgagggecargcaggtaggatitgag
cigtgtttccegecctgatectetetcetetggeggecggagectecgtaggetccaagectggeccagattcggeggegeagecgge
cttcegegegteegeacctagegggggetecggggetecggegeggeaceggggggcgetegggatetggetgaggetccaagg
ceegegtggecggeteetectgetggpgeaggtggeggcetgegegeecegeecgageccagggaccecetcagecgeaacaacc
agcaaggaccccccgacicagecccaagecaccetgeatetgeacticagacggggogeaccegeagtgeagecteetggtggggeg
ctgggageccgeetgeecctgecigeccggagaccecagetcacgageacaggecgeccgggeaccccagaaacccgggatgg
ggcecectgaattetctaggacggeceattcageatggecettggegeicigeggeteee tgccceccacccagectegecceegegeac

ceceeccageeecigegaccgeegeecceceeeeeggggeeoeagggeoccagecegeaceeccegeceegetettgactegagtt
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gCEERBECRRCCEEERBCEEgacagaaCIcCaCgERegelcaliggcaCgppcacgaggrragegpleeegeggee
ctgpgcegeggetggegegactataagageegggegtggeegeecgeagitegectgetelecggeggagetgeglgaggeeegg
ceggeeccggececceccttecggeegeccecgectectggeccacgectgeecgegetetgeccaccagegectecatcgggea
aggcpgecccgegtcgacaagettagetacgetagegpcattceggtacigttggtaaagecaccatggaagacgecaaaaacataa
agaaaggccecggcgecattctatcegetggaagatggaaccgetggagageaactgcataaggetatgaagagatacgecetggtte
ctggaacaattgcttttacagatgeacatatcgaggtggacatcacttacgetgagtacticgaaatgtecgticggtiggeagaagetat
gaaacgalatgggcetgaatacaaatcacagaatcgtegtatgcagtgaaaactctcticaatictitatgecggtgttgegepegttatttat
cggagttgcagttgegeccgegaacgacatitataatgaacgtgaattgetcaacagtatgggcatttcgeagectacegtggtgttegtt
tccaaaaaggggttgcaaaaaattitgaacgtgcaaaaaaageteccaatcatccaaaaaattattatcatggatictaaaacggattace
agggatttcagtcgatgtacacgticgtcacatctcatctaccteccggtittaatgaatacgattttgtgecagagtccticgatagggaca
agacaattgcactgatcatgaactcctcetggatctactggietgectaaaggigitegetetgecicatagaactgectgegtgagaticicg
catgccagagatcctatttitggcaatcaaatcaitecggatactgegattttaagigttgttecattccatcacggttttggaatgtitactaca
ctcggatatttgatatgtpgattticgagtcgtcttaatgtatagatttgaagaagagcetgtitctgaggagecticaggattacaagattcaaa
gtgegetgetggtgecaaccctattetecticticgecaaaageactctgattgacaaatacgatttatctaatttacacgaaattgettctgg
tggegetecectetctaaggaagteggggaageggtigecaagaggttecatetgecaggtatcaggcaaggatatgggcetcactgag
actacatcagcetattctgattacacccgagggggatgataaaccgggegeggteggtaaagtigttccattttttgaagegaaggtiglog
atctggataccgggaaaacgcetgggegttaatcaaagaggegaactgtgtgtgagaggtectatgattatgtceggttatgtaaacaate
cggaagcgaccaacgecitgatigacaaggatggatggetacattctggagacatagettactggpacgaagacgaacacticttcate
gltgaccgectgaagictctgattaagtacaaaggetatcaggtggeteccgetgaattiggaatecatettgetecaacaceccaacatct
tcgacgeaggtgtcgeaggtcticeegacgatgacgecggtgaacticeegeegeegitgitgtiitggapgcacggaaagacgatgac
ggaaaaagagatcgtggattacgicgecagicaagtaacaaccgegaaaaagtigegeggaggagtigtgtiigtggacgaagtace
gaaaggtcttaccggaaaactcgacgeaagaaaaatcagagagatectcataaaggecaagaagggeggaaagatcgecgtgtaat
ctegagacgtagggtace (SEC 1D Ne: 20).
Ejemplo 1: Actividad anti-carcinoma de vejiga superior por una construccion unica que contiene genes de
DTA expresados por separado a partir de los promotores de H19 y P4
En primer lugar, se ensayo el efecto terapéutico antineoplasico de la construccion de doble promotor H19-DTA-P4-
DTA in vitro determinando su capacidad para lisar tres lineas de carcinoma de vejiga humano diferentes, en relacién
con las construcciones de promotor Unico. La actividad antitumoral se determiné por medicién de la inhibicion de la
actividad luciferasa después de cotransfeccion con LucSV40. Se cotransfectaron las lineas celulares de cancer de
vejiga T24P, Umuc3 y HT-1376 con H19-DTA, P4-DTA, o H19-DTA-P4-DTA a las concentraciones indicadas y 2 pg
de LucSV40. Se determiné la actividad luciferasa como un indicador de la supervivencia de las células transfectadas
y se comparo6 con la de células transfectadas con LucSV40 solamente. H19-DTA y P4-DTA fueron capaces de dirigir
la expresion del gen de DTA y reducir de este modo la actividad luciferasa de una manera de respuesta a dosis.
H19-DTA-P4-DTA, sin embargo, mostré una eficacia muy superior en la lisis de las lineas celulares de cancer, en
relacién con cada una de las construcciones del promotor Unico, en células T24P (Figuras 2A-C). Se obtuvieron

resultados muy similares cuando el experimento se repiti6 con células UMUC3 (Figuras 3A-C) y HT-1376 (Figuras
40A-B).

Por lo tanto, un vector de expresion de DTA, que portaba en la misma construccion dos genes separados que
expresaban la toxina DTA a partir de H19 y P4, mostrd capacidad significativamente superior para lisar diversas
lineas celulares de cancer de vejiga humanas, en relaciéon con vectores de expresion que portaban un de los genes
solo.
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Ejemplo 2: Actividad anti-carcinoma de higado superior por una construccion unica que contiene genes de
DTA expresados por separado a partir de promotores de H19 y P4

Se ensay0 el efecto terapéutico antineoplasico de las construcciones descritas en el Ejemplo 1 in vitro en células de
cancer de higado humano Hep3B (carcinoma hepatocelular). Como se ha visto con las lineas celulares de
carcinoma de vejiga, la construccion de doble promotor H19-DTA-P4-DTA mostré eficacia muy superior en la lisis de
lineas celulares cancerosas, en relacién con cada una de las construcciones de promotor Unico (Figuras 4A-B).

Por lo tanto, los vectores de expresiéon de doble promotor H19-DTA-P4-DTA muestran capacidad significativamente
superior para lisar células de carcinoma de higado, en relacién con cada gen solo.

Ejemplo 3: Actividad anti-carcinoma de ovario superior por una construccion unica que contiene genes de
DTA expresados por separado a partir de promotores de H19 y P4

Se ensay0 el efecto terapéutico antineoplasico de las construcciones descritas en el Ejemplo 1 in vitro en células de
cancer de ovario humano ES-2 (carcinoma de células claras). Como se ha visto con las lineas celulares de
carcinoma de vejiga, la construccion de doble promotor H19-DTA-P4-DTA mostré eficacia muy superior en la lisis de
lineas celulares de cancer, en relacion con cada una de las construcciones de promotor Unico (Figuras 5A-B).

Por lo tanto, los vectores de expresion de doble promotor H19-DTA-P4-DTA muestran capacidad significativamente
superior para lisar células de carcinoma de ovario, en relacién con cada gen solo.

Ejemplo 4: Actividad anti-carcinoma pancreatico superior por una construccion Unica que contiene genes de
DTA expresados por separado a partir de los promotores de H19 y P4

Se ensayo el efecto terapéutico antineoplasico de las construcciones descritas en el Ejemplo 1 in vitro en células de
cancer pancreatico de hamster PC-1 (carcinoma ductal pancreatico) y cancer pancreatico humano CRL-1469
(carcinoma epitelioide). Como se ha visto con las lineas celulares de carcinoma de vejiga, la construccion de doble
promotor H19-DTA-P4-DTA mostré eficacia muy superior en la lisis de las lineas celulares de cancer pancreatico de
hamster (Figura 6A-B) y humano (Figura 7A-B), en relacién con cada una de las construcciones de promotor Unico.

Por lo tanto, los vectores de expresiéon de doble promotor H19-DTA-P4-DTA muestran capacidad significativamente
superior para lisar células de carcinoma pancreatico, en relaciéon con cada gen solo.

En general, los vectores de expresion H19-DTA-P4-DTA mostraron sistematicamente capacidad superior cuando se
ensayaron frente a un espectro amplio de células tumorales, en relacién con los vectores de expresion que portan
uno de los genes solo. La uniformidad de estos resultados a través de cada una de estas lineas celulares de cancer
demuestra la capacidad superior de las construcciones H19-DTA-P4-DTA contra cancer en general.

Ejemplo 5: Actividad superior por una construccion unica que contiene genes de DTA dirigidos por P3 y P4
separados frente a seis tipos de carcinoma diferentes

A continuacion, se ensay6 la actividad de la construccion de expresién de doble promotor, que expresa DTA a partir
de los promotores P3 de IGF-1l y P4 de IGF-1l, P4-DTA-P3-DTA, frente a dos lineas celulares de carcinoma de vejiga
humano diferentes (T24P y HT-1376), en comparacién con las construcciones de promotor Unico correspondientes.
Las células se cotransfectaron con 2 ug de LucSV40 y P3-DTA, P4-DTA o P4-DTA-P3-DTA a las concentraciones
indicadas en las figuras. Se determiné la actividad luciferasa y se comparé con la de las células transfectadas con
LucSV40 solamente. P3-DTA y P4-DTA fueron capaces de dirigir la expresién del gen de DTA y reducir de este
modo la actividad luciferasa de una manera de respuesta a dosis en ambas lineas celulares. La construcciéon de
doble promotor P4-DTA-P3-DTA sin embargo, mostrd eficacia superior en la lisis de las lineas celulares cancerosas,
en relacion con cada una de las construcciones de promotor Unico, en células T24P (Figuras 8A-B) y células HT-
1376 (Figuras 9A-B). Se obtuvieron resultados muy similares también en células de carcinoma de higado humano
Hep3B (Figuras 10A-B). Se obtuvieron resultados muy similares también en células de carcinoma de ovario humano
ES-2 (Figuras 11A-B). Se obtuvieron resultados muy similares también en células de carcinoma pancreatico de
hamster PC-1 (Figuras 12A-B) y células de carcinoma pancreatico humano CRL-1469 (Figuras 13A-B).

Por lo tanto, los vectores de expresion de DTA, que portaban en la misma construccién dos genes separados que
expresaban la toxina DTA a partir de los promotores P3 de IGF-1l y P4 de IGF-Il, mostraron sistematicamente
capacidad significativamente superior cuando se ensayaron frente a seis lineas celulares de cancer diferentes, en
relacién con vectores de expresién que portaban uno de los genes solo. La uniformidad de estos resultados a través
de un amplio espectro de células tumorales demuestra la capacidad superior de las construcciones P4-DTA-P3-DTA
frente a canceres en general.

Ejemplo 6: Actividad superior por una construccion unica que contiene genes de DTA dirigidos por H19 y P3
separados frente a células de carcinoma de vejiga

A continuacion, se ensayd la capacidad de la construccion de expresion de doble promotor, H19-DTA-P3-DTA frente
a las lineas celulares de carcinoma de vejiga humana T24P, en comparacién con las construcciones de promotor
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Unico correspondientes.

Se ensayo el efecto terapéutico de las construcciones in vitro determinando su capacidad para lisar lineas celulares
de cancer de vejiga humana, como se determind por cotransfeccion con LucSV40 y medicion de inhibicién de la
actividad luciferasa. La linea celular de cancer de vejiga humana T24P se cotransfecté con 2 pg de LucSV40 y H19-
DTA, P3-DTA o H19-DTA-P3-DTA a las concentraciones indicadas en las figuras. La actividad luciferasa se
determin6 y se comparé con la de las células transfectadas con LucSV40 solamente. H19-DTA y P3-DTA fueron
capaces de dirigir la expresion del gen de DTA y reducir de este modo la actividad luciferasa de una manera de
respuesta a dosis en las tres lineas celulares. La construccion de doble promotor H19-DTA-P3-DTA, sin embargo,
mostr6 eficacia superior en la lisis de las lineas celulares de cancer, en relaciéon con cada una de las construcciones
de promotor Unico (Figuras 14A-B).

Por lo tanto, los vectores de expresion de DTA, que portaban en la misma construccion dos genes separados que
expresaban la toxina DTA a partir de los promotores de H19 y P3 de IGF-II, mostraron capacidad significativamente
superior cuando se ensayaron frente a células de carcinoma de vejiga, en relacion con los vectores de expresion
que portaban cada gen solo.

Ejemplo 7: Los genes de DTA expresados por separado a partir de los promotores de H19 y P4 muestran
actividad antineoplasica mayor que la aditiva cuando estan presentes en una construccion unica

A continuacién, se ensay6 la presencia de efecto antineoplasico mayor que el aditivo de la construccién de doble
promotor H19-P4-DTA en lineas celulares de cancer de vejiga humana T24P y HT-1376, la linea celular de cancer
de ovario humano ES-2, la linea celular de cancer de higado humano Hep3B, la linea celular pancreatica de hamster
PC-1 y la linea celular pancreatica humana CRL-1469. T24P, ES-2, Hep3B, PC-1 y CRL-1469 se cotransfectaron
con 2 ug de LucSV40 y (a) las concentraciones indicadas en las figuras de las construcciones de promotor Unico
H19-DTA + P4-DTA en combinacién, o (b) la misma cantidad de H19-DTA-P4-DTA que para una de las
construcciones de promotor Unico. La cantidad total de ADN cotransfectado en las muestras que recibieron ambas
construcciones de promotor Unico fue por lo tanto dos veces la de las células transfectadas con H19-DTA-P4-DTA.
La actividad luciferasa se determin6 y se comparé con la de células transfectadas con LucSV40 solo. La
construccion de doble promotor H19-DTA-P4-DTA mostro eficacia superior en la lisis de lineas celulares de cancer,
en relaciéon con la actividad combinada de ambas construcciones de promotor Unico (H19-DTA + P4-DTA), en
células T24P (Figuras 15A-B). Se obtuvieron resultados muy similares en células cancerosas de higado humano
Hep3B (Figuras 16A-B), células de cancer de ovario humano ES-2 (Figuras 17A-B), células pancreaticas de hamster
PC-1 (Figuras 18A-B), células de cancer pancreatico humano CRL-1469 (Figuras 19A-B) y células HT-1376 (Figura
23A-B).

Por lo tanto, los genes que codificaban DTA dirigidos por P4 de IGF-1l y dirigidos por H19 presentes en un vector de
expresion Unico mostraron actividad antineoplasica mayor que la aditiva en relacién con los vectores de expresion
que portaban cada gen solo cuando se ensayaron frente a un amplio espectro de células tumorales. La uniformidad
de estos resultados a través de cada una de estas lineas celulares de cancer demuestra la capacidad superior de
las construcciones de H19/P4 frente a cancer en general.

Ejemplo 8: Los genes de DTA expresados por separado a partir de los promotores P3 y P4 muestran
actividad antineoplasica mayor que la aditiva cuando estan presentes en una construccion sencilla

A continuacién, se ensay6 la presencia de efecto antineoplasico mayor que el aditivo de los plasmidos de doble
promotor P4-DTA-P3-DTA en células HT-1376, ES-2, Hep3B, PC-1 y CRL-1469, exactamente como se ha descrito
en el ejemplo anterior. La construccion de doble promotor P4-DTA-P3-DTA mostr6 eficacia superior en la lisis de
lineas celulares cancerosas, en relacion con la actividad combinada de ambas construcciones de promotor Gnico
(P3-DTA + P4-DTA), en células HT-1376 (Figuras 20A-B). Se obtuvieron resultados muy similares en células ES-2
(Figuras 21A-B), células Hep3B (Figura 22) y células CRL-1469 (Figuras 24A-B).

Por lo tanto, los genes que codificaban DTA dirigidos por P4 de IGF-Il y dirigidos por P3 de IGF-Il presentes en un
vector de expresioén Unico mostraron actividad antineoplasica mayor que la aditiva en relacion con vectores de
expresion que portaban uno de los genes solo cuando se ensayaron frente a un amplio espectro de células
tumorales. La uniformidad de estos resultados en cada una de estas lineas celulares demuestra la capacidad
superior de las construcciones P3-DTA-P4-DTA frente a cancer en general.

Ejemplo 9: Modelo animal de carcinoma de vejiga
El modelo heterotopico para tumores de vejiga subcutaneos

Se inyectaron por via subcutanea 2 x 10° células de carcinoma de vejiga humana T24P o 3 x 10° HT-1376 en
solucion salina tamponada con fosfato en los dorsos de ratones hembra desnudos de 6-7 semanas de edad para
establecer tumores de vejiga heterotépicos. 10 dias después de la inoculacién, aparecieron tumores medibles que
se trataron con los vectores de expresion H19-DTA-P4-DTA, P4-DTA-P3-DTA y H19-DTA-P3-DTA.
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Tratamiento de los tumores subcutaneos heterotopicos

Los animales se separaron en grupos del mismo tamafo (n=6). Se administraron 3 inyecciones de 25 pg/tumor de
los vectores de expresion (P4-DTA-P3-DTA, H19-DTA-P4-DTA, o H19-DTA-P3-DTA respectivamente) o el vector de
control (P4-Luc-P3-Luc, H19-Luc-P4-Luc, o H19-Luc-P3-Luc respectivamente) a cada tumor. En cada punto
temporal, se midieron las dimensiones del tumor usando un calibrador, y se calcul6 el volumen tumoral de acuerdo
con la formula de anchura?® x longitud x 0,5. Los animales se sacrificaron 3 dias después de la Gltima inyeccion, se
escindieron los tumores y se midieron el peso y el volumen ex vivo.

Ejemplo 10: La construccion H19-DTA-P4-DTA muestra actividad antineoplasica mayor que la aditiva en
varios modelos de cancer de vejiga in vivo

Resultados T24P

Se ensayo la actividad terapéutica antineoplasica de H19-DTA-P4-DTA en un modelo de cancer de vejiga in vivo. Se
inyectaron por via subcutanea células de carcinoma de vejiga humana T24P en los dorsos de ratones hembra
atimicos para realizar un modelo de cancer de vejiga heterotopico. 10 dias después, los ratones desarrollaron
tumores heterotépicos medibles. La potencia terapéutica de los vectores se ensay6 administrando directamente 3
inyecciones de 25 pg/tumor de los vectores de expresién o el vector de control (H19-Luc, P4-Luc y H 19-Luc-P4-Luc,
que expresan luciferasa bajo el promotor de H19, promotor P4 o ambos promotores, respectivamente) en cada
tumor de céancer de vejiga heterotdpico. Se determiné el tamafo del tumor y se calcul6 el aumento en veces in vivo
del tamafio del tumor al final de cada tratamiento.

Tres inyecciones de H19-DTA (Figura 25) y P4-DTA (Figura 26) a intervalos de dos dias fueron capaces de inhibir el
desarrollo del tumor en al menos el 49 % y el 57 %, respectivamente en comparacién con tratamiento con H19-Luc y
P4-Luc, respectivamente. Sin embargo, tres inyecciones del plasmido de doble promotor H19-DTA-P4-DTA a
intervalos de dos dias inhibieron el desarrollo del tumor en al menos el 70 %, en comparacién con el tratamiento con
H19-Luc-P4-Luc (Figura 27). La construccién de doble promotor mostré por lo tanto capacidad potenciada para
inhibir el desarrollo tumoral in vivo, en comparacién con cada una de las construcciones de promotor Unico (H19-
DTAy P4-DTA).

Para confirmar la diferencia entre los grupos de H19-DTA-P4-DTA y H19-Luc-P4-Luc, se escindieron tumores y se
determiné su peso y volumen ex vivo. Los ratones tratados con H19-DTA-P4-DTA mostraron al menos una
reduccion del 61 % del volumen tumoral ex-vivo (Figura 28) y al menos una reduccion del 54 % de peso tumoral ex-
vivo (Figura 29) en comparacién con el tratamiento con H19-Luc-P4-Luc.

Para ensayar si la actividad antineoplasica in vivo de H19-DTA-P4-DTA era mayor que la aditiva, se traté a un grupo
adicional de ratones que contenian tumor T24P con tres inyecciones de 25 ug cada una de construcciones del
promotor Unico H19-DTA + P4-DTA en combinacion. La cantidad total de ADN cotransfectado administrada fue por
lo tanto dos veces la del grupo de H19-DTA-P4-DTA. Como puede verse en la Figura 30, el desarrollo tumoral en
ratones que recibieron plasmidos tanto H19-DTA como P4-DTA se inhibié en el 63 % en comparacion con ratones
tratados con H19-Luc + P4-Luc combinado. Se observé un efecto potenciado en los ratones tratados con la
construccion de doble promotor H19-DTA-P4-DTA, en la que el desarrollo tumoral se inhibié en 70 % en
comparacién con los ratones tratados con el plasmido de control H19-Luc-P4-Luc (Figura 27). Por lo tanto, el vector
H19-DTA-P4-DTA mostré actividad antineoplasica mayor que la aditiva in vivo.

La Figura 31 resume todos los datos del modelo de cancer de vejiga T24P. H19-DTA-P4-DTA muestra claramente
actividad superior a cada uno de los plasmidos promotores Unicos solos y también superior a su actividad
combinada.

Resultados de HT-1376

Se ensayd la capacidad terapéutica de H19-DTA-P4-DTA en otro modelo de cancer de vejiga, HT-1376. Se
realizaron experimentos como se describe para el modelo T24P. Se administr6 a los ratones que contenian tumores
HT-1376 25 ug de cada uno de H19-DTA y P4-DTA en combinacién o 25 ug de H19-DTA-P4-DTA. La administraciéon
de H19-DTA y P4-DTA en combinacion inhibié el desarrollo tumoral en al menos el 64,5 % en comparacién con
tumores tratados con H19-Luc + P4-Luc combinado (Figura 32), mientras que H19-DTA-P4-DTA inhibi6 el desarrollo
tumoral en al menos el 67 % en comparacion con tratamiento con H19-Luc-P4-Luc (Figura 33). Por lo tanto, H19-
DTA-P4-DTA mostrdé actividad antitumoral potenciada, en comparacion con la actividad combinada de las
construcciones de promotor Unico.

Ejemplo 11: La construccion P4-DTA-P3-DTA muestra actividad antineoplasica mayor que la aditiva en un
modelo de cancer de vejiga in vivo

A continuacién, se ensay6 la actividad terapéutica antineoplasica de P4-DTA-P3-DTA en el modelo de cancer de
vejiga in vivo T24P descrito anteriormente en el presente documento en los Ejemplos 9-10. Se realizaron
experimentos como se ha descrito anteriormente.

53



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2394129 T3

Tres inyecciones de P3-DTA a intervalos de dos dias fueron capaces de inhibir el crecimiento tumoral en al menos el
50,5 % en comparacion con tratamiento con P3-Luc (Figura 34), mientras que P4-DTA administrado de la misma
manera inhibid el crecimiento tumoral en al menos el 57 % en comparacién con el tratamiento con P4-Luc (Figura
35). Por el contrario, 3 inyecciones del plasmido de doble promotor P4-DTA-P3-DTA a intervalos de dos dias
inhibieron el desarrollo tumoral en al menos el 70 % en comparacion con el tratamiento con P3-Luc/P4-Luc (Figura
36). Por lo tanto, P4-DTA-P3-DTA mostr6 actividad antitumoral potenciada, en comparacién con cada una de las
construcciones de promotor Unico (P3-DTA y P4-DTA).

Para ensayar si la actividad antineoplasica in vivo de P4-DTA-P3-DTA fue mayor que la aditiva, se traté a un grupo
adicional de ratones que contenian tumor T24P con 3 inyecciones de 25 ug cada una de construcciones de promotor
unico P3-DTA + P4-DTA en combinacion. La cantidad total de ADN cotransfectado administrado fue por lo tanto dos
veces la del grupo de P4-DTA-P3-DTA. El desarrollo tumoral se inhibié en al menos el 63,3 % en comparacién con
tratamiento con P3-Luc + P4-Luc combinado (Figura 37), una cantidad menor del 70 % de la observada con el
tratamiento con P4-DTA-P3-DTA (Figura 36). Por lo tanto, el vector P4-DTA-P3-DTA muestra actividad
antineoplasica mayor que la aditiva in vivo.

Ejemplo 12: Inhibicién del crecimiento tumoral in vivo por vectores de expresion H19-DTA-P3-DTA

A continuacién, se ensayo6 la actividad terapéutica antineoplasica del plasmido de doble promotor H19-DTA-P3-DTA
en el modelo de cancer de vejiga in vivo T24P descrito anteriormente en el presente documento en los Ejemplos 9-
10. Se realizaron experimentos como se ha descrito anteriormente.

Tres inyecciones de H19-DTA a intervalos de dos dias fueron capaces de inhibir el crecimiento tumoral en al menos
el 49 % en comparacién con tratamiento con H19-Luc (Figura 25), y P3-DTA administrado de la misma manera
inhibio el crecimiento tumoral en al menos el 50,5 % en comparacion con el tratamiento con P3-Luc (Figura 38). Por
el contrario, 3 inyecciones de H19-DTA-P3-DTA a intervalos de dos dias inhibieron el desarrollo tumoral en al menos
el 59 % en comparacion con el tratamiento con H19-Luc/P3-Luc (Figura 39). Por lo tanto, H19-DTA-P3-DTA mostro
actividad antitumoral potenciada, en comparacion con cada una de las construcciones de promotor Unico (H19-DTA
y P3-DTA).

En general, los resultados presentados en el presente documento demuestran que las construcciones de promotor
multiple muestran capacidad potenciada, mayor que la aditiva para inhibir el desarrollo tumoral, en comparacion con
las construcciones de promotor Unico correspondientes.

Listado de secuencias

<110> Yissum Research Development Company of the Hebrew university of Jerusalem Hochberg, Avraham Amit,
Doron

<120> CONSTRUCCIONES QUE CONTIENEN MULTIPLES CASETES DE EXPRESION PARA TERAPIA DE
CANCER

<130> BCL 008 PCT
<160> 24

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 830

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

54



10

ctgcagggec
ggtggctgag
gcgggectag
cgtaagcaca
gggtgcccag
ggtcaactgg
cacttccetc
tgatggtggc
cccagecatg
cccetgaggg
ggcaatgctc
gaattccagg
gggccctgeg
aattctggeg
<210> 2

<211> 833
<212> ADN

ccaacaaccc
ggagtcgaaa
gagagtctgt
gccecggeaac
cggctgtgag
atgggaatcg
tgcccctcag
aggaaggggc
tgcaaagtat
gagacagtgg
agccctgtet
atgggtgctg
ggggccctcg
ggccacccca

<213> Homo sapiens

<400> 2

gacaaccctc
agtcgaaact
gagtctgtga
ccggeaacat
gctgtgggga
gggaatcggc

ccectcagea
gaaggggccc
caaagtatgt
gacagtggtc
cctgtctecy
ggtgctgggt
gccctcggga

gccaccecag

<210> 3
<211> 877

accaagggcc
cgccagtcte
ggccgeccac
gcggtcttca
ctctgtectg

€tggggaggct

cccecaccect
tcrgtgccat
gcagggcgcet
tgggagggag
gatgccaaag
gagagagacg
gggccctget

ttagaaaaag
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tcaccaaagg
ctcgccagtc
gaggccgecc
atgcggrctt
gactctgtcc
gcctgggggg
caccccacce
cctctgtgec
gtgcaggocg
tctgggaggg
ccggatgeca
ggtgagagag
ggagggcect
gttagaaaaa

aaggtggtga
cactccactc
cgcttgtcag
gacaggaaag
cggaaaccgc

ggcaccgege

actctccagg
ccgagtccce
ggcaggcagg
aagtcctgge
gaggggtgcg
tgtgctggaa
ctgattggec
cccgggetag

ccaaggtggt
tccacrccac
accgettgec
cagacaggaa
tgcggaaacc
ctggcaccgc
ctactctcca
atccgagtcc
ctggcaggea
agaggtcctg
aaggaggggt
acgtgtgctg
gctctgattg
gcccgggeta

ccgacggace
ccaaccgtgg
tagagtgcgc
tggccgegaa
ggtgacgagc
ccaccagggg

aacgtgagtt
agggacccgce
gagcagcagg
cctgagggag
gggaggccgt
ctgtccaggg
ggcagggcag
gaccgaggag
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gaccgacgga
tcccaaccgt
agtagagtgc
agtggccgceg
gcggtgacga
gcccaccagg
ggaacgtgag
ccagggacce
gggagcagca
gaccctgagg
gcggggaggce
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tggctqagggy
gggcctggga
taagcacagc
gtgcccageg
tcaactggat
ctrcectctg

atggtggcag
cagccatgtg
cctgagggga
aatgctcagc
ttccaggatg
€cctgcgggy
tctgggcggag
gag
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caaggacatg
gagcagcagg
gcctagacec
gatggacacc
cagcccagec
cagcectgte
cttcccagec
cagccctgec
ctgcccaget
gtgagcacag
tgggtgctca
accgccagea
cctggetece
tgtccceget
tagcaaggaa
<210> 4

<211> 1960
<212> ADN

gaatttcgga
aaggcecttgg
ccagcattga
atcgcccact
ctgceccttec
ctgcectgec
ctgaccttcc
ctgccctgec
cagccctgec
gcttgacctt
cgggtcagac
tgctgtggat
gaggceaccc

cctgeegect

ggggagctcg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1016)..(1016)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
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<223>nesa,c,got

<400> 4
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ccttctgtee
gtctagagcc
agggtggtca
ccacccggec
cagecctgec
cagcccagec
cagccctgee
ctgecctgec
caccccagcec
agaaagaggc
aagcccagag
gtgcatggcec
ctcttatgec
gcacccectg

aattcctgca

ccaccctete
tagaaatgga
gacttcctgt
ctgcccagee
cagcccagcet
cagcccagec
cagcccaget
cagccetace
cagcecagec
tggcaacgag
ccrgetecce
tcagggctac
atgaaccctg

agcagccece

gcceggg
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tgctgagect
ccececacgte
gagaggaagc
ctgcccagtc
catccctgee
ctgccctgec
catccctgee
cagcccagec
cagcatgcgt
ggctgaggcc
tgccacgggt
tggctccagg
tgccacacce

tgtgtgttte

aggaacctct
cacctgccca
cactaagcgg
cagcccagtce
ctacccagcee
ctgcectgec
ctacccaget
ctgecctgee
tctctggatg
accaggccac
cggggctgtc
ctgcccecge
accfctgagc

atgggagtct

60
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180
240
300
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420
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600
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840
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ccgggtaccg agctcccagg aagataaatg atttcctcet ctctagagat gggggtggga 60
tctgagcact cagagccaag ggcgcagtgg gtccgggcgg gggecctect cggoccteec 120
aacatggggg ccaggaggtc agcccctcaa cctggaccce ggetgggtct cagggaatgg 180
tctcccccag tggeccaget tgettgtott ttcagatggg tgtgcatggg tgtgtgtgtg 240
tgtgtgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtyg tgtgatgcct gacaagoccc agagagecaa 300
agacctgagt ggagatcttg tgacttctca aaagggggat tggaaggttc gagaaagagc 360
tgtggtcagce cttgctctcc cttaagyctg tggtaaccac actaggcata gcataggect 420
gCgeccCgte Cctecttcce TCCtecgege cterecttte tetttetece cectetacce 480
cgctecctgg cctgectectg gtgacaccgt tggecccctt ccagggctga gggaagecag 540
¢gggggccce ttcctgaaag cccacctgca ggecggettg ctgggaaggg gctgcteteg 600
cagaggctcc cgcccgecct gcagccgttt cctggaagca gtcgcetgtgg gtattctgtt 660
ccttgtcage actgtgettg Caaagaaagc agacactgtg ctccttgtcc ttagggagec 720
ccgctccate acccaacacc tggctggaca caggcgggag gccgggtccg cggggagcgg 780
€gcggggcetg gggccggace attaaacaca €acgggegec aggcactgca ggetectect 840
CCtCccLcctg cccagegect ctygctcacag gcacgtgcca agccccetagy ccaggaggec 900
agcagtgggt gcagaacaag ctccrgggaa gggggtgcag ggcggaccce cggggagaag 960
ggctggcagg getgtygggog acgctgaccyg tgggccccac grtgcagaaa actggntgec 1020
tggctggaag atgggggaga tgccaagect ctgaggcagc acgagcaggg tgcatggagg 1080
€cggggcgcg gogaggetge actgcagecat gcaccccaaa gcccanaggg agtggagace 1140
aggccctgga atcgagaagt agaaaggcgg cttggaggcc tcggaaccgg ctgacctcca 1200
acagagtggg tctccagect ggctetgece tgecgeaggt ccccieccct cattaccagg 1260
cctagagcct ccagteccgg tggcccccag cccgagggtg aacggectca ccctgggecg 1320
tgggacagag ggcacgttca tcaagagtgg ctcccaaggg acacgtggct gtttgcagtt 1380
cacaggaagc attcgagata aggagcettgt tttcccagtg ggcacggagc cagcagggag 1440
gctgtgggge agcccagggat gcaaggccag gotgtggggc tgcagetgec ttgggceccca 1500
ctcccaggee tttgcgggag 9tgygaggcg ggaggcggca getgcacagt ggccccagge 1560
gaggctctca gccccagtcg ctetccgggt gggcagcecca agagggtctg getgagectce 1620
ccacatctgg gactccatca cccaacaact taattaagge tgaatttcac gtgtcctgtg 1680
acttgggrag acaaagcccc tgtccaaagg ggcagccage ctaaggcagt 9gg9gacggcg 1740
tgggtggcgg gcgacgyagg agatggacaa caggaccgag ggtgrgcggg cgatggggga 1800
gatggacaac aggaccgagg gtytgcgggce gatgggggag atggacaaca ggaccgaggg 1860
tgtgcgggac acgcatgtca ctcatgcacg ¢caatggggg gcgtgggagg ctggggagca 1920
gacagactgg gctgggctgg gcgggaagga cgggcagatg 1960
<210>5
<211> 4085

57
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1016)..(1016)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (1126)..(1126)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (2194)..(2194)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (3235)..(3235)
<223>nesa,c,got

<400>5

ccgggtaccg
tetgageact
aacatggggg
tcteccecag
tgtgtgtgtg
agacctgagt
tgtggtcagce
gcgecccgtc
cgcteectgg
cgggggcccc
cagaggctcc
ccttgtcagce
ccgceteeate
€gcggggctg
cctectectg
agcagtgggt
ggctggcagg
tggctggaag
<cggggcgcg

agctcccagg
cagagccaag
ccaggaggtc
tggcecaget
tgtgtgtygtg
ggagatcttg
cttgctctee
cctectteee
ccrgetectg
ttcctgaaag
cgccegeect
actgtgcttg
acccaacacc
gggccggacc
cccagcgect
gcagaacaag
gctgtgggag
atgggggaga
gggaggcgce
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aagataaatg
ggcgcagtygg
agcccctcaa
tgcttgtott
tgtgtgtgty
tgacttctca
cttaaggctg
tcetecegege
gtgacaccgt
cccacctgea
gcagcegttt
caaagaaagc
tggctggaca
attaaacaca
ctgctcacag
ctcctgggaa
acgctgaceg
tgccaagect

actgcagcat

atttcctcct
gatccgggcog
cctggacccce
ttcagatgqg
tgtgatgcct
aaagggggat
tggtaaccac
ctctccrttc
tggccccctt
ggccggcetig
cctggaagca
agacactgtg
caggcgggay
cacgggegec
gcacgtgcca
ggggotgcag
tgggccccac
ctgaggcage

gcaccccaaa

58

ctctagagat
gggccctect
ggctgggtct
tgtgcatggg
gacaagcccc
tggaaggttc
actaggcata
tctttctccc
ccagggctga
€tgggaaggyg
gtcgctatag
ctecrtgtce
gccgggtccg
aggcactgca
agccectagg
ggcggaccec
gttgcagaaa
acgagcaggg
gcccanaggg

gggggtggga
cggcectcec
cagggaatgg
tgtgtgtgtg
agagagccaa
gagaaagagc
gcataggccr
ccctctacce
gggaagccag
gctgctrctcg
gtattctgtt
ttagggagce
€9999agcgg
ggctectect
ccaggaggcc
cggggagaag
actggntgcc
tgcatggagg
agtggagacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140



aggccctgga
acagagtggg
gctatgtgtc
cagggctgca
tcaggctctc
gtggggagcc
ggtgcagggg
tccgecactce
caggagatgg
gcaggcagca
cacgtagggc
gtgatgtctg

cctcactccc

tgggggtcct

cctctgagcg
tcccctctag
aggtgcatgg
gctctaggcet
cagtacgggc
ggccactggt
gctgtgtggt
tgccagggec
cgtccagggc
acccaggaga
cccaaggagt
ccgtccccag
ccaggacaca
ccctttccaa
gggccgecag
gacccaggac
ggcttggccg
cccagtgagt
dgaggggaaa
gacagggttc

atcgagaagt
gccggccctg
atgggcaagc
aggcagggcea
ccaggaggaa
atggtggcag
tcagggctct
cccactcccg
ggcccaggag
ttcagagcag
ccccgagggg
cagctccggc
caggcccaca
ggcaccgctg
tccccaacca
agagaaacgt
ggtcaggggt
tcaggggtct
ctceccctecc
gagagggtgg
cccctccaag
tcccagagec
cggctgtggc
ggcctegect
ctgaaggctg
gcccagetgg
ccggectgtt
agaggtttct
gggctgggga
catccaggga
ccecegeect
gatgtccagg
99cgggggcy
tgggagggag
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agaaaggcgg
gaggcaaaga
cacaggatat
ggggagacag
cattctcccg
ctggggtcgt
ggggcccaca
cttggctcat
gcaagcaggg
gcggcgtgeg
ctccccattg
cagccagggt
cactagccca
ctcctctgcec
gtaagtgtgg
ggaggtcctg
cccagaatgg
gtctgcacag
tgccccgtge
acagggaagg
tagggacaac
ctgtgagccc
ccagaacccc
ccactgaggg
gagacccggg
ggacacgtcc
gggggtctct
ggggcccagg
ctgtctcctg
ggcccgtctg
gcctcccatt
ggccctggaa
gggaaaagta
ggagccactg

cttggaggcc
ggtgcccggg
gtagccegct
cacgggggag
acaggaggaa
ggcagatggg
tgcctgtggg
aggctgggcec
ccccaaagac
tggcgggggc
gccggceagtg
ttatggagcg
ctgttcaggg
caccctaact
ggcccagcag
gggctggggg
cccctgggaa
gggntagccc
tctgtccggt
gccgecgtag
ccttctgagg
ctggggogtc
agcttcccag
gccaccgacc
gctgggacca
ccecttetcete
tttaagtgct
tgggatgcgt
gggaaggaag
tggggcaagc
ccttagetcc
aggtcacagc
cgtggaggaa
gggccgecegg

59

tcggaaccgg
gtccggecct
ctgagcctat
caaggagcag
gagacggccc
agagaggctg
agcaggcagg
caagggtgog
atttagaaaa
cctgggagca
acatcacccc
agacccagcc
tccggagtgg
tcccggeatc
gcctgecgtc
cgctcatagce
ggacctcagc
ctcccagacc
gcttcctgga
tgcctgttec
gcttgggggc
tggcctgatg
caggccggtg
tctgtcagac
ggtgggactt
cagacacacc
tgccactctg
cggcctgage
cgcctgggag
gggaagggag
atgcctgtca
atgtttgagc
gctttaggcc

gaaggtccct

ctgacctcca
gcctggggga
ggacccagygg
agagggggcc
aggggtgact
gcgaggtgaa
cccagggctc
gtgggatgag
accggtttat
cagagaggca
tgtgtcaaca
cggcctggge
cggcatggcc
gcggctgecc
ctcctcctct
cctgtgacac
tgggccggcy
tctgtgaagc

ctgcactgcg.

tgcccacctg
accctggggt
cceccectceca
tgcggtggtg
cacagagacc
tcccacggag
ctgcctgceca
aggtgactgt
aggaggatct
cgtgtgtgct
cggctggaga
acctctgtca
ggggtgagag
caaggaagga

gcttgctget

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
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15

gccacccaga
ceetctecee
ccctectcte
caggtccect
gggtgaacgg
aagggacacg
cagtgggcac
ggggctgeag
cggcagetge
gcccaagagg
aaggctgaat
ccagcctaag
ccgagggtgt
gggagatgga
g99g9g9ggcatyg
agatg

accctegect
catccccagg
cctectcace
ccecetcatta
ccteacectg
tggctgtttg
ggagccagea
ctgccttggg
acagtggccc
gtctggctga
ttcacgtgte
gcagtgggga
gcgggcgatg
caacaggacc

ggaggctagg
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cttagctagc
tgtectgtgce
ctcccaatge
ccaggcctag
ggtcgtggoa
cagttcacag
9g9g999gctgt
ccccactcecc
caggcgaggc
gccteccaca
ctgtgacttg
cggcgtgggt
g9ggagatgg
gagggtgtgc
gagcagacag

<210>6

<211> 591

<212> ADN

<213> Corynebacterium diphtheriae

<400> 6

atggatcctg atgatgttgt tgattcttct

taccacggga
tctggtacac
tacgacgctg
gtggtcaaag
gaaactatta
acggaagagt
ttcgctgagg
agcgragaac
gagtatatgg
<210> 7

<211> 196
<212> PRT

ctaaacctgg
aaggaaatta
cgggatactc
tgacgtatcc
agaaagagtt
ttatcaaaag
ggagttctag
ttgagattaa

ctcaagectg

ttatgtagat
tgacgatgat
tgtagataat
aggactgacg
aggtttaagt
gttcggtgat
cgttgaatat
ttttgaaacc
tgcaggaaat

<213> Corynebacterium diphtheriae

<400>7

ccccgeagee
aaccaggect
agtggtctce
agcctccagt
cagagggcac
gaagcattcg
ggggcagcec
aggcctttgc
tctcagecce
tctgggactc
ggtagacaaa
ggcgggegac
acaacaggac
gggacacgca

actgggctgg

aaatcttttg
tccattcaaa
tggaaagggt
gaaaacccgé
aaggttctcg
ctcactgaac
ggtgcttcge
attaataact
cgtggaaaac

cgtgtcaggc

60

ccagccttec
tggacccaaa
agcctggetc
cccggtggee
gttcatcaag
agataaggag
agggtgcaag
gg9gagytggg
agtcgctctc
catcacccaa
gcecectgtec
gggggagatg
cgagggtgtg
tgtcactcat
gctgggcggg

tgatggaaaa
aaggtataca
tttatagtac
tctctggaaa
cactaaaagt
cgttgatgga
gtgtagtgct
gggaacaggc
gtggccaaga
gatctttgtyg

tggcntatgg
cceteetgec
tgccctgecg
cccageccga
agtggctccc
cttgttttee
gccaggetgt
aggcgggagyg
<gggtgggca
caacttaatt
aaaggggcag
gacaacagga
cgggcgatgg
gcacgccaat

aaggacgggc

cttttcttcg
aaagccaaaa
cgacaataaa
agctggaggc
ggataatgcc
gcaagtcgga
cagecttece

gaaagcgtta

tgcgatgtat
a

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4085

120
180
240
300
360
420
480
540
591



<210>8

Met Asp Pro Asp

Asn Phe
Gln Lys

AsSp Asp
S0

Gly Tyr
65

vatl val
val Asp
Glu Pro
Gly As

13

ser Ser
145

ser val

Asp Ala

Arg Arg

<211> 891
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ser

Gly

35

Trp

Ser

Lys

Asn

Leu

115

Gly

Ser

Glu

Met

Ser
195

sSer

20

Ile

Lys

val

val

Ala

100

Met

Ala

val

Leu

Tyr

180

Leu

ES 2394129 T3

Asp val val

Tyr His

Gln Lys

Gly phe

Asp Asn
70

Thr Tyr
85

Glu Thr

Glu GIn

Ser Arg

Glu Tyr
150

Glu Ile
165

Glu Tyr

Gly

Pro

Glu

Pro

Ile

val

val

135

Ile

Asn

Met

Asp

Thr

Asn

Gly

Lys

ASn

Phe

Ala

ser

Thr
Pro
Leu
155
Thr
Leu
AsSn
Glu

Gln
185

61

ser Lys

10

Pro Gly
Gly Thr
Asp Asn
Leu Ser

75
Thr Lys
920
Glu Leu
Glu Glu
Ser Leu
Trp Glu

1
Thr Arg
170

Ala Cys

ser

TYyr

GIn

LyS

60

Gly

val

Gly

Phe

Pro

140

Gln

Gly

Ala

Phe

val

Gly

45

TY"r

Lys

Leu

Leu

Ile

125

Phe

Ala

Lys

Gly

val Met Glu

Asp
30

Asn
ASp
Ala
Ala
Ser
110
Lys
Ala
LyS

Arg

Asn
190

15

Ser

TY”rF

Ala

Gly

Leu

95

Leu

Arg

Glu

Ala

Gly

Arg

Ile

Asp

Ala

Gly

80

Lys

Thr

Phe

Gly

Leu

160

GIn

val
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gagctcggcc atgcaggtag gatttgaget gtgtttcccg ccctgatcect ctctcctctg 60
gcggecggag cctccgtagg ctecaagcct ggeccagatt €ggeggegca gecggecttce 120
cgcgegtccyg cacctagegg gggctecggg gctceggege ggeaccgaggg ggcgctcgag 180
atctggctga ggctccaagg cccgogtgge cggetoctee tgetggggca ggtggegget 240
gcgcgecccg cccgagecca ggggecccct cagecgecaac aaccagcaag gaccccccga 300
ctcagcccca agecacctge atctgcactc agacggggceg cacccgcagt gcagectcect 360
ggtggggcgc tgggagcceg cctgecectg cetgcccgga gaccccaget cacgageaca 420
ggccgeccgg gcaccccaga aacccgggat ggggcccctg aattctctag gacgggeate 480
cagcatggee ttggegctct geggctcect gecceccace cagectcgee cocgegeace 540
€CCCageece tgrgaccgee geecceocee €Cggggecce agggecccag cccgeacccc 600
ccgecccget cttggetcgg gttgcgggeg €999gccgggy gcggggcgag ggctccgegg 660
gcgeccattg gegegggege gaggecageg gocccgegeg gecctgggce goggetggeg 720
cgactataag agccgggegt gggegcccge agttcgectg ctctccggcg gagetgcegtg 780
aggeecggee ggeeceggee cocccetice ggeageccee gectectgge ccacgectge 840
ccgcgetctg cccaccageg cctecatcgg gcaaggegge cccgegtega 891

<210>9

<211> 785

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9
acttcceggt cggtctgtgg gtgcaggggg tgccgectca catgtgtgat tcgtgecttg 60
cgggcectgyg cctecggggt getgggtaac gaggagggge gcggagcecge agaagcccac 120
cctggtatgt tgacgcggtg ccagcgagac cgcgagagga agacgqqggt gggcggggcc 180
aggatggaga ggggccgagt tggcaggagt catggcagac gccacattcg cgacatctcce 240
cccacaccce ctctggctct gtccgcaaca tttccaaaca ggagtcccgg gagaggggga 300
gaggggctyc tggtctgagg ctaagaaggg cagagccttc gacccggaga gaggccgcgg 360
cccctgccca gtgggcagcg tggaagtttc catacaagga ggtgggaagg agaccccccc 420
cccocctrcac tgocctgtge agagatgagc <gggggtgca ggatgggagc ccatggcact 480
tcgctacggg atggrccagg getcccggtt gggggtgcag gagagaagag actggetggg 540
aggagggaga gggcgggagc aaaggcegcgg gggagtggtc agcagggaga ggggrggggg 600
gtagggtgga gcccgggctg ggaggagteg gctcacacat aaaagetgag gcactgacca 660
gcctgcaaac tggacattag cttctcctgt gaaagagact tccagcttcc toctoctcct 720
cttcctccte ctectectge cccagegage cttctgetga getgtagggg gatcttcetag 780
agtcg 785
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20

25

<210> 10

<211> 8837

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (238)..(239)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (733)..(733)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (3178)..(3203)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (7393)..(7393)
<223>nesa,c,got

<400> 10

ES 2394129 T3

63



cCccaaccceg
gagcaactcg
cgcgecctca
gcecececagec
ctcccggaca
gccacagage
cagcttegeg
tctcggeccg
gccggcgtygg
gggcegecceg
aagcggctag
gaggcgetcc
g9g9c9cgcgyg
cgcgggattc
999tgcggga
gttcaaactc
accgaactcg
tittgggtygg
gtaggatttg
taggctccaa
9cg9g9gggctc
aaggceccgeg
cccaggggcc
ctgcatctgce
cecgectgee
cagaaacccyg

ctctgcggct

cgcacagcog
gatttgggaa
ggacgtggac
tcccccaaat
ctgaggactg
gttcgatcgc
gtgagctecc
catctgctge
ggcgegggac
aaatccgege
agggtcccaa
<gccggacgyg
agngcgaagt
cgccggegac
ttitgtgcgt
tccaggagat
cgtctatgca
gccgeaaagg
agctgtgttt
gcctggecca
cggggctccg
tggccggetc
ccctcagecg
actcagacgg
cctgectgee

ggatggggcc
ccetgeecce
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gcactggttt
atttcrctct
agggagggct
ttgggcatty
gccccgagot
tcgetgectg
cgccgegeceg
tgtccecgecy
acggergegy
cactttegtt
agtogggcgg
taaagtgcct
gattgatggc
cccttecect
ggtttttgac
ggtttcecca
agtccaacgce
cgagctactt
cccgecctga
gattcggcgg
gcgcggeacc
ctcctgctag
caacaaccag
ggcgcacccey
cggagaccce
cctgaattct

cacccagect

cgggcctcte
agcgttgecc
tcececgtgte
tccecgggte
ctcgetcace
agctcctggt
atcccctecg
gtgctggege
acttgcgget
tgctcattgc
gcagggggct
ctagcccgeg
ggaagcgggg
tggctaggct
ttggtaaaaa
gacccccaaa
actgaggacg
agacgeacce
tectetetee
cgcagecgge
a9g9gg9ggcgct
ggcaggtggc
caaggaccce
cagtgcagcc
agctcacgag
ctaggacggg
cgccecegey

64

tgtctectac
aaacacactt
caggaaagcg
ttccaacgga
ttcagcageg
gcgecegegg
cctctgcgec
tcgtccgetg
gcgctgeget
aaagatctca
99g9gcgaggg
ggcctaggac
gggcaagygg
taggcggcgg
tcacagtgct
ttatcgtggt
gggtaaccat
cggtgagcte
tctggeggce
cttccgegeg
cgggatctgg
ggctgcgcgce
ccgactcage
tcctggtagg
cacaggecge
cattcagcat

caccccccag

gaagtccgta
gggtcggccg
accgggcatt
ctgggcgnng
tccaccgect
acgcagccte
cctgaccggc
cgccggggag
cgcrcctget
trtgtgggga
acgcggagga
tcecgeeggga
g9caggaggg

gg9g9ctggcg
ttcttacatc

ggcccccgag
tatccagata
ggccatgeag
ggagcetecg
tccgcaccta
ctgaggcetec
ccegeccgag
cccaagcecac
gcgetgggag
ccgggeacce

ggccttggcg
ccectgegac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



cgcegeecce
tcgggttgcy
gcgegaggec
gcgtgggege
ggceecccce
agcgectcca
ccegteccgg
tcctcttcat
gcaggcagtc
cctccccccy
ccggtgecge
gtcggeccaa
tcaccgecte
cgeecctett
cctccegtec
gccttegeeg
teccgetgty
ccccecttee
aacagctgac
cccageccga
aaaaaaagcc
gcggegegg
cgcagcaggg
ggccgggygcec
gctceccggec
aggaggagga
nnnanannnn
ggggtgccgc
taacgaggag
cgagaccgcg
aggagtcatg
cgcaacattt
agaagggcag
gaagttttce

ccccecggyy
g9g99cggygcc
agcggecccg
ccgcagttcg
ttccggccge
tcgggcaagg
gcgecgtecg
ctacctcaac
cggctcgcag
gcgcgeagec
caccgectgt
accgagctgg
cceeggececc
ggcgtctggc
cccccagete
aaccaaagtg
cgectgeccy
acgtrcactc
ctcatttecce
agacagcccg
atccecccge
cagaggagtg
aggtgggcgg
g999<tagag
£9gggccetge
ggacggacgg
aRNARNNNNN
ctcacatgtg
999cgcggag
agaggaagac
gcagacgeca
ccaaacagga
agccttegac

atacaacgga
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ccccagggec
99999cgg9g
cgcggecctg
cetgetctee
ceccgeetee
cggceccegeg
c€ggagtcgcg
tccccccate
gccgecggeg
tcgggecgct
cceececteccg
gcgcccgegg
tcgacgtgge
ccecggeeccc
ctagcctccg
gattaattac
cctetegetg
tgtctetcce
gatacctttt
tcctecctgg
tctgecccgt
tccggeagga
cagcgtcgec
cggcgegggc
ggggctcggc
ctgcgggtcc
nnngacgtcc
tgattcgtgc
ccgcagaage
99999<g9ggc
cactcgegac
gtcccgggag
ccggagagag
ggtcgggaag

ccagccegea
cgagggctcc
ggccgegget
ggcggagetg
tggcccacge
tcgacgccge
ctcegeeggg
cccgettege
ttgtcaccce
ccccttrecg
aggcccgggc
tccgggtgea
gcccttecct
gctctttete
actccctece
acgctrtctg
tectetetcec
actatctctg
ccccccegaa
acaatcagac
cgcacattcg
gggccaacygc
ggcttccagg
ttgcggegac
ggggcggctg
cgttccctge
ccgctgaagg
cttgcgggce
ccaccetggt
ggggccagga
catctceece
aggyggagag
9ccgaggecg
gagacccece

65

ccececegece
gcgggegece
ggcgcgacta
cgtgaggecec
ctgeccgegc
cegetgectc
cctgcggatt
ccgaggaggc
ccecgegete
cgctgcgtcc
tcgcgacgge
gcctecacte
ccgettctct
ccgcaacctt
CCCthanC
tttetetecy
ccercgeect
cccccctcta
aagtacaaca
gaattctecc
gCCCCCgng
ccgctgtteg
taagcggegt
gcccggeect
agccgggggg
gcggageecg
gggtcggtct
ctggcectceg
gtcgttgacg
tggagagogg
acaccccrct
gagctgctag
cctgccecag

ccccccttca

cgctettgge
attggcgcgyg
taagagcecgg
ggccggecce
tctgeccace
gctgctgact
cccecgecgee
ggttcecece
cccectccage
cggagcggec
agagggcetcc
cgccceecag
gtgetecccy
cccttegete
ccgcecetete
tgctgttctc
ctctteggec
tccttgatac
tctggcccge
cccccecceca
ctcggecaga
gtttgcgaca
gtgcgggccy
tcctecgece
gaggaggagg
cgctaccnnn
gtgggtacag
gggtgctggg
ccggtgccag
ccgagttgyc
ggcctetgte
tctgaggeta
tggcaacgtt
ctgccetgtg

1680
1740
1800
1860

- 1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660



aagagatgag
gctceggttg
aagg<gcgqy
ggagtcggct
tcctgtgaaa
gcgagecrtce
tcccactoca
tgcagecegec
tgcccccacc
ggccccctce
atgctrcctg
gggctigtrg
aatttggaag
ggagatgacc
gcatgcaaag
caaaaactcc
tctygcaggag
acccggecct
agattgtagt
gcrccacggy
ggttcgatte
caaggcagac
tggcgtggtt
gaaaggtgga
tgagggcgat
ctggtectcec
tggaggcctyg
acggaggcag
gcaataatga
ggaaggaact
ccctcacctce
aagccgtgct
acctctggcc

acaccaatgg

€Cgggogtgc
agggtgcagg
ggtgtggtca
cacacataaa
gagacttecca
tgctgagctg
gcctgaggea
agcccgetge
tggcgtetct
ttgcccaget
tcctgetttc
cggaagcgceg
ggggtggcag
aaggaggctt
ttgtgcttet
cctgggtctg
cagggccaac
gtgacctgca
ctggggaacc
gagagtttgg
gaggccrgga
tggagttgga
gtgttaacca
aaagccaggg
ggtcctcecty
ttggagcaca
agaagtggco
gtcgggtgtc
ccgtgcagat
gggcettttc
ggcattatga
ttcaattttc

tggggcttgg
gaatcccaat

ES 2394129 T3

aggatgggag
agagaagaga
gagggagagg
actgaggcac

gettectect

taggtaacca
gggcagcagyg
ctctcggaca
gcteccteac
caggactttt
tgccggtecc
gcgagggceta
agggggcgat
tcagatcctc
gtcccactge
cggagcaagg
ttgctgtggt
gcctgtggag
tggtgtcgga
tagcgcaaat
aaggaggctc
gaactgggtg
ttggagtcgc
g99aggyggcay
gacccecect
tgctctgtag
atgtaacgct
cagectggge
ggtcacccct
tgtgtgcttc
cctgtgtgee
aactgaattt
cctggetgec
ggggaagtcg

cccatggeac
ctggctggga
ggtgggggte
tgaccagcet
cctectette
gggctgrgga
gggcacggec
gcacceccct
ctgctectte
cctgggcect
ctgacccgga
gagtggccag
gagaggactg
ggcgcagteg
ctgctcagte
ctggggctge
ggcteocegge
gagggtgtgcc
cttcccaggt
agggagatgt
tgagcgtgtg
actgggaaaa
ttgacccagg
ggctggecca
gctcagetgg
999tgggact

gggctggeec
ccctgeaget
cgtgtaaaat
tggacgcttc
acttttgtaa
gtaggttgge
cegeteacgc

atgctggtge
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ttcgctacgg gatgtecagg

g9agdgagag
aggtggagce
gcaaactgga
ctcctectee
gtgaaggacc
cacgcctagg
cccctctrtt
cctttergtt
cacctgetee
ccrccaageg
ctggcggagt
gccagggtec
cccactagtc
gctcacataa
ccgcctggag
ctcccacecc
taagactggc
ggcctgaget
tctgggcece
tgtgtgtgtt
caaggtttct
cctggetcag
gcaggactgg
gggttotggg
gtctgccatc
tgcecccaty
gtggatgccyg
tactagtgct
attctgcaca
taaaaataat
aaatttggtt
cacttctctc

ttctcacctt

ggcgggagea
cgggctggga
tattagcttc
tcctgeccca
cccgetgeca
cctcgggecc
ccrctgecec
ccttocctte
gcaccgetge
cagagtggtg
gtgctcttag
gccatgtcaa
tttagagagg
tttattgcat
ggtaccacct
cgagtgggta
ctccccttec
ggtctcttca
tggccttact
tgggggtacc
agagcatggg
ctgcagactg
ccrgetgett
gaggaagggy
ttggcggege
gtgtcatagg
ctgagctect
tcttgcaaat
tggcectgeg
gtttatagga
tgggaggggce
ccgeccceag

cttggectte

£

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
5640
5700



gcctcgtget
gacaccctcc
gcttectcag
aggggagcac
ccgegtttet
acgectectt
tcrccctggg
acgcctagtg
ggacattttg
tttatataat
atgcgectee
gctrcagect
gcatggeccca
caggcatggt
ggccgcaact
acgctgtgaa
ctgctgettg
ctgccccatt
agggagaagc
gggggcccce
caccccaagg
agggggaaga
tcccgreete
gcecectcecag
ctgtggaggce
gcectttggtce
tctgaggaag
accrctctte
agggtggctg
gcciccgagg
ccaggcaggc
ttccgeaget
agggacgtgt
ctctagagac

gcattgetge
agttcgtctg
acctggtcag
actcctaggt
gagcacgtgc
<gaagggtyg
catcagaatt
cagggcttca
acaagggacy
taaaatcaat
ttgggeccca
ttectcatgt
ttgtccttga
gcctgggeat
tattccacct
atgggctcac
actctggaag
tgggggtagg
ttccctgeac
gtgacggggc
tggagcccce
cgggaggaaa
tcctetecty
cctecccaggt
cctgaactgg
ctggtggtgt
gaggcagcag
ttcctrgggac
cgnccttcca
gctgggggtc
ccgcaagecg
gtgacctggc
cgaccectec

agagaaatag
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ttaccgecec
tggggaccgc
gcecectagag
cagcagcceca
ggtgtcecag
gccagaggtg
tctgttgggg
ggctctggag
tgcgttcggt
aagacaagtg
aggctgecgt
ttectctcttg
gaccccaccc
gccrgatggg
gacactcacc
aggatgcaaa
cecetgeecg
aagtggcact
caggctttec
ctcctgetee
agcgaccttc
gaagggagtg
ccctegtetc
ggtgccaggc
gctcacatcc
ccctctggtt
aagtcacggg
gcctetgect
gggcctggec
ggtgcggtge
tgtgagccgt
cctectggag
gaccgtgett
ggcttcggge

agtgagaccce
ggcttcract
tgaccggtga
gccgetrget
ggcatccaca
ccccctagac
gccgtgagge
gaagagcctg
gaatgatcag
cagttggtgg
999gggtgcc
gttctccage
ccagataggg
gcaggggagg
acgtgacatc
tgcacttcaa
ccctggectc
gcagggcectyg
tgagaggagy
ctcetecgge
cccttccage
gttccatcac
cctgtcteag
cagagtccaa
cacacatttt
gtgggaccaa
ctggtctggg
gccggercte
tgagggcagg
taacacggcet
cgcagecgtg
acgtactgtg
ccggtgaggg
gcccagegtt

67

tgtgcggcgg
tcagtaagta
ggatctecca
ctgagacttt
ccagctgect
gtcaggggca
tcctgetect
ccrttcttee
aattaaaatc
gtgg9caggag
cacctgctga
ctgggggctg

gggctggatg
ggccgetect

tttaccacca
agcttetcetc
tcctgtgece
gtgccageea
ggagggccaa
tgatggcacc
tgagcattgc
gcctecctcag
cagctccagg
gctcacggac
ccaaaccact
gagcttgtgc
ccecactcac
actrceccrec
ggtggrrtgc
ctctctgtge
gcatcgttga
ctacccccge
tcctgggecc
tcctgtggec

ggagctggtg
gcagggagygg
tccrcaagec
gaccttcccg
ttcccatcac
tctacagggy
gaggcaccgce
tgcacctttt
aataaagtga
tgagcggtge
cctcaaggac
gcaggtgggt
gatgcagagg
tactggcaga
ctgcttactc
tgaaaagttc
tctetettge
gtcettgece
gcccccactt
tgcectttgg
tgtgggggag
cctectetee
ggtggtgtgg
agcagtectce
cccattgtga
ccatttttca
ctcccctcte
cctgacccge
tgggggttcy
tgtgggactt
ggagtgctat
caagtccgag
cttrcccact

tctgggacct

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740



10

cttggccagg
gacgctgget
aggggtggcc
tgctgaccag
tccaatatga
tgcgtgcceg
gtcaccgtce
agatggccag
cctgcagect
ttccacgtec
ctactctcct
caaaatcgat
ccccacacat
ctcttaaaac
aaaaacaacc
ctgagaaaca
cccttggact
aagggcccca

aattttcagg

<210> 11
<211> 6045
<212> ADN

gacaaggacc
ccttctgtec
tgtcaggtca
cceccttecee
cacctggaag
ccggggtcac
cctgattgct
caatcggaag
cctectgacc
cctggggctt
cggcecectc
tggctttaaa
aaaaaatcaa
taattggctt
accaaaaaaa
attggcaaaa
ttgagtcaaa
gaaatcacag

gtaaact

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccidon recombinante

<400> 11
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cgtgacttec
ctctgeecgt
g9cgggcrgoc
tcceaggaca
cagtccaccec
gtgetcgeca
ctacccacce
tgagcaaaac
acggacgttt
ctecctgacce
catcgggcetg
cacecttcac
aacattaaac
tttagaaaca
atcaattggc
taaaggaatt
ttggcctgga
gtgggcacgt

ttgcttgetg
ggacattagc
tcaggcggaa
acttccccga
agcgceetgeg
aggagctcga
aagaccecgc
tgccgcaagt
ccatcaggtt
agtcccegtg
aggaagcaca
ataccctcec
taaccccctt
ccccacaaaa
taaaaaaaaa
tggcactcce
cttgagtccc
cgcgtetace

68

tgtggcccgg
tcaagtcact
gagcgtggag
gatacccctg
caggggcctg
ggcgttcagg
ccacggggge
ctgcagcccg
ccatcccgaa
ccecgeetee
gcagcatctt
cccaaattat
cceecceece
gctcagaaat
aagtattaaa
caccceecec
tgaaccagca

gcecatctecc

gagcagctca
gatcagtcac
agcaggcacc
ggcaagttct
cctgeectee
gaggccaaac
gcceececag
gcgecaccat
aatctctcgg
ccgaaacagg
caaacatgta
ccccaattat
cacaacaacc
tggctttaaa
aacgaattgg
tttcrcttet
aagagaaaag

ttctcacogg

7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8837



ccctcaccaa
aaactcgcca
tgtgaggccg
aacatgcggt
ggggactctg
tcggcctogg

cagcacceca
ggccctetgt
tatgtgcagg
tggtctggga

gggccaaggt
gtctccactc
cccaccgcett
cttcagacag
tcctgcggaa
gggctggcac
cccctactct
gccatccgag
gcgetggcag
gg9gagaagrc
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ggtgaccgac
cactcccaac
gtcagtagag
gaaagtggcc
accgcggtga
cgcgeecace
ccaggaacgt
tccccaggga
gcagggagca
ctggaccctg

ggacccacag
cgtggtgecc
tgcgeecgey
gcgaatggga
cgagcacaag
aggggotttg
gagttctgag
cccgecagetg
gcaggcatgg
agggaggtga

69

cggggtggct
cacgcgggcec
agccgtaage
cCggggtgcc
ctcggtcaac
cggcacttce
ccgtgatggt
geccecagec
tgtccectga
tggggcaatg

gggggagtcg
tgggagagtc
acagcecgge
cagcggetgt
tggatgggaa
ctctgccect
ggcaggaagg
atgtgcaaag

ggggagacag
ctcagcectg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



tctccggatg
ctgggtgaga
tcgggaggge
ceccagttag
tccggtactg
tttgtgatgg
caaaaaggta
gggttttata
ccgctctetg
ctcgcactaa
gaaccgttga
tcgegtatag
aactgggaac
aaacgtggcec
aggcgatcty
cagagatttg
atacattgat
tgaaatttgt
caacaacaat
aagcaagtaa
tgagagcctt
cacttatgac
gcttectege
cactcaaagqg
tgagcaaaag
cataggctec
aacccgacag
cctgttccga
gcgetttcte
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca

ggaaaaagag

Cccaaaggagg
gagacgtgtg
cctgctctga
aaaaagcccyg
ttggtaaagc
aaaactttte
tacaaaagcce
gtaccgacaa
gaaaagctgg
aagtggataa
tggagcaagt
tgctcagect
aggcgaaagc
aagatgcgat
tgtgaaggaa
gggatcctct
gagtttggac
gatgctattg
tgcattcatt
aacctctaca
caacccagtc
tgtcrtettt
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcceccecetga
gactataaag
ccctgeeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaagaac

ttggtagctc
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ggtgcgggga
ctggaactgt
ttggccggea
ggctaggace
caccatggat
ttcgtaccac
aaaatctggt
taaatacgac
aggecgtggtc
tgccgaaact
cggaacggaa
tcecttegct
gtfaagcgta
gtatgagtat
ccttacttet
agagtcgggg
aaaccacaac
ctrratttot
ttatgtttca
aatgtggtaa
agetcctice
atcatgcaac
gctgcgetcg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcy
taccggatac
ctgtaggtat
ccecgttcag
aagacacgac
tgtaggcgat
agtatttggt
ttgatccggc

ggccgtettt
ccagggcgga
g9gcaggggc
gaggagcagg
cctgatgatg
gggactaaac
acacaaggaa
gctgcgggat
aaagtgacgt
attaagaaag
gagtttatca
gaggggagtt
gaacttgaga
atggctcaag
gtggtgtgac
€ggccggccy
tagaatgcag
aaccattata
ggttcagggg
aatcgataag
ggtgggcgceg
tcgtaggaca
gtcgrtcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttccecetg
ctgtccgect
ctcagttcgg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgctc

aaacaaacca

70

ggagaattcc

ggtgggcect
gggaatcctg
gtgagggaga
ttgttgattc
ctggttatgt
attatgacga
actctgtaga
atccaggact
agttaggttt
aaaggttcgg
ctagcgttga
ttaattttga
cctgtgcagy
ataattggac
cttcgagcag
tgaaaaaaat
agctgcaata
9aggtgtggy
gatccgtcga
gggcatgact
ggtgccggca
tgcggcgage
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctcect
trctceettc
tgtaggtcgt
gcgecttate
tggcagcage
tcttgaagtg
tgctgaagec
ccgctggrag

aggatgggtg
gcgggggccc
ggcggggcca
agcttggeat
ttctaaatct
agattccatt
tgattggaaa
taatgaaaac
gacgaaggtt
aagtctcact
tgatggtgct
atatattaat
aacccgtgga
aaatcgtgte
aaactaccta
acatgataag
gcrttatttg
aacaagttaa
aggtttttta
ccgatgecct
atcgtcgecg
gcgetcttce
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgttitte
gaggtggcga
cgtgegetet
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttacctee
cggtggrttt

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



tttgttigea
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
tgaaactgca
tgtaatgaag
tctgcgatte
aggttatcaa
tratgcatte
ctcgcatcaa
tcgetgttaa
agcgcatcaa
ttcecgggga
atggtcggaa
tcattggcaa
tacaatcgat
tataaatcag
atatggctca
atgagcggat
tttccecgaa
gtggttacgce
ttctteccet
ctccetttag
ggtgatggrt
gagtccacgt
tcggtctate
gagctgattt
cattcgccat
ttacgccage
gcggecgcaa
cgatagtact
aggctgtcec
ggtctgtgag
ctccggggtg

agcagcagat
ggtctgacgce
aaaggatctt
tatatgagta
“atttattcat
gagaaaactc
cgactcgtcc
gtgagaaatc
ctttccagac
ccaaaccgtt
aaggacaatt
caatattttc
tcgeagtggt
gaggcataaa
cgctaccttt
agattgrcgc
catccatogtt
tactcttcct
acatatttga
aagtgccacce
gcagcgtgac
ccttictcge
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
cttttgattt
dacCaaaaatt
tcaggctgeg
ccaagctace
taaaatatct
aacatacgct
cagtgcaagt
tgcagggggt
ctgggtaacg
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tacgcgceaga
tcagtggaac
cacctagatc
aactrggtct
atcaggatta
accgaggcag
aacatcaata
accatgagtg
ttgttcaaca
attcattegt
acaaacagga
acctgaatca
gagtaaccat
ttccgtcagce
gccatgtttc
acctgattge
ggaatttaat
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgcgece
cgcracactt
cacgttcgcec
tagtgcttta
gccatcgecce
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
caactgttgg
atgataagta
ttattttcat
ctccatcaaa
gcaggtgcca
gecgectcac

aggaggggcy

aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaart
gacagttaga
tcaataccat
ttccatagga
caacctatta
acgactgaat
ggccagecat
gattgcgect
atcgaatgca
ggatattctt
gcatcatcag
cagtttagtc
agaaacaact
ccgacattat
cgcggectag
tattgaagca
aaaaataaac
tgtagcggcy
gccagegece
ggctttecce
cggcacctcg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa
gaagggcgat
agtaatatta
tacatctgtg
acaaaacgaa
gaacatttct
atgrgtgatt

cggagccgeca

71

ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aaaactcatc
atttttgaaa
tggcaagatc
atttccectce
ccggrgagaa
tacgctegtc
gagcgagacg
accggcgcag
ctaatacctg
gagtacggat
tgaccatctc
ctggcgeatc
cgcgagecca
agcaagacgt
tttatcaggg
aaataggggt
cattaagcgc
tagcgeeege
gtcaagctct
accccaaaaa
tttrtcgecc
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgct
cggtgcgggc
aggtacggga
tgttggtttet
acaaaacaaa
ctatcgataa
cgtgccttge

gaagcccacce

tcctttgatc
tttggtcatg
ttttaaatca
gagcatcaaa
aagccgtttc
ctggtatcgg
gtcaaaaata
tggcaaaagt
atCaaaatca
aaatacgcga
gaacactgcc
gaatgctgtt
aaaatgcttg
atctgtaaca
gggcttccca
tttataccca
ttcccgttga
ttattgrctc
tccgegeaca
ggcggotgtg
tccttteget
aaatcgggag
acttgattag
tttgacgttg
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttgc
ctcttegeta
ggtacttgga
ttgtgtgaat
ctagcaaaat
cttececggte
gggccctgge
ctggtatgtt

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
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gacgcggtgc cagcgagacc gcgagaggaa gacgggggtg ggcggggcca ggatggagag 4740
gggccgagtt ggcaggagtc atggcagacg ccacattcgc gacatctccc <cacacccecee 4800
tctggcetctg tccgcaacat ttccaaacag gagtcccggg agagggggag aggggctget 4860
ggtctgagge taagaagggc agagcectrcg acccggagag aggccgcgge ccctgoccag 4920
tgggcagegt ggaagtitcc atacaaggag g9tgggaagga gacCccccCce cccctteact 4980
gccctgtgea gagatgagcc gggggtgcag gatgggagcc catggcactt cgctacggga 5040
tggtccaggg ctcecggttg ggogtgcagg agagaagaga ctggctggga ggagggagag 5100
ggcgggagca aaggcgcggg ggagtggtca gcagggagag gg9tgggggg tagggrggag 5160
€CCggactgg gaggagtcgg ctcacacata aaagctgagg cactgaccag cctgcaaact 5220
ggacattagc ttctectgtg aaagagactt Ccagettcct cctectcectce ttectectce 5280
tCCtcctgee ccagcgagec ttctgetgag ctgtaggggg atcttctaga gtcggctage 5340
ggcattccgg tactgttggt aaagccacca tggatcctga tgatgttgtt gattcttcta 5400
aatcttttgt gatggaaaac ttttcttcgt accacgggac taaacctggt tatgtagatt 5460
ccattcaaaa aggtatacaa aagccaaaat ctggtacaca aggaaattat gacgatgatt 5520
ggaaagggtt ttatagtacc gacaataaat acgacgctgc gggatactct gtagataatg 5580
aaaacccgct ctctggaaaa gctggaggcg tgytcaaagt gacgtatcca ggactgacga 5640
aggttctcgc actaaaagtg gataatgccg aaactattaa gaaagagtta ggtttaagtc 5700
tcactgaacc gttgatggag caagtcggaa cggaagagtt tatcaaaagg ttcggtgatg 5760
gtgcttcgcg tgtagtgctc agecttccct tegctgaggg gagttctage gttgaatata 5820
ttaataactg ggaacaggcg aaagcgttaa gcgtagaact tgagattaat tttgaaacce 5880
gtggaaaacg tggccaagat gcgatgtatg agtatatggc tcaagcctgt gcaggaaatc 5940
gtgtcaggcg atctttgtga aggaacctta crtctgtggt gtgacataat tggacaaact 6000
acctacagag atttggggat ccctcgagac gtagggtacce gacaa 6045

<210> 12

<211> 632

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

72
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gacgggggrg ggcggggcca ggatggagag gggccgagtt ggcaggagtc atggcagacg 60
ccacattcge gacactctcc ccacaccccc tetggctctg tccgcaacat ttcecaaacag 120
gagtcccgggd agagggggag aggggctgct ggtctgaggc taagaagggc agagecttcg 180
acccggagag aggcecgegge cccrgcccag tgggcagcgt ggaagtttcece atacaaggag 240
gtgggaagga gacccccccc ccccttcact gecctgtgca gagatgagec gggggtgcag 300
gatgggagcc catggcactt cgctacgggd tggtchgggc tcecggttgg gggtgcagga 360
gagaagagac tggctgggag gagggagagg gcgggagcaa aggcgcgggg gagtggtcag 420
cagggagagg ggtggggggt agggtggagc ccgggctggg aggagtcggec tcacacataa 480
aagctgaggc actgaccagc ctgcaaactg gacattagct tctcctgtga aagagacttc 540
cagcttccte ctectoctet tocctcctect cctecctgece cagcgagect tctgetgage 600
tgtaggtaac cagggccgtg gatgagactc tc 632

<210> 13

<211> 870

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
ggatccccaa aatgtgttcc ttgetttcat ctgeccaattt tacgtaatat ggctctacgg 60
Ccaaaattccc aatttcatat ggagaatttt ctttaactac ccctcctcac aaattggtcc 120
cccaagctag ctggccccta tttgagacct cttictctat gttcccaatt gcatggagea 180
acttctctca tcccccaaac ctgtaatcta tttttctgga gtctcgagtt tagtcattaa 240
tcacggttcc cacattaacg gagtccccgg ggtcccctcc tccaggacac ccattcgeta 300
agcccgcaag ¢gcagaaagaa ctctgecttg cgttccccaa aatttgggca ttgttecgge 360
tcgecggeca cccactgcag cttccccaac cecegcgcaca gegggceactg grttcggoce 420
tctctgtctc ctacgaagic cccagagcaa ctcggatttg ggaaatttct ctctagegtt 480
gcecaaacac acttgggtcg gccgegegee ctcaggacgt ggacagggag ggcttecccy 540
tgtccaggaa agegaccggg cattgccccc agtctcccce aaatttggge attgtccccg 600
ggtcttccaa cggactgggc gttgcteccg gacactgagg actggecccg gggtctcget 660
caccttcagc agcgtcecacc gectgccaca gagegttcga tcgetcgetg cctgagetec 720
tggtgcgece gcggacgcag cctccagett €geggtgage tecccgocge goccgatecce 780
tccgectctg cgeccctgac cggetctegg cccgecatetg ctgetgtece gecggtoctg 840
gcgctcgtct ccggetgcecg ccgggygaggc 870

<210> 14

<211> 720

<212> ADN

<213> Homo sapiens

73
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<400> 14
tcatgagcac cgagagcatg atcagggatg tggagctgge cgaggaggec ctgceccaaga 60
aaacaggcgg ccctcagggc agcagaagat gectgttect gagectgttc agecttcctga 120
tcgtggecgg agecaccace ctgttctgee tgetgaactt cggegtgatc ggcccccaga 180
gagaggagtt ccccagagac ctgagcctga tctcccccct ggcccaggetr gtgagaagca 240
gcagcagaac ccccagcgac aagccecgtgg cccacgtggt ggccaaccce caggccgagg 300
gccagetgea gtggetgaac agaagagcca acgecctgct ggccaacgge gtggagetga 360
gagacaacca gctggtygtg cccagcgagg gectgtacct gatctacagc caggtgctgt 420
tcaagggcca gggetgococe agcacccacg tgctgetgac ccacaccatc agcagaatcg 480
ccgtgtccta ccagaccaag gtgaacctgc tgtccgcecat caagagecct tgcecagagag 540
agacccccga gggcgecgag gccaagecct ggtacgagoe tatctacctg ggeggcgtgt 600
tecagetgga gaagggcgac agactgageg ccgagatcaa cagacccgac tacctggatt 660
tcgccgagag cggccaggtg tacttcggca tcatcgecct gtgataatct agaaccatgg 720

<210> 15

<211> 233

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

74



Met
1
Leu
Leu
Cys
Arg
65
ser
Gln
Leu
Glu
Cys
145
val
Cys

Pro

Ser

<210> 16
<211> 4560
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ser Thr
Pro Lys
ser Leu
35
Leu Leu
50
ASp Leu
Arg Thr
Ala Gglu
Ala Asn
115
Gly Leu
Pro sSer
ser Tyr
GIn Arg
Ile Tyr
195

Ala Glu

Glu Ser

Lys Thr

Phe Ser

Asn Phe

S5er Leu

Pro Ser

85

Gly GIn

Gly val

Tyr Leu

Thr His

Gln Thr

165

Glu Thr
180

Leu Gly

Ile Asn

210

ES 2394129 T3

Met

Gly

Phe

Gly

Ile

70

AsSp

Leu

Glu

Ile

val

150

Lys

Pro

Gly

Arg

Gln val Tyr pPhe

225

<223> construccion recombinante

Ile Arg
Gly Pro
Leu Ile
40
val Ile
55
ser Pro
Lys Pro
Gln Trp
Leu Ar
12
Tyr Ser
135
Leu Leu
val Asn
Glu Gly
val Phe
200

Pro Asp

Gly Ile
230

Asp

Gln

25

val

Gly

Leuw

val

Leu

105

Asp

Gln

Thr

Leu

Ala

185

GIn

Tyr
215

Ile

75

val

10

Gly

Ala

Pro

Ala

Ala

Asn

Asn

val

His

Leu

170

Glu

Leu

Leu

Ala Leu

Glu

Leu

Ala

Ser Arg Arg

Gly Ala Thr

GIn

Gln

75

His

Arg

GIn

Leu

Thr

155

Ser

Ala

Glu

ASp

Arg

60

Ala

val

Arg

Leu

Phe

140

Ile

Ala

Lys

Lys

Phe

45

Glu

val

val

Ala

val

125

Lys

Ser

Ile

Pro

Glu

Cys

30

Thr

Glu

Arg

Ala

AsSn

110

val

Gly

Arg

Lys

Trp

190

ASp

Glu

220

Glu

15

Leu

Leu

Phe

ser

Asn

95

Ala

Pro

Gln

Ile

ser

175

Tyr

Arg

ser

Ala

Phe

Phe

Pro

Ser

80

Pro

Leu

Ser

Gly

Ala

160

Pro

Glu

Leu

Gly



<400> 16

ggtaccgaca
tgggggagtc
ctgggagagt
cacagcccgg
ccagcggetg
ctggatggga
cctctgeeec
tggcaggaag
catgtgcaaa
aggggagaca
gctcageect
caggatgggt
tgcggaggcc
999¢9g9gg9cc
aagcttggca
ctrctaaatc
tagattccat
atgattggaa
ataatgaaaa
tgacgaaggt
taagtctcac
gtgatggtoc
aatatattaa
aaacccgtag
gaaatcgtgt

Caaacracce
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accctcacca agggccaagg tggtgaccga

gaaactcgcc
ctgtgaggcc
caacatgcgg
tggggactct
atcggectgg
tcagcacccc
gggccctctg
gtatgtgcag
gtggtctggg
gtctecggat
gctgggtgag
€tcggg9aggg
accccagtta
ttccggtact
ttttgtgatg
tcaaaaaggt
agggttrtat
ccecgetetet
tctcgcacta
tgaaccgttg
ttcgegtgta
taactgggaa
aaaacgtggc
caggcgatct
acagagattt

agtctccact
gcccaccgct
tcttcagaca
gtcctgegga
ggggctggca
acccctactc
tgccatccga
ggcgetggca
agggagaagt
gccaaaggag
agagacgtgt
ccctgctetg
gaaaaagccc
gttggtaaag
gaaaactttt
atacaéaagc
agtaccgaca
ggaaaagctg
aaagtggata
atggagcaag
gtgctcagec
caggcgaaag
caagatgcga
ttgtgaagga
ggggatcctc

ccactcccaa
tgtcagtaga
ggaaagtggc
aaccgcggtg
ccgegeccac
tccaggaacg
gtccccagag
ggcagggagc
cctggaccct
gg91tgcgagg
gctggaactg
attggccggce
gggctaggac
ccaccatgga
cttcgtacca
caaaatctgg
ataaatacga
gaggcgtgat
atgccgaaac
tcggaacgga
ttceettege
cgttaagcgt
tgtatgagta
acctracttc

tagagtcggg

76

cggacccaca
ccgtggtgce
gtgcgeccge
cgcgaatggg
acgagcacaa
cagggggttt
tgagttctga
acccgcaget
agcaggcatg
gagggaggtg
aggcegtctt
tccagggegy
agggcagggg
cgaggagcag
tcctgatgat
cgggactaaa
tacacaagga
cgctgcggga
caaagtgacg
tattaagaaa
agagtttatc
tgaggggagt
agaacttgag
tatggctrcaa
tgtggtgtga
gcggecggec

acggggtagc
ccacgcggac
gagccgtaag
accggggtgc
gctcggtcaa
gcggcactte
gccgtgatgg
ggcceccage
gtgtccectg
atggggcaat
tggagaattc
aggtgggccc
cgggaatcct
ggtgagggag
gttgttgatt
cctggttatg
aattatgacg
tactctgtag
tatccaggac
gagttaggtt
aaaaggttcg
tctagcgttg
attaattttyg
gcctgtgcag
cataattgga

gcttcgagea

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



gacatgataa
tgctetattt
aaacaagtta
gaggtttrtt
accgatgecc
tatcgtcgee
agcgctcttce
cggtatcagc
gaaagaacat
tggcgtttt
agaggtggcg
tcgtgegcete
cgggaagcgt
ttcgetecaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggrtt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
cgagcatcaa
aaageccgttt
cctggtatcg
cgtcaaaaat
atggcaaaag
catcaaaatc
gaaatacgcg
ggaacactgc
ggaatgctgt
taaaatgctt
catctgtaac

cgggettecc

gatacattga
gtgaaatttg
dCaacCaacCaa
aaagcaagta
ttgagagcct
gcacttatga
cgcttccteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tectgttccg
ggcgctttct
gctggoctot
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgttrge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
atgaaactgc
ctgtaatgaa
gtctgcgatt
aaggttatca
tttatgcatt
actcgcatca
atcgctgtta
cagcgcatca
trrcccecgggg
gatggtcgga
atcattggca

atacaatcga

ES 2394129 T3

tgagtttgga caaaccacaa ctagaatgca gtgaaaaaaa

tgatgctatt
ttgcattcat
aaacctctac
tcaacccagt
ctgtcttctt
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgcccccctg
ggactataaa
accctgeege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccecgg
agagcgaggt
actagaagaa
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
aatttattca
ggagaaaact
ccgactegte
agtgagaaat
tctttccaga
accaaaccgt
aaaggacaat
acaatatttt
atcgcagtgg
agaggcataa
acgctaccte
tagattgtcg

gctttatttg
tttatgtttc
aaatgtggta
cagctcctte
tatcatgcaa
cgctgegetce
gottatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
cceccgttca
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatcegg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatcaggatt
caccgaggca
caacatcaat
caccatgagt
cttgttcaac
tattcattcg
tacaaacagg
cacctgaatc
tgagtaacca
attccgtcag
tgccatgttt
cacctgattg

77

taaccattat
aggttcaggg
aaatcgataa
€ggtgggcgc
ctcgtaggac
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gttteccect
cctgtccgee
tctcagtteg
geccgacege
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgcget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttag
atcaatacca
gttccatagg
acaacctatt
gacgactgaa
aggccageca
tgattgcgee
aatcgaatgc
aggatattct
tgcatcatca
ccagtttagt
cagaaacaac

cccgacatta

aagctgcaat
ggaggtgtgg
ggatccgteg
ggggcatgac
aggtgccggc
ctgcggcgag
gataacgcag
gcegegttge
cgctcaagtc
ggaagctcce
tttctecctt
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaage
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
aaaaactcat
tatttttgaa
atggcaagat
aatttccect
tccggtgaga
ttacgctcgt
tgagcgagac
aaccggcgca
tctaatacct
ggagtacgga
ctgaccatct
tctggcgeat

tcgcgageee

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



10

atttataccc
tttcccgttg
gttattgtct
ttccgegeac
€ggcgggtgt
ctcctticge
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttg
cctctteget
aggtacttgg
tttgtgtgaa
actagcaaaa

<210> 17
<211> 885
<212> ADN

atataaatca
aatatggctc
catgagcgga
atttceccga
gotggttacg
trtcttecct
gcteccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtctat
tgagctgatt
ccattegeca
attacgccag
agcggccgea
tcgatagtac
taggctgtcc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion recombinante

<400> 17

ES 2394129 T3

gcatccatgt
atactcttee
tacatatttg
aaagtgccac
cgcagcgtga
tcctttcteg
gggttccgat
tcacgtagtg
ttctttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
ttcaggetge
cccaagctac
ataaaatatc
taacatacgc

ccagtgcaag

tggaatttaa
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgcgec
ccgctacact
ccacgttege
ttagtgcttt
ggccategee
gtggactctt
tataagggat
ttaacgcgaa
gcaactgttg
catgataagt
trtattteca
tctccatcaa

tgcaggtgcc

78

tcgcggecta
ttattgaagc
gaaaaataaa
ctgtagcggce
tgccagegee
cggcttteee
acggcaccte
ctgatagacg
gttccaaact
trtgcegatt
ttttaacaaa
ggaagggcga
aagtaatatt
ttacatctgt
aacaaaacga

agaacatttc

gagcaagacg
atttatcagg
caaatagogg
gcattaageg
ctagcgeccg
cgtcaagete
gaccccaaaa
gttttrcgee
ggaacaacac
tcggectatt
atattaacgc
tcggtacggg
aaggtacggg
gtgttggttt
aacaaaacaa

tctatcgata

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560



10

ggccatgcag
ggagcctccy
tccgeaccta
ctgaggctcc
cccgeccgag
cccaagecac
gcgetgggag
ccgggcaccec
ggccttggcg
cccctgegac
cgctettgge
attggcgcgg
taagagccgg

ggecggecce
tctgececacce
<210> 18

<211> 6163
<212> ADN

gtaggatttg
taggctccaa
gcgggggctc
aaggcccgcg
cccaggggec
ctgcatctge
ccegectgec
cagaaacccg
ctctgegact
cgccgeecec
tcgggttacy
gcgcegagygcc
gcgtgggege

ggccecccce

agcgecteca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion recombinante

<400> 18

ES 2394129 T3

agctgtgttt
gcctggecca
€ggggctccyg
tggccggete
cccteagecy
actcagacgg
cctgectgcc
ggatgggycc
ccctgeccce
cccececgggg
99g99cgggcc
agcggecccy
ccgeagttcg

ttccggcege
tcgggcaagg

cccgcectga
gattcggegg
gcgcggeace
ctcctgetgg
caacaaccag
ggcgcacccg
cggagaccce
cctgaattct
cacccagect
ccccagggec
99999¢g9999
cgeggecctg

cctgetctee

cceccgectee

cggcecccgeg

79

tcctctetee
cgcagcegge
ggggggcgct
ggcaggtggc
caaggacccc
cagtgcagcc
agctcacgag
ctaggacgygg
cgccecegeg
ccageccgea
cgagggctce
ggccgeggct
ggcggagcetg

tggcccacge

tcgac

tctggeagec
cttcegegeg
cgggatctgg
ggctgcgcge
ccgactcage
tcctggtygag
cacaggcegc
cattcagcat
caccccccag
cceeccgece
gcgggegcecc
ggcgcgacta
cgtgaggccc

ctgceegege

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
885



ccctcaccaa
aaactcgcca
tgtgaggccg
aacatgcggt
ggggactctg

tcggectggy
cagcaccccea

ggccctctgt
tatgtgcagg
tggtctggga
tctccggaty
ctgggtgaga
tT<gggagggc
ccccagttag
tccggtactg
tttgtgatgg
caaaaaggta
gggttttata
ccgctctetg
ctcgcactaa
gaaccgttga
tcgcgtgtag
aactgggaac
aaacgtggcc
aggcgatctt
cagagattig
atacattgat

gggccaaggt
gtctccactc

cccaccgett
cttcagacag
tcctgcggaa
gggctggeac
cccctactct
gccatccgag
gcgctggcag
gggagaagtc
ccaaaggagg
gagacgtgtg
cctgctetga
aaaaagcccg
ttggtaaagc
aaaacttttc
tacaaaagcc
gtaccgacaa
gaaaagctgg
aagtggataa
tggagcaagt
tgctcagect
aggcgaaagc
aagatgcgat
tgtgaaggaa
gggatcctct
gagtttggac
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ggtgaccgac
cactcccaac
gtcagtagag
gaaagtggcc
accgeggtga
cgcgeeeace
ccaggaacgt
tccccaggga
gcagggagca
ctggaccctg
ggtgcaggaga
ctggaactgt
ttggccggea
ggctaggacc
caccatggat
ttcgtaccac
aaaatctggt
taaatacgac
aggcgtggte
tgecgaaact
cggaacggaa
tcectteget
gttaagcgta
gtatgagtat
ccttacttct
agagtcgagg
aaaccacaac

ggacccacag
cgtggtgcec
tgcgcccgcg
gcgaatggga
cgagcacaag
agggggtttg
gagttctgag
cccgcagetg
gcaggcatgg
agggaggtga
ggcegrettt
ccagggcgga
gggcaggggce
gaggagcagg
cctgatgatg
gggactaaac
acacaaggaa
gctgcgggat
aaagtgacgt
attaagaaag
gagtttatca
gaggggagtt
gaacttgaga
atggctcaag
gtggtgtgac
£ggccggecyg
tagaatgcag

80

cgggatggct
€acgcgggee
agccgtaage
ceggggtgec
ctcggtcaac
cggcacttce
ccgtgatggt
gcceccagee
tgtcccctga
tggggcaatg
ggagaattcc
ggtgggcect
gggaatcctg
gtgagggaga
ttgtrgattc
ctggttatgt
attatgacga
actctgtaga
atccaggact
agttaggttt
aaaggttcgg
ctagcgttga
ttaattttga
cctgtgcagg
ataattggac
cttcgagcag

tgaaaaaaat

gg99g99agtcy
tgggagagtc
acagcecgge
cagcggetgt
tggatgggaa
ctctgeccct
ggcaggaagg
atgtgcaaag
ggggagacag
ctcagccctg
aggatgggtg
gcgggggcecc
ggcggggceca
agcttggeat
ttctaaatct
agattccatt
tgattggaaa
taatgaaaac
gacgaaggtt
aagtctcact
tgatggtgct
atatattaat
aacccgtgga
aaatcgtgtc
aaactaccta
acatgataag
gctttattg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



tgaaatttgt
caacaacaat
aagcaagtaa
tgagagcctt
cacttatgac
gcttectege
cactcaaagqg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttccga
gcgetttcte
ctgggctgty
cgtcrtgage
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttrtctacgg
agattatcaa
atctaaagta
tgaaactgca
tgtaatgaag
tctgcgattc
aggttatcaa
ttatgcattt
ctcgcatcaa
tcgctgttaa
agcgeatcaa
ttccegggga
atggtcggaa
tcattggcCaa
tacaatcgat

tataaatcag

gatgctattg
tgcattcatt
aacctctaca
caacccagtc
tgtcttettt
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gceccectga
gactataaag
ccctgecget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacgc
aaaggatctt
tatatgagta
atttattcat
gagaaaactc
cgactcgtce
gtgagaaatc
ctttccagac
ccaaaccgtt
aaggacaatt
caatattttc
tcgcagtggt
gaggcataaa
cgctacctte
agattgtcgc
catccatgtt
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ctrtatttgt
tratgtttca
aatgtggtaa
agctcettec
atcatgcaac
gctgcgetcg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccccgttcag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccgge
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacttggtct
atcaggatta
accgaggcag
aacatcaata
accatgagtg
ttgttcaaca
attcattcgt
acaaacagga
acctgaatca
gagtaaccat
ttccgtcage
gccatgttte
acctgattgc
ggaatttaat

aaccattata
ggttcagggg
aatcgataag
ggtgggcgcg
tcgtaggaca
gtcgttcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagq
aaaaatcgac
ttrcccecty
ctgtcegect
ctcagttcgg
ccegaccget
ttatcgccac
gctacagagt
atctgegetc
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttaga
tcaataccat
ttccatagga
caacctatta
acgactgaat
ggccagecat
gattgcgect
atcgaatgca
ggatattctt
gcatcatcag
cagtttagte
agaaacaact
ccgacattat

cgcggectag

81

agctgcaata
gaggtgtgag
gatccgtcga
gggcatgact
ggtgccggca
tgcggcgage
ataacgcagg
ccgcgttget
gctcaagtca
gaagctccct
ttctcecttc
tgtaggtcgt
gcgecttate
tggcagcage
tctrgaagtg
tgctgaagec
ccgctggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aaaactcatc
atttttgaaa
tggcaagatc
atttcccctc
ccggtgagaa
tacgctcgtc
gagcgagacg
accggcgeag
ctaatacctg
gagtacggat
tgaccatctc
ctggcgeatc
cgcgagecca

agcaagacgt

aacaagttaa
aggtttttta
ccgatgecect
atcgtcgecg
gegetettce
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttitc
gaggtggcga
cgtgcgetct
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcctttgatce
tttggtcatg
ttttaaatca
gagcatcaaa
aagccgttte
ctggtatcgg
gtcaaaaata
tggcaaaagt
atcaaaatca
aaatacgcga
gaacactgcce
gaatgctgtt
aaaatgcttyg
atctgtaaca
gggcttccca
tttataccca

tteccgttga

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660



atatggctca
atgagcggat
tttccccgaa
gtggttacgc
ttcttccctt
ctcectttag
ggtgatggtt
gagtccacgt
tcggtctatt
gagctgattt
cattcgccat
ttacgccage
gcggecgcaa
cgatagtact
aggctgtccc
tgcaggtagg
ctccgtagge
acctagcggg
gctccaaggce
ccgagcccag
gccaccrgca
gggagcccge
caccecagaa
tggcgetctg
gcgaccgeeg
Ttggctcogg
cgcgggegeg
gccgggegto
gccceggecc
ccaccagege
cattccggta
tctrttgtga
attcaaaaag

aaagggtttt

tactcttcct
acatatttga
aagtgccacc
gcagcgtgac
ccttrctege
ggttccgatt
cacgtagtgg
tctttaatag
ctttrgattt
aacaaaaatt
tcaggctgeg
ccaagctacc
taaaatatct
aacatacgct
cagtgcaagt
atttgagctg
tccaagectg
ggctccgagyg
ccgecgtggee
gggceceete
tctgcactca
ctgccectge
acccgggatg
cggctccetyg
cccececeeece
t1gcgggage
aggccagcgg
ggcgeecgea
ccececttecg
ctccatcggg
ctgttggtaa
tggaaaactt
gtatacaaaa

atagtaccga
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ttttcaatat
atgtatttag
tgacgcgeec
cgctacactt
cacgttcgee
tagtgcttta
gccatcgecc
tggactcttg
ataagggatt
taacgcgaat
caactgttgg
atgataagta
ttattttcat
ctccatcaaa
gcaggtgcca
tgtttccege
gcccagatte
ctccggegeg
ggctectect
agccgcaaca
gacggggcygc
ctgcccggag
gggcccctga
ccceccacee
cggggcccca
999ccggggg
cccecgegegg
gttcgeetge
gcegececcg
caaggcggec
agccaccatg
ttcrtegtac
gccaaaatct

Ccaataaarac

tattgaagca
aaaaataaac
tgtagcggcg
gccagcgcecc
ggetrteece
cggcaccteg
tgatagacgg
ttccaaactg
ttgccgattt
tttaacaaaa
gaagggcgat
agtaatatta
tacatctgtyg
acaaaacgaa
gaacatttct
cctgatcctce
ggcggcgcag
gcaccgggay
gctggggcag
accagcaagg
acccgcagtg
dccccagctc
attctctagg
agcctcgece
gggccecage
€ggggcgagag
ccetgggecyg
tctcegocgg
cctcctggec
ccgegtegac
gatcctgatg
cacgggacta
ggtacacaag
gacgctgcag

82

tttatcaggyg
aaatagggot
cattaagcgc
tagcgccecge
gtcaagctct
accccaaaaa
tttttcgece
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgct
€gg9tgcgggc
aggtacggga
tottggtttt
acaaaacaaa
ctatcgatac
tctcctetgg
ccggecttcce
gcgctcggga
gtggcggctg
accccccgac
cagcctcctg
acgagcacag
acgggcattc
ccgcgcacce
ccgcaccccce
gctccgcggg
€ggctggcgc
agctgcgtga
cacgccetgece
aagcttagcer
atgttgrtga
aacctggtta
gaaattatga

gatactctat.

ttattgtctc
tcegegeaca
ggcgggtgtyg
tccttteget
aaatcggggy
acttgattag
tttgacgtig
caaccctatc
gttaaaaaat
tacaatttgc
ctctrcgcta
ggtacttgga
ttgtgtgaat
ctagcaaaat
tcgagggeca
cggccgyagc
gcgegtecge
tctggctgag
cgcgeecege
tcagecccaa
gtggggcgct
gcecgeecggg
agcatggcct
cccageeect
cgceccgete
cgcccattgg
gactataaga
ggcccggecg
cgcgctctge
acgctagcgg
ttcttctaaa
tgtagattcc
cgatgattog

agataatgaa

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
5640
5700



10

aacccgetct ctggaaaagce
gttctcgcac taaaagtgga
actgaaccgt tgatggagca
gcttegegtg tagtgctcag
aataactggg aacaggcgaa
ggaaaacgtg gccaagatgc
gtcaggcgat ctttgtgaag
ctacagagat ttggggatcc
<210>19
<211> 4657
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion recombinante

<400> 19

ES 2394129 T3

tggaggcgtg
taatgccgaa
agtcggaacg
ccttcectte
agcgttaagc
gatgtatgag
gaaccttact
ctcgagacgt

gtcaaagtga
actattaaga
gaagagttta
gctrgagggga
gtagaacttg
tatatggctc
tctgtggtgt
agggtaccga

83

cgtatccagg
aagagttagg
tcaaaaggtt
gttctagegt
agattaattt
aagcctgtgce
gacataattg

caa

actgacgaag
tttaagtctc
cggtgatggt
tgaatatatt
tgaaacccgt
aggaaatcgt

gacaaactac

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6163



tcratcgata
aggatttgag
ggctccaage
gggggctccg
ggcccgegtg
caggggcecc
gcatctgcac
cgcetgecce
gaaacccggg
ctgcggctce
ccgeceeceec
gggttgcggg
gcgaggccag
gtgggcgeec
cceccecectt
cgcetecate
ccatggatcc
cgtaccacgg
aatctggtac
aatacgacgc

gcgtggtcaa

ggtaccgaca
ctgtgtttcc
ctggcccaga
gggctcegge
gceggetect
ctcagcegea
tcagacgggag
tgcctgeeeg
atggggcccc
ctgcccecea
cccecggggec
ggcygggecygg
cggceccgeg
gcagttegcc
ccggecgece
gggcaaggeyg
tgatgatgtt
gactaaacct
acaaggaaat
tgcgggatac
agtgacgtat
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accctcacca
cgccetgatce
ttcggcygacy
gcggcaccgg
€Ctgctgggg
acaaccagca
cgcacccgea
gagaccecag
tgaattctct
cccagecteg
ccagggccce
999cg99g9g9cg
cggccctggg
tgctctccgg
ccgectectg
gccccgeaag
gttgattctt
ggttatgtag
tatgacgatg
tctgtagata

ccaggactga

agggccaagg
ctctetecte
cagccggect
g999gcgctcg
caggtggcgg
aggaccccee
gtgcagcctc
ctcacgagca
aggacgggca
cccecgegea
agccegeacc
agggctccgc
c<cgcggetag
cggagctgeg
gcccacgect
cttggcattc
ctaaatcttt
attccattca
attggaaagg
atgaaaaccc

cgaaggttct

84

tggtgaccgg
tggcggccgg
tccgegegtc
ggatctggct
ctgcgegece
gactcagccec
ctggtggggc
caggccgecc
ttcagcatgg
cccceccagec
c€cecgeeccg
gggcgcccat
cgcgactata
tgaggcccgy
gcecegegetc
cggtactgut
tgtgatggaa
aaaaggtata
gttttatagt
gctctetgga

cgcactaaaa

ccatgcaggt
agcctccgta
cgcacctage
gaggctccaa
cgcccgagec
caagccacct
gctgggagee
gggcacccca
ccttggcgcet
cctgcgaccy
ctcttggete
tggcgcgggc
agagccgggc
ccggececgg
tgcccaccag
ggtaaagcca
aacttrtett
caaaagccaa
accgacaata
aaagctggag
gtggataatg

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

1020
1080
1140
1200
1260



ccgaaactat
gaacggaaga
ccrtcgotga
taagcgtaga
atgagtatat
ttacttctgt
agtcgggygcy
accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtaaaa
ctecttccgy
catgcaactc
Tgcgctcggt
tatccacaga
ccaggaaccyg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagee
gacacgactt
taggcggtgce
rtatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
caggattate
cgaggcagtt
catcaataca
catgagtgac
gttcaacagg

taagaaagag
gtttatcaaa
ggggagttct
acttgagatt
ggctcaagec
ggtgtgacat
gccggeeget
gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
tcgataagga
tgggcacgdg
gtaggacago
cgrtcggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tcccecctgga
gtccgecttt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgecactg
tacagagttc
ctgcgetctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttagaaa
aataccatat
¢cataggatg
acctattaat
gacrgaatcce

ccagccatta
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ttaggtttaa
aggttcggtg
agcgttgaat
aattttgaaa
tgtgcaggaa
aattggacaa
tcgagcagac
aaaaaaatgc
ctgcaataaa
ggtgtgggag
tccgtegace
gcatgactat
tgccggcaoc
¢ggcgageygg
aacgcaggaa
gcgrigetyg
tcaagtcaga
agctccetcg
crccettegy
taggtcgtic
gccttatcco
gcagcagcca
trgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
aactcatcga
ttttgaaaaa
gcaagatcct
ttecectegt
ggtgagaatg
cgcregreat

gtctcactga
atggtgcttc
atattaataa
cccgtggaaa
atcgtgtcag
actacctaca
atgataagat
trtatttgtg
Caagttaaca
gttrtttaaa
gatgcccttg
€grcqocgea
gcretecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctetee
gaagcgtyggce
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacaq
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gcatcaaatg
gccgtttetg
ggtatcggtc
caaaaataag
gcaaaagttt

caaaatcace

85

accgrtgatg
gcgtgtagtg
ctgggaacag
acgtgygccaa
gcgatctttg
gagatttggg
acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa
agagccttca
cttatgactg
ttectegetc
ctcaaaggcg
agcaaaagyc
taggctccge
cccgacagga
tgttccgacc
gcttrctcat
gggctgtgtyg
tcttgagtce
gattagcaga
<ggctacace
aaaaagagtt
tgtitgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
daactgcaat
taatgaagga
tgcgattecg
gttatcaagt
atgcatttct

cgcatcaacc

gagcaagtcg
ctcagecttc
gcgaaagcgt
gatgcgatgt
tgaaggaacc
gatcctctag
gtttggacaa
tgctattgct
cattcatttt
cctctacaaa
acccagtcag
tcetetttat
actgactcgc
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccoctgacy
ctataaagat
ctgccgetta
agctcacget
cacgaacccc
dacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgctc
aggatcttca
tatgagtaaa
ttattcatat

gaaaactcac

actcgtccaa

gagaaatcac
ttccagactt
aaaccgttat

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



10

tcattcgtga
aaacaggaat
ctgaatcagg
gtaaccatgc
cegreagceca
catgtttcag
ctgattgcecc
aatttaatcg
ttcaatatta
gtatttagaa
acgegeectg
ctacacttgc
cgttcgcecgg
gtgctttacg
catcgeecty
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
actgttggga
gataagtaag
atrttcatta
ccatcaaaac
aggtgccaga
<210> 20

<211> 8162
<212> ADN

ttgcgectga
cgaatgcaac
atattcttct
atcatcagga
gtttagtctg
aaacaactct
gacattatcg
cggcctagag
ttgaagcatt
aaataaacaa
tagcggegea
cagcgcecta
ctttccccgt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaata
agggcgatcg
taatattaag
catctgtgtg
aaaacgaaac

acatttctct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion recombinante

<400> 20
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gcgagacgaa
cggcgcagga
aatacctgga
gtacggataa
accatctcat
ggcgcatcgg
cgagcccatt
caagacgttt
tatcagggtt
ataggggttc
ttaagcgcgg
gcgeeegetc
caagctctaa
cccaaaaaac
tttegeeett
acaacactca
gcctattggt
ttaacgctta
gtgcgggcect
gtacgggagg
ttggttttet
aaaacaaact

atcgataggt

atacgcgatc
acactgccag
atgctgtttt
aatgcttgat
ctgtaacatc
gcttcccata
tatacccata
ccecgrtgaat
attgtctcat
cgcgcacatt
€gggtgtagt
ctttcgettt
atcgggggct
ttgattaggg
tgacgttgga
accctatcte
taaaaaatga
caatttgcca
cttcgetatt
tacttggagc
gtgtgaatcg
agcaaaatag

accgaca

86

gctgttaaaa
cgcatcaaca
cccggggatce
ggtcggaaga
attggcaacg
caatcgatag
taaatcagca
atggctcata
gagcggatac
tccecgaaaa
ggttacgcgc
ctteccttec
ccetttaggg
tgatggttca
gtccacgtte
ggtctattct
gctgatttaa
ttcgecatte
acgccagecc
ggccgcaata
atagtactaa

gctgtcccca

ggacaattac

atattttcac

gcagtggtga

ggcataaatt
ctacctttgc
attgtcgecac
tecatgttgg
ctcttcocttt
atatttgaat
gtgccacctg
agcgtgaccg
tttctcgeca
ttccgattta
cgtagtgggc
trrtaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
aggctgcgcea
aagctaccat
aaatatctrtt

catacgctct

gtgcaagtgc

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

4260

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4657
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gacaacccte accaagggee aaggtggtga ccgacggacc cacagcggag tggetgdggg 60
agtcgaaact cgccagtcte cactecacte ccaaccgtgg tgccccacge gggcctggga 120
gagtctgtga ggccgcccac cgettgtcag tagagtgege ccgcgagecg taagcacage 180
c€cggcaacat gcggtcttca gacaggaaag tggccgcgaa tgggaccggg gtgcccageg 240
gctgtgggga ctctgtcctg cggaaaccge ggtgacgage acaagctcgg tcaactggat : 300
gggaatcggc ctggygggct ggcaccgcge ¢caccagggg gtttgeggca cttocctetg 360

87



cccctcagea
gaaggggccc
caaagtatgt
gacagtggtc
cctgtectceg
ggtgctgggt
gcectcggga
gccaccecag
attccggtac
cgccattcta
gatacgccct
cttacgctga
tgaatacaaa
tgttgggcgce
gtgaattgct
ggttgcaaaa
tggattctaa
taccteccgy
ttgcactgat
atagaactgc
ttccggatac
cactcggata
tgtttctgag
tctccttctt
ttgcttctgg
atctgccagg
cacccgaggg
aggttgtgga
tgagaggtce
ttgacaagga
tcttecatcgt
ctgaattgga
ttcccgacga
cgatgacgga

ccecacccct
tctgtgccat
gcagggcgct
tgggagggag
gatgccaaag
gagagagacg
gggccctgct
ttagaaaaag
tgttggtaaa
tcegetggaa
ggttcctgga
gtacttcgaa
tcacagaatc
gttatttatc
caacagtatg
aattttgaac
aacggattac
ttttaatgaa
catgaactcc
ctgcgtgaga
tgcgattrta
tttgatatgt
gagccttcag
cgccaaaagc
tggcgctecc
tatcaggcaa
ggatgataaa
tctggatacc
tatgattatg
tggatggcta
tgaccgcctg
atccatcetrtg
tgacgceggt

aaaagagatc
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actctccagg aacgtgagtt ctgagccgtg

ccgagrcece

ggcaggcagg
aagtcctggc
gaggggtgcg
tgtgctggaa
ctgattggcc
cccgggcetag
gccaccatgg
gatggaaccg
acaattgctt
atgtecgttc
gtcgtatgea
ggagttgcag
ggcatttcge
gtgcaaaaaa
cagggattic
tacgattttg
tctggatcta
ttctcgeatg
agtgtrgttc
ggatttcgag
gattacaaga
actctgattg
ctctctaagg
ggatatggac
ccaggcgcag
gggaaaacqc
tccggttatg
cattctggag
aagtctctga
ctccaacacc
gaacttcceg
gtggattacg

agggaccege
gagcagcagg
cctgagggag
gggaggccgt
ctgtccaggg
g99cagggcag
gaccgaggag
aagacgccaa
ctggagagca
ttacagatgc
ggttggcaga
gtgaaaactc
ttgcgeecge
agcctaccgt
agctcccaat
agtcgatgta
tgccagagtc
ctggtctgee
ccagagatcc
cattccatca
tcgtettaat
ttcaaagtgc
acaaatacga
aagtcgggga
tcactgagac
tcggtaaagt
tgggcottaa
taaacaatcc
acatagctta
ttaagtacaa
ccaacatctt
ccgeegttgt

tcgccagtca

88

agctggecec
catggtgtcc
gtgatggggc
ctttggagaa
€ggaggtggag
gggcgggaat
cagggtgagg
aaacataaag
actgcataag
acatatcgag
agctatgaaa
tcttcaatte
gaacgacatt
ggtgtrcgtt
catccaaaaa
cacgttcgte
cttcgatagg
taaaggtgtc
tatttttggc
cggttttgga
gtatagattt
gctgctggtg
tttatctaat
agcggttgcec
tacatcagct
tgttccattt
tcaaagaggc
ggaagcgacc
ctgggacgaa
aggctatcag
cgacgcaggt
tgttttggag

agtaacaacc

atggtggcag
cagccatgtg
cctgagggga
aatgctcagce
ttccaggatg

cccrgeggyg
t€t9gg9cgg9g
gaagcttggce
aaaggcecgy
gctatgaaga
gtggacatca
cgatatgggc
tttatgccgg
tataatgaac
tccaaaaagg
attattatca
acatctcatc
gacaagacaa
gctctgeetc
aatcaaatca
atgtttacta
gaagaagagc
ccaaccetat
ttacacgaaa
aagaggttcc
attctgatta
tttgaagcga
gaactgtgtg
aacgccttga
gacgaacact
gtggctcecy
gtcgcaggtce
cacggaaaga

gcgaaaaagt

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



1tgcgcggagg
caagaaaaat
tctagagtcg
gacaaaccac
ttgctttatt
attttatget
acaaatgtgg
gtcagctcct
tttatcatgc
ctcgetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
acccecegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
aacagtattt
ctcttgatce
gattacgcge
cgctcagtgg
ctrcacctag
gtaaacttgg
catatcagga
ctcaccgagg
tccaacatca
atcaccatga
gacttgttca
gttattcatt
attacaaaca
ttcacctgaa

ggtgagtaac

agttgtgttt
cagagagatc
ggg9cg9g9ccyg
aactagaatg
tgtaaccatt
tcaggttcag
taaaatcgat
tccggtgggc
aactcgtagg
tcggtcgtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttccce
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacc
gacttatcgc
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atcCttttaa
tctgacagtt
ttatcaatac
cagttccata
atacaaccta
gtgacgactg
acaggccagc
cgtgattgceg
ggaatcgaat
tcaggatatt

catgcatcat
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gtggacgaag taccgaaagg tcttaccgga aaactcgacg

ctcataaagg
ccgettcgag
cagtgaaaaa
ataagctgca
ggggaggtgtr
aaggatccgt
gcggggcatg
acaggtgccg
ggctgcggeg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttctece
cggtgtaggt
gctgegectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgcetgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
agaaaaactc
catatttttyg
ggatggcaag
ttaatttcce
aatccggtga
cattacgcte

cctgagegag

gcaaccggcy.

cttctaatac

caggagtacg

ccaagaaggyg
cagacatgat
aatgctttat
ataaacaagt
gggaggttrt
cgaccgatge
actatcgteg
gcagcgctct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggcgttt
tcagaggtygg
cctcgtgege
ttcgggaagce
cgttcgctce
atccggtaac
agccactggt
gtggtggcct
gccagttacc
tagcggtggt
agatccrttg
gattttggtc
aagttttaaa
atcgagcatc
aaaaagccgt
atcctggtat
ctcgtcaaaa
gaatggcaaa
gtcatcaaaa
acgaaatacg
caggaacact
ctggaatgct

gataaaatgc

89

cggaaagatc
aagatacatt
ttgtgaaatt
taacaacaac
ttaaagcaag
ccttgagagce
ccgcacttat
tccgettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgettt
aagctgggct
tatcgtetty
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
trteetget
atctrttcta
atgagattat
tcaatctaaa
aaatgaaact
ttctgtaatg
cggtctgega
ataaggttat
agtttatgca
tcactcgcat
cgatcgetgt
gccagegeat
gttttccegg
ttgatggtcg

gccgtgtaat
gatgagtttg
tgtgatgcta
aattgcattc
taaaacctct
cttcaaccca
gactgtcttc
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tccgececeece
caggactata
cgaccctgec
ctcatagcte
gtgtgcacga
agtccaacec
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
gcaatttatt
aaggagaaaa
ttccgacteg
caagtgagaa
tttettteca
caaccaaacc

taaaaggaca

Caacaatatt .

ggafcgcagt
gaagaggcat

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



aaattccgte
tttgccatgt
cgcacctgat
gttggaattt
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgcg
gaccgetaca -
cgccacgttc
atttagtgct
tgggccatcg
tagtggactc
titataaggg
atttaacgcg
gcgcaactgt
accatgataa
tctttatttt
gctctecate
agtgcaggtg
ctgtgtttcc
ctggeccaga
gggctccgge
gcecggetect
ctcagccgca
tcagacqgggg
tgcctgeceg
atggggcccc
ctgcecceca
ccceggggec
ggcgggccyy
cggceccocg
gcagttcgec
ccggecgece

gggcaaggcg

agccagttta
ttcagaaaca
tgcccgacat
aatcgcggee
tattattgaa
tagaaaaata
ccctgtageg
cttgccageg
gccggettte
ttacggcacc
ccctgataga
ttgttccaaa
attttgccga
aattttaaca
tgggaagggc
gtaagtaata
cattacatct
aaaacaaaac
ccagaacatt
cgcectgatce
ttcggcggcg
gcggcaccgg
cctgctyggg
acaaccagca
cgcacccgea
gagacccceag
tgaattctct
cccagecteg
ccagggcecc
999¢9999<9
€ggccctggg
tgctctccgg
ccgectectg

gccccgegtc
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gtctgaccat
actctggcgc
tatcgcgage
tagagcaaga
gcatttatca
dacaaatagg
gcgcattaag
ccctagegec
cccgtcaage
tcgaccccaa
cggttrtrcg
ctggaacaac
trttcggcecta
aaatattaac
gatcggtgco
ttaaggtacg
gtgtgttggt
gaaacaaaac
tctctatcga
ctctctectce
cagccggecct
9g9ggcgctcg
caggtggcgg
aggacccece
gtgcagccte
ctcacgagca
aggacgggca
ccceegegea
agcccgcacce
agggetecge
€cgcggctag
cggagctgcg
gcccacgect

gacaagctta

ctcatctgta
atcgggcettc
ccatttatac
cgtttccegt
gggttattgt
ggttcecgege
cgcggcgggt
cgetcettee
tctaaatcgg
aaaacttgat
ccctttgacg
actcaaccct
ttggttaaaa
gctracaatt
ggcetctteg
ggaggtactt
tttttgtgtg
aaactagcaa
tactcgaggo
1g9gcggecag
tccgegegte
ggatctgget
ctgcgegecc
gactcageccc
ctggtgoggc
caggccgece
trcagcatgg
ccececagee
ccecgecceg
gggcgeccat
cgcgactata
tgaggcccgg
gcccgegete

gctacgctag

90

acatcattgg
ccatacaatc
ccatataaat
tgaatatggc
ctcatgagceg
4acatticccc
gtggtggtta
getttettee
gggctcectt
tagggtgatg
ttggagtcca
atctcggtct
aatgagctga
tgccattcge
ctattacgcc
ggagcggccyg
aatcgatagt
aataggctgt
ccatgecaggt
agcctccgta
cgcacctagce
gaggctccaa
cgceccgagec
caagccacct
gctgggagee
gggcacccca
ccttggcgct
cctgcgaccyg
ctcttggete
tggcgcgggac
agagccgggce
€cggccccgg
tgcccaccag

cggcatrccy

caacgctacc
gatagattgt
cagcatccat
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcce
cgcgcagegt
cttocttrct
tagggttccg
gttcacgtag
cgttctttaa
attcttttga
tttaacaaaa
cattcaggct
agcccaaqgct
caataaaata
actaacatac
ccCcagtgca
aggatttgag
ggctccaagc
ggg9ggctccg
ggcccgegtg
caggggcccc
gcatctgcac
cgectgecec
gaaacccgqg
ctgeggetcec
ccgcececee
9ggttgcagg
gcgaggccag
gtgggcgccc
cccoceccett
cgcectecate

gtactgttgg

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760

5820

5880 -
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
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taaagccacc atggaagacg ccaaaaacat

ggaagatgga accgctggag agcaactgca

tggaacaatt

gcttttacag

atgcacatat

cgaaatgtcc gttcggttgg cagaagctat

aatcgtegta
tatcggagtt
tatgggcatt
gaacgtgcaa
ttaccaggga
tgaatacgat
ctcctctgga
gagattctcg
tttaagtgtt
atgtggattt
tcaggattac
aagcactctg
tccectetet
gcaaggatat
taaaccgggc
taccgggaaa
tatgtccggt
gctacattct
cctgaagtct
cttgctccaa
cggtgaactt
gatcgtggat
gtttgtggac
gatcctcata
cc

<210> 21

<211> 3579
<212> ADN

tgcagtgaaa
gcagttgcge
tcgeagecta
aaaaagctcc
tttcagtcga
tttgtgccag
tctactggtc
catgccagag
gttccattcc
cgagtcgtct
aagattcaaa
attgacaaat
aaggaagtcg
gggctcactg
gcggtcggta
acgctgggcg
tatgtaaaca
ggagacatag
ctgattaagt
caccccaaca
cccgeegeeg
tacgtcgceca
gaagtaccga

aaggccaaga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccidon recombinante

<400> 21

actctcttca
ccgcgaacga
ccgtggtgtt
caatcatcca
tgtacacgtt
agtccttcga
tgcctaaagg
atcctatttt
atcacggrtt
taatgtatag
gtgcgectgct
acgatttatc
gggaagcggt
agactacatc
aagttgttcc
ttaatcaaag
atccggaagc
cttactggga
acaaaggcta
tetecgacgce
ttgttgtitt
gtcaagtaac
aaggtcttac
agggcggaaa

aaagaaaggc
taaggctatg
cgaggtggac
gaaacgatat
attctttatg
catttataat
cgtttccaaa
aaaaattatt
cgtcacatct
tagggacaag
tgtcgctctg
tggcaatcaa
tggaatgttt
atttgaagaa
ggtgccaacc
taatttacac
tgccaagagg
agctattctg
attttttgaa
aggcgaactg
gaccaacgcce
cgaagacgaa
tcaggtggct
aggtgtcgea
ggagcacgga
aaccgcgaaa
cggaaaactc

gatcgccgtg

91

ccggcgecat
aagagatacg
atcacttacg
gggctgaata
ccggtgrtgg
gaacgtgaat
aaggggttgc
atcatggartt
catctacctc
acaattgcac
cctcatagaa
atcattccgg
actacactcg
gagctgtttc
crtattctcct
gaaattgctt
Ttccatctge
attacacccg
gcgaaggttg
tgtgtgagag
ttgattgaca
cacttcttca
ccegetgaat
ggtcttcccyg
aagacgatga
aagttgcgeg
gacgcaagaa

taatctcgag

tctatceget
ccectggttee
ctgagtactt
caaatcacag
gcgegttatt
tgctcaacag
aaaaaatttt
ctaaaacgga
ccggttttaa
tgatcatgaa
ctgcctgegt
atactgcgat
gatatttgat
tgaggagcct
tcttcgecaa
ctggtggcge
caggtatcag
agggggatga
tggatctgoa
gtcctatgat
aggatggatg
tcgttgaccy
tggaatccat
acgatgacgc
cggaaaaaga
gaggagttgt
aaatcagaga

acgtagggta

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8162



ctaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
ccceegattt
agcgaaagga
cacaccecgce
caactgttgg
gggatgtgct
taaaacgacg
acgtctcgag
agtaaggttc
ctcatacatc
gcttaacget
gaagggaagg
cgttccgact
ttcggcatta
cacgecteca
gtatttattg
agattttggc
gtacgaagaa
catggtggct
getttigttc
ttcctgtgtg
agtgtaaagc
tgccegettt
cggggagagg
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtrtce
gatacctgtce

agcgttaata
caataggccg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggegt
agagcttgac
gcgggcgcta
gcgettaatg
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgage
ggatccccaa
cttcacaaag
gcatcttgoc
ttcgeetgtt
ctgagcacta
tgctccatca
tccactttta
gcttttccag
tcggtactat
ttttgtatac
aagttttcca
ttaccaacag
cctttagtga
aaattgttat
ctggggtgcc
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggetgegy
aggggataac
aaaggccgceg
tcgacgetca
ccctggaage
cgcctrtcte
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ttttgottaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgcecg
ggggaaagcc
gggcgctagce
cgccgetaca
cggtgcgggc
taagttgggt
gcgegtaata
atctctgtag
atcgectgac
cacgtrttcc
cccagttatt
cacgcgaage
acggttcagt
gtgcgagaac
agagcgggtt
aaaacccttt
ctttttgaat
tcacaaaaga
taccggaatg
gggttaattg
ccgctcacaa
taatgagtga
aaccrgtcgt
attgggcgcet
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tccctegtge
ccttcgggaa

attcgegtta
aatcccttat
caagagtcca
gggctatggce
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagecg
gggcgegtec
ctcttcgeta
aacgccaggg
cgactcacta
gtagtttgtc
acgatttcct
acgggtttca
aatatattca
accatcaccg
gagacttaaa
cttcgtcagt
ttcattatct
ccaatcatcg
ggaatctaca
tttagaagaa
ccgctagegt
cgcgettgge
ttccacacaa
gctaactcac
gccagetgea
ctrccgettc
cagctcactc
acatgtgagc
ttttccatag
ggcgaaaccc

gctcteetgt
gcgtggeget

92

aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgctge
cattcgccat
ttacgccage
tttteccage
tagggcgaat
caattatgtc
gcacaggctt
aaattaatct
acgctagaac
aaccttttga
cctaactctt
cctggatacg
acagagtatc
tcataatttc
taaccaggtt
tcaacaacat
agctgeggec
gtaatcatgg
catacgagcc
attaattgcg
ttaatgaatc
ctegctcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctcegeece
gacaggacta
tccgaccctg

ttctcatage

aaatcagctc
aatagaccga
acgtggactc
aaccarcacc
Cctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
tcaggctgeg
tggcgaaagg
cacgacgttyg
tgggtaccct
acaccacaga
gagccatata
caagttctac
tcccctcage
taaactctte
tcttaatagt
tcactttgac
ccgcagegtc
ctfgtgtacc
tagtcccgtg
catcaggatc
gcgagctcca
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgcgctcac
ggccaacgceg
gactcgetge
atacggtrat
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatacc
ccgcttaceg

tcacgctgta

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1980
2040
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ggtatctcag
ttcagcccga
acgacttatc
gcggtgctac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggccc
cagcaataaa
cctecatcca
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgctttte
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
<210> 22

<211> 8086
<212> ADN

ttcggtgtag
ccgctgegec
gccactggca
agagttcttg
cgctctgctg
aaccaccgct
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgea
ccagccagec
gtctattaat
cgtrgttgee
cagctceggt
ggttagetec
catggttatg
tgtgactggt
ctcttgcccg
catcattgga
cagttcgatg
cgttrctggg
acggaaatgt
ttattgtcte

tccgegeaca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion recombinante

<400> 22
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gtcgttcget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtggc
aagccagtta
ggtagcggtyg
gaagatcctt
gggattitgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctececgteg
atgataccgc
ggaagggccg
tgtrgccgag
attgctacag
tcccaacgat
ttcggtectc
gcagcactgc
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttccccgaa

ccaagctgygg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
cctteggaaa
gttrrrtgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagaaccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtagt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttcct
acatatttga

aagtgccac

93

ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccggct
tggtcctgca
aagtagttcg
gtcacgctcyg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgccacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgea
ttttcaatat
atgtatttag

gaaccceccg
ccggtaagac
aggtatgtag
agaacagtat
agctcttgat
cagattacgc
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata

tcgtttggta

‘cccatgttgt

ttggccgcag
ccatccgtaa
tgtatgcggc
agcagaactt
atcttaccoc
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca

daaaataaac

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
3579



ES 2394129 T3

ggtgcgggec tcttcgetat tacgccagee caagcetacca tgataagtaa gtaatattaa 60
ggtacgggag gtacttggag cggccgcaat aaaatatctt tattttcatt acatctgtgt 120
gttggttttt tgtgtgaatc gatagtacta acatacgcte tccatcaaaa caaaacgaaa 180

94



Cdddacaaac
tatcgataac
gtgcettgeg
aagcccaccec
gcggggccag
acatctcccc
gagggggaga
ggccgeggec
acceeceecc
atggcacttc
tggctgggag
agtgggagggt
actgaccagc
ctccteetct
tcttctagag
aaaaacataa
caactgcata
gcacatatcg
gaagctatga
tcrcttcaat
gcgaacgaca
grggtgticy
atcatccaaa
tacacgttcg
tccttcgata
cctaaaggtg
cctattttg
cacggttttg
atgtatagat
gcgctgetygg
gatttatcta
gaagcggttyg
actacatcag
gttgttccat

tagcaaaata
ttcccggicg
ggccctggec
tggtatgttg
gatggagagg
cacaccccct
ggggctrgctg
cctgeccagt
ccettcactg
gctacgggat
gagggagagg
agggtggagc
ctgcaaactg
tecctectect
tcggctageg
agaaaggcec
aggctatgaa
aggtggacat
aacgatatgg
tctttatgec
tttataatga
tttccaaaaa
aaattattat
tcacatctca
gggacaagac
tcgetetgee
gcaatcaaat
gaatgtttac
ttgaagaaga
tgccaaccct
atttacacga
ccaagaggtt
ctattctgat
ttittgaagc
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ggctgrccce
gtctgtgggt
tccggggtac
acgcggtgee
ggccgagrtg
ctggctetgt
gtctgaggct
gggcagegtg
ccctgtgeag
ggtccagggc
gcgggagcaa
c€cgggctggg
gacattagct
cctectgecc
gcattceggt
ggcgecatte
gagatacgcc
cacttacgct
gctgaataca
ggtgttgggc
acgtgaattg
ggggttgcaa
catggattct
tctaccteec
aattgcactg
tcatagaact
cattccggat
tacactcgga
gctgtttctg
attctcctte
aattgcttct
ccatctgeca

tacacccgag

gaaggtigtg

agtgcaagtg
gcagggagtg
tgggtaacga
agcgagaceg
gcaggagtca
ccgcaacatt
aagaagggca
gaagtttcca
agatgagccg
tcccggttagg
a99cgCggad
aggagtcggc
tctectgtga
cagcgagcct
actgttggta
tatccgctgg
ctggttcctg
gagtacttcg
aatcacagaa
gcgttattta
ctcaacagta
aaaattttga
aaaacggatt
ggttttaatg
atcatgaact
gectgegtga
actgcgattt
tatttgatat
aggagcctec
ttcgccaaaa
ggtggegctc
ggtatcaggc
ggggatgata
gatctggata

95

caggtgccag
ccgectcaca
ggaggggcgc
cgagaggaag
tggcagacgc
tccaaacagg
gagccttcga
tacaaggagg
ggggtgcagg
gggtgcagga
gagtggtcag
tcacacataa
aagagacttc
tctgctgage
aagccaccat
aagatggaac
gaacaattgc
aaatgtccgt
tcgtcgtatg
tcggagttgc
tgggcatttc
acgtgcaaaa
accagggatt
aatacgattt
cctctggatc
gattctcgea
taagtgttgt
gtggatttcg
aggattacaa
gcactctgat
ccctctctaa
aaggatatgg
aaccgggcge

ccgggaaaac

aacatttctc
tgtgtgattc
ggagccgeag
acgggggtag
cacattcgcg
agtcccggga
cccggagaga
tgggaaggag
atgggagccc
gagaagagac
cagggagagg
aagctgaggce
cagettecte
tgtaggggga
ggaagacgec
cgctggagag
ttttacagat
tcggttggca
cagtgaaaac
agttgcgece
gcagectace
aaagctccca
tcagtcgatg
tgtgccagag
tactggtctg
tgccagagat
tccattecat
agtcgtrctta
gattcaaagt
tgacaaatac
ggaagtcggg
gctcactgag
ggtcggtaaa
gctgggegtt

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



aatcaaagag
ccggaagega
tactgggacg
aaaggctatc
ttcgacgcag
gtrgttttgg
caagtaacaa
ggtcttaccg
ggcggaaaga
cgccctgate
ttcggcggeg
gcggcaccgg
cctgetggggy
acaaccagca
cgcacccgea
gagaccccag
tgaattcrct
cccagecteg
ccagggcccc
999cggggcyg

cggccetggy
tgctctcecgg

ccgeetectg
gccecgegte
aaaaacataa
caactgcata
gcacatatcg
gaagctatga
tctcttcaat
gcgaacgaca
gtggtgttcg
atcatccaaa
tacacgttcg

tccrtcgata

gcgaactgtyg
ccaacgcctt
aagacgaaca
aggtggctcc
gtgtcgcagg
agcacggaaa
ccgcgaaaaa
gaaaactcga
tcgccgtgta
ctctctccte
cagccggect
ggggcgeteg
Caggtggcgyg
aggacccccc
gtgcagccte
ctcacgagca
aggacgggca
ccccecgegea
agcccgeace
agggctccge
ccgcggetygg
cggagctgcg
gcccacgect
gacaagcttg
agaaaggccc
aggctatgaa
aggtggacat
aacgatatgg
tctttatgee
tttataatga
tttccaaaaa
aaattattat
tcacatctca

gggacaagac
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tgtgagaggt
gattgacaag
cttcttcatce
cgctgaattg
tcttcccgac
gacgatgacg
gttgcgegga
cgcaagaaaa
atctcgagag
tggcggccgg
tccgegegte
ggatctggct
ctgcgegecec
gactcagcecc
€tggtggggc
caggcegeec
ttcagcatgg
ccccceagee
cccegeeccy
gggcgcccat
cgcgactata
tgaggcccgg
gccegegetc
gcattceggt
ggcgccattc
gagatacgcc
cacttacgct
gctgaataca
ggtgttgggc
acgtgaattg
ggggtrtgcaa
catggattct
tctacctcecc

aattgcactg

cctatgatta tgtccggtta tgtaaacaat

gatggatggc
gttgaccgce
gaatccatct
gatgacgccg
gaaaaagaga
ggagttgtgt
atcagagaga
ccatgcaggt
agcctecgta
cgcacctagc
gaggctccaa
cgccecgagee
caagccacct
gctgggagec
gggcacccca
ccttggegct
cctgcgaccg
ctcttggcte
tggcgcgggc
agagccgggc
ceggeeccgg
tgcccaccag
actgttggta
tatccgctgg
ctggttcctg
gagtacttcg
aatcacagaa
gcgttattta
ctcaacagta
aaaattttga
aaaacggatt
ggttttaatg

atcatgaact
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tacattctgo
tgaagtctct
tgctccaaca
gtgaacttcc
tcgtggatta
ttgtggacga
tcctcataaa
aggatttgag
ggctccaage
gggggctccg
ggccegegtg
cagggyccce
gcatctgcac
cgcctgecce
gaaacccggg
ctgcggetcc
cegeeceece
gggttocggy
gcgaggccag
gtgggcgeec
cceececett
cgcctecate
aagccaccat
aagatggaac
gaacaattgc
aaatgtccgt
tcgtcgtatg
tcggagttge
tgggcatttc
acgtgcaaaa
accagggatt
aatacgattt
cctetggatc

agacatagct
gattaagtac
ccccaacate
cgcecgeegtt
cgtcgccagt
agtaccgaaa
ggccaagaag
ctgtgtttce
ctggcccaga
gggctecgge
gccggetect
ctcagccgeca
tcagacgugg
tgcctgeccy
atggggcccc
ctgeceeccca
ccccggggec
99cgggccgg
cggccecgeg
gcagttcgee
ccggcegecc
9g9gcaaggcg
ggaagacgcc
cgctggagag
ttttacagat
tcggttggca
cagtgaaaac
agttgcgeccc
gcagcctacc
aaagctccca
tcagtcgatg
tgtgccagag
tactggtctg

2280
2340
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



cctaaaggtg
cctattittg
cacggttttg
atgtatagat
gcgctgctgg
gatttatcta
gaagcggrig
actacatcag
gtrgttccat
aatcaaagag
ccggaagcga
tactgggacg
aaaggctatc
ttcgacgcag
gttgttttgg
caagtaacaa
ggtcttaccg
ggcggaaaga
ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
trttaaagca
gcccttgaga
cgccgeactt
ctrccgette
cagctcactc
acatgtgagce
ttttccatag
ggcgaaaccc
gctctectgt
gcgtggcgct
ccaagctggg
actatcgtct
gtaacaggat

tcgetetgec
gcaatcaaat
gaatgtttac
ttgaagaaga
tgccaaccet
atttacacga
ccaagaggtt
ctattctgat
tttttgaage
gcgaactgtg
ccaacgcecett
aagacgaaca
aggtggctcc
gtgtcgcagg
agcacggaaa
ccgcgaaaaa
gaaaactcga
tcgeegtgta
ttgatgagtt
tttgtgatgc
acaattgcat
agtaaaacct
gccttcaacc
atgactgtct
ctcgetcact
aaagygcggta
aaaaggccag
gectecgeecce
gacaggacta
tccgacectg
ttctcatagce
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
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tcatagaact
cattccggat
tacactcgga
gctgtttctg
attctcctec
aattgertct
ccatctgeca
tacacccgag
gaaggttgtg
tgtgagaggt
gattgacaag
cttctrcate
cgctgaattg
tctteccgac
gacgatgacg
gttgcgcgga
cgcaagaaaa
attcragagt
tggacaaace
tattgcttta
tcattttatg
ctacaaatgt
cagtcagcte
tctrtatcat
gactcgctge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagce
taaagatacc
ccgettaccy
tcacgctgta
gaaccccceg
ccggtiagac
aggtatgfag

gcctgcgtga gattctcgca tgccagagat

actgcgattt
tatttgatat
aggagccttc
ttcgccaaaa
gg9tggcgctc
ggtatcaggc
ggggatgata
gatctggata
cctatgatta
gatggatggc
gttgaccgee
gaatccatct
gatgacgccg
gaaaaagaga
ggagttgtgt
atcagagaga
€ggggcggec
acaactagaa
tttgtaacca
tttcaggttce
ggtaaaatcg
cttceggtgg
gcaactcgta
gctcggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
datcacCaaaaa
aggegtttce
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagcccga
acgacttatc
gcagtgetac
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taagtgttgt
gtggatttcg
aggattacaa
gcactctgat
ccctctetaa
aaggatatgg
aaccgggcgc
ccgggaaaac
tgtccggtta
tacatictgg
tgaagtctct
tgctccaaca
gtgaacttcc
tcgtggatta
ttgtggacga
tcctcataaa
ggccgettcg
tgcagtgaaa
ttataagctg
agogggaggt
ataaggatcc
gcgcggggea
ggacaggtgc
tcggctgcgg
aggggataac
aaaggccgeg
tcgacgetca
ccctggaage
cgcctttcte
ttcggtgtag
ccgetgegec
gccactggeca

agagttcttg

tccattccat
agtcgtctta
gattcaaagt
tgacaaatac
ggaagtcggg
gcrcactgag
ggtcggtaaa
gctgggcgtt
tgtaaacaat
agacatagct
gattaagtac
Ccccaacatc
cgccgecgtt
cgtcgecagt
agtaccgaaa
ggccaagaag
agcagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gtgggaggtt
gtcgaccgat
tgactatcgt
cggcagcget
cgagcggtat
gcaggaaaga
Ttgctggegt
agtcagaggt
tccctegtge
ccttcgggaa
gtcgttcget
tratccggta
gcagccactg

aagtggtggc

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300



ctaactacgg
ccttcggaaa
gttrttttgt
tgatcrttte
tcatgagatt
aatcaatcta
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtctgc
aaataaggtt
aaagtttatg
aatcactcgc
cgcgatcgct
ctgccagegce
ctgttttccc
gcttgatgat
taacatcatt
t¢ccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
gtctcatgag
gcacatttcc
gtgtggtggt
tcgetttett
gggggctccce
attagggtga
cgttggagtc
ctatcrcggt
aaaatgagct
tttgccattc
<210> 23

<211> 3843
<212> ADN

ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttctttc
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
<ggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcatactc
cggatacata
ccgaaaagtg
tacgcgceage
cccttecttt
tttagggtec
tggttcacgt
cacgttcttt
ctattctttt
gatttaacaa

gccattcagg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion recombinante
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agaacagtat
agctcttgat
cagattacgc
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgccat
gtcgcacctg
atgttggaat
ttcettttte
tttgaatgta
ccacctgacg
gtgaccgcta
ctcgecacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacg

ctgcgcaact

ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttcgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgcgg
aatattattg
tttagaaaaa
cgcectgtag
cacttgccag
tcgccggett
ctttacggca
cgccctgata
tcttgttcca
ggattttgcc
cgaattttaa

gttgggaagg
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cgctetgetg
aaccaccget
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatccgot
gccattacge
cgcctgageg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctgge
attatcgcga
cctagagcaa
aagcatttat
taaacaaata
cggcgeatta
cgcecctageg
tccccgtcaa
cctegaceee
gacggttttt
aactggaaca
gatttcggec
caaaatatta

gcgatc

aagccagtta
ggtagcggtg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
tcatcgagca
tgaaaaagec
agatcctggt
ccctegtcaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggct
gcccatttat
gacgtttcee
cagggttatt
ggggttccge
agcgcggcgg
cecgetectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgcectttga
acactcaacc
tattggttaa

acgcttacaa

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8086
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<400> 23

99



ctaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
cceecgattt
agcgaaagga
cacacccgec
caactgttgg
gggatgtgct
taaaacgacg
acgtctcgag
cgctggggea
ggagaagcta
ctcctececag
cgcctttget
cgggagccct
catctctgea
acttccacge
ttcttagect
tgcggacaga
cctgccaact
tcgctggeac
acccagcace
cctgcaccca
gcactgggga
tatgttagta
attttattgc
tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttecteget

agcgttaata
caataggccg
agtgttgttc
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
gcgggegeta
gcgcttaatyg
gaagggcgat
gcaaggcgat
gccagtgage
gtagctgcta
gg9aggaggag
atgtccagtt
ccegggetce
ccegeecetet
ggaccatccc
cagggcagty
tgcccactgg
cagaccagca
gccagagggg
cggeeectct
cgcgtcaaca
ccggaggcca
cagaccgacc
cagcctattt
ctatcgattc
ggccgegage
atggtcatag
agccggaage
tgcgttgcge
aatcggcecaa

cactgactcg
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ttttgttaaa attcgcgtta aatttttgtt

aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
cgaggtgccg
gdgggaaagcc
gg9gcgctggce
cgccgetaca
€gotgcggac
taagttgggt
gcgcgtaata
gccgactcta
gaggaagagg
tgcaggctgg
accctaccecc
ccctectecc
gtagcgaagt
4399999999
gcaggggccg
gcccctercce
gtgtggggga
ccatcetgge
taccagggtg
gggcccgcaa
gggaagttat
tgctagtttg
acacaaaaaa
tccagettet
ctgtttcctyg
ataaagtgta
tcactgeccy
cgcgcgggga
ctgcgctcgg

aatcccttat
caagagtcca
gggctatggce
taaagcacta
ggcgaacgtg
aagtgtagcg
gggacgcgtcc
ctcttcgeta
aacgccaggg
cgactcacta
gaagatccce
aggaggagga
tcagtgectc
ccaccectct
agccagtctc
gccatgggct
ggggtctect
cggcctctct
cccteteccy
gatgtcgega
cccgeccacc
ggcttctgeg
ggcacgaatc
cgatagagaa
ttttgtttcy
ccaacacaca
gttcccttta
tgtgaaattg
4agcctgggo
ctttccagte
gaggcggrtt
tcgttcgget
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aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
gcgagaaagg
gtcacgctgc
cattcgccat
ttacgccage
ttttcccagt
tagggcgaat
ctacagctca
agctggaagt
agcttttatg
ccctgetgac
ttctctectyg
cccatectge
tcccacctec
c€cgggtcgaa
ggactcctgt
atgtggcgtc
cecgrcttec
gctecgegec
acacatgtga
atgttctggce
ttttgttttg
gatgtaatga
gtgagggtia
ttatccgcte
tgcctraatga
gggaaacctg
gcgtattggg
gcggcgageg

aaatcagctc
aatagaccga
acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
aagggaagaa
gcgtaaccac
tcaggctgeg
tggcgaaagyg
cacgacgttg
tgggtaccct
gcagaaggct
ctctticaca
tgtgagccga
cactcccccg
cacccccaac
accccegget
ttgtatggaa
ggctctgece
ttggaaatgt
tgccatgact
tctegeggtce
cctectegtt
ggcggcaccc
acctgcactt
atggagagcg
aaataaagat
attgcgcget
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgecage
cgctcttccg
gtatcagctc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



5

actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttctea
tgggctgtgt
gtcttgagtc
gogattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagc
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgecgee
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgc
tcctttttea
ttgaatgtat

cac

<210> 24
<211> 6084
<212> ADN

ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccececetgac
actataaaga
cctgcecgett
tagctcacge
gcacgaacce
caacccggta
agcgaggrat
tagaagaaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgct
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgecagtt
ctcgtcgtet
atcccccatg
taagttggcc
catgccatce
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaag

atattattga

‘ttagaaaaat
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ttatccacag
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggcgr
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcgotyg
gtatttggta
tgatccggea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcce
acttggtctg
tttegttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tcegecteca
aatagtttgc
ggtatggctt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgetgttga
tttactrtca
ggaataaggg
agcatttatc

aaacaaatag

aatcagggga taacgcagga aagaacatgt

gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttccecctgg
tgtccgectt
tcagtteggt
ccgaccgcetg
tatcgecact
ctacagagtt
tctgcgerct
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgc
gccccagtge
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gtrgcrcttg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagcgrttc
cgacacggaa
agggttattg
gggttccgcg

101

cgcgttgetg
ctcaagtcag
aagcteccte
tctccctteg
gtaggtcgtt
cgcettatec
ggcagcagec
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtagce
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactcccc
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgc
tgccattget
cggttcccaa
ctectteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtca
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tcrcatgagce

cacatttccc

gecgtttttce
aggtggcgaa
gtgegetcte
ggaagcgtygg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggtrtte
cctttgatct
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagaac
gccgagegea
cgggaagcta
acaggcatcg
cgatcaaggc
cctecgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttcgggge
actcgtgcac
aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat

cgaaaagtgc

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
3600
3660
3720
3780
3840
3843
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construccion recombinante

<400> 24

102



gcggecgeaa
cgatagtact
aggctgrcce
ggtcigtagg
ctccggggty
gacgcggtge
gggccgagtt
tctggetctg
ggtctgaggc
tgggcagcgt
gccctgtgea
tggtccaggg
ggcgggagca
€ccggoctag
ggacattagc
tectectgee
ggcattccgg
aatcrtrtgt
ccattcaaaa
ggaaagggtt
aaaacccgct
aggttctcge
tcactgaacc
gtgcttegeg
ttaataactg
gtggaaaacg
gtgtcaggeg
acctacagag
cgccctgatce
ttcggcggeg
gcggcaccgg

taaaatatct
aacatacgct
cagtgcaagt
tgcagggggt
ctgggtaacg
cagcgagacc
ggcaggagtc
tccgcaacat
taagaagggc
ggaagtttcc
gagatgagcc
cteccggttg
aaggcgcggg
gaggagtcgg
ttctcctgtg
ccagcgagec
tactgttggt
gatggaaaac
aggtatacaa
ttatagtacc
ctctggaaaa
actaaaagtg
gttgatggag
tgtagtgctc
ggaacaggcg
tggccaagat
atctttgtga
atttggggat
ctetctecte
cagccggect
ggggcgetcg
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ttattttcat
ctccatcaaa
gcaggtgeca
gcegectcac
Aggaggggco
gcgagaggaa
atggcagacg
ttccaaacag
agagccttceg
atacaaggag
99g9gtgcag
ggggtgcagg
ggagtggtca
ctcacacata
aaagagactt
ttctgctgag
aaagccacca
trttcttegt
aagccaaaat
gacaataaat
gctgagagacg
gataatgccg
caagtcggaa
agcctteect
aaagcgttaa
gcgatgtatg
aggaacctta
ccctcgagygg
tggcggccgg
tccgegegtc
ggatctggct

tacatctgtg
acaaaacgaa
gaacatttct
atgtgtgatt
cggagccgea
gacgggagtg
ccacattcge
gagtcccggg
acccggagag
gtgggaagga
gatgggagcc
agagaagaga
gcagggagag
aaagctgagg
ccagcttcct
ctgtaggggy
tggatcctga
accacgggac
ctggtacaca
acgacgctge
tggtcaaagt
aaactattaa
cggaagagtt
tcgctgaggg
gcgtagaact
agtatatggc
cttctgtggt
ccatgcaggt
agccteegta
cgcacctage

gaggctccaa
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tgttggtttt
acaaaacaaa
ctatcgataa
cgtgccttge
gaagcccacc
ggcggggeca
gacatctcce
agagggggag
aggccgcggc
gaccccecec
catggcactt
ctggctggga

9991999999
cactgaccag

cCtcctcoctrc
atcttctaga
tgatgttgtt
taaacctggt
aggaaattat
gggatactct
gacgtatcca
gaaagagtta
tatcaaaagqg
gagttctagc
tgagattaat
tcaagcctgt
gtgacataat
aggatttgag
ggctccaagc
gggggctccg
ggccegegtg

ttgtgtgaat
ctagcaaaat
ctteceggtc
gggccctggce
ctggtatgtt
ggatggagag
ccacacceee
aggggctgct
ccctgeccag
ccccttcact
cgctacggga
ggagggagag
tagggtggag
cctgcaaact
ttcctectee
gtcggctage
gattcttcta
tatgtagatt
gacgatgatt
gtagataatg
ggactgacga
ggtttaagtc
ttcggtgatg
gttgaatata
tttgaaaccc
gcaggaaatc
tggacaaact
ctgtgtttce
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ctgcgcgece
gactcagece
ctggtgaggc
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tttgtgaaat
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ttgatggagc
gtagtgctca
gaacaggcga
ggccaagatg
tctttgtgaa
tttggggatc
tgatgagttt
ttgtgatgct
caattgcatt
gtaaaaccte
ccttcaaccc
tgactgtctt
tcgetcactg
aaggcggtaa
aaaggccagco
ctccgecece

acaggactat
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crctccrgte
cgtggcgett
caagctyggge
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taacaggatt
taactacggc
cttcggaaaa
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gatcttttct
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tctcatgage
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atttaacaaa
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aaaatattaa cgcttacaat ttgccattcg ccattcagge tgcgcaactg ttgggaagqg 6000
cgatcggtgc gggcctettc gctattacge cagcccaagce taccatgata agtaagtaat 6060
attaaggtac gggaggtact tgga 6084
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ES 2394129 T3

REIVINDICACIONES
1. Una construccién de acido nucleico, que comprende:

un primer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el primer marco abierto de lectura
unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19; y

un segundo marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando el segundo marco abierto de
lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién de IGF-Il seleccionada de las
secuencias P4 de IGF-1l y P3 de IGF-II,

0 que comprende:

un primer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho primer marco abierto de
lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-II; y

un segundo marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho segundo marco abierto de
lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P4 de IGF-II,

en la que:

la secuencia reguladora de la transcripcién especifica de H19 es un promotor cuya secuencia es SEC ID N%: 1 o
SEC ID N2 2; la secuencia reguladora de la transcripcién P4 de IGF-Il es una secuencia seleccionada de SEC
ID N2: 9 y SEC ID N2 13; y la secuencia P3 de IGF-Il es SEC ID N2: 17 o se selecciona de SEC ID N2%: 8 y SEC
ID N2: 12;

2. La construccion de acido nucleico de la reivindicacién 1, en la que la toxina diftérica es toxina diftérica A (DTA).

3. La construccion de acido nucleico de la reivindicacion 2, en la que la toxina diftérica comprende una secuencia
como se expone en SEC ID N%: 7.

4. La construccion de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que dicha construccion de acido nucleico es un
plasmido.

5. La construccién de acido nucleico de la reivindicacién 1, en la que el primer marco abierto de lectura esta unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19 y el segundo marco abierto de
lectura esta unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P4 de IGF-II.

6. La construccion de acido nucleico de la reivindicaciéon 1, en la que el primer marco abierto de lectura esta unido
operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién especifica de H19 y el segundo marco abierto de
lectura esta unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P3 de IGF-II.

7. La construccién de acido nucleico de la reivindicacién 1, en la que dicho primer marco abierto de lectura esta
unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion P3 de IGF-1l y dicho segundo marco abierto de
lectura esta unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcién P4 de IGF-II.

8. Un vector de expresién eucariota que comprende la construccion de &cido nucleico de la reivindicacion 1.

9. Una construccién de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 0 4 para uso en el tratamiento de un
tumor, o inhibiciéon de la progresion tumoral o inhibicién de la metastasis tumoral en un sujeto humano que lo
necesite, en la que una célula de dicho tumor es capaz de expresar un transcrito dirigido por el promotor de H19, un
transcrito dirigido por el promotor P3 de IGF-1I o un transcrito dirigido por el promotor P4 de IGF-II.

10. La construccién de &cido nucleico para uso en el tratamiento de un tumor, o inhibicién de la progresiéon tumoral o
inhibicion de metastasis tumoral de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que dicho tumor es un carcinoma.

11. La construccion de acido nucleico para uso en el tratamiento de un tumor, o inhibicién de la progresion tumoral o
inhibicion de metastasis tumoral de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que dicho tumor se selecciona del grupo
que consiste en un carcinoma de vejiga, un carcinoma hepatocelular, un carcinoma de ovario y un carcinoma
pancreatico.

12. La construcciéon de acido nucleico de la reivindicacion 7, en la que dicha construccién de é&cido nucleico
comprende ademas un tercer marco abierto de lectura que codifica una toxina diftérica, estando dicho tercer marco
abierto de lectura unido operativamente a una secuencia reguladora de la transcripcion especifica de H19.

13. Una construccion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 7 para uso en el tratamiento de un tumor,
inhibicién de la progresién tumoral o inhibicion de la metéstasis tumoral en un sujeto humano que lo necesite, en la
que una célula de dicho tumor es capaz de expresar un transcrito dirigido por el promotor P3 de IGF-II o un transcrito
dirigido por el promotor P4 de IGF-II.

14. La construccion de acido nucleico para uso en el tratamiento de un tumor, inhibiciéon de la progresiéon tumoral o
inhibicion de la metastasis tumoral de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que dicho tumor es un carcinoma.

15. La construccion de acido nucleico para uso en el tratamiento de un tumor, inhibicion de la progresion tumoral o
inhibicion de la metastasis tumoral de acuerdo con la reivindicacion 14, en la que dicho tumor se selecciona del
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grupo que consiste en un carcinoma de vejiga, un carcinoma hepatocelular, un carcinoma de ovario y un carcinoma
pancreatico.
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