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DESCRIPCION
Secuencia polinucleotidica para la inhibicién de la sintesis de fosfolambano

La presente invencion se refiere a reactivos que facilitan la inhibicién de fosfolambano en tejido cardiaco de
animales superiores. Mas especificamente, la invencion se refiere a secuencias polinucleotidicas capaces de regular
negativamente la expresion de fosfolambano en una célula de paciente, como se especifica en las reivindicaciones
independientes.

La insuficiencia cardiaca y la insuficiencia cardiaca congestiva son patologias de gran importancia. Estan asociadas
a deficiencias en la contractilidad cardiaca y anormalidades en el trafico de calcio intracelular.

El fosfolambano (PLB) es una proteina de membrana integral de 52 aminoacidos que forma parte en la regulacion
de la bomba de i6n de calcio en células musculares. En células musculares cardiacas, el PLB controla la bomba de
ATPasa de Ca®* del reticulo sarcoendoplasmico (SERCA). La relacion de PLB/SERCA influye en la contractilidad
cardiaca. La expresion aumentada de SERCA vy la inhibicion de PLB funcionan ambas hacia una contractilidad
mejorada en cardiomiocitos deteriorados. EI ARNm (cds) del fosfolambano esta publicado en la base de datos
nucleotidica del National Center of Biotechnology Information (NCBI) como NM_002667.2.

Se ha mostrado que la sobreexpresion de SERCA puede restaurar la contractilidad, el trafico de calcio y la respuesta
de frecuencia en cardiomiocitos aislados (Del Monte et al., Circulation 1999, 100: 2308-2311).

Son posibles diferentes enfoques para la regulacion negativa de la actividad de PLB en una célula. El documento
US2004121942A1, por ejemplo, emplea la expresion de proteina PLB mutada exégena para alcanzar este efecto.

Es otro enfoque el uso de acido ribonucleico (ARN) tal como anticodificante o ARNip para suprimir la expresion
génica al nivel de control de ARNm.

Esto se describe, por ejemplo, en el documento WO 2008/080985, que da a conocer varias moléculas de ARNip
correspondientes a una porcion de la secuencia de acido nucleico de fosfolambano, que son capaces de inhibir la
expresion de fosfolambano en una célula. Este documento menciona también que podria ser posible usar un vector
de expresion que comprende ADN que codifica dicho ARNip, en el que el vector puede ser un vector adenovirico.

Puesto que el ARN no es una molécula estable que se preste facilmente a formulacién y uso farmacéutico, la
aplicacion directa de moléculas de ARN no es necesariamente el enfoque clinico mas prometedor para aplicar ARN
a la gestion de enfermedades humanas. Es un enfoque que elude la inestabilidad del ARN el uso de ribonucleétidos
quimicamente modificados, tales como moléculas de esqueleto de tiofosfato o restos de 2’-desoxipurina o 2’-O-
metilpirimidina. Enfoques comparables durante la época anticodificante han padecido problemas de toxicidad
causados por las moléculas y sus productos de degradacion.

Es un enfoque alternativo que evita la aplicacién de moléculas de ARN transcribir el ARN en la célula del paciente a
partir de moédulos de expresion de acido desoxirribonucleico (ADN). EI ADN es mas estable en muchas condiciones
encontradas en el suministro de farmacos, y son conocidas diferentes tecnologias para suministrar médulos de
expresion de ADN a las células de pacientes. Estas incluyen transferencia virica, bombardeo de células mediado por
particulas, inyeccion de ADN desnudo o ADN complejado con policationes o liposomas en el tejido, y otros
procedimientos conocidos en el contexto de la denominada “terapia génica”.

Se ha intentado restaurar la contractilidad de células de musculo cardiaco deterioradas in vitro mediante la inhibicion
de la expresion de PLB con moléculas de ARN anticodificantes expresadas a partir de vectores adenoviricos en
cardiomiocitos cultivados (Eizema et al., Circulation 2000; 101; 2193-2199; y Del Monte et al., Circulation 2002; 105;
904-907).

Diferentes enzimas transcriben ARN a partir de ADN en una célula eucariética, especificamente la ARN polimerasa
[, Il'y lll. La transcripcion de cada polimerasa esta controlada por diferentes elementos reguladores que regulan la
expresion del gen asociado. Tradicionalmente, la expresion de moléculas cortas no de ARNm a partir de médulos de
expresion introducidos artificialmente en células ha hecho uso de la ARN polimerasa Il (Pol-Ill). La Pol-lll sintetiza
ARN ribosémico de 5S y ARNt. La actividad de ARN Pol-lll no esta controlada de forma especifica de célula. El
documento US2005064489 describe promotores de Pol-lll regulados por el sistema transactivador de tetraciclina.
Dichos promotores condicionalmente activos ofrecen la ventaja de ser capaces de controlar el estado de actividad
del transgén introducido artificialmente en un paciente; sin embargo, no ofrecen especificidad celular si se aplican al
cuerpo entero de un paciente por suministro sistémico.

En cualquier enfoque clinico que intente regular la expresion génica, la especificidad celular o tisular es un elemento
altamente deseable de control y seguridad. Por ello, serian ventajosos medios para facilitar la expresion de ARN
orientado a PLB a partir de promotores especificos de célula tales como promotores de ARN polimerasa Il para el
control de la expresion de fosfolambano en células cardiacas.
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Se ha intentado la regulacién anticodificante de PLB por promotores de Pol-ll expresando ARN anticodificante bajo
el control del promotor de CMV o del factor natriurético auricular inducible (ANF) (Eizema et al., Circulation 2000;
101; 2193-2199).

Los intentos de regular negativamente la expresion de proteinas intracelulares mediante enfoques anticodificantes
no han conseguido generalmente el éxito clinico esperado por la tecnologia en el momento de su implantacion. Es
un nuevo enfoque para regular negativamente la expresion génica intracelular el uso de las denominadas moléculas
de ARN interferente pequefio (ARNip). Estas son pares de moléculas de ARN bicatenario pequefias de tipicamente
19-29 pares de bases de longitud, una de cuyas hebras es complementaria de una seccion del ARNm. EI ARNm
diana se degrada por el complejo RISC. Las moléculas de ARNip se descubrieron originalmente en plantas
(Hamilton y Baulcombe, Science. 29 de oct. de 1999; 286(5441): 886), y después en células de mamifero (Elbashir
et al., Nature. 24 de mayo de 2001; 411 (6836): 428-9, W00244321).

Esta estrechamente relacionado el descubrimiento de microARN o miARN. Estas son moléculas de ARN
sintetizadas naturalmente a partir de genes codificados genémicamente que, tras procesamiento por actividades
modificadoras del ARN celular, dan lugar a estructuras de horquilla de ARN corta con estructuras de tallo de 11 pb
(pares de bases). El miARN se orienta también a ARNm para degradacion y es probablemente un mecanismo de
control de la expresion génica en la célula.

El documento US26198825A1 muestra secuencias de ARNip que se sugiere que se orientan a la sintesis de
fosfolambano.

Es un enfoque de la generacion de ARNip in vivo la generacion del denominado ARN de horquilla pequefio (ARNhp),
que es un precursor natural del ARNip. Dichas moléculas de ARNhp pueden generarse mediante la expresion de
una molécula de ARN parcialmente autocomplementaria a partir de un moédulo de expresion introducido en una
célula eucaridtica. La tecnologia se revisa por Mcintyre y Fanning (BMC Biotechnol. 2006; 6: 1).

Los inventores han publicado recientemente los resultados de un experimento in vitro en los que se reducen ARNm
de PLB y proteina, y se aumenta la captacion de Ca, en cardiomiocitos de rata recién nacida primarios cultivados por
ARNhp expresado a partir de constructos adenoviricos activados por promotor de polimerasa Ill (Fechner et al.,
Gene Therapy 2007, 14, 211-218).

Existen obstaculos técnicos adicionales para expresar ARNhp a partir de promotores de Pol-Il. Este problema ha
conducido recientemente al desarrollo de los denominados vectores generadores de miARNip (ARNip basados en
microARN) que pueden usarse para activar la generacion de ARNip a partir de un promotor de Pol-Il (Shin et al.,
Proc. Nat. Acad. USA 103, 13759-13764). El miARNip puede describirse como una secuencia de ARNhp embebida
entre secuencias flanqueantes de microARN particulares. Esta tecnologia se ha puesto recientemente a disposicion
por Invitrogen Inc. como el plasmido pcDNA6.2-GW/miR. Este plasmido comprende el promotor de CMV (promotor
temprano inmediato de citomegalovirus) como elemento de expresion de Pol-ll. EI promotor de CMV activa la
transcripcion de polimerasa |l de forma constitutiva no especifica de tejido. La generacion de secuencias de
miARNip a partir de secuencias de ARNhp no es.

Pueden emplearse diferentes vectores viricos para transferencia génica en las células de un paciente. Se han
empleado retrovirus, especialmente lentivirus. La transferencia génica mediada por lentivirus puede conducir a la
integracion estable de un transgén en una célula no en division. Los miembros de la familia de los herpesvirus se
han empleado también para transferencia génica.

Como se expone anteriormente, con fines de suministro sistémico a un agente que induce la expresion transgénica
en un paciente, la especificidad de tejido de la expresion es altamente deseable. Son conocidos promotores de Pol-I|
especificos de tipo celular o tejido para diferentes tejidos. Sin embargo, es una desventaja de la amplia mayoria de
estas secuencias promotoras su longitud. Las secuencias de ADN de mas de cierto tamafio son dificiles o
imposibles de usar para enfoques de terapia génica que hacen uso de vectores transgénicos plasmidicos o viricos,
ya que los ultimos tienden a tolerar solo un intervalo de tamafio limitado para secuencias transgénicas.

Ademas, el suministro in vivo de ARNhp a partir de un promotor de polimerasa Il constitutivo de un vector de AAV
puede conducir a la muerte de los animales experimentales por toxicidad hepatica aguda. Una evaluacion de 49
vectores de AAV/ARNhp distintos, Unicos en longitud y secuencia y dirigidos hacia 6 dianas, mostré que 36 dieron
como resultado lesion hepatica dependiente de la dosis, causando 23 en ultima instancia la muerte (Grimm et al.,
Nature, 441, 537-541).

Por tanto, seria deseable un sistema de expresion para la expresion de una molécula de ARN que pueda conducir a
la regulaciéon negativa de la expresion de fosfolambano en una célula del corazén, de manera especifica de tipo
celular.

Es un objetivo de la invencién proporcionar un reactivo que pueda aplicarse a un paciente que padezca una afeccion
asociada a la actividad del fosfolambano, o una afeccién que podria beneficiarse de la reduccion de la expresion de
fosfolambano, en que el reactivo, tras la aplicaciéon a un paciente, conduce a la regulacion negativa de la sintesis de
fosfolambano en células cardiacas del paciente de manera especifica del tipo celular.
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Es otro objetivo proporcionar una molécula de ARN novedosa que pueda conducir a la regulacién negativa de la
expresion de fosfolambano en una célula del corazén.

Estos objetivos se alcanzan por la invenciéon como se especifica en las reivindicaciones independientes.
Segun un aspecto de la invencion, se proporciona una secuencia polinucleotidica de ADN que comprende:

a. un primer elemento de secuencia que, cuando se transcribe por una ARN polimerasa, conduce a la
transcripcion de un ARNip basado en microARN (miARNip) y da lugar a un transcrito capaz de formar una
estructura de horquilla parcialmente autocomplementaria que puede procesarse por una célula de mamifero
hasta un producto de ARNip capaz de degradar un ARNm en dicha célula, en el que el ARNm degradado
por el producto de ARNip codifica fosfolambano,

b. una secuencia promotora ligada operativamente al primer elemento de secuencia, siendo operativa dicha
secuencia promotora por una ARN polimerasa de origen natural en una célula de mamifero, en la que la
secuencia promotora es un promotor especifico de célula de cardiomiocito, y

c. una secuencia de empaquetamiento polinucleotidico de ADN derivado de virus;

en la que el mMiARNip comprende al menos una de las secuencias SEQ ID NO 001, SEQ ID NO 002 o SEQ ID NO
003.

“Autocomplementario” en el contexto de este documento significa que la molécula de ARN tiene dos tramos de
secuencia que permiten el apareamiento canoénico de bases en direccion 5' a 3' de un tramo de secuencia con el
otro en orientacion inversa, de modo que el polimero lineal de ARN puede replegarse sobre si mismo produciendo
una estructura de ARN de doble hélice. Dicha molécula de ARN de horquilla, formada por ejemplo transcribiendo
una secuencia de ADN transgénica con una ARN polimerasa dependiente de ADN en una célula, puede procesarse
por actividades procesadoras de ARN intracelular, proporcionando una molécula de ARNip funcional capaz de
regular negativamente la expresion del ARNm al que esta orientada, que en caso de la presente invencion es ARNm
de fosfolambano.

Sorprendentemente, se ha encontrado que las secuencias de miARNip de la presente invencién orientadas a
fosfolambano eran aproximadamente dos 6rdenes de magnitud mas eficaces en la supresion de la expresion de PLB
que los ARNhp del estado de la técnica mostrados en Fechner et al. (Gene Therapy 2007, 14, 211-218).

La estructura de horquilla de las moléculas de miARNip de la presente invencién puede definirse también como que
una de sus hebras hibridantes es altamente similar a una secuencia comprendida en la secuencia de ARNm de
fosfolambano, cuya referencia de GeneBank se da anteriormente. La cuantificacion de la similitud de secuencia es
bien conocida en la técnica de la biologia molecular; se encuentran herramientas informaticas para la cuantificacion
de la similitud de secuencias, entre otros sitios, en el sito web de EMBL-EBI en
http://www.ebi.ac.uk/Tools/similarity.html. Segun la invencion, las secuencias hibridantes de la molécula de ARN
pueden ser un 80, 85, 90, 95, 97 0 100 % similares a un tramo de secuencia en ARNm de fosfolambano, por ejemplo
la secuencia de codificacion de ARNm de fosfolambano, la region 5' no traducida o la regién 3' no traducida.

Segun otro aspecto de la invencién, se proporciona un modulo de expresion para la expresion intracelular de un
ARN inhibidor especifico de fosfolambano, que puede procesarse por la célula en que se expresa, para regular
negativamente la expresion de la sintesis de fosfolambano por esa célula. Dicho médulo de expresion comprende
una secuencia promotora operativa en una célula de mamifero por una ARN polimerasa de mamifero y una
secuencia transcrita, a la que se hace referencia también como el primer elemento de secuencia.

Se prefiere un modulo de expresion en que la secuencia promotora operativa en una célula de mamifero sea un
promotor de ARN polimerasa Il dependiente de ADN especifico de tejido. Son ejemplos de dichos promotores
preferidos las secuencias SEQ ID 7, 8 y 9. Para uso del médulo de expresion en sistemas de transferencia
transgénica de capacidad limitada, tales como vectores plasmidicos y vectores de AAV, se prefieren secuencias
cortas. Se prefiere especialmente el elemento promotor MLC 260, que comprende el potenciador de CMV y una
secuencia central especifica de tejido cardiaco del promotor MLC y es solo de 850 pares de bases de largo (aprox.
600 del potenciador de CMV y aproximadamente 260 del promotor central).

La secuencia transcrita del primer elemento de secuencia comprende una secuencia de ADN que, cuando se
transcribe por una ARN polimerasa en una célula, da lugar a un transcrito capaz de formar una estructura de
horquilla parcialmente autocomplementaria que puede procesarse por la célula, proporcionando un producto de
ARNip. Dicho producto de ARNip es tipicamente un ARN bicatenario de 19 a 29 pares de bases de largo con
superposiciones cortas en el extremo 3', capaz de degradar un ARNm en dicha célula. Segun la invencion, la
estructura de horquilla y el producto de ARNip resultante son al menos parcialmente complementarios con una
seccion de la secuencia de ARNm de fosfolambano sintetizado en esa célula.
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Especificamente, segun un aspecto de la invencién, una secuencia transcrita o primer elemento de secuencia
conduce a la transcripcion de una molécula de ARNip basado en microARN (miARNip) que puede procesarse por la
célula, proporcionando una molécula de ARNip orientada a ARNm de PLB.

En el contexto de la presente invencion, “un promotor que es operativo por una ARN polimerasa” significa que la
presencia de la secuencia promotora caracterizada como “un promotor” es conocido que conduce al agrupamiento
de los factores celulares necesarios y al agrupamiento e iniciacion de la transcripcion de dicha ARN polimerasa.
“Ligado operativamente” en el contexto de esta memoria descriptiva significa que la secuencia promotora y la
secuencia transcrita estan ligadas de tal modo que el promotor, en condiciones fisiologicas, conducira a la
transcripcion de la secuencia transcrita. Por ello, un “promotor de Pol-llI” en condiciones fisiolégicas es capaz de
agrupar la ARN polimerasa Il en la secuencia transcrita ligada operativamente al mismo, y conduce a la iniciacion de
la transcripcién de esa secuencia transcrita.

Si el promotor es un promotor de Pol-ll, la secuencia transcrita comprende preferiblemente elementos de secuencia
adicionales que faciliten el procesamiento del transcrito derivado de Pol-ll inicial por el aparato de corte y empalme
de la célula, proporcionando una molécula de miARNip que es capaz de orientarse a ARNm de PLB y regular
negativamente la expresion de PLB en una célula en que se transcriba el médulo de expresion.

Como se ha mencionado, las secuencias de miARNip que se han empleado segun la invencion son SEQ ID NO 001,
SEQ ID NO 002 y SEQ ID NO 003. Las bases de n° 6 a 26 de estas secuencias comprenden, cuando se transcriben
a ARN, la parte del ARN de horquilla pequefio que formara después el ARNip maduro dirigido contra el ARNm diana.
Estas secuencias estan subrayadas a continuacion, con su parte complementaria respectiva en el extremo 3' en
negrita:

misi-hPL1 229 (SEQ ID NO 001): TGCTGTGTTG AGGCATTTCA ATGGTTGTTT TGGCCACTGA
CTGACAACCA TTGATGCCTC AACA
misi-hPL2 301 (SEQ ID NO 002): TGCTGATACA GATCAGCAAG AGACATGTTT TGGCCACTGA

CTGACATGTC TCTCTGATCT GTAT
misi-hPL3 214 (SEQ ID NO 003): TGCTGATGGT TGAGGCTCTT CTTATAGTTT TGGCCACTGA

CTGACTATAA GAAGCCTCAA CCAT

Son conocidas secuencias que sirven como sefiales para dirigir el procesamiento de moléculas de ARN por el
aparato de corte y empalme de la célula. El corte y empalme esta catalizado por el espliceosoma, que es un gran
complejo de ARN-proteina compuesto por 5 ribonucleoproteinas nucleares pequefias presentes en células
eucaridticas. Son ejemplos de elementos de secuencia adicionales que facilitan el procesamiento del transcrito
derivado de Pol-ll inicial por el aparato de procesamiento y corte y empalme de la célula, proporcionando una
molécula de ARNip madura, los sitios donantes de corte y empalme y aceptores de corte y empalme. Son ejemplos
de elementos de secuencia adicionales que facilitan el procesamiento del transcrito derivado de Pol-ll inicial, y que
se han empleado exitosamente en el contexto de la presente invencion, la region flanqueante 5' miR (SEQ ID NO
004) y la region flanqueante 3' miR (SEQ ID NO 005). Se hace referencia a las secuencias transcritas que
comprenden un elemento generador de ARNhp y sitios donantes y aceptores de corte y empalme para la liberacion
de ese elemento transcrito como miARNip (de micro-ARNip) en el contexto de la presente invencion.

SEQ ID NO 004: ctggaggctt gctgaaggct gtatgctg
SEQ ID NO 005: aggacacaag gcctgttact agcactcaca tggaacaaat ggccc

Se muestra en la SEQ ID NO 006 una secuencia transcrita que comprende una secuencia de iniciacion de la
transcripcion para Pol-ll y la region transcrita (la hebra +), incluyendo sitios donantes y aceptores de corte y
empalme y el elemento de ARNhp.

Segun un aspecto de la invencion, la transcripcion de la secuencia transcrita puede efectuarse por un promotor de
ARN polimerasa Il (Pol-Il). Es uno de dichos promotores el promotor temprano inmediato de citomegalovirus, al que
se hace referencia comunmente como promotor de CMV. Son otros promotores empleados cominmente el promotor
de virus de simio 40 (SV40), el promotor de virus de sarcoma de Rous (RSV) y el promotor EF1a. Seguin un aspecto
de la invencion, se prefiere un promotor de Pol-Il que sea especifico de cardiomiocitos. “Especifico” en el contexto
de la presente invencion significa que se transcribe en cardiomiocitos un médulo de expresion, que comprende el
promotor que es especifico de cardiomiocitos y el primer elemento de secuencia ligado operativamente al mismo, a
una velocidad significativamente mas rapida que en otros tipos celulares. Son un ejemplo de promotor especifico de
cardiomiocito las secuencias MLC1500 (SEQ ID No 007) MLC800 (SEQ ID No 008) (Muller et al. 2006,
Cardiovascular research, 70, 70-78) y MLC260 (SEQ ID No 009).

Segun otro aspecto de la invencion, se prefiere un promotor de Pol-II condicional que pueda inducirse en el paciente,
preferiblemente mediante la administracion de un compuesto farmacéutico de molécula pequefa. Es un ejemplo de
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dicho promotor condicional el sistema transactivador de tetraciclina revisado por Gossen y Bujard (Ann. Rev. Genet.
2002, 36: 153-73). En este sistema de "tet-on", la expresion génica se regula por la presencia de tetraciclina o
doxiciclina mediante union de la proteina transactivadora de tetraciclina a elementos de respuesta de tetraciclina en
el ADN. Un promotor condicional en el contexto de la presente memoria descriptiva significara un promotor cuya
actividad puede aumentarse significativamente modificando directa o indirectamente un parametro extrinseco a la
célula en que el promotor es activo. Son ejemplos no limitantes de dichos promotores condicionales los promotores
con diferentes actividades dependientes de la concentracion de un farmaco de molécula pequefia, o dependientes
de la temperatura de la célula o de la fuerza iénica de un i6n especifico en la célula o sus alrededores.

Se muestra en la SEQ ID NO 010 una secuencia que comprende el promotor condicional del sistema tet-on y una
secuencia transcrita que proporciona una molécula de miARNiphp de PLB y que comprende el constructo del
promotor TRE-tight1 (Sipo et al. 2006, JMM, 84: 215-225). En la misma, las bases 1-252 comprenden el sitio TetO7,
las bases 253-314 son la secuencia promotora minima de CMV, siendo la base 306 (timina) el presunto sitio de
inicio de la transcripcion, y de la base 394 a 453 el miARNiphph de PLB flanqueado por la regién flanqueante 3' miR,
la region flanqueante 5' miR y la secuencia de poliadenilacion de SV40.

De forma similar, puede emplearse un promotor TRE-tight2 como se describe por Sipo et al. (como se cita
anteriormente).

Segun otro aspecto de la invencién, el médulo de expresion se administra a un paciente en forma de un vector
virico. Segun un aspecto de la invencion, se usa un adenovirus para mediar la transferencia del médulo de expresion
para la expresion de una molécula de ARN para regulacion negativa de PLB en una célula. Se prefiere un
adenovirus de tipo 5. Ciertos subtipos de adenovirus son conocidos por exhibir tropismo por células de musculo
cardiaco y pueden emplearse por tanto para transferir el médulo de expresion de la invencion a cardiomiocitos. El
adenovirus de tipo 5 es un ejemplo de virus que exhibe tropismo a tejido cardiaco.

Son conocidos en la materia los procedimientos y protocolos experimentales para producir viriones adenoviricos que
comprenden un moédulo de expresion con fines terapéuticos o de vacunaciéon (para una revision actual, véase
Bangari y Mittal, Curr. Gene Ther. abril de 2006; 6(2): 215-26). Los vectores adenoviricos pueden producirse
mediante transfeccion de un ADN adenovirico en una linea celular auxiliar (por ejemplo, HEK 293) que exprese
proteinas adenoviricas (por ejemplo, E1A, E1B) que no puedan expresarse a partir del genoma adenovirico, ya que
los genes respectivos se eliminaron del genoma. Un vector adenovirico en el contexto de la presente memoria
descriptiva significa por tanto una secuencia de ADN que comprende un modulo de expresion como se especifica
anteriormente, que comprende los siguientes elementos:

— un promotor operativo en una célula de miocardio de mamifero,

— un primer elemento de secuencia transcrito que comprende una secuencia generadora de un miARNip que,
tras transcripcion, dara lugar a un transcrito de ARN que puede procesarse por el aparato de
procesamiento de ARN celular hasta un ARNip dirigido contra ARNm de PLB, y

— las secuencias derivadas de virus necesarias para efectuar el empaquetamiento de la secuencia de ADN en
particulas de viridon por una linea celular de empaquetamiento adecuada para la produccién de viriones
adenoviricos defectivos de replicacion que contienen el médulo de expresion.

Segun otro aspecto de la invencion, se usa un virus adenoasociado (AAV) para mediar la transferencia del médulo
de expresion para la expresion de una molécula de ARN para regulacion negativa de PLB en una célula. Los AAV
son no patogénicos y conducen a pocas o0 ninguna reaccion inmunitaria contra ellos. La expresion de transgenes de
expresion portados por AAV es estable durante un largo periodo de tiempo.

Ciertos subtipos de AAV son conocidos por exhibir tropismo por células de musculo cardiaco y pueden emplearse
por tanto para transferir el médulo de expresion de la invencion a cardiomiocitos. AAV9 es un ejemplo de un virus
que exhibe tropismo a tejido cardiaco.

Los vectores AAV9 se producen mediante procedimientos de cotransfeccion. El genoma vectorial comprende las
secuencias de ITR (repeticion terminal inversa) de AAV2 o secuencias de ITR de otros AAV adyacentes al médulo
de expresion para la expresion de los transgenes (plasmido: UFCMV-MLC800-Intron-misiPLBh-pA). EI genoma de
AAV se empaqueta en una capsida de AAV9 (plasmido: pSE18-VD2/9; contiene el gen AAV-Rep2 + el gen CAP9 de
AAV, un amable obsequio del Dr. Wilson, University of Pennsylvania, EE.UU.). Las proteinas adicionales esenciales
para el empaquetamiento derivan del plasmido 3 (por ejemplo, E1A, ARN-AV de adenovirus). Las particulas
vectoriales de AAV se producen en células de cultivo y se liberan del cultivo celular mediante tres ciclos de
congelacion/descongelacion y centrifugacion en gradiente de cesio (Grimm: Methods (2002), 28, 146-157). Se
muestra un ejemplo de genoma vectorial de AAV que contiene el moédulo de expresion de miARNiphp de PLB
regulado por tetraciclina en la SEQ ID NO 011 (para el diagrama vectorial, véase la Fig. 1).

Pueden producirse AAV como vectores de AAV monocatenarios o autocomplementarios (ac). Un vector de AAVac
contiene una pequefia mutacidon en un sitio de resolucién terminal, haciendo posible empaquetar un genoma
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vectorial dimérico. Se muestra un ejemplo de un vector de AAVac que comprende un constructo de miARNip de la
invencion capaz de regular negativamente el ARNm de fosfolambano en la SEQ ID NO 012 (AAVac-CMV800
misiPLBh)

Segun una realizacién preferida, se muestra en la SEQ ID NO 011 un moédulo de expresion que comprende un
miARNip para la generacion de una molécula de ARNip orientada a la expresion de PLB, bajo el control de un
sistema promotor condicional tet-on y que comprende elementos de secuencia de empaquetamiento para
empaquetar el modulo de expresion en un vector de AAV.

Segun aun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un virién de virus adenoasociado que comprende
el médulo de expresion del parrafo anterior. Preferiblemente, este virion es un virion de AAV de tipo 9 (AAV9). De
forma similar, se proporciona una composicién para el tratamiento de cardiomiopatia que comprende un médulo de
expresion como se da a conocer en el parrafo anterior, o un virién como se da a conocer en este parrafo. Dicho
virion puede obtenerse cotransfectando un moédulo de expresion adecuado como el médulo de expresién del parrafo
anterior o, especificamente, un médulo de expresion como se ejemplifica por la SEQ ID NO 011, en una linea celular
adecuada, junto con un plasmido que contiene los elementos para empaquetar el médulo de expresion en viriones
de AAV9.

Son conocidos en la materia los procedimientos y protocolos experimentales para producir viriones de virus
adenoasociados que comprenden un médulo de expresion con fines terapéuticos o de vacunacion (Grimm, Methods,
28, 146-157). Un vector de AAV en el contexto de la presente memoria descriptiva significa por tanto una secuencia
de ADN que comprende un médulo de expresidon como se especifica anteriormente, que comprende un promotor
operativo en una célula de miocardio de mamifero, una secuencia transcrita que comprende un transcrito de ARN
generador de miARNip capaz de dar lugar a un ARNip dirigido contra ARNm de PLB, y las secuencias derivadas de
virus adenoasociado necesarias para efectuar el empaquetamiento de la secuencia de ADN en una linea celular de
empaquetamiento adecuada para la produccién de particulas viricas de AAV que contienen el médulo de expresion.

Segun aun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un promotor condicional mejorado para uso en un
modulo de expresion que controla la transcripcion de ARN de horquilla pequefio que puede procesarse hasta ARNip
en la célula. El sistema tet-on actualmente en uso consiste en un promotor de CMV que activa la expresion de una
proteina transactivadora de tetraciclina recombinante (rtTA), que a su vez se une a elementos de respuesta a
tetraciclina (TRE) mas adelante en la misma hebra de ADN, conduciendo a la expresién de una secuencia transcrita
bajo el control de TRE. En teoria, la transcripcion de la secuencia transcrita procede solo cuando esta presente
tetraciclina o doxiciclina. Sin embargo, el sistema padece, por experiencia, de expresion constitutiva en ausencia del
farmaco inductor, probablemente debido a que el promotor de CMV muy fuerte “lee” toda la secuencia mas adelante
y produce un transcrito que incluye la secuencia generadora de miARNip mas adelante, conduciendo por tanto a la
produccion de miARNip a partir del promotor de CMV en lugar de elementos TRE controlados por farmaco. Por otro
lado, la inespecificidad del elemento TRE puede inhibirse por el reemplazo del promotor minimo de CMV (CMVmin)
por otro promotor no inespecifico tal como tight2 (véanse anteriormente los detalles de secuencia y datos de
secuencia contenidos en la presente memoria), pero también mediante el uso de un silenciador transcripcional
controlado por tetraciclina (tTS) que se une a TetO7 y reprime CMVmin (Fechner et al. 2003, Gene Therapy, 2003,
10, 1680-1690).

Segun la invencion, este problema puede evitarse intercambiando el promotor de CMV que activa la expresion de la
proteina rtTA por un promotor menos activo especifico de célula tal como MLC260 (SEQ ID NO 009).

Segun ofra realizacion preferida, se proporciona un modulo de expresion que comprende un elemento transcrito
para la generacion de una molécula de miARNip orientada a la expresion de PLB, bajo el control de un promotor
especifico de cardiomiocitos en un vector de empaquetamiento de AAV.

Un vector de AAV en el contexto de la presente memoria descriptiva es la realizacion preferida de la invencion.
Comprende una secuencia de ADN, una secuencia polinucleotidica como se especifica anteriormente que
comprende los siguientes elementos:

— un promotor operativo en una célula de miocardio de mamifero, preferiblemente un promotor especifico de
miocardio, mas preferiblemente un promotor condicional especifico de miocardio tal como el sistema tet-on
bajo el control del promotor MLC260,

— un primer elemento de secuencia transcrito que comprende una secuencia generadora de miARNip que,
tras la transcripcion, dara lugar a un transcrito de ARN que puede procesarse por el aparato de
procesamiento de ARN celular hasta un ARNip dirigido contra ARNm de PLB, y

— las secuencias derivadas de virus necesarias para efectuar el empaquetamiento de la secuencia de ADN en
particulas de virién por una linea celular de empaquetamiento adecuada para la produccién de viriones de
AAV defectivos de replicacion, preferiblemente viriones de AAV9, que contienen el médulo de expresion.
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Como alternativa seguin aun otra realizacion de la invencion, el modulo de expresion para la expresion de una
molécula de ARN para regulacién negativa de PLB en una célula puede aplicarse al paciente como ADN desnudo o
como ADN en asociacién con un agente de transferencia no virico, por ejemplo encapsulado en liposomas o en
asociacién con reactivos de poliamina tales como polietilenimina. Los médulos de expresion en asociacién con un
virus, con un agente de transferencia no virico o como ADN desnudo, pueden aplicarse mediante inyeccion
intravenosa, inyeccion intramuscular, transferencia génica mediada por particula o cualquier otro procedimiento de
transferencia adecuado.

Segun aun otro aspecto de la presente invencion, puede combinarse un constructo de expresion que expresa un
constructo de ARN inhibidor tal como se describe anteriormente con un constructo de expresion que facilite una
expresion aumentada de SERCA. Los procedimientos para expresar polipéptidos en células humanas son bien
conocidos en la materia, e incluyen los procedimientos de transferencia virica, liposémica y de ADN desnudo
discutidos anteriormente. EI ARNm puede expresarse a partir de secuencias de codificacion de SERCA bajo el
control de promotores de Pol-1l tales como promotores de CMV o inducibles o especificos de célula, como se discute
anteriormente. EIl ARNm de SERCA esta publicado como la entrada a GeneBank NM_170665.

Segun el aspecto anteriormente mencionado de la invencién, puede localizarse un constructo de expresion que
codifica SERCA en la misma secuencia polinucleotidica que el constructo que conduce a la regulaciéon negativa de
fosfolambano. Puede estar también separado del ultimo y empaquetado en el mismo o distintos viriones, o asociado
con particulas liposdmicas o catiénicas junto con el constructo generador de ARNhp especifico de fosfolambano.

Los pacientes en el contexto de esta invencion pueden ser seres humanos, sin embargo es evidente que la
invencién puede aplicarse también a animales superiores tales como perros o caballos, asi como primates.

Segun otro aspecto de la invencion, la secuencia de SEQ ID NO 009 puede usarse para activar la transcripcion de
cualquier transgén, por ejemplo un gen terapéutico tal como SERCA, un constructo de ARN o cualquier otra
secuencia transcrita de forma especifica de célula cardiaca.

La Fig. 1 muestra un diagrama vectorial de un vector plasmidico para empaquetamiento en viriones de AAV, que
contiene un modulo de expresion que comprende un promotor condicional especifico de célula cardiaca (tet-on) y un
constructo de miARNip orientado a ARNm de fosfolambano. La secuencia del vector se da en la SEQ ID NO 011.

La Fig. 2 muestra un diagrama vectorial de un vector plasmidico para empaquetamiento en viriones de AAV, que
contiene un modulo de expresion que comprende un promotor especifico de célula cardiaca y un constructo de
miARNip orientado a ARNm de fosfolambano. La secuencia del vector se da en la SEQ ID NO 012.

La Fig. 3 muestra los resultados experimentales de la expresion de ARNhp frente a ARNm de fosfolambano en
células que expresan un constructo de fusion de fosfolambano-GFP. Especificamente, las Fig. 3 a y b muestran los
resultados de transferencia Western, la Fig. 3c muestra la eficacia de inhibicion de la expresion como relaciones de
la evaluacién densitométrica de las transferencias Western.

La Fig. 4 muestra transferencias Northern con transcritos de ARN radiactivos transferidos frente a ARNm de PLB de
células de miocardio (véase el ejemplo 2). Carriles 1-4: control positivo, ARNhp adenovirico anti-PLB transcrito a
partir de un promotor U6 como se publicd anteriormente (Fechner et al. 2006 “Gene Therapy. Highly efficient and
specific modulation of cardiac calcium homeostastis by adenovector-derived short hairpin RNA targeting PLB”. DEU:
10.1038); carriles 1,2: cardiomiocitos de rata recién nacida infectados con particulas de AdV purificadas por
gradiente de cloruro de cesio que expresan ARNhp de PLB de rata a partir de U6 (promotor de polimerasa lll);
carriles 3, 4: cardiomiocitos de rata recién nacida infectados con un lisado de células HEK 293T que contiene
particulas de AdV que expresan ARNhp de PLB de rata a partir de un promotor de polimerasa lll; carriles 5-8:
cardiomiocitos de rata recién nacida infectados con un lisado de células HEK 293T con particulas de AdV que
expresan miARNiphp de PLB de rata con y sin doxiciclina; carriles 9-12: control negativo, cardiomiocitos de rata
recién nacida infectados con un lisado de células HEK 293T con particulas de AdV que expresan ARNhp
desordenado con y sin doxiciclina; carriles 13, 14: constructo de cardiomiocitos de rata recién nacida (no tratado)
con y sin doxiciclina; carriles 9-12: control negativo (vector sin constructo de miARNip).

La Fig. 5 muestra los resultados de un experimento de desactivacion génica de la expresiéon de ARNm de PLB por
suministro de miPLBip de rata mediado por AAVac (vector scAAV2.6ac) en miocitos cardiacos de rata recién nacida.
El panel superior muestra los resultados 5 dias después de la transduccién del vector (p.t.), el panel inferior los
resultados 10 dias p.t. Tres carriles muestran cada uno las transferencias Northern de células no tratadas, células
tratadas con scAAV2.6-beta-shPLBr (carriles 4-6), células tratadas con scAAV2.6-CMV-misiPLBr (carriles 7-9) y
células tratadas con scAAV2.6-MLC260-misiPLBr (carriles 10-12). Los carriles 1-3 son células de control no tratadas.

Ejemplos
Ejemplo 1: La expresion de miARNip regula negativamente la expresion de PLB humano en células cos7.

Se cotransfectaron células cos7 con un plasmido que expresa un transcrito de fusiéon GFP-PLB humano (Fechner et
al. 2006 “Gene Therapy. Highly efficient and specific modulation of cardiac calcium homeostastis by adenovector-
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derived short hairpin RNA targeting PLB”. DEU: 10.1038). Se recogieron las células 48 h después y se analizd por
analisis de transferencia Western la expresiéon de GFP. Todos los miARNiphp de PLB humanos exhibieron una
expresion de GFP regulada negativamente de manera dependiente de la dosis, indicando que la expresion del
constructo de fusion se silenciaba por el constructo de miARNiphp de PLB. Véase la Fig. 3.

Ejemplo 2: Desactivacion génica de PLB mediada por adenovirus mediante la expresion de miARNiphp de
PLB

Se transdujeron cardiomiocitos de rata recién nacida con los respectivos vectores adenoviricos o lisado celular de
HEK293 que contenia particulas adenoviricas durante 2 h, se reemplazé el medio y se afiadié medio reciente. Se
aislo el ARN total 4 dias después y se investigo la expresion de ARNm de PLB por transferencia Northern. Se dan
los resultados (transferencia Northern) en la Fig. 4: los vectores adenoviricos que expresan ARNhp de PLB de rata
suprimian fuertemente la expresion de ARNm de PLB. Se encontré una eficacia de silenciamiento similar con el
vector de expresion de miARNiphp de PLB R4-misiPLBr-SV40. Sin embargo, se observé silenciamiento de PLB en
presencia y ausencia de doxiciclina (Dox), indicando una probable inespecificidad o agotamiento de polimerasa a
partir del promotor de CMV previo. Se usaron vectores adenoviricos que expresan un miARNip de control (R4-
misineg-SV40) como control.

Se observa un experimento similar en la Fig. 5: se produjeron vectores de AAV autocomplementarios (ac) que
expresan ARNhp de PLB (acAAV2.6-PLBr) en células 393T mediante cotransfeccion de plasmidos lanzadera de
AAVac derivados de AAV2 y un plasmido de empaquetamiento de AAV6. Se liberaron los vectores recién generados
mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion y se limpiaron por centrifugacion en gradiente de iodixanol. Se
determind la concentracién del vector por transferencia Southern.

En paralelo, se construyeron nuevos vectores scAAV2.6 que expresan miPLBipr. Estos vectores contienen el
promotor especifico de corazén MLC260 o CMV para la transcripciéon de miPLBip (scAAV2.6 CMV-misiPLBr y
scAAV2.6 MLC-misiPLBr, resp.). Los vectores diferentes de scAAB2.6-shPLBr se liberaron mediante tres ciclos de
congelacién/descongelacion. Después de la sedimentacion del lisado celular bruto, se us6 directamente el
sobrenadante que contenia vector para la transduccion de miocitos cardiacos de rata recién nacida.

Se aislaron miocitos cardiacos de rata recién nacida y se cultivaron durante 48 h. Se infectaron las células con 5000
genomas vectoriales por célula (scAAV2.6-shPLBr) y 500 pl/pocillo (1,2 millones de células) de scAAV2.6 CMV-
misiPLBr y scAAV2.6 MLC-misiPLBr, resp. durante 24 h. Se aislo el ARN 5y 10 dias después y se determino la
expresion de ARNm de PLB por transferencia Northern.

Resultados: Los vectores de AAV que expresan miPLBip eran capaces de desactivar génicamente la expresion de
ARNm de PLB (hibridacion por transferencia Northern, Fig. 5) 5 y 10 dias después de la transduccion. La eficacia de
miPLBipr activado por ambos promotores CMV y MLC era mayor que para PLBhpr activado por el promotor U6 en
scAAV2.6-shPLBr (que era capaz de silenciar la expresion de PLB en experimentos publicados, véase Fechner et
al., ibid.).

Conclusion: Puede expresarse miPLBipr a partir de promotores de polimerasa Il (CMV y MLC) de manera especifica
de tejido (MLC) y es mas eficaz que ARNhp de PLB en la desactivacion génica de PLB.
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Una secuencia transcrita que comprende una secuencia de iniciacion de la transcripcion de Pol-Il y la region
transcrita (la hebra +) incluyendo los sitios donante y aceptores de corte y empalme y el elemento de ARNhp
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gcagaggcag
gcccaagatg
gctcaggete
tcctcctétg

tctecteocte

‘actocteotte

ctectctgee

cectectece
cctettette
ccteoctecte
gacccagagco
aaggcatttt
cttcagaaga
caaaagtggt

ggggccggoc

12

tcectgggata
tttgtgececee
ctgaaggttg
gtgcaaagte,
tgcectcaaaa
acacagaggc
tttecatatca
ggagacttga
agaaggtttt
cctggagetg
agaacaaggg
cataggtgca
ctcectette
cccactette
ctcececeocteoe
cteccteoeccet
ccctecttect
cctoctette
ctocctettte
ttecctecece
acagagecatc
tgggtctcac
acggcatggg

catggggtta

agcaéqctcc

acaggtgtgt
acaggttgag
cctggatete
agcccctget
agaaaaggaa
cactcecacca
atgagatggg
gagtggaggg
gagttcaaag
actgteccctg
tgggtgacat
aaggccctga
ctectcctee
ttectectee
tottectect
cctcatctac
cetctgecee
ctettectee
tectectect

teececcttect

gttoccagge
gtgtecacce

gtggggggge

tttttaacce

ttg

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2093



cggtaccgeg
tagtaatcaa

cttacggtaa

atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttgge
ctccacccca
aaatgtcgta
técctcttcc
ccectettet
tececccctect
tecteccete
cctettecte
ctectettee
tecctetttet
teccteoccect
cagagcatcg
gggtctcacg
cggcatggygg
atggggttat
gcaggctecct

<210> 9
<211> 827
<212> ADN
<213> artificial
<220>
<223>

<400> 9

‘gtggeggecy
ttacggggte

atggeccegee

ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
teetecteet
tcctectecot
ctteectecte
ctecatetace
ctctgecect
tettecteoct
cctectecte
cececttectg
ttececcaggee
tgtececacecceca
tgggggggct
ttttaacecee

t

ES 2465190 T3

cttcgagcete
attagttcat

tggctgaceg

aacgccaata
cttggcagta
taaatggcece
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttyg
cccatgocgge
ctgcececete
cttcecteeote
tgeccecectet
tecttotect
cttcctecte
cccctectea
cetetectet
ggttactttt
aggcccocage
ggcgggtgte
taggtggccet

agggaagagg

gccecgacatt
agcccatata

cccaacgacc

gggactttec
catcaagtgt
gcctggeatt
gtattagtca
tageggtttg
ttttggcace
cgctectageco
ctecteetet
ccctecteat
tcectectect
cctectecee
ctoccteottee
tctacctect
tcctectect
cccecattaga
cactgtetct
ggactttgaa
ctgecteace

tatttattgt

longitud minima del promotor especifico de tejido cardiaco

13

gattattgac
tggagttecg

ccegeccatt

attgacgtca
atcatatgcce
atgcccagta
tcgetattac
actcacgggqg
aaaatcaacg
ggaatcaaag
gececectetkt
ctacctcctt
cctecttecte
ctectettee
tecectetgeee
teotettecte
cttetttcte
caatggcagg
ttaaccttga
cggctettac
tacaactgce

tcecacagcag

tagttattaa
cgttacataa

gacgtcaata

atgggtggag
aagtacgeccce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttceca
ctcaggctcee
cctectetge
ctecctectee
ctcctcttee
tectetgece
cetectecee
ctettettec
ctcocctcetet
acccagagca
aggcattttt
ttcagaagaa
aaaagtggtc

gggccggeca

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960
1020
1080
1140
i2ﬂﬂ
1260
1320

1331



10

gcggccgett
cggggtcatt
gcecgectgg
ccatagtaac
ctgcceactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actcegecce

cccageecact

ggtgtcggac
tggectetge

aagaggtatt

<210> 10

<211> 728
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223>

cgagctcgee
agttcatage
ctgaccgecca
gccaataggg
ggcagtacat
atggccegec
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
atgcggeege
gtctctttaa
tttgaacgge
ctcacctaca

tattgttceca

ES 2465190 T3

cgacattgat
ccatatatgg
aacgacccoc
acttteceatt
caagtgtate
tggcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
tectaggacce
ccttgaagge
tcttacttca

actgccaaaa

cagcaggggc

tattgactag ttattaatag

agttccgegt tacataactt

gcccattgac gtcaataatg

gacgtcaatg ggtggagtat

atatgccaag tacgccccct

cccagtacat gaccttatgg

taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgtte
ttacggtaaa
attgacgtca

gactttccta

ctattaccat ggtgatgecgg ttttggcagt

cacggggatt
atcaacggga
agagcacaga
atttttgggt
gaagaacggc
gtggtcatgg

cggccagcag

tccaagtcte
cttteccaaaa
gecatcgttee
ctcacgtgte
atggggtggg
ggttattttt

gcteoett

cacccecattg
tgtegtaaca
caggccaggce
cacccaggceg

ggggcttagy

aaccccaggg

(t) 306: presunto sitio de inicio transcripcional; 394 - 453: miARNiph de PLB; subrayado, cursiva, 5’

<400> 10

14

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

827

Constructo del promotor TRE-Tight1 (Sipo et al. 2006, JMM, 84: 215-225) 1-252: TetO7; 253 -314: CMVmin;



gagtttacte
agaacgatgt
atcagtgata
agtttatcce
aacgtatgte
aaccgtcaga
ggatcctgga
gccactgact
acatggaaca
atcagccata
ctgaacctga
aatggttaca

cctetage
<210> 11
<211> 6535
<212> ADN
<213> artificial
<220>
<223>

<400> 11

cctatcagtg
cgagtttact
gagaacgtat
tatcagtgat
gaggtaggcg
tcgectggag
ggcttgctga
gacatgteote
aatggcccag
ccacatttgt
aacataaaat

aataaagcaa

ES 2465190 T3

atagagaacg
ccctatcagt
gtcgagttta
agagaacgta
tgtacggtgg
aattcgaget
aggctgtatg
tctgatctgt
atctggoccege
agaggtttta
gaatgcaatt

tagcatcaca

tatgtcgagt
gatagagaac
ctecectatea
tgtegagttt
gaggcctata
cggtacceceg
ctgatacaga
atcaggacac
atcgagatcg
cttgctttaa
gttgttgtta

aatttcacaa

15

ttactcecta
gtatgtcgag
gtgatagaga
actccctate
taagcagagce
gaggtagtga
tcagcaagag
aaggectgtt
acgcegtgeta
aaaacctcce
acttgtttat

ataaagcatt

tcagtgatag
tttactccet
acgtatgtcg
agtgatagag
tegtttagtg
gtcgaccagt
acatgttttg
actagcactc
gaggatcata
acacctccece
tgcagcttat

tttttcactg

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

728

UFCMV-MLCB800-Intron-misiPLBh-pA que comprende el CMV minimo, micro-ITR de AAV SV40 pA anti-PLB



9999999999
gcgaccaaaqg
gcgcagagag
cggtggegge
aattacgggg
aaatggcceg
tgttececata
gtaaactgce
cgtcaatgac
tectacttgg
gcagtacate
cattgacgte
taacaactee
cctocteocto
cttectecte
ctettectee
tcctecatcta
tectetgeee
cctettecte
ctectectee
cteceettee
cgtteccecagg
cgtgtecace

ggtggggggg

atttttaace
cttgaattte
tttatttcag
ttgectttac
tacccgecgge

caagagcaaa

9999999999
gtegeecegac
ggagtggcca
cgottogage
tcattagtte
cetggectgac
gtaacgeccaa
cacttggcag
ggtaaatgge
cagtacatct
aatgggcgtg
aatgggagtt
gcccecatgeg
ctectgoceece
cteottectee
tctgeoeecet
ccteocttete
ctettectee
cteecceteet
teecctetect
tgggttactt
ccaggcccca
caggcgggtyg
cttaggtggc
ccagggaaga
gaggaactga
gtcceggatce
ttotaggecet
cgcccccaat

gtcataaacg

ES 2465190 T3

cecactececte
geccgggett
acteccatecac
tcgeceogaca
atagcccata
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatagcggtt
tgttttggea
gccgcetcectag
tecteoctect
tecectecte
cttectecte
ctectectee
tecteectett
catctaccte
cttectecte
ttecececcatta
geccactgtet
tecggactttg
ctectgectea
ggtatttatt
aaaaccagaa
cggtggtggt
gtacggaagt
tcgagectege

gogetetgga

tetgegeget
tgcecgggeg
taggggttecc
ttgattattg
tatggagttc
ccccegecca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgceccecag
catcgctatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
ccggaatecaa
ctgceceoocte
atctacctee
cteoctettee
cectectett
cectectetge
cttctettee
ctettettte
gacaatggca
ctttaacctt
aacggctctt
cctacaactg
gttecacage
agttaactgg
gcaaatcaaa
gttacttctg
ceggggatoc

attactcaat

16

cgctcgeteca
gectcagtga
tagatctgaa
actagttatt
cgegttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacge
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggactttc
agctcaggcet
ttecctoectet
tteteoctect
tectectctt
cetectetge
cccetectee
tecetettett
tecctectect
ggacccagag
gaaggcattt
acttcagaag
ccaaaagtgyg
aggggccggc
taagtttagt
gaactgctece
ctetaaaage

tctagaatgt

ggagtcggta

ctgaggcegy
gcgagcgage
tteggtaceg
aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
cccctattga
tatgggactt
tgcggttttg
gteteocacce
caaaatgteg
cetocectett
gecccectett
cctccoecete
cetecteoece
cccctettee
cectectett
cectectettt
cttectecee
cacagagcat
ttgggtctca
aacggcatgg
teatggggtt
cagcaggecte
ctttttgtet
tcagtggatg
tgcggaattg
caagactgga

tecgaaggect

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

1800



gacgacaagg
gaagaacaag
ccacttetge
attcegetgt
aacagagaaa
cteecctggag
attggaggaa
tatgececceoea
cttoctttte
cggcgggcecg
tgacgacttt
gctoceoeggg
c;tctgttgt
tecttteocta
tggggagtgg
ctggggatge
aggecccttte
ttactcecta
gtatgtegag
gtgatagaga
actcectate
taagcagage
gaggtagtga
actgegegtg
caaggcctgt
gacgcgtgct
aaaaacctcc
aacttgttta
aataaagcat
cctagtgatg

ggcaaagecec

aaactcgete
cgggccctge
ccecctggaag
gctetectet
cagtacgaaa
aacgcactgt
caggagcatc
cttctgagac
ggcctggaac
gecgacgecc
gaccttgata
taactaagta
ttgeccectce
ataaaatgag
ggtggggcag
ggtgggctct

gtcttcacac

tcagtgatag
tttactececct
acgtatgteg
agtgatagag
tegtttagtg
gtcgaccagt
gagacgtttt
tactagcact
agaggatcat
cacacctcece
ttgcagetta
ttttttecact
gagttggecca

gggcgtoggg

ES 2465190 T3

aaaagctggg
tcgatgeect
gegagteatg
cacatcgcga
cectggaaaa
acgctetgte
aagtagcaaa
aagcaattga
taatcatatg
ttgacgattt
tgetgectge
aggatcegte
ccegtgectt
gaaattgeat
gacagcaagg
atggcttctg
gagtttacte
agaacgatgt
atcagtgata
agtttatecec
aacgtatgtc
aaccgteaga
ggatcctgga
ggccactgac
cacatggaac
aatcagccat
cctgaacectg
taatggttac
gectetagea
cteoectetet

cgacctttgg

agttgagcag
gccaatcgag
gcaagacttt
cggggctaaa
tcagetegeg
cgeegtggge
agaggaaaga
gctgttcgac
tggcctggag
tgacttagac
tgacgetett
gacaagctte
ccttgacect
cgecattgtet
gggaggattg
aggcggaaag
cctatcagtg
cgagtttact
gagaacgtat
tatcagtgat
gaggtaggcg
tegectggag
ggcttgetga
tgacgtctce
aaatggccca
accacatttg
aaacataaaa
aaataaagca
aatcgataac
gogegetege

tecgeccggee

17

cctaccetgt
atgctégaca
ctgecggaaca
gtgcatctcg
ttectgtgte
cactttacac
gagacaccta
cggeagggag
aaacagctaa
atgctececag
gacgattttg
tgtgceottct
ggaaggtgce
gagtaggtgt
ggaagacaat
aaccagctgg
atagagaacg
ccctatcagt
gtecgagttta
agagaacgta
tgtacggtgg
aattegaget
aggctgtatg
acgcagtaca
gatctggeeg
tagaggtttt
tgaatgcaat
atagcatcac
tggggagaga
tcgctecactg

tcagtgageg

actggcacgt
ggcatcatac
acgccaagto
gcacccgece
agcaaggctt
tgggctgegt
ccaccgatte
ccgaacctge
agtgcgaaagqg
ccgatgocet
accttgacat
agttgccage
actcccactg
cattectatte
agcaggcatyg
ggtctagtcg
tatgtcgagt
gatagagaac
ctcecctatea
tgtcgagttt
gaggcctata
cggtaccceqg
ctggaaatgt
tttcaggaca
catcgagatc
acttgcttta
tgttgttgtt
aaatttcaca
tctaggaacc
aggeccgeoecqg

agcgagcgeg

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660



cagagaggga
gocaacgege
actcgctgeg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aacccccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgate
agattacgeg
acgctcagtg
tetteaccta
agtaaacttg
gtetattteg
agggcttace
cagatttate
ctttatecege
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggcocgcoagt
catccgtaag
gtatgcggeg
gcagaacttt
tcttaceget
catcttttac

aaaagggaat

gtggccecoce
ggggagaggc
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggocgtttece
atacctgtcec
gtatctcagt
tcageccecgac
cgacttateg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcectttta
gtctgacagt
ttecatcecata
atctggecece
agcaataaac
ctecateccag
tttgcocgcaac
ggctteatte
caaaaaagcg
gttatcactec
atgettttet
accgagttgec
aaaagtgctc
gttgagatce
tttcaccage

aagggcgaca

ES 2465190 T3

ccoccoccocee
ggtttgcgta
cggctgegge
ggggataacg
aaggcegeogt
cgacgctcaa
cctggaaget
gecectttetee
teggtgtagg
cgotgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctctéctga
accaccgetg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgectgac
agtgctgcaa
cagccagocg
tctattaatt
gttgttgeca
agcteoeggtt
gttagctcct
atggttatgg

gtgactggtg

tecttgeoeocegg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttetgggt

cggaaatgtt

ccectgeage

ttgggogcete
gagcggtatc
caggaaagaa
tgectggegtt
gtcagaggtg
ccctogtgeg
cttcgggaag
tegttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggec
agccagttac
gtagcggtgg
aagatceottt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
toccegtegt
tgataccgcg
gaagggacga
gttgecggga
ttgetacagg
cccaacgatc
tcggtecctce
cagcactgeca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttette
aacccacteg
gagcaaaaac

gaatactcat
16

ccagetgeat
tteegettee
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacccg
ctctectgtt
cgtggegett
caagctggge
ctatcgtett
taacaggatt
taactacggc
ctteggaaaa
tttttttgtt
gatcttttet
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacge
gcgtagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gategttgte
taattctett
caagtcattce
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa

actcttecectt

taatgaateg
tegetcactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
ctecgeeceooe
acaggactat
ccgaccetge
tctecaatget
tgtgtgcacg
gagtccaacec
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagecage
acggggtcetg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggete
ggtcctgeaa
agtagtteoge
teacgetegt
acatgatccc
agaagtaagt
actgtcatgec
tgagaatagt
gogocacata
ctctcaagga
tgatectteag
aatgccgcaa

tttcaatatt

3720
3780
3840
3300
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



attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat
tcgegegttt
cagecttgtct

ttggecgggtyg

accatatgceg
tgtaaacgtt
taaccaatag
gttgagtgtt
caaagggcoga
aagttttttg
atttagagct

aggagcggygc
cgeegegett

ctgttgggaa
<210> 12
<211> 4922
<212> ADN
<213> artificial
<220>
<223>

<400> 12

ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca
cggtgatgac
gtaagcggat
teggggetgg
gtgtgaaata
aatattttgt
gccgaaatcg
gtteccagttt
aaaaccgtet
gggtcgaggt
tgacggggaa
gctagggege
aatgegecge

gggcgatcgg

ES 2465190 T3

tattgtctea
ccgcgcacat
ttaacctata
ggtgaaaacc
gcegggagea
cttaactatg
cocgecacagat
taaaattecge
gcaaaatcce
ggaacaagag
atcagggcga
gocogtaaage
agececggegaa
tggcaagtgt
tacagggege

tgegggecte

tgagcggata
ttocecccgaaa
aaaataggeg
tctgacacat
gacaagcecg
cggcatcaga
gcgtaaggag
gttaaatttt
tfataaatca
tccactatta
tggceocacta
actaaatcgg
cgtggcgaga
agcggtcacg
gtegegecat

ttegetatta

promotor especifico de corazéon AAV2 MLC 800 SV40 pA

19

catatttgaa
agtgccacct
tatcacgagg
gecagctceeg
tcagggegeg
gecagattgta
aaaataccge
tgttaaatca
aaagaataga
aagaacgtgg
cgtgaaccat
aaccctaaag
aaggaaggga
ctgcgegtaa
tegecattea

cgeccagetgg

tgtatttaga
gacgtctaag
cecetttegte
gagacggtca
tcagegggtg
ctgagagtgc
atcaggaaat
gectecattttt
ccgagatagg
aptccaacgt
caccactaate
ggagcceceg
agaaagcgaa
ccaccacacc
ggctacgcaa

ctgea

5640
5700
5760
5820
5880
5540
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480

6535



cectgecaggcea
gggagacctt
actccatcac
agctcgcocyg
tteatagece
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggeccegeetg

tctacgtatt

gctgegeget
tggtegeeeg
taggggttce
acattgatta
atatatggag
cgaccecccge
tttcecattga
agtgtatcat
gcattatgee

agtcatcget

ES 2465190 T3

cgctegetea
gecctcagtga
tgcggecegeca
ttgactagtt
ttecgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga

attaccatgg

ctgaggcecgce
gcgagcgage
gaattcggta
attaatagta
cataactﬁac
caataatgac
tggagtattt
cgecccctat

ccttatggga

tgatgeggtt

20

ccgggcaaag
gcgcagagag
ccgoeggtgge
atcaattacg
ggtaaatgge
gtatgttcee
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttcctact

ttggcagtac

cccgggoegte
ggagtggcca
ggccgctteg
gggtcattag
cegectgget
atagtaacgc
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca

atcaatggge

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



gtggatageg
gtttgttttg
gcggeccgete
cectectcoct
tccteceocte
cetettecte
ctecectectee
teoctectect
cctecatctac
cctottecte
cttttcccca
ccagccactg
gtgtcggact
ggcatectgee
aqaggtatﬁt
tgaaaaacca
atcoggtggt
cctgtacgga
aattcgaget
tagtgagtceg
caagagacat
cctgttacta
gtgctagage
tttgecceccte
aataaaatga
gggtggggca

cggtgggete

tctctgegeg
tttgcocggg
cggtatttte
agtacgecgece

ccgectacact

gtttgactca
gcaccaaaat
tagceggaat
cctectgecee
ctcatctace
ctecteectet
tcecectect
cttectecte
cteocttetet
ctectettet
ttagacaatg
tctetttaac
ttgaacggct
tcacctacaa
attgttececac
gaaagttaac
ggtgcaaatc
agtgttactt

cgeccgggga

accagtggat

gttttggeca

gcactcacat
tagaatcgat
cocegtgect
ggaaattgca
ggacagcaag
tatggettet
ctcgeteget
cggcctcagt
tccttacgeca
ctgtagegge

tgecagegec
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cggqgatttp
caacgggact
caaagctcag
ctcttectee
tecttetect
tcctectect
cttectecte
tgceeecctee
teocteoctett
ttotecteoct
gcaggaccca
cttgaaggca
cttacttcag
ctgccaaaagq
agcaggggcce
tggtaagttt
aaagaactgc
ctgctctaaa
tcectectagag
cctggaggct
ctgactgaca
ggaacaaatg
aagctagctt
tececttgacee
tcgcattgtce
ggggaggatt
gaggoggaaa
cactgaggcc
gagcgagcga
tectgtgeggt
gcattaageg

ctagegeeoeg

caagtcteca
ttcoccaaaatg
gctectecet
tctgeoecect
cctecteoocce
cttectecte
tgeocececctet
teoecectect
cttectecte
cctottecte
gagcacagag
tttttgggte
aagaacggca
tggtcatggg
ggccagcagg
agtetttttg
tcctecagtgg
agctgcggaa
tegacectgea
tgctgaagge
tgtctetctg
gcccagatct
ctgtgectte
tggaaggtgce
tgagtaggtg
gggaagacaa
gaaccagctg
gggcgaccaa
gcgcegeagcet
atttcacace
cggegggtgt

ctocetttoge
21

ccccattgac
tcgtaacaac
cttecteecte
cttecttecte
ctectettec
cococteccteat
tcetectetg
cttectette
tttetectee
ccecctecoct
catecgttece
tcacgtgtce

tggggtgggg

gttattttta
cteoecttgaat
tettttattt
atgttgeett
ttgtaccecge
gaagcttggt
tgtatgctga
atctgtateca
ggocgecatcg
tagttgccag
cactccecact
tcattctatt
tagcaggecat
gaggtctagag
aggtcegeceg
gectgeagyy
gcatacgtca

ggtggttacg

ttteottoeoet

gtcaatggga
tcegecocat
ctectetgoe
ctocectettcoe
tcectctgeooe
ctacctectt
ccectettee
ctecteecect
toctecctet
tectgggtta
aggccaggec
acccaggcgg
gggcttaggt
accccaggga
ttecgaggaac
caggtcccgg
tacttctagg
ggceocgeoceca
accecggagg
tacagatecag
ggacacaagg
agatcgacgce
ceatctgttg
gtcecttteoct
ctggggggtg
gctggggatg
tcccactccc
acgcccgggc
gogectgatg
aagcaaccat
cgcagegtga

teocecttteteg

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



ccacgttege
ttagtgettt
ggccatcgee
gtggactectt
tataagggat
ttaacgcgaa
tctgetetga
cctgacggge
gctgeatgtyg
tgatacgect
gcactttteg
atatgtatec
agagtatgag
ttectgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tateccegtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
goccttgateg
cgatgcctgt
tagcttcocog
tgegetegge
ggtctcgegg
tectacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagy

adaaaccacc

ceggetttece
acggcaccte
ctgatagacg
gttecaaact
tttgccgatt
ttttaacaaa
tgccgeatag
ttgtctgete
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttceca
tgacgecggg
gtactcacca
tgctgecata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
cctteegget
tatcattgea
ggggagtcag
gattaagecat
acttcatttt
aatccettaa
atcttettga

gctacecageg
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cgtcaagete
gaccccaaaa
gtttttegee
ggaacaacac
teggectatt
atattaacgt
ttaagccage
ccggecatceg
tcaccgtcat
gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttecegtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgett
gagctgaatg
acaacgttge
atagactgga
ggctggttta
gcactgggge

geaactatgg

tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt

gtggtttgtt

taaatcgggg
aacttgattt
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttt
cccgacaccc
cttacagaca
caccgaaacqg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttatteeo
tgaaagtaaa
tcaacagegg
cttttaaagt
teggtegeeg
agecatcttac
ataacactge
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatectaggt
cgttocactg
ttctgegegt

tgceggatca

22

gctecettta
gggtgatggt
ggagtecacg
ctcgggctat
tgagctgatt
atggtgcact
gccaacacce
agctgtgace
c¢gegagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcectt
tctgctatgt
catacactat

ggatggcatg

ggecaactta
catgggggat
a.aa.cgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
geecktceoegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcatt
agegtcagac
aatctgctge

agagctacca

gggttocogat
tcacgtagtg
ttetttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
ctcagtacaa
gctgacgege
gtecteococggga
aagggccteg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
geattttgee
gatcagttgg
gagagtttte
ggcgeggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaacte
cgtgacacca
ctacttacte
ggaccactte
ggtgagcgtyg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa

actecttttte

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



cgaaggtaac
agttaggeca
tgttaccagt
gatagttace
gcttggageg
ccacgecttec
gagagcgcac
ttcgccgcct
ggaaaaacgc
ac

<210> 13

<211> 281
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 13

gtttactccec tatcagtgat
aacgatgtcg agtttactec
cagtgataga gaacgtatgt
tttatceccta tcagtgatag

cgtatgtcga ggtacccggg

tggcttcage
ccacttcaag
ggctgectgec
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagcett
ctgacttgag

cagcaacgcg

promotor artificial tight 2
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agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgyg
accgaactga
daggcggaca

ccagggggaa

cgtcgatttt

gcoctttttac

secuencia de promotor artificial

taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgecte

ggttoctgge

agagaacgta tgtcgagttt
ctatcagtga tagagaacgt
cgagtttact ccctatcagt

agaacgtatg tcgagtttac

23

tgtoctteta
ataccteget
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagecta
aagcggcagg
tctttatagt

gtcagggggg

cttttgctgg

tegectatat aagectggate c

gtgtagcegt
ctgctaatee
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gteggaacag
cctgtogggt
cggagcctat

cocttttgete

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920

4922

actccctate agtgatagag
atgtcgagtt tactececctat
gatagagaac gtatgtcgag

tcectatcag tgatagagaa

60
120
180
240
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REIVINDICACIONES
1. Secuencia polinucletidica de ADN que comprende

a. un primer elemento de secuencia que, cuando se transcribe por una ARN polimerasa, conduce a la
transcripcion de un ARNip basado en microARN (miARNip) y da lugar a un transcrito capaz de formar una
estructura de horquilla parcialmente autocomplementaria que puede procesarse por una célula de mamifero
hasta un producto de ARNip capaz de degradar un ARNm en dicha célula, en el que el ARNm degradado por el
producto de ARNip codifica fosfolambano,

b. una secuencia promotora ligada operativamente al primer elemento de secuencia, siendo operativa dicha
secuencia promotora por una ARN polimerasa de origen natural en una célula de mamifero, en la que la
secuencia promotora es un promotor especifico de célula de cardiomiocito, y

c. una secuencia de empaquetamiento polinucleotidico de ADN derivado de virus;

caracterizada porque el miARNip comprende al menos una de las secuencias SEQ ID NO 001, SEQ ID NO 002 o
SEQ ID NO 003.

2. Secuencia polinucleotidica de ADN segun la reivindicacion 1, caracterizada porque la secuencia promotora
especifica de célula cardiomiocito es un promotor de ARN polimerasa II.

3. Secuencia polinucleotidica de ADN segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizada porque el promotor especifico de
célula cardiomiocito es al menos una de las secuencias SEQ ID NO 007, SEQ ID NO 008 o SEQ ID NO 009.

4. Secuencia polinucleotidica de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada porque
el primer elemento de secuencia comprende adicionalmente elementos de secuencia que facilitan el procesamiento
del transcrito por el aparato de corte y empalme de la célula.

5. Secuencia polinucleotidica de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende al
menos una de las secuencias SEQ ID NO 004 y SEQ ID NO 005 y al menos una de las secuencias SEQ ID NO 007,
SEQ ID NO 008 o SEQ ID NO 009.

6. Una secuencia polinucleotidica de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
porque la secuencia polinucleotidica de ADN derivado de virus es una secuencia de empaquetamiento de
adenovirus.

7. Una secuencia polinucleotidica de ADN segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
porque la secuencia polinucleotidica de ADN derivado de virus deriva de un virus adenoasociado.

8. Una secuencia polinucleotidica de ADN segun la reivindicacién 7, caracterizada porque la secuencia
polinucleotidica de ADN derivado de virus deriva de un virus adenoasociado de tipo 9.

9. La secuencia polinucleotidica de ADN de SEQ ID NO 010 o SEQ ID NO 011 o SEQ ID NO 012.

10. Una particula virica que contiene una secuencia polinucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

11. Una célula eucaridtica aislada que contiene una secuencia polinucleotidica segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

12. Una célula eucariotica aislada segun la reivindicacion 11, en la que la célula es una célula de mamifero.
13. Una composicion para su uso en el tratamiento de cardiomiopatia que comprende:

a. una secuencia polinucleotidica, una particula virica y/o una célula de mamifero aislada segun cualquiera de las
reivindicaciones 1a 11y
b. un excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Una composicién para su uso en el tratamiento de cardiomiopatia que comprende:

c. una secuencia polinucleotidica o una particula virica o una célula de mamifero aislada segun cualquiera de las
reivindicaciones 1a 11,y

d. una secuencia polinucleotidica de ADN o una particula virica que comprende un médulo de expresién que
comprende una segunda secuencia promotora operativa en un cardiomiocito y un segundo elemento de
secuencia que codifica SERCA (Ca’+ -ATPasa de reticulo sarcoendoplasmico) ligado operativamente con
dicha segunda secuencia promotora, y

e. un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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