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DESCRIPCION

Composicién para la prevencion o tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica que utiliza dos o mas isoformas del
factor de crecimiento de hepatocitos

Campo técnico

La presente solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente Coreana N.°: 10-2013-0126216 presentada en
la Oficina de Propiedad Intelectual Coreana el 22 de octubre de 2013 y la Solicitud de Patente Coreana N.°: 10-2014-
0143377 presentada en la Oficina de Propiedad Intelectual Coreana el 22 de octubre de 2014.

La presente invencién se refiere a una composicion, que contiene, como principio activo, dos o mas isoformas del
factor de crecimiento de hepatocitos o un polinucleétido que codifique las isoformas, para la prevencion o el tratamiento
de la esclerosis lateral amiotrofica.

Técnica antecedente

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA), que es una enfermedad de la neurona motora, fue presentada por primera vez
en 1869 por el médico francés Jean-Martin Chartcot. La ELA fue conocida por la poblacion desde que Lou Gehrig, un
famoso jugador de baloncesto de los Estados Unidos sufrié esta enfermedad en 1939, y desde este momento, la ELA
se denomind enfermedad de Lou Gehrig.

El prondstico de la ELA se basa en las caracteristicas clinicas, los ensayos de diagnéstico con electricidad, y la
exclusion de otros estados de salud asociados con los sintomas. El ensayo genético molecular, que se puede utilizar
en los ensayos clinicos asociados con algunos genes implicados en la ELA tiene un papel importante en la
determinacion del genotipo y terapia genética.

La ELA puede heredarse de una manera autosémica dominante, autosémica recesiva, o unida a X. La terapia genética
y evaluacion del riesgo depende del diagndstico preciso de genes particulares.

Se conoce el Riluzol como un farmaco utilizado para retrasar el progreso de la ELA. Se sabe que el riluzol puede
disminuir la velocidad de progreso de la ELA inhibiendo el exceso de acido glutdmico que se considera una de las
causas de la destruccion de la neurona motora. Sin embargo, los efectos clinicos del Riluzol no alivian los sintomas
de la ELA, y los resultados del mismo tampoco son obvios en la extension de la supervivencia libre de traqueotomia
de los pacientes de ELA a los que no se les practica la traqueotomia. Como se ha descrito anteriormente, se ha
publicado que los efectos clinicos genuinos del Riluzol, que son utiles para los pacientes con ELA, estan muy
restringidos y opacos (Stewart y col, 2001). No obstante, no existe un agente preventivo o terapéutico que sea eficaz
para la ELA, excluyendo el Riluzol, que tenga una eficacia clinica aunque sea ambigua, y por lo tanto, es necesario el
desarrollo de farmacos que presenten efectos de prevencion o tratamiento de la ELA.

Por otra parte, se conocen vectores de expresion como sistema de suministro genético para la terapia genética en la
técnica convencional. Las descripciones detalladas del vector pCK que se utiliza en un ejemplo de la presente
invencion se desvelan en el documento PCT/KR1999/000855. Ademas, el documento PCT/KR2003/000548 desvela
una composiciéon que contiene un vector recombinante pCK-HGFX7 que se utiliza en la presente invencion, para el
tratamiento o prevencion de enfermedades isquémicas o trastornos hepaticos.

Los documentos WO 02/22162 A1 y US 2003/0176347 A1 desvelan el uso del factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) y/o sus genes como remedio en el tratamiento de la ELA.

Los documentos WO 2013/037521 y WO 2013/037520 desvelan un factor de crecimiento de hepatocitos modificado
(HGF)-1K1-polipéptido y su uso en el tratamiento de varias enfermedades.

A lo largo de toda la memoria descriptiva, se hace referencia a muchos papeles y documentos de patente y su cita
esta representada.

Descripcion detallada de la invenciéon

Problema técnico

Los presentes inventores han investigado y se han esforzado en desarrollar farmacos que sean capaces de la
prevencion o el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA). Como resultado, los presentes inventores
establecieron que la ELA se puede tratar utilizando una composicion de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas,
conteniendo dicha composicién, como principio activo, dos o mas isoformas del factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) o un polinucleétido que codifique las isoformas, y asi han completado la presente invencion.

Por lo tanto, un aspecto de la presente invencién es proporcionar una composicion farmacéutica para la prevencién o
tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica.

También se desvela un procedimiento para la prevencion o tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica.
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Otros fines y ventajas de la presente divulgacion seran mas obvios con la siguiente descripcion detallada de la
invencion, reivindicaciones, y dibujos.

Solucion técnica

De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién farmacéutica para su uso en
un procedimiento de prevencion o tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica, conteniendo la composicién, como
principio activo, dos o mas isoformas del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o un polinucleétido que codifique
las isoformas, de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas.

Los presentes inventores han investigado y se han esforzado en desarrollar farmacos que sean capaces de la
prevencion o el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica. Como resultado, los presentes inventores establecieron
que la ELA podria tratarse utilizando una composiciéon que contenga, como principio activo, dos o mas isoformas del
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o un polinucleétido que codifique las isoformas, de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas.

La estrategia terapéutica de la presente invencion puede clasificarse sobre todo en dos tipos: terapia proteica y terapia
genética. De acuerdo con la estrategia con el agente terapéutico proteico de la presente invencion, se utilizan dos
proteinas isoméricas del HGF. Por otra parte, de acuerdo con la estrategia con el agente terapéutico genético de la
presente invencion, se utiliza al menos una secuencia de nucleétidos que codifica uno o mas tipos de isémeros del
HGF. Se puede proporcionar una secuencia de polinucleétido que codifique dos 0 mas isoformas del HGF mediante
un polinucleétido o polinucleétidos diferentes. Preferentemente, la secuencia de polinucleétido que codifica las dos o
mas isoformas de HGF se proporciona mediante un polinucleétido.

De aqui en adelante, la presente invencion se describira en detalle.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "isoforma HGF (o isoforma de HGF)" se refiere a un HGF
polipeptidico que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 80 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos del HGF de origen natural en un animal, incluyendo todas las variantes alélicas. Por ejemplo, la isoforma
del HGF significa que incluye todas las formas normales o de tipo silvestre del HGF y distintas variantes del HGF (por
ejemplo, variantes por corte y empalme y variantes de eliminacion).

En una realizacién de la presente invencion, las dos o mas isoformas de HGF incluyen el HGF de longitud completa
(IHGF) y variante de eliminacion del HGF (dHGF). El uso de una composicién que contenga tanto la variante del HGF
de longitud completa como la variante del HGF de eliminacién pueden prevenir o tratar la ELA muy eficazmente.

Como se utiliza en el presente documento, el término "fIHGF" se refiere a una secuencia de aminoacidos 1-728 del
HGF proteico de un animal, preferentemente un mamifero, y mas preferentemente un ser humano.

Como se utiliza en el presente documento, el término "dHGF" se refiere a una variante de eliminacién del HGF proteico
producido por un corte y empalme alternativo del gen del HGF de un animal, preferentemente un mamifero, y mas
preferentemente se refiere a un HGF humano que consiste en 723 aminoacidos, con una eliminacién de cinco
aminoacidos (F, L, P, S, y S) en el primer dominio kringle de la cadena alfa de la secuencia del HGF de longitud
completa.

De acuerdo con la presente invencion, el HGF de longitud completa de la presente invencion incluye la secuencia de
aminodacidos de SEQ ID NO: 1, y la variante de eliminacion del HGF de la presente invencion incluye la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

En una realizacion de la presente invencion, las isoformas del HGF de la presente invencién son codificadas por
secuencias de nucleédtidos diferentes o por una Unica secuencia de polinucledtido. En el presente documento, la
composicion farmacéutica de la presente invencion incluye dos o mas polinucleétidos cuando los diferentes tipos de
isoformas del HGF son codificados por polinucleétidos diferentes, e incluye al menos un polinucledtido que incluye el
Unico polinucledtido cuando los diferentes tipos de isoformas del HGF son codificados por la Unica secuencia de
polinucleétido. El polinucledtido de la presente invencién puede estar unido operativamente al menos a una secuencia
reguladora (por ejemplo, un promotor o un amplificador) que regula la expresion de las isoformas del HGF.

Cuando los dos 0 mas tipos de isoformas del HGF estan codificadas por polinucleétidos diferentes, se puede construir
un casete de expresion de dos maneras. De acuerdo con una primera manera, el casete de expresion se construye
uniendo una secuencia reguladora de la expresion a una secuencia codificante (CDS) de cada isoforma. De acuerdo
con una segunda manera, el casete de expresion se construye utilizando un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES)
y péptidos 2A, tal como "secuencia reguladora de la expresion - primera CDS de isomero - IRES - segunda CDS de
isdbmero - secuencia de terminacion de la transcripcion”. El IRES permite que se inicie la traduccion genética en la
secuencia IRES, expresando de esta manera dos o0 mas genes de interés en la misma construccion.

Cuando se codifican dos o mas tipos de isoformas del HGF por un unico polinucleétido, el polinucleétido que codifica
los dos tipos de isoformas esta unido operativamente a una Unica secuencia reguladora de la expresion.
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En la presente invencion, las isoformas del HGF puede codificarse por un gen de HGF hibrido que exprese
simultaneamente dos o mas tipos diferentes de isoformas del HGF, por ejemplo el IHGF y el dHGF.

De acuerdo con una realizacion preferible de la presente invencion, el gen de HGF hibrido incluye los exones 1 a 18
del ADNc que se corresponde con el HGF humano y el intron 4 del gen del HGF humano o un fragmento del mismo,
que se inserta entre el exon 4 y el exén 5 del ADNc.

De acuerdo con una realizacion mas preferible de la presente invencion, el gen hibrido del HGF incluye una secuencia
de nucleoétidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 10.

El gen hibrido de HGF que incluye el intrén 4 tiene 7113 pb de longitud e incluye las secuencias de nucleétidos de
SEQ ID NO: 3. El gen hibrido de HGF puede incluir selectivamente un fragmento del intron 4 entre el exén 4 y el exén
5 del ADNc del HGF.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion, la secuencia insertada adicionalmente entre el
exon 4 y el exdn 5 incluye: el intron 4 del gen HGF humano, los nucleétidos 392-2247, nucledtidos 392-727, nucledtidos
2229-5471, nucledtidos 5117-5471, nucledtidos 3167-5471, nucledtidos 4167-5471, o una combinacion de los mismos
de la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 3.

Mas preferentemente, la secuencia insertada adicionalmente entre el exon 4 y el exén 5 de la secuencia de nucledtidos
terapéutica que se utiliza en la presente invencion es (i) los nucledtidos 392-2247 y los nucledtidos 2229-5471 de SEQ
ID NO: 3; (ii) los nucledtidos 392-2247 y los nucleétidos 5117-5471 de SEQ ID NO: 3; (iii) los nucledtidos 392-2247 y
los nucleétidos 3167-5471 de SEQ ID NO: 3; (iv) los nucledtidos 392-2247 y los nucleétidos 4167-5471 de SEQ ID
NO: 3; (v) los nucledtidos 392-727 y los nucledtidos 2229-5471 de SEQ ID NO: 3; (vi) los nucledtidos 392-727 y los
nucleotidos 5117-5471 de SEQ ID NO: 3; (vii) los nucledtidos 392-727 y los nucleétidos 3167-5471 de SEQ ID NO: 3;
(viii) los nucleotidos 392-727 y los nucleotidos 4167-5471 de SEQ ID NO: 3.

La secuencia de nucledtidos terapéutica de la presente invencidon de acuerdo con la secuencia insertada
adicionalmente entre el exdn 4 y el exdn 5 se resume de la siguiente manera: (i) (exon 1 a exon 4)-(nucledtidos 392-
2247 - nucledtidos 2297-5471 de SEQ ID NO: 3) (exén 5 a exdn 18); (i) (exon 1 a exon 4)-(nucledtidos 392-2247 -
nucledtidos 5117-5471 de SEQ ID NO: 3)-(ex6n 5 a exon 18); (iii) (exdn 1 a exon 4)-(nucledtidos 392-2247 - nucledtidos
392-5471 de SEQ ID NO: 3)-(ex6n 5 a exo6n 18); (iv) (exdén 1 a exdn 4)-(nucledtidos 392-2247 - nucledtidos 4167-5471
de SEQ ID NO: 3)-(exdn 5 a exon 18); (v) (exon 1 a exoén 4)-(nucledtidos 392-727 - nucledtidos 2229-5471 de SEQ ID
NO: 3)-(ex6n 5 a exon 18); (vi) (exén 1 a exon 4)-(nucledtidos 392-727 - nucledtidos 5117-5471 de SEQ ID NO: 3)-
(exdn 5 a exoén 18); (vii) (exén 1 a exdn 4)-(nucledtidos 392-727 - nucledtidos 3167-5471 de SEQ ID NO: 3)-(exén 5 a
exon 18); (viii) (exén 1 a exodn 4)-(nucledtidos 392-727 - nucledtidos 4167-5471 de SEQ ID NO: 3)-(exdn 5 a exén 18).

En el presente documento, el gen hibrido de HGF que incluye el fragmento de intron 4 se denomina "HGF-X", y el
HGF-X incluye el HGF-X2, HGF-X3, HGF-X4, HGF-X5, HGF-X6, HGF-X7, y HGF-X8, que tienen las secuencias de
nucleotidos de SEQ ID NO: 4 a 10. En la presente invencion se utiliza preferentemente el HGF-X7. La "isoforma del
HGF", "HGF-X", y "HGF-X7" de la presente invencion se ha publicado en el documento PCT/KR2003/000548.

Las secuencias de aminoacidos o nucleétidos de las isoformas del HGF que se pueden utilizar en la presente
invencion, se considera que incluyen secuencias de aminoacidos o nucleétidos que tienen una identidad sustancial
con las secuencias de las isoformas del HGF humano de tipo silvestre. La expresién "identidad sustancial” significa
que, cuando la secuencia de aminoacidos o nucledtidos de la isoforma del HGF humano de tipo silvestre y otra
secuencia de nucleotidos se alinean para que se correspondan entre ellas tanto como sea posible y las secuencias
alineadas se analizan utilizando un algoritmo que se utiliza normalmente en la técnica, la secuencia de aminoacidos o
nucleétidos de la isoforma del HGF humano de tipo silvestre muestra al menos un 80 % de identidad, preferentemente
al menos un 90 % de identidad, y mas preferentemente al menos un 95 % de identidad. Los procedimientos para la
comparacion de secuencias se conocen bien en la técnica. Se desvelan distintos procedimientos y algoritmos para el
alineamiento en Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981); Needleman y Wunsch, J. Mol. Bio. 48:443 (1970);
Pearson y Lipman, Methods in Mol. Biol. 24:307-31 (1988); Higgins y Sharp, Gene 73:237-44 (1988); Higgins y Sharp,
CABIOS 5:151-3 (1989); Corpet y col., Nuc. Acids Res. 16:10881-90 (1988); Huang y col., Comp. Appl. BioSci. 8:155-
65 (1992); y Pearson y col., Meth. Mol. Biol. 24:307-31 (1994). La herramienta de busqueda del alineamiento local
basico del NCBI (BLAST) (Altschul y col., J. Mol. Biol. 215:403-10 (1990)) esta disponible a través del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) y, en internet, se puede utilizar en conexién con programas de analisis de
secuencia, tales como blastp, blasm, blastx, tbastn y tblastx. Se puede acceder a BLSAT a través de
http://www.nc-bi.nim.nih.gov/BLAST/. El procedimiento de identidad de secuencia que utiliza dicho programa
puede confirmarse en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast_help.html.

Como se utiliza en el presente documento, el término "prevencién" se refiere a todas las acciones para suprimir la
esclerosis lateral amiotrofica o retrasar el progreso de la esclerosis lateral amiotrofica mediante la administracion de
la composicién de la presente invencion.

El término "tratamiento" que se utiliza en el presente documento se refiere a (a) la supresion del progreso de la
esclerosis lateral amiotrdfica, (b) el alivio de la esclerosis lateral amiotréfica, o (c) la eliminacién de la esclerosis lateral
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amiotrdfica.

La composicion de la presente invencion puede prevenir o tratar la esclerosis lateral amiotréfica mediante el brote y
crecimiento de neuritas asi como el crecimiento y anti-apoptosis de neuronas motoras.

La composicién de la presente invencion se puede aplicar in vivo mediante distintos procedimientos de suministro que
se conocen de manera convencional en el campo de la terapia genética.

En una realizacién de la presente invencion, el polinucleétido de la presente invencién es un ADN desnudo o esta
contenido en un sistema de suministro genético. Ejemplos del sistema de suministro genético incluyen un plasmido un
vector, y un vector virico.

(i) Plasmido (vector)

Un plasmido (vector) se puede utilizar como un sistema de suministro que suministra el polinucleétido de la presente
invencion. El polinucleétido incluido en el vector se encuentra preferentemente en un casete de expresion apropiado.
Preferentemente, el polinucleétido esta unido operativamente a un promotor en el casete de expresion.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "unido operativamente" se refiere a una uniéon funcional entre
una secuencia reguladora de la expresion del acido nucleico (por ejemplo, un promotor, una secuencia de sefial, o
una matriz en el sitio de unién de un factor de regulacion de la transcripcion) y otra secuencia de acido nucleico, y
mediante la unién, la secuencia reguladora regula la transcripcion y/o la traduccién de otra secuencia de acido nucleico.

En la presente invencion, la union del promotor a la secuencia de polinucleétido es la que pueda regular la transcripcion
de la secuencia de nucleétidos mediante la operacion en células animales, preferentemente células de mamifero, y
mas preferentemente células humanas, e incluye, por ejemplo, promotores derivados de virus de mamifero y
promotores derivados de genomas celulares de mamifero. Ejemplos de los mismos pueden incluir el promotor de
citomegalovirus (CMV), promotor tardio de adenovirus, promotor 7.5K de virus vaccinia, promotor SV40, promotor tk
de HSV, promotor de RSV, promotor alfa EF1, promotor de metalotioneina, promotor de beta actina, promotor genético
de IL-2 humana, promotor del gen del IFN humano, promotor del gen de la IL-4 humana, promotor del gen de linfotoxina
humana, y promotor genético de GM-CSF humano, pero no se limita a estos. Mas preferentemente, el promotor que
se utiliza en la presente invencion es un promotor derivado del gen inmediatamente temprano (IE) del CMV humano
(hCMV), o un promotor EF1 alfa, y mas preferentemente, una region 5' no traducida (UTR) que incluye el
promotor/amplificador y la secuencia completa del exdn 1 inmediatamente hacia el codén de inicio ATG del exon 2 del
gen |E del hCMV.

El casete de expresion que se utiliza en la presente invenciéon puede incluir una secuencia de poliadenilacién, por
ejemplo, un terminador de la hormona de crecimiento bovina (Gimmi, E. R., y col., Nucleic Acids Res. 17:6983-6998
(1989)), secuencia de poliadenilacion derivada del SV40 (Schek, N, y col., Mol. Cell Biol. 12:5386-5393 (1992)), HIV-
1 polyA(Klasens, B. I. F., y col., Nucleic Acids Res. 26:1870-1876 (1998)), B-globina poliA (Gil, A., y col, Cell 49:399-
406 (1987)), HSV TK poliA (Cole, C. N. y T. P. Stacy, Mol. Cell. Biol. 5:2104-2113 (1985)) o poli A del virus del polioma
(Batt, D. By G. G. Carmichael, Mol. Cell. Biol. 15:4783-4790 (1995)), pero no se limita a estos.

De acuerdo con una realizaciéon preferida de la presente invencién, se puede utilizar un vector pCK, pCP, pVAX1, o
pCY como sistema de suministro del polinucleétido, y mas preferentemente, se puede utilizar el vector pCK. El vector
pCK se desvela con detalle en el documento WO 2000/040737.

(i) Retrovirus

Los retrovirus pueden introducir un gen del mismo en el genoma de un huésped para suministrar un montén de
materiales genéticos exdticos, y tiene un amplio espectro de células que puede infectar, asi que la mayoria de los
retrovirus se utilizan como vector de suministro genético.

Con el fin de construir el vector retrovirico, la secuencia de polinucleétido de la presente invencién se inserta en el
genoma retrovirico pero no la secuencia retrovirica, produciendo de esta manera virus deficientes en replicacion. Para
la produccion de viriones, se construye una linea celular de empaquetamiento que contiene los genes gag, pol, y env
pero no tienen secuencias de repeticiones terminales largas (LTR) ni secuencia y (Mann y col., Cell, 33:153-159
(1983)). Cuando el plasmido recombinante que contiene la secuencia de polinucledtido de la presente invencion, la
secuencia LTR y la secuencia y se introduce en la linea celular, la secuencia y permite la produccién de
transcripciones ARN del plasmido recombinante, y estas transcripciones se empaquetan con virus, que se descargan
en el medio (Nicolas y Rubinstein "Retroviral vectors," en: Vectors: A survey of molecular cloning vectors and their
uses, Rodriguez y Denhardt (eds.), Stoneham: Butterworth, 494-513 (1988)). Los medios que contienen los retrovirus
recombinantes se recolectan y concentran y entonces se utilizan como sistema de suministro genético.

Se ha publicado el suministro genético que utiliza vectores retroviricos de segunda generacién. Kasahara y col.,
fabricaron una variante del virus de leucemia murina de moloney, y produjo una proteina quimérica que tenia nuevas
caracteristicas de union insertando la secuencia de eritropoyetina (EPO) en el sitio de envoltura de la misma (Science,
266:1373-1376 (1994)). La secuencia de polinucleétido de la presente invencion también se puede introducir en el
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retrovirus de acuerdo con la estrategia de construccion del vector retrovirico de segunda generacion.
(iii) Adenovirus

El adenovirus se ha empleado habitualmente como un vector de suministro genético debido al genoma de tamafio
medio, facilidad de modificacion, titulo alto, amplio intervalo de células diana, y alta infectividad. Ambos extremos del
genoma contienen repeticiones terminales invertidas (ITR) de 100-200 pb, que son elementos cis necesarios para la
replicacion y empaquetamiento de ADN. La regién E1 (E1A, y E1B) dl genoma codifica proteinas responsables para
la regulacion de la transcripcion del genoma virico y la transcripcion de los genes de la célula huésped. La region E2
(E2A, y E2B) codifica las proteinas implicadas en la replicacion del ADN virico.

Entre los vectores desarrollados hasta ahora, se utilizan habitualmente los adenovirus deficientes en replicacién que
tienen eliminada la region E1. Por otra parte, la region E3 eliminada en los vectores adenoviricos normales puede
proporcionar un sitio de insercion para genes exéticos (Thimmappaya, B. y col., Cell, 31:543-551 (1982); y Riordan, J.
R. y col., Science, 245:1066-1073 (1989)). Por lo tanto, la secuencia de polinucleétido de la presente invencion se
inserta preferentemente en la region E1 eliminada (regién E1A y/o region E1B) o la region E3 eliminada. Ademas, la
secuencia de polinucleotido también se puede insertar en la regién E4 eliminada. En el presente documento, el término
"eliminacion" que se utiliza con referencia a secuencias del genoma virico engloba la eliminaciéon completa de la
secuencia correspondiente asi como la eliminacién parcial de la misma. Ademas, el adenovirus puede empaquetar
aproximadamente un 105 % del genoma de tipo silvestre, proporcionando la capacidad de aproximadamente 2 kb
adicionales de ADN (Ghosh-Choudhury y col., EMBO J., 6:1733-1739 (1987)). Por lo tanto, las secuencias exdticas
anteriores que se insertan en el adenovirus se pueden acoplar con el genoma adenovirico.

El adenovirus puede ser de cualquiera de los 42 serotipos diferentes y los subgrupos A-F. De estos, el adenovirus tipo
5 que pertenece al subgrupo C es el material de partida mas preferible para la obtencion del vector adenovirico de la
presente invencion. La informacion bioquimica y genética sobre los adenovirus tipo 5 es bien conocida. Los genes
exoticos suministrados mediante el adenovirus se replican de la misma manera que en el episoma, y por lo tanto tiene
baja genotoxicidad para las células huésped. Por lo tanto, se determina que la terapia genética que utiliza el sistema
de suministro genético adenovirico es segura.

(iv) vector AAV

Los virus adenoasociados (AAV) son capaces de infectar células que no se dividen y tienen la capacidad de infectar
distintos tipos de células y por lo tanto son adecuados como sistema de suministro genético de la presente invencion.
Las descripciones detalladas para el uso y preparacion del vector AAV se desvelan en las Pat. de EE. UU. N.°
5.139.941 y 4.797.368.

Los resultados de la investigacion de los AAV como sistema de suministro genético se desvelan en LaFace y col,
Virology, 162:483486 (1988), Zhou y col., Exp. Hematol. (NY), 21:928-933 (1993), WELAh y col, J. Clin. Invest.,
94:1440-1448 (1994), y Flotte y col., Gene Therapy, 2:29-37 (1995). Recientemente, el vector AAV se ha aprobado
para ensayos con seres humanos en Fase | para el tratamiento de la fibrosis quistica.

Normalmente, el virus AAV se fabrica co-transfectando un plasmido que contiene una secuencia genética diana
flanqueada por dos repeticiones terminales del AAV (McLaughlin y col., J. Virol., 62:1963-1973 (1988); y Samulski y
col., J. Virol., 63:3822-3828 (1989)) y un plasmido de expresion que contienen una secuencia codificante del AAV de
tipo silvestre sin repeticiones terminales (McCarty y col., J. Virol., 65:2936-2945 (1991)).

(v) Oftros vectores viricos

Se pueden utilizar otros vectores viricos para el suministro de la secuencia de polinucleétido de la presente invencién
en el cuerpo bioldgico. También se pueden utilizar vectores derivados de virus, tales como los virus vaccinia (Puhimann
M.y col., Human Gene Therapy 10:649-657 (1999); Ridgeway, "Mammalian expression vectors," en: Vectors: A survey
of molecular cloning vectors and their uses. Rodriguez y Denhardt, eds. Stoneham: Butterworth, 467-492 (1988);
Baichwal y Sugden, "Vectors for gene transfer derived from animal DNA viruses: Transient and stable expression of
transferred genes," In: Kucherlapati R, ed. Gene transfer. New York: Plenum Press, 117-148 (1986) y Coupar y col.,
Gene, 68:1-10 (1988)), lentivirus (Wang G. y col., J. Clin. Invest. 104(11):R55-62 (1999)), o herpes simplex virus
(Chamber R., y col., Proc. Natl. Acad. Sci USA 92:1411-1415 (1995)) como sistema de suministro capaz de suministrar
el polinucledtido en las células.

(vi) Liposomas

Los liposomas se forman espontaneamente por los fosfolipidos suspendidos en un medio acuoso. El suministro de
moléculas de ADN exdtico mediado por liposomas ha sido muy satisfactorio como se describe en Nicolau y Sene,
Biochim. Biophys. Acta, 721:185-190 (1982) y Nicolau y col., Methods Enzymol., 149:157-176 (1987). Los liposomas
que atrapan la secuencia de polinucleétido de la presente invencién suministran la secuencia de polinucleétido en las
células interactuando con las células mediante mecanismos tales como la endocitosis, adsorcién en las superficies
celulares y fusion con las membranas plasmaticas celulares.
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En los casos en los que la secuencia de polinucleétido de la presente invencion se introduce en una molécula de ADN
recombinante desnuda o un plasmido (vector), la secuencia de polinucledtido se puede introducir en las células
mediante microinyeccién (Capecchi, M.R., Cell, 22:479 (1980); y Harland & Weintraub, J. Cell Biol. 101:1094-1099
(1985)), precipitacion en fosfato calcico (Graham, F.L. y col., Virology, 52:456 (1973); y Chen & Okayama, Mol. Cell.
Biol. 7:2745-2752 (1987)), electroporacion (Neumann, E. y col., EMBO J., 1:841 (1982); y Tur-Kaspa y col., Mol. Cell
Biol., 6:716-718 (1986)), transfeccion mediada por liposomas (Wong, T.K. y col., Gene, 10:87 (1980); Nicolau & Sene,
Biochim. Biophys. Acta, 721:185-190 (1982); y Nicolau y col., Methods Enzymol., 149:157-176 (1987)), DEAE-dextran
treatment (Gopal, Mol. Cell Biol., 5:1188-1190 (1985)) y bombardeo genético (Yang y col., Proc. Natl. Acad. Sci.,
87:9568-9572 (1990)).

Cuando la secuencia de polinucledtido de la presente invencion se construye basandose en el vector virico, la
secuencia de polinucleétido puede suministrarse en las células mediante distintos procedimientos de infeccioén virica
conocidos en la técnica. La infeccion de las células huésped utilizando vectores viricos se describen en los documentos
citados que se mencionan anteriormente.

En una realizacién preferida de la presente invencion, el sistema de suministro genético de la presente invencion es
un vector.

En una realizacion de la presente invencion, el vector de la presente invencion es un plasmido y mas preferentemente
se puede utilizar el vector pCK. Un ejemplo del vector recombinante que incluye un Unico polinucleétido que expresa
dos o mas isomeros del HGF que utiliza un vector pCK puede ser pCK-HGFX7, cuyo contenido se describe con detalle
en los documentos PCT/KR1999/000855 y PCT/KR2003/000548, como se ha descrito anteriormente.

La composicion de la presente invencion puede contener un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable contenido en la composicion de la presente invencion se utiliza convencionalmente para
la formulacion, y los ejemplos del mismo pueden incluir, pero no se limitan a, lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol,
manitol, almidén, goma arabiga, fosfato calcico, alginato, gelatina, silicato calcico, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe, metil celulosa, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, talco,
estearato magnésico, y aceite mineral. La composicion farmacéutica de la presente invencion puede contener
adicionalmente un lubricante, un agente humectante, un agente edulcorante, un agente saborizante, un emulsionante,
un agente de suspension, un conservante, y similares, ademas del ingrediente anterior. Los vehiculos y los agentes
farmacéuticamente aceptables adecuados se describen con detalle en Remington’s Pharmaceutical Sciences (192 ed.,
1995).

Preferentemente, la composicion farmacéutica de la presente invencion se puede administrar por via parenteral, y por
ejemplo, se puede emplear la administracion intravenosa, administracion intraperitoneal, administracion subcutanea,
administracion intradérmica, administracion intraespinal, administracién intratecal, administraciéon intraventricular,
administracion parenquimatica, administracion intracraneal, administracion intramuscular, o administracién local. Mas
preferentemente, la composicion farmacéutica de la presente invencién se puede administrar por via intramuscular,
espinal, intratecal, intraventricular, parequimatica, o intracraneal.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede formular y administrar como una inyeccion. La dosis
apropiada de la composicién farmacéutica de la presente invencién varia dependiendo de factores tales como el
procedimiento de formulacion, la manera de administracion, la edad del paciente, el peso corporal, género, y gravedad
de la enfermedad, momento de la administracion, via de administracion, velocidad de excrecion y sensibilidad de la
respuesta, y el experto habituado puede juzgar y prescribir facilmente la dosis eficaz para el tratamiento o prevencion
deseados.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion, las isoformas del HGF de la presente invencién se
administran a una dosis de 1 ug a 2.500 mg para cada uno, y el polinucleétido que codifica las isoformas se administra
a una dosis de 1 pg a 2.500 mg. Cuando las isoformas del HGF o el polinucleétido que codifica las isoformas se
administra de manera repetida una vez o mas, la dosis puede ser igual o diferente en cada administracion.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se formula utilizando un vehiculo y/o excipiente
farmacéuticamente aceptables, de acuerdo con el procedimiento que sea llevado a cabo facilmente por un experto
habituado en la técnica a la que pertenece la presente invencion, y se puede preparar la composicion farmacéutica en
una forma de dosificacién unitaria o se puede insertar en un envase multidosis. Aqui, la forma de dosificacion puede
ser una soluciéon en un medio oleoso o acuoso, una suspension, una emulsién, un extracto, un polvo, granulos, un
comprimido, una capsula, y puede contener adicionalmente un dispersante o un estabilizante.

También se desvela un procedimiento para la prevencion o tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica, incluyendo
el procedimiento la administracién a un mamifero de una composicién que contenga como principio activo, dos o mas
isémeros del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o un polinucleétido que codifique los isémeros.

En una realizacion de la presente invencion, las dos o mas isoformas de HGF de la presente invencion incluyen el
HGF de longitud completa (fIHGF) y variante de eliminacion del HGF (dHGF).

De acuerdo con la presente invencion, el HGF de longitud completa de la presente invencion incluye la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 1, y la variante de eliminacion del HGF de la presente invencion incluye la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 2.

Como el procedimiento de prevencion o tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica incluye la etapa de
administracion de la composicion farmacéutica para la prevencion o el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica,
que es un aspecto de la presente invencion, las descripciones que se solapan entre ellas se han omitido para evitar
una complicacién excesiva de la memoria descriptiva debido a descripciones repetitivas del mismo.

Efectos ventajosos

Las caracteristicas y ventajas de la presente invencion se resumen de la siguiente manera:

(a) La presente invencion proporciona: una composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento para la
prevencion o el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica.

(b) También se desvela, pero no forma parte de la presente invencion, un procedimiento para la prevencion o
tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica.

(c) La composicion de la presente invencion se puede utilizar para prevenir o tratar la esclerosis lateral amiotrofica
mediante el brote y crecimiento de células neurales embrionarias asi como el crecimiento y anti-apoptosis de las
neuronas motoras.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 representa un efecto del pCK-HGFX7 sobre el brote de neuritas en células ENC de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion.

La FIG. 2 representa un efecto del pCK-HGFX7 sobre el crecimiento de las células ENC de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion.

La FIG. 3 representa un efecto del pCK-HGFX7 sobre el crecimiento de las células NSC-34 de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion.

La FIG. 4 representa un efecto del pCK-HGFX7 sobre la apoptosis de las células NSC-34 de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion.

La FIG. 5 representa un efecto del pCK-HGFX7 sobre la supervivencia de las células NSC-34 en condiciones de
cultivo oxidativo de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.

La FIG. 6 representa un efecto del pCK-HGFX7 sobre la apoptosis de las células NSC-34 en condiciones de cultivo
oxidativo de acuerdo con una realizacién de la presente invencion.

La FIG. 7 representa un efecto del pCK-HGFX7 sobre el crecimiento de las células a las que se suministré hSOD1
con la mutacion G93A de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

La FIG. 8 representa un efecto del pCK-HGFX7 sobre la fuerza de sujecion de los ratones ELA de acuerdo con
una realizacion de la presente invencion.

Modo para llevar a cabo la invenciéon

De aqui en adelante, la presente invencion se describira en detalle con referencia a ejemplos. Estos ejemplos son
solamente para ilustrar la presente invencion mas especificamente, y sera evidente para los expertos en la técnica
que el ambito de la presente invencion no esta limitado por estos ejemplos, sino por las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Verificacion del efecto de pCK-HGFX7 sobre la maduracion de las células neuronales embrionarias
(ENC)

Solo se tomdé una parte de la corteza cerebral del embrién de ratéon para convertirla en células unicas, y luego se
afiadieron 10 uM de Ara-C 10 al medio de cultivo para cultivar solo las células neuronales. Con el fin de verificar el
efecto de pCK-HGFX7 sobre la maduracion de las ENC, se sembraron 2 x 10* células, y al dia siguiente, se trataron
las células con 1,25 ng/ml de la proteina obtenida de las células 293F (Life Technologies, USA) transfectadas con
pCK-HGFX?7, verificando de esta manera el grado de brote de neuritas que se muestra en la maduracion celular. El
grado de brote de neuritas se confirmd mediante inmunocitohistoquimcia sobre la expresion de TUJ-1 que es una
tubulina proteica que se expresa especificamente en las células neuronales.

Los resultados confirmaron que, como se muestra en la FIG. 1, la longitud de la neurita aumentaba significativamente
en el grupo de tratamiento con pCK-HGFX7 mas que en el grupo de tratamiento pCK de control.

Ejemplo 2: Verificacion el efecto de pCK-HGFX7 sobre el crecimiento celular después de la maduracion de las
ENC

Se verifico el efecto de pCK-HGFX7 sobre el crecimiento celular después de la maduracion de las ENC. Para este fin,
se sembraron 5 x 10* ENC, seguido por un periodo de maduracion de 6 dias. Después de los 6 dias, se trataron las
células con 1,25 ng/ml de la proteina obtenida de células 293F transfectadas con el pCK-HGFX?7, verificando de esta
manera el efecto del pCK-HGFX7 sobre el crecimiento celular. Después de 3 dias del tratamiento con el pPCK-HGFX7,
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se llevd a cabo un ensayo MTT para medir el crecimiento celular.

Los resultados confirmaron que, como se muestra en la FIG. 2, la longitud de la neurita aumentaba significativamente
aproximadamente un 40 % en el grupo de tratamiento con pCK-HGFX7 mas que en el grupo de tratamiento pCK de
control.

Ejemplo 3: Verificacion del efecto del pCK-HGFX7 sobre el crecimiento celular y la apoptosis en las células
neuronales motoras del raton (NSC-34)

3-1. Linea celular y cultivo celular

Las células NSC-34 (Cellution Biosystem, Vancouver, CA) que se utilizan en el presente ensayo son células
neuronales motoras derivadas del ratén. Las células NSC-34 se corresponden con una linea celular en la que las
células neuronales motoras derivadas del nervio espinal del embrién de ratén se mezclan con células de
neuroblastoma, y se utilizan ampliamente en estudios asociados con el nervio motor. Las células se cultivaron en
medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma) suplementado con un 10 % de suero fetal bovino y un
material antibiético (Gibco BRL, USA) en condiciones de 37 °C y un 5 % CO.. El medio, reactivo y suero para el cultivo
celular se adquirieron en Gibco y Sigma Aldrich.

3-2. Produccién y cuantificacion del HGF proteico expresado en el sobrenadante

Se utilizé una transfeccion de ADN para producir el HGF proteico expresado en el sobrenadante. La transfeccion se
llevé a cabo utilizando un sistema de transfeccion FuGene HD (Promega, USA) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Se sembraron las células 293T a 1 x 108 células, y al dia siguiente se transfectaron las células con 3 ug de
ADN pCK, pCK-HGF728 (pCK-cHGF en el documento PCT/KR03/000548), pCK-HGF723 (pCK-dHGF en el
documento PCT/KR03/000548), y pCK-HGFX7. Después del cultivo durante 48 h, se recolectaron los respectivos
sobrenadantes y luego se filtraron a través de un filtro de 0,22 um. El nivel de expresién del HGF proteico contenido
en cada sobrenadante se midi6 utilizando el inmunoensayo de HGF humano. Cada sobrenadante se diluyé de nuevo
a 1 pyg/ml para su uso en los ensayos. El HGF proteico recombinante humano utilizado en el inmunoensayo de HGF
humano se adquirié en R&D (R&D Systems, Inc., MSP, USA) para su uso.

3-3. Efecto del pCK-HGFX7 humano sobre el crecimiento celular en células NSC-34

Con el fin de verificar el efecto del pCK-HGFX7 sobre el crecimiento de células neuronales motoras, las células NSC-
34 se trataron con pCK-HGFX7 y luego se evalué el grado de proliferacion celular. Las células se cultivaron en medio
de cultivo suplementado con un 10 % de suero bovino fetal, y luego, para su uso en los ensayos, el cultivo se suspendié
utilizando medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma) suplementado con un 1 % de suero bovino fetal.
Las células se sembraron en una placa de 6 pocillos de manera que estaban contenidas 3 x 10* de las células en 2
ml de un medio que contenia un 1 % de suero. Después de 2 h de la siembra, se afiadieron los sobrenadantes
respectivos obtenidos de las células 293T transfectadas con pCK-HGF728, pCK-HGF723, y pCK-HGFX7 a una placa
de 6 pocillos a 100 ul por pocillo de manera que la concentracién del HGF proteico era de 50 ng/ml. El sobrenadante
obtenido mediante transfecciéon de las células 293T con el vector pCK se utilizé como control. Después de 48 h de
cultivo, el medio de la placa de 6 pocillos se intercambié. Después, se afiadieron 2 ml de un medio que contenia un
1 % de suero bovino en cada pocillo, se anadié cada uno de los sobrenadantes obtenidos de las células 293T
transfectadas con pCK-HGF728, pCK-HGF723, y pCK-HGFX7 de manera que la concentracion del HGF proteico era
de 50 ng/ml, seguido por un cultivo de 48 h. El sobrenadante obtenido mediante transfeccion de las células 293T con
el vector pCK se utilizé como control. Las células cultivadas se recolectaron y contaron. El vector pCK se utilizd6 como
control.

Como resultado del cultivo durante 5 dias después de la siembra celular, cuando los grupos tratados con los
respectivos sobrenadantes obtenidos de las células 293T transfectadas con pCK, pCK-HGF728, pCK-HGF723, y pCK-
HGFX7 se compararon con el grupo de tratamiento con pCK, la proliferacion se indujo aproximadamente un 20 % en
el grupo de tratamiento con pCK-HGF728 o pCK-HGF723 y el crecimiento celular aumenté aproximadamente un 48 %
en el grupo de tratamiento con pCK-HGFX7. Mediante estos resultados, se pudo verificar que el pCK-HGFX7 puede
aumentar significativamente el crecimiento celular de las células neuronales motoras en comparacion con el pCK-
HGF728 o pCK-HGF723.

3-4. Efecto del pCK-HGFX7 sobre la apoptosis en las células NSC-34

Las células NSC-34 se suspendieron a 3 x 10* en medio de Eagle modificado de Dulbecco suplementado con un 1 %
de suero bovino fetal, y entonces se sembrd en una placa de 6 pocillos. Después de la siembra de las células se
estabilizaron durante 2 h y luego se afiadié cada uno de los sobrenadantes obtenidos de las células 293T transfectadas
con pCK-HGF728, pCK-HGF723, y pCK-HGFX7 de manera que la concentracién del HGF proteico era de 50 ng/ml.
El sobrenadante obtenido mediante transfecciéon de las células 293T con el vector pCK se utilizé6 como control. Las
células se cultivaron durante 5 dias mientras el medio y cada uno de los sobrenadantes se intercambiaba a intervalos
de 2-3 dias.

Se extrajo el ARN de las células, que se cultivaron durante 5 dias, utilizando el reactivo Trizol (Life Technologies,
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USA), y se utilizé el ARN extraido para sintetizar un ADNc utilizando el kit First Strand cDNA (Roche, USA). Se llevo
a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real utilizando el ADNc sintetizado como matriz y
como cebadores los nucledtidos de SEQ ID NO: 11 y 12 para el gen Bax o los nucledtidos de SEQ ID NO: 13y 14
para el gen Bcl-12. Se llevo a cabo la PCR en tiempo real mezclando 1 pl de la matriz de ADNc, 1 pl de cada cebador
a 10 pmol/ul, 12,5 de mezcla maestra de PCR SYBR Green (Life Technologies, USA), y 9,5 ul de agua destilada
terciaria esterilizada para preparar un total de 25 yl de una mezcla liquida y luego se lleva a cabo la reaccion en
condiciones de 2 min a 50 °C y 10 min a 95 °C, y luego 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. Aqui, con el fin de
corregir cada valor de reaccion, se llevo a cabo una PCR en tiempo real utilizando, como cebadores, los nucleétidos
de SEQ ID NO: 15y 16 para GAPDH como un gen constitutivo. Como resultados del ensayo, la expresion del gen Bax
asociado con la apoptosis se redujo en cada uno de los sobrenadantes con HGF de los grupos de tratamiento mas
que en el grupo de tratamiento con pCK, y especialmente, aumentd la expresion de Bcl-2 asociada con anti-apoptosis
en 1,3 veces en el grupo de tratamiento con pCK-HGFX7 mas que en el grupo de tratamiento con pCK (véase la FIG.
4a). Mediante este ensayo, se confirmo que, en el medio que contenia un 1 % de suero bovino fetal, el pPCK-HGFX7
inhibia la apoptosis aproximadamente un 40 %, en comparacion con el grupo de tratamiento con pCK como control
(véase la FIG. 4b).

Ejemplo 4: Verificacion del efecto de pCK-HGFX7 sobre la supervivencia de las células NSC-34 en condiciones
de cultivo de estrés oxidativo

4-1. Seleccion de la concentracion de la solucion de peréxido de hidrégeno que induce la apoptosis de las células
NSC-34 por estrés oxidativo

Antes de la verificacion del efecto del pCK-HGFX7 sobre la apoptosis de las células NSC-34 inducida por una solucion
de peroxido de hidrégeno, se seleccionaron la concentracion de siembra celular que es adecuada para validar la
apoptosis de células NSC-34, y la concentracion de solucion de peroxido de hidrégeno para la induccion de apoptosis.

Las células cultivadas en un medio de cultivo suplementado con un 10 % de suero bovino fetal se recolectaron, y
entonces se suspendieron en medio de Eagle modificado de Dulbecco suplementado con un 1 % de suero bovino
fetal, seguido por el recuento celular. Las células ya contadas se sembraron en una placa de 96 pocillos con una
concentracion celular de 1 x 104, y luego se tratan al dia siguiente con soluciones de peroxido de hidrégeno de 10, 20,
30, 50 y 100 pM. Se afiadio la solucién salina tampon fosfato a un pocillo que no se tratd con la solucion de peréxido
de hidrégeno, y el pocillo se utilizé como control. Después de 24 h, se midi6 el grado de apoptosis utilizando el
procedimiento de ensayo XTT (Roche, USA). Se verifico que los grupos de ensayo tratados con diferentes
concentraciones de la solucion de peréxido inducian un 0, 10, 30, 70 y 85 % de apoptosis en comparacion con el
control. Basandose en estos resultados, la concentracion adecuada de solucion de perdxido de hidrégeno para la
induccién de apoptosis de las células NSC-34 se seleccioné en 30 pM.

Adicionalmente, con el fin de llevar a cabo el ensayo de apoptosis en una placa de 6 pocillos, las células se sembraron
en la placa de 6 pocillos de manera que las células estaban contenidas a 1,5 x 10°, 3 x 105, y 1 x 10 en 2 ml de medio
que contenia un 1 % de suero bovino fetal. Al dia siguiente, las células NSC-34 se trataron con la solucion de peroxido
de hidrégeno de 30 uM, y se llevd a cabo el recuento celular los dias 1, 4 y 7. Como resultado de la confirmacion del
recuento celular del dia 7, las células del pocillo en el que se sembraron las células a 1,5 x 10° estaban todas muertas,
y por lo tanto no se pudieron seleccionar para el ensayo, y no se indujo apoptosis en el pocillo en el que se sembraron
las células a 1 x 10°. Basandose en estos resultados del ensayo, el recuento celular, y la concentracion de la solucion
de peroxido de oxigeno se seleccionaron para el ensayo de apoptosis en 3 x 10° y 30 uM, respectivamente.

4-2. Verificacion del efecto de pCK-HGFX7 sobre la supervivencia de las células NSC-34 en condiciones de cultivo de
estrés oxidativo

Las células NSC-34 se cultivaron en medio de cultivo suplementado con un 10 % de suero bovino fetal, y, para su uso
en los ensayos de inhibicion de la apoptosis, el cultivo se suspendi6 utilizando medio de Eagle modificado de Dulbecco
suplementado con un 1 % de suero bovino fetal. Las células se sembraron en una placa de 6 pocillos de manera que
estaban contenidas 3 x 10° de las células en 2 ml de un medio que contenia un 1 % de suero. Al dia siguiente, se
trataron los pocillos respectivos con la solucion de peréxido de hidrégeno 30 uM seleccionada en el ensayo anterior,
y luego se trataron con los sobrenadantes respectivos obtenidos de las células 293T transfectadas con pCK-HGF728,
pCK-HGF723, y pCK-HGFX7 de manera que la concentracion del HGF proteico era de 50 ng/ml. Se utilizé6 como
control un medio de cultivo obtenido mediante la transfeccion de las células con el vector pCK se utilizd como control.
Mientras las células se cultivaban durante 7 dias, se observo el grado de apoptosis. Después de 7 dias desde la
siembra celular, las células se recolectaron y se contaron. Como resultado del recuento celular, se verificé que, solo
aproximadamente un 60-70 % de las células sobrevivian en comparacion con las células sembradas originalmente en
los grupos de ensayo tratados con pCK, pCK-HGF728, y pCK-HGF723, mientras que las células NSC-34 tratadas con
pCK-HGFX?7 presentaba aproximadamente un 92 % de supervivencia, indicando una inhibicién de apoptosis excelente
en comparacion con los grupos tratados con los otros materiales de ensayo. Estos resultados confirmaron que el
HGFX?7 proteico inhibia eficazmente la apoptosis de la neurona motora inducida por estrés oxidativo debido a la
solucion de peroxido de hidrégeno (véase la FIG. 5).

4-3. Verificacion del efecto de pCK-HGFX7 sobre la apoptosis de las células NSC-34 en condiciones de cultivo de
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estrés oxidativo

Las células NSC-34 se suspendieron a 3 x 10° en medio de Eagle modificado de Dulbecco suplementado con un 1 %
de suero bovino fetal, y entonces se sembré en una placa de 6 pocillos. Al dia siguiente, se trataron los pocillos
respectivos con la solucion de peréxido de hidrogeno 30 uM seleccionada en el ensayo anterior, y luego se trataron
con los sobrenadantes respectivos obtenidos de las células 293T que se habian transfectado con pCK-HGF728, pCK-
HGF723, y pCK-HGFX7 de manera que la concentracion del HGF proteico era de 50 ng/ml, seguido por el cultivo
durante 7 dias. El sobrenadante obtenido mediante transfeccion de células con el vector pCK se utilizd como control.

Se extrajo el ARN de las células, que se cultivaron durante 7 dias, utilizando el reactivo Trizol, y se utiliz6 el ARN
extraido para sintetizar un ADNc utilizando el kit First Strand cDNA. Se llevé a cabo una reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real utilizando el ADNc sintetizado como matriz y como cebadores los nucleétidos de
SEQ ID NO: 11 y 12 para el gen Bax o los nucleétidos de SEQ ID NO: 13 y 14 para el gen Bcl-12. Se llevé a cabo la
PCR en tiempo real mezclando 1 ul de la matriz de ADNc, 1 ul de cada cebador a 10 pmol/ul, 12,5 de mezcla maestra
de PCR SYBR Green (Life Technologies, USA), y 9,5 ul de agua destilada terciaria esterilizada para preparar un total
de 25 pl de una mezcla liquida y luego se lleva a cabo la reaccién en condiciones de 2 min a 50 °C y 10 min a 95 °C,
y luego 40 ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. Aqui, con el fin de corregir cada valor de reaccion, se llevé a cabo
una PCR en tiempo real utilizando, como cebadores, los nucledtidos de SEQ ID NO: 15y 16 para GAPDH como un
gen constitutivo. Los resultados del ensayo confirmaron que la expresion del gen Bax asociado con induccion de
apoptosis estaba disminuida y la expresion de Bcl-2 asociado con anti-apoptosis estaba aumentada en cada uno de
los grupos de tratamiento con sobrenadante de HGF mas que con el grupo de tratamiento con el pCK. Especialmente,
se redujo la expresion del gen Bax aproximadamente un 70 % (véase la FIG. 6a), y la relacién Bax/Bcl-2 disminuyé
aproximadamente un 75 %, indicando un efecto apoptético excelente (véase la FIG. 6b), en el grupo de tratamiento
con pCK-HGFX7 mas que el grupo de tratamiento con pCK.

Ejemplo 5: Verificacion el efecto de pCK-HGFX7 sobre el crecimiento celular en células a las que se suministro
hSOD1 mutante G93A

El ensayo in vitro que utiliza la forma mutante G93A de la superdxido dismutasa 1 (SOD1), que es una de las causas
de ELA, ha sido desarrollado por muchos investigadores. Especialmente se ha publicado que el suministro de la forma
mutante G93A de la hSOD1 en las células NSC-34, que se ha utilizado ampliamente en la investigacion de la neurona
motora, puede inducir apoptosis (Cheema y col., 2005). Por lo tanto, en el presente ensayo, se fabricaron un pCK-
hSOD1 de tipo silvestre y pCK-hSOD-G93A insertando el gen de la SOD1 de tipo silvestre humana (tipo silvestre; WT)
(NM_000454) y el gen de la SOD1 humana, en la que el resto de aminoacido 93° se sustituyo de glicina a alanina, en
el sitio de BamHI del vector pCK, respectivamente. Se llevé a cabo el siguiente ensayo para investigar el efecto de
pCK-HGFX7 en las células NSC-34 en las que se habia suministrado hSOD1-G93A utilizando el plasmido preparado.

Las células NSC-34 se sembraron en una placa de 96 pocillos de manera que las células se suspendieron a 1 x 10*
en medio de Eagle modificado de Dulbecco suplementado con un 10 % de suero bovino fetal. Al dia siguiente, las
células se transfectaron con pCK, pCK-hSOD1 de tipo silvestre (WT), y el mutante pCK-hSOD1-G93A (G93A)
utilizando el reactivo lipofectamina LTX (Life Technologies, USA). Inmediatamente antes de la transfeccion, las células
transfectadas con G93A se trataron con los sobrenadantes obtenidos de las células 293T que se transfectaron con
pCK-HGF728 y pCK-HGFX7 de manera que la concentracion del HGF proteico era de 50 ng/ml. El sobrenadante
obtenido mediante transfeccién de células con el vector pCK se utilizé como control.

Después del cultivo durante 3 dias, el crecimiento celular se confirmé mediante el tratamiento con el reactivo XTT. Los
resultados confirmaron que las células a las que se suministré la hSOD1 de tipo silvestre y las células a las que se
suministré el vector pCK presentaban un crecimiento celular similar. Sin embargo, las células a las que se suministré
la hSOD1 mutante en G93A presentaban aproximadamente un 85,8 % de crecimiento celular, en comparacién con las
células a las que se suministré pCK, que presentaban un deterioro en el crecimiento celular en comparacién con las
células a las que se suministro la hSOD1 de tipo silvestre. Sin embargo, el grupo de tratamiento con pCK-HGFX7
presenta aproximadamente un 92,9 % de crecimiento celular, indicando el efecto de inhibiciéon del deterioro del
crecimiento celular, que esta causado por el suministro de la hSOD1 mutante en G93A (véase la FIG. 7).

[Secuencias genéticas]

SEQ ID NO: 11: GGC AGACAG TGACCATCTTT
SEQ ID NO: 12: AGT GGA CCT GAG GTT TAT TG
SEQ ID NO: 13: CCA TCA ATC AAA GCC AAG CA
SEQ ID NO: 14: AGC CTT CAC GCA AGT TCA GG
SEQID NO: 15: CCATCACTG CCACTCAGAC
SEQ ID NO: 16: TCATAC TTG GCA GGT TTC TCC

Ejemplo 6: Verificacion de pCK-HGFX7 sobe la fuerza de agarre en ratones Tg con SOD1-G93A mutante
humana (de aqui en adelante, raton ELA)

Se ha descubierto que la mutacién de la superéxido dismutasa 1 (SOD1) es una de las causas de ELA, se desarrollo
el modelo de ratén ELA utilizando este gen, y actualmente, los investigadores de la ELA en todo el mundo han llevado
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a cabo distintas investigaciones utilizando este modelo animal. Entre estos, se selecciond el B65JL-
Tg(SOD1*G93A)1Gur/J (002726), y se utilizd para los ensayos. La producciéon del modelo de raton ELA se encarg6 a
Woo Jung BSC (Corea), y se utilizé el modelo de ratdn para el presente ensayo después de verificar si se expresaba
el gen SOD1 de tipo silvestre, mediante genotipado.

Se dividieron los ratones ELA de 10 semanas de edad en 4 ratones por grupo: Grupos de administracion Tg-pCK, Tg-
pCK-HGF728 (pCK-cHGF en el documento PCT/KR03/00548), y Tg-pCK-HGFX?7. Se seleccionaron seis ratones sin
Tg y se establecieron como un control negativo (de aqui en adelante no Tg). Después de dos semanas, se administrod
a los ratones de los tres grupos de ensayo, excluyendo el control negativo, el plasmido correspondiente mediante
inyeccion intramuscular. En el presente documento, se administraron 50 pl del plasmido correspondiente a 2 pug/ul en
el musculo triceps braquial, muasculo tibial, musculo recto femoral, y musculo gastrocnemio izquierdos y derechos,
respectivamente. Después de dos semanas de la administracion (con 14 semanas de edad), se investigo la fuerza de
agarre de cada raton mediante el ensayo de comportamiento. Para el ensayo de comportamiento, se llevé a cabo un
ensayo de fuerza de agarre sobre malla. Se utilizo el ensayo de fuerza de agarre sobre malla colocando un ratén sobre
una malla que tenia un entramado a intervalos predeterminados, dando la vuelta a la malla, y midiendo el tiempo en
el que el ratén esta suspendido de la malla. Este es uno de los procedimientos representativos para la evaluacion de
la fuerza muscular del raton (Crawley JN, 2008).

Como resultado del ensayo, los ratones no Tg se voltearon durante una media de aproximadamente 9 min, pero entre
los individuos Tg, los ratones que recibieron el pCK estaban suspendidos y se volteaban durante una media de
aproximadamente 30 s. El individuo que recibié el plasmido pCK-HGF728 presentaba un ligero aumento del tiempo
medio de duracidon en comparacion con el grupo de administracion de pCK, y la duracion tenia una media de 49 s.
Mientras que los ratones que recibieron el pCK-HGFX7 se suspendieron y voltearon durante un mayor tiempo en
comparacion con los ratones que recibieron pCK o pCK-HGF728, y el tiempo medio de duracion era de 3 min (véase
la FIG. 8). Esto demuestra que el pCK-HGFX7 mejoraba significativamente la funcién muscular, incluyendo la fuerza
de agarre, de los ratones ELA en comparacion con pCK y pCK-HGF728.

Aunqgue la presente invencién se ha descrito en detalle con referencia a caracteristicas especificas, sera evidente para
los expertos en la técnica que esta descripcion solo es para una realizacion preferida y no limita el ambito de la
presente invencion. Por lo tanto, el ambito sustancial de la presente invencién se definira por las reivindicaciones
adjuntas y equivalentes de las mismas.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Viromed Co., Ltd.

<120> Composicion para la prevencién o tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica que utiliza dos o mas
isoformas del factor de crecimiento de hepatocitos

<130> PN130609P

<150> 10-2013-0126216
<1561> 22-10-2013

<160> 16
<170> Kopatentin 2.0

<210>1

<211> 728

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de fIHGF

<400> 1
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Met Trp Wal Thr Lys Leu Leu Pro Ala |.eu Leu Leu GIn His Val Leu
1 5 10 15

Leu His Leu Leu Leu Leu Pro lle Ala ile Pro Tyr Ala Glu Gly Gin
20 25 30

Arg Lys Arg Arg Asn Thr e His Glu Phe Lys Lys Ser Ala Lys Thr
35 40 45

Tor Leu Jlé Lys lle Asp Pro Ata Leu Lys lle Lys Thr Lys Lys Val
50 . 56 60

Asn Thr Ala Asp Gin Cys Ala Asn Arg Cys Thr Arg Asn Lys Gly Leu
65 70 75 30

Pro Phe Thr Cys Lys Ala Phe Val Phe Asp Lys Ala Arg Lys GIn Cys
85 90 95

Leu Trp Phe Pro Phe Asn Ser Met Ser Ser Gly Val Lys Lys Glu Phe
100 105 110

Gly His Giu Phe Asp Leu Tyr Glu Asn Lys Asp Tyr lle Arg Asn Cys
115 120 125

lle lle Gly Lys Gly Arg Ser Tyr Lys Gry Thr Val Ser lle Thr Lys
130

Ser Gly lle Lys Cys GIn Pro Tep Ser Ser Met lle Pro His Glu His
145 150 155 160

Ser Phe Leu Pro Ser Ser Tyr Arg Gly Lys Asp Leu GIn Glu Asn Tyr
165 170 175

Cys Arg Asn Pro Arg Gly Glu Giu Gly Gly Pro Trp Cys Phe Thr Ser
180 185 190

Asn Pro Glu Val Arg Tyr Glu Val Cys Asp lle Pro GIn Cys Ser Glu
195 200 205

vatl Glu Cys Met Thr Cys Asn Gly Glu Ser Tyr Arg Gly Leu Met Asp
210 215 220

His Thr Glu Ser Gly Lys lle Cys Gin Arg Trp Asp His Gin Thr Pro
225 230 235 240

His Arg-His Lys Phe Leu Pro Glu Arg Tyr Pro Asp Lys Gly Phe Asp
245 250 255

Asp Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly Gln Pro Arg Pro Trp Cys Tyr
260 285 270

Thr Leu Asp Pro His Thr Arg Trp Glu Tyr Cys Ala lle Lys Thr Cys
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275 280 285

Ala Asp Asn Thr Met Asn Asp Thr Asp Val Pro Leu Glu Thr Thr Glu
290 295 300

Cys lle GIn Gly Gin Gly Glu Gly Tyr Arg Gly Thr Val Asn Thr lle
305 310 315 320

Trp Asn Gly lle Pro Cys Gin Arg Trp Asp Ser Gin Tyr Pro His Glu
325 330 335
His Asp Met Thr Pro Glu Asn Phe Lys Cys Lys Asp Leu Arg Glu Asn
340 345 350

Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly Ser Giu Ser Pro Trp Cys Phe Thr Thr
355 360 365

Asp Pro Asn lle Arg Val Gly Tyr Cys Ser Gin lle Pro Asn Cys Asp
370 375 380

Met Ser His Gly Gin Asp Cys Tyr Arg Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Mel
385 390 395 400 .

Gly Asn Leu Ser GIn Thr Arg Ser Gly Leu Thr Cys Ser Met Trp Asp
405 410 415

Lys Asn Met Glu Asp Leu His Arg His fie Phe Trp Glu Pro Asp Ala
420 425 430

Ser Lys Leu Asn Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asp Asp Ala His
435 440 445

Gly Pro Trp Cys Tyr Thr Gly Asn Pro Leu tle Pro Trp Asp- Tyr Cys
450 455 460

Pro lle Ser Arg Cys Glu Gly Asp The Thr Pro Thr lle Val Asn Ley
465 470 475 480

Asp His Pro Val tle Ser Cys Ala Lys Thr Lys Gin Leu Arg Val Val
485 T 490 495

Asn Gly lle Pro Thr Arg Thr Asn lle Gly Trp Mel Val Ser Leu Arg
500 505 510

Tyr Arg Asn Lys His lle Cys Gly Gly Ser Leu lle Lys Glu Ser Trp
515 520 525
Val Leu Thr Ala Arg Gln Cys Phe Pro Ser Arg Asp Leu Lys Asp Tyr
530 535 540

Glu Ala Trp Leu Gly lle His Asp Val His Gly Arg Gly Asp Glu Lys
545 550 555 560

Cys Lys Gln Val Leu Asn Val Ser Gin Leu Val Tyr Gly Pro Glu Gly
565 570 575

Ser Asp Leu Val Leu Met Lys Leu Ala Arg Pro Ala Val Leu Asp Asp
580 585 590

Phe Val Ser Thr lle Asp Leu'Pro Asn Tyr Gly Cys Thr lte Pre Glu
595 600 605

Lys Thr Ser Cys Ser Val Tyr Gly Trp Gly Tyr Thr Gly Leu lle Asn
§10 615 620

Tyr Asp Gly Leu Leu Arg Val Ala His Leu Tyr lle Met Gly Asn Glu
625 630 635 640

Lys Cys Ser GIn His His Arg Gly Lys Val Thr Leu Asn Glu Ser Glu
645 850 655

lle Cys Ala Gly Ala Glu Lys lle Gly Ser Gly Pro Cys Glu Gly Asp
660 665 670

Tyr Gly Gly Pro Leu Val Cys Glu Gin His Lys Met Arg Met Val Leu
675 680 685
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Gly val lle Val Pro Gly Arg Gly Cys Ala lle Pro Asn Arg Pro Gly
§90 695 700

lle Phe Val Arg Val Ala Tyr Tyr Ala Lys Trp lle His Lys He lle
705 710 715 720

Leu Thr Tyr Lys Val Pro Gin Ser
725

<223> Secuencia de aminoacidos de dHGF

<400> 2

Met Trp Val Thr Lys Leu Leu Pro Ala Leu Leu Leu Gin His Val Leu
1 5 10 15

Leu His Leu Leu Leu Leu Pro llg Ala lle Pro Tyr Ala Glu Gly Gin
25 30

Arg Lys Arg Arg Asn Thr lle His Glu Phe Lys Lys Ser Ala Lys Thr
- 35 40 45

Thr Leu He Lys lle Asp Pro Ala Leu Lys lle Lys Thr Lys Lys Val
50 55 60

Asn Thr Ala Asp Gin Cys Ala Asn Arg Cys Thr Arg Asn Lys Giy Leu
65 70 75 80

Pro Phe Thr Cys Lys Ala Phe Val Phe Asp Lys Ala Arg Lys GIn Cys
85 90 95

Leu Trp Phe Pro Phe Asn Ser Met Ser Ser Gly Val Lys Lys Glu Phe
100 105 110

Gly His Glu Phe Asp Leu Tyr Glu Asn Lys Asp Tyr lle Arg Asn Cys
115 120 125

lie lle Gly Lys Gly Arg Ser Tyr Lys Gly Thr Val Ser lle Thr Lys
130 135 140

Ser Gly lle Lys Cys Gln Pro Trp Ser Ser Met lle Pro His Glu His
145 150 155 160

Ser Tyr Arg Gly Lys Asp Leu Gin Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Arg
165 170 175

Gly Glu Glu Gly Gly Pro Trp Cys Phe Thr Ser Asn Pro Glu Val Arg
180 185 190

Tyr Glu Val Cys Asp llg Pro GIn Cys Ser Glu Val Glu Cys Met Thr
185 200 205

Cys Asn Gly Glu Ser Tyr Arg Gly Leu Met Asp His Thr Glu Ser Giy
210 215 220

Lys e Cys Gin Arg Trp Asp His Gin Thr Pro His Arg His Lys Ph
225 230 235 240 i

Leu Pro Glu Arg Tyr Pro Asp Lys Gly Phe Asp Asp Asn Tyr Cys Arg
245 250 255

Asn Pro Asp Gly GIn Pro Arg Pro Trp Cys Tyr Thr Leu Asp Pro His
260 265 270

Thr Arg Trp Glu Tyr Cys Ala lle Lys Thr Cys Ala Asp Asn Thr Met
275 280 285

Asn Asp Thr Asp Val Pro Leu Glu Thr Thr Glu Cys tle Gin Gly Gin

15



ES 2773305 T3

290 295 aoo

Gly Glu Gly Tyr Arg Gly Thr Val Asn Thr lle Trp Asn Gly lieg Pro
305 310 315 320

Cys GIn Arg Trp Asp Ser Gin Tyr Pra His Glu His Asp Met Thr Pro
325 330 335

Gl Asn Phe Lys Cys Lys Asp Leu Arg Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro
340 345 350
Asp Gly Ser Glu Ser Pro Trp Cys Phe Thr Thr Asp Pro Asn lle Arg
355 360 365

Wal Gly Tyr Cys Ser Gin lle Pro Asn Cys Asp Met Ser His Gly Gin
370 375 380

Asp Cys Tyr Arg Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Met Gly Asn Leu Ser Gin
385 390 395 400

Thr Arg Ser Gly Leu Thr Cys Ser Met Trp Asp Lys Asn Mel Glu Asp
405 410 415

Leu His Arg His lle Phe Trp Glu Pro Asp Ala Ser Lys Leu Asn Glu
420 425 430

Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asp Asp Ala His Gly Pro Trp Cys Tyr
435 440 445

Thr Gly Asn Pro Leu lle Pro Trp Asp Tyr Cys Pro lle Ser Arg Cys
450 455 460

Glu Gly Asp Thr Thr Pro Thr lle Val Asn Leu Asp His Pre Val lle
465 470 475 480

Ser Cys Ala Lys Thr Lys Gin Leu Arg Val Val Asn Gly lle Pre Thr
485 490 495

Arg Thr Asn lle Gty Trp Met Val Ser Leu Arg Tyr Arg Asn Lys His
500 505 510

lle Cys Gly Gly Ser Leu lle Lys Glu Ser Trp Val Leu Thr Ala Arg
515 520 525 :

GIn Cys Phe Pro Ser Arg Asp Leu Lys Asp Tyr Glu Ala Trp Leu Gly
530 535 540

ile His Asp Val His Gly Arg Gly Asp Glu Lys Cys Lys Gln Val Leu
545 550 555 560

Asn Val Ser Gln Leu Val Tyr Gly Pro Glu Gly Ser Asp Leu Val Leu
565 570 575

Met Lys Leu Ala Arg Pro Ala Val Leu Asp Asp Phe Val Ser Thr lle
680 585 590

Asp Leu Pro Asn Tyr Gly Cys Thr lle Pro Glu Lys Thr Ser Cys Ser
505 600 605

Wal Tyr Gly Trp Gly Tyr Thr Gly Leu lle Asn Tyr Asp Gly Leu Leu
610 615 620

Arg Val Ala His Leu Tyr lle Met Gly Asn Glu Lys Cys Ser Gin His
625 G630 635 640

His Arg Gly Lys Val Thr Leu Asn Glu Ser Glu lle Cys Ala Gly Ala
645 650 655

Glu Lys lie Gly Ser Gly Pro Cys Glu Gly Asp Tyr Gly Gly Pro Leu
660 665 670
Val Cys Glu Gin His Lys Met Arg Met Val Leu Gly Val lle Val Pro
675 680 685

Gly Arg Gly Cys Aia lle Pro Asn Arg Pro Gly lle Phe Val Arg Val
690 695 700
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Ala Tyr Tyr Ala Lys Trp #e His Lys lle lle Leu Thr Tyr Lys Val
705 710 715 720

Pro G!n Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de HGF hibrido

<400> 3

atgtgggtga ccaaactect gecagecetg clgotgeage atgtectect geaictecle 60
clgeteceea tegocatece clatgcagay ggacaaagga aaagaagaaa tacaaticat 120
gaattcaaaa aatcagcaaa gactacccta atCaaaalag atccageact gaagataaaa 180
accasaaaaq tgaalactgc agaccaatgt getaatagat gtactaggaa taaaggactt 240
ccattcactl gcaaggctit tgtititgat aaagcaagaa aacaatgect ctggttccece 300
ttcaalagca tgtcaagigy aglgaaaaaa gaatitggee atgaaltiga cctctatgaa 360
aacaaagact acattagaaa ctgcatcatt ggtaaaggac goagctacaz gggaacagta 420
tctatcacta agaglggeal caaatgtcag coctggagtt ceatgatace acacgaacac 480
aggtaagaac agtatgaaga aaagagatga agecicigte ttitttacat gttaacagtc 540
tcataitagt ccltcagaal aatictacaa tcctaaaata acitagccaa cligetgaal 800
tgtattacgg caaggtitat atgaattcat gactgatatt tagcaaatga ttaattaata 660
tgttaataaa atglagecaa aacaatatct taccttaatg cotcaatity tagatcicgg 720
tatttgtgaa ataataacgt aaacticott tasaaggatt ctteitcetg tetttgagaa’ 780
agtacggcac tgigcagggy gagaggtiga tigtgaaaaa tcagaggtag atgagaatct 840
tactgaggge tgagggtict ttaacctigg tggatctcaa catiggtitge acattaaaat o00
caccigetge aageccitga cgaatcltac tiagaagatg acaacacaga acaattaaal 960
cagaatcict ggggagaata gggcaccagt attititgag clcccaccat gaticcaaag 1020
tgcagccaaa ttigagaace actgctaaaa geicaagett cagattgace ageititcea 1080
tctcacciat cgoctaaaga ccaaatigga taaalgigtl cattacgaca gatgggtact 1140
altlaaagal gaglaaacac aatalactta ggctegtcag acigagagt taatcalca 1200
cigaggaaaa acatagatat ctaatactga ctggagtatl agtcaaggct tatttcacac 1260
acaatittal cagaaaccaa aglagtttaa aacagctcic cectiattag taatgcattg 1320
gagggittac tttaccatgt accltgetga geactgtace Hgtiaatct cattiactty 1380
taatgagaac cacacagegg gtagititat tggtictait ttacctacat gacaaaactg 1440
aagcataaaa acactiagta agtittcagt gicatgcaca actaggaagl gacatggcea 1500
gaatataagc ccagicacea tcactctata accigegett tlaacaactt cagggeatga 1560
cacattiggc cggicagtag aacceatgct gtgatitgtt tttgcaglgg tggtgalgac 1620
tgccttgily aatccacttt ttatictatt ceatittgoy gacacaatic tgcaagatga 1680

ticttcatta ggaaacagayg atgagltatt gaccaacaca gaaagaaaaa gagtitgitg 1740
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clccacactg ggattaaace tatgatctig gectaattaa cactagctag taagtgtcca 1800
agcigalcal ctetacaaca titcaataac agaaaacaac aaltitcaaa atlagttact 1860
tacaaltatg lagaaatgce tctaaaacac agtatitice itataitaca aaaacaaaas 1920
tataattgg ttitgtccte tittgagagt ttgcatgatg ttactcccty catagtgaag 1980
aaaacatttt atitaagtag atggatctaa gttittcatg aacaaaggaa tgacatitga 2040
aatcaalcet accotagtee aggagaatge aftagatiaa cctagtagag gtcttatitc 2100
accotgagit tictatgate gigatictet getggaggag taattgigaa atagatctct 2160
clgggaacty gclicctagt ccaatcaget cititagcaa tgaacactic ctigtgatat 2220
agatgttitat ggccgagagy atccagtata ttaataaaat cccltlt'lgl aftcaatgag 2280
ggaaacacat aatittcalc aattagcagc itatiggaat atctgesiga tggiitaaca 2340
cﬂttaagig ltgactaaag attaatitta capaaaatag aaaaagaaal atgitictgt 2400
clggaggaat gatttatigt tgaccoctaa attgaaalat thtactagly gctlaalgga 2480
aagatgatga aagatgatga aattaalgla gaagctiaac tagaaaatca ggigacciga 2520
tatctacate igtatcctic atiggecace cagcaticat taatgaatca gatgalggaa 2580
tagatcasgt ttcctaggas cacagligaal attaaaagaa aacaaaggga gectageace 2640
tagaagacet agittatatt tcaaagtata titggatgta acccaatitt azacalttce 2700
teactigict ctettaaage ¢ttgecaaca geaaggacag agaaccadaa atagigtata 2760
tatgaataaa tgctiattac agaatcigel gactggeaca tgctitgigl giaalpgott 2820
clcalaaaca citgtigaat gaacacacat aagigaaaga geatggelag gettcatcce 2880
ttggtcaaat atggggtgct aaagaaaage aggggaaata cattgggaca ctaacaaaaa 2940
aaaacagtta alttaggtaa aagataaaat acaccacaga atgaagaaaa gagatgacce 3000
agactgctet ttaacctica tgicctagag aggltttiga tatgaattge attcagaatt 3060
gtggaaagga geccatcettt ictcitcati tipatitiat 1aactccaat gggggaatit 320
tattcgigtt ttiggocalat ctacttitga titctacatt attetetett cctttctace 3180

tgtatitgtc claataaatt gtigacitat taattcacta cltcctcaca gottetitt 3240

ggcttiacaa atccactgga aaggtatatg ggigtatcac titgtgiatt icggtglgea 3300
lgtgtagagg yoacaaaaat ceicictcaa actataaata tigagtatit gigtatigaa 3360
catiigctat aactactagg titcttaaal aatettaata talaaaalga tatagaaaaa 3420
gggaaattat agttcgtatt aticalctaa gtgaagagat taaaacccag ggagtaaata 3480
aaltgictaa gpaciaaggt tgtataciat ttaggtgata gatatggggce aaccgtaigy 3540
glittatgat 1aacaaataa acttcicace actclaccat atcaactitt ccataaaaga 3600
gagctatagt attctitgct taaataaatt tgattagige atgacttcit gaaaacatat 3660
aaagcaaaag tcacalttya tictatcaga aaaglgagta agecalggec caaacaaaag 3720
algcaitaaa ataticigga atgalggage taaaagtaag aaaaatpact ttitaaaaaa J780
gittactgtt aggaattgly aaattatget gaatittagt tgcattataa tititgtcag 3840
tcatacggte tgacaaccty teftattict atttceccat atgaggaaty ctagttaagt 3900
alggatatia actattacta cttagatgca tigaagttgc ataatatgga taatactica 3960

clggticect gaaaalgtit agttaglaat aagictctia cactatitgt giccaat 4020
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aalitatatl lictgaagac ttaactctag aatacacica tgicasaatg aaagaatitc 4080
attgcaaaat attgettggt acatgacgea tacctgtatt tgltttotgt cacaacatga 4140
aaaatgatgy tttattagaa gtttcatigg gtaggaaaca catttgaatg gtalttacia 4200
agatactaaa atcctiggac ticacictaa tittagtgec atttagaact caaggictca 4260
gtaaaagtag aaataaagcc igitaacaaa acacaagcelg aatattaaaa atgtaactgg 4320
attttcaaag aaatgtitac tggtattacc tgtagatgta tattctitat tatgatctit 4380
tgtgtaaagt ctggcagaca aatgcaatat ctaattgtig agtccaatat cacaageagt 4440
acaanagtal aaaaaagact tggectiiic taatgigita aaalactita igclggtaat 4500
aacaclaaga gtagggcacl agaaatitta agtgaagata atgtgtigea gttaclgeac 4560
tcaatggctt actattataa acéaaaactg gyatcactaa geiccagica gtcaaaatga 4620
tcaaaattat lgaagagaat aagcaatict gtictttatt aggacacagt agatacagac 46380
tacaaagigg agtgigetta ataagaggta goattigita agtgtoaatt actclattat 4740
cceitggage tictcaaaat aaccatataa gotgtaagat gttaaaggtt atggttacac 4800
tcagtgcaca ggtaagctaa taggclgaga gaagctaaat tacttactgg ggtctcacag .4860
taagaaagig agctgaagtt icageecaga titaactyga tictgggete ttaticatg 4920
ftacticatg aatctgittc tcaatigtgc agaaaaaagg gggclatita taagaaaage 4980
aataaacaaa caagtaalga fctcaaa!aa glaalgcaag aaalagigag atticaaaat 5040
cagtggcagc gatitctcag tcigtccla agtggecity clcaatcacc tgciatety 5100
tagtggagct itgaaattat gittcagaca acticgatic agtictagaa tgittgacic 5160
agcaaallca caggetealc titctaactt gatggtgaat atggaaatic agctaaatgg 5220
atgttaataa aattcaaacy ttttaaggac agatgaaaat gacagaattt taaggtaaaa 5280
{atalgaagg aatataagat asaggatitt tctacctica gcaaaaacal acccactaat 5340
tagtaaaatt aataggcaaa aaaaagitgc atgctcttat actgitaatga tHatcatitt 5400
aaaaclagct ttitgectte gagotatcgy gytaaagace tacaggaaaa clactgtega 5460
aatecicgag gggaagaagyg gggaccetgg igtticacaa geaatccaga ggtacgcetac 5520
gaagicigtg acaitcctca gigticagaa gttgaalgca igaccigcaa tggggagagt 5580
tatcgaggte tcatggatca tacagaatca ggcaagatit gicagcegcetg ggatcatcag 5640
acaccacacc ggcacaaatt ctigectgaa agatatceeg acaagggett tgatgataat 5700
tattgcegea atccegatgg ccagocgagy coatggtgct atactettga cecteacace 5760
cgcigggagt actgtgcaat taaaacalge gotgacaata ctatgaatga caclgaigtt 5820
cctitggaaa caactgaatg catccaaggt caaggagaag getacagggg caclgtcaat 5380
accattlgga atggaaticc atgtcagegt tgggatictc agtatceica cgagealgac 5940
atgactccty aaaatticaa gtgcaaggac ctacgagaaa attactgceg aaatccagat 6000
gogicigaat caccetggtg ttitaccact gatccaaaca tecgagtigg ctactgetce G060
capaliccaa aclgtgatat glcacatgga caagatigtl alcglgggaa tggcaaaaat 6120
tatatgggca acttatceca aacaagatet ggactaacat gitcaatgtg ggacaagaac 6180
atggaagact tacatcgtca 1atctictyy gaaccagaty caagtaaget gaatgagaat 6240

tacigccgaa atccagalga tgatgetcat ggaccetggt gctacacggyg aaatccacte 6300
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attectigygg attattgeee tatticicot totgaaggtg ataccacacc tacaatagic 6360
aatttagace atccogtaat atcttgtgec aaaacgaaac aatigegagt tglaaatggé 6420
aitccaacac gaacaaacat aggatggatg gitagtitga gatacagaaa taaacatatc 5480
tgcpgaggat cattgataaa ggagagtigg gticttactg cacgacagty ticectict 6540
cgagacttya aagattatga agcltggctt ggaaticatg atgtccacgg aagaggagat 6600
gagaaatgca aacaggitct caatgttice cagclgglat atggecclga aggatcagat 6660
clggttitaa tgaagcltgc caggceclgcl gicctggatg attttgttag tacgattgat 6720
{tacclaalt alggatgcac aaticclgaa aagaccagtt gcagigtita tggetgggge 6780
tacactggat tgatcaacta tgatggcecta ttacgaglgg cacatctcla lalaatggga 6840
aatgagaaal gcagccagcea icatcgaggg aaggtgactc tgaatgagic tgaaatatgt 6900
gctggggcty aaaagattgg atcaggaccea tgigaggggg altalgglgg cccactigt 6960
gtgagcaac ataaaatgag aatggtictt ggtgtcattg ticetggteg tggatgigec 7020
altccaaaltc gtcctggtat tistgtcega glageatatt atgcaaaaty gatacacaaa 7080

attattitaa catataaggt accacagtica tag 7113

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de HGF-X2

<400> 4

algtgggtga ccaaacicct gecagoccety ctgctgeage atgtecliect geatetecte 60
ctgcicecca fegecateec ctatgcagag ggacaaayga aaagaagaaa tacaaticat 120
gaattcaaaa aatcagcaaa gactacccta atcaaaatag atecageact gaagataaas 180
accaaaaaag tgaatactge agaccaatgt gotaatagat glactaggaa taaaggactt 240
ccaticactt gcaaggctit tgtititgat aaagcaagaa aacaatgect ctggttecec 300
ticaatagca tgtcaaglgg aglgaaaaaa gaatitggce atgaatttga cetetatgaa 360
aacaaagact acatiagaaa ctgcateatt gotaaaggac geagelacaa gggaacagta 420
tctatcacta agagtggcat caaatgtcag coctggagtt ceatgatace acacgaacac 480
agglaagaac agtalgaaga aaagagatga agectctgic tttttacat gttaacagtc 540
tcatattagt ccticagaat aattctacaa tcetaaaata actlagecaa cligeigaat 600
tgtattacgg caaggtttat atgaattcat gacigatall tagcaaatga ttaattaata 660
tgttaataaa atgtagccaa aacaataltct taccttaatg cctcaatitg tagatcicgg 720
tattigtgaa alaataacgt aaacticgtt taaaaggatt cticttcctg tctttgagsa 780
agtacggcac igtgcagggg gagaggtiga tigtgaaaaa tcagaggtag atgagaatct 840
tactgagggc tgagogtict Haaccttgg tggatctcaa catiggttge acattaaaat S00
cacctgctge aageocitga cgaatcttac ltagaagatg acaacacaga acaattaaat 960
cagaatctct ggggagaata gggceaccagt atitittgag ctcoccaccat gaticcaaag 1020
tgcagccaaa ttigagaacc actgctaaaa gotcaagceit cagattgace agetittcca 1080

tctcacctat cgoctaaaga ccaaaltgga taaatglight cattacgaca gatgagtact 1140
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atttaaagat gagtaaacac aatatactia ggctogicag actgagagtt ttaatcatca 1200
ctgaggaaaa acatagatat ctaalactga ctggagtatt agtcaaggct tatticacac 1260
acaatittat cagaaaccaa agtagtitaa aacagcicte octtattag laatgcatig 1320
gagggtttac tttaccatgt accitgetga geactgtace tgttaatct catttacttg 1380
taatgagaac cacacagcgy gtagititat iggtictatt itacctacat gacaaaacty 1440
aagcataaaa acacttagta agtittcagt gtcatgcaca aclaggaagt gacatggcca 1500
gaatataage ccagtcacea tcactctata accigegett ttaacaactt cagggealga 1560
cacaltigge cggicagtag aacccatget gigattigh tttgcagtog tggtga'tgac 1620
tgectigity aatccactit ttattctatt coatittggy gacacaattc tgcaagalga 1680
ticticalta ggaaacagag atgagttall gaccaacaca gaaagaaaaa gagttigitg 1740
ctccécactg ggattaaacc talgatctig geclaaitas cactagcetag taagigtcca 1800
agctgatcat cldacaaca fticaataac agaaaacaac aatiticaaa attagttact 1860
tacaattatg tagaaalgec tctaaaacac agtatitice ttatattaca aaaacaaaaa 1920
ttataattgg ttttgtcctc tittgagagt tigeatggtg tlactcoctg catagtgaag 1980
aasacattil atitaaglag atggalclaa gitilicaly aacaaaggaa igacaitiga 2040
aatcaalcol accctagtce aggagaatge attagattaa cctagtagag gicttattic 2100
accolgagtt tictatgatc gigatictet getggaggag taattgigaa atagatctct 2160
ctgggaacig gottcctagt ccaatcagcel cltttaccaa 1gaacacitc cltgtgatat 2220
agalgtttat ggccgagagg ateccitect ttctacctgt atitgtecta ataaatigt 2280
gacitatiaa ticactactt cctcacaget thitttigge tttacaaatc cactggaaag 2340
gtatatggat glatcactit gigtatitcg gtgtgcatgl glagagggga caaaaalcct 2400
cictcaaact ataaatattg agtattigtg tatigaacet tigctataac tactaggtit 2460
cttaaataat cltaatatal aaaatgatal agaaaaaggg aaattatagt tcatattatt 2520
catctaaglg aagapattaa aacccaggga gtaaataaat tgictaagya ctaaggtigt 2580
atactaitta ggtgatagat atggggcaac cgtatgggtt ttatgattaa caaataaact 2640
tctcaccact claccatale aactiticca laaaagagag clalaglal! ctitgcitaa 2700
ataaaltiga ttagtgcatg acticligaa aacatataaa gcaaaagtca catttgaitc 2760
tatcagaaaa gtgagtaage catggeccaa acaaaagaty cattaaaata tetggaatg 2820
atggagctaa aagtaagaéa aatgactitt taaaaaagtt tactgttagg aatigtgaaa 2880
ltatgctgaa ittiagtigc attataattt tigtcagtca tacggtctga caacctgict 2940
taittctati tccccatatg aggaatgeta gttaagtatg gatattaact atlactactt 3000
agatgcatig aagitgcata atatggataa tacticacly gticoctgaa aatgtitagt 3060
taglaataag tctcttacac tatitgttit gtccaataat tatatttic igaagactta 320
acictagaat acactcatgt caaaatgaaa gaatiicati gcaaaatati geitgglaca ~ 3180
tgacgcatac clgtatiigt thgtgtcac aacatgaaaa atgatggtit aHagaagti 3240
tcattgggta ggaaacacat tigaatggta tttactaaga tactaaaate cttggacttc 3300
acictaaltt tagtgceatt tagaacicaa ggtcicagta aaagtagaaa taaagccigt 3360

taacaaaaca caagclgaat atiaaaaalg taactggatt ttcaaagaaa tgtitactgg 3420
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tattacctgt agatgtatat tcittattat gatcititgt gtaaagtcty gcagacaaat 3480
gcaatatcta attgttgagt ccaatatcac aagcagtaca aaagtataaa aaagactigg 3540
ccititctaa tgtgttaaaa tacitiatgc fggtaataac aclaagagta gggeactaga 3600
aaltitaagt gaagataatg tgitgcagit actgcactca atggcttact attataaace 3660
aaaactggga tcactaaget coagicagic aaaatgatca aaaftatiga agagaataag 3720
caattctgtt cittattagg acacagtaga tacagactac aaagiggagt gtgcttaata 3780
agaggtagca titgttaagt gteaattact ctattateec tiggagetic tcaaaataac 3840
catataaggt gtaagatgtt aaaggttatg gttacacica gtgcacaggt aagciaalag 3600
gclgagagaa gotaaaitac tiaclggggt ctcacaglaa gaaagtgage tgaagttica 3960
gcccagatit aactggatic tgggcetcttt attcatgtta cttcatgaat cigtttctea 4020
altgtacaga aaaaaggaqq clalttataa gaaaagcaat aaacaaacaa glaatgatct 4080
caaataagta atgcaagaaa tagigagatlt tcaaaatcag tggcagegat tictcagtic 414ﬁ
tgtectaagt ggectigete aatcacctge tatcttttag tggagetttg aaattatgtt 4200
fcagacaact tcgattcagt tolagaatgt itgactcage aaaticacag getcatcttt 4260
claacttgat gglgaalalg gaaaltcage laaatggatg ltaataaaat tcaaacgtit 4320
taaggacaga tgaaaalgac agaaittiaa ggtaaaatat atgaaggaat ataagataaa 4380
ggattiitct accticagca aaaacatace cactaailag 1aaaaltaat aggcaaaaaa 4440
aagttgcaty cicttatact gtaatgatta tcatittaaa actageittt tgccticgag 4500
ctatcggggt aaagacetac aggaaaacta ctgtegaaat cotegagggg aagaagggygg 4580
accctggtgt ticacaagea atccagaggt acgctacgaa gictgtgaca ticetcagtg 4620
ticagaagtt gaatgcatga cetgeaatgg ggagagttat cgaggtetoa tggatcatac 4680
agaatcaggc aagattigtc agcgcetggga teatcagaca ccacaceggc acaaattett 4740
gcctgaaaga tatcecegaca agggcettiga tgataattat tgccgcaate cocgalggeca 4800
gccgaggceca tggigctata cictigacee tcacaceege tgggagtact gigcaattaa 4860
aacalgcgot gacaatacia tgaatgacac tgatgttcct tiggaaacaa ctgaatgeat 4920
ccaaggicaa ggagaaggct acaggggceac tgtcaatacc attiggaalg gaattccatg 4980
tcagegtigg gattetcagt atecteacga geatgacaly actcctgaaa atticaagty £040
caaggaccla cgagaaaatt actgccgaaa tccagatggg etgaatcac cc!ggtgﬁl 5100
taccactgat ccaaacatce gagitggeta ctgctoccaa attccaaact gtgatatgte . 5160
acatggacaa gaitgitatc gigogaatgg caaaaatiat algggcaact tatcccaaac 5220
aagaicigga claacatgiht caatgtggga caagaacatg gaagactiac atcgicatal 5280
citctgogaa ccagatgcaa glaagcelgaa tgagaattac tgccgaaate cagatgaiga 5340
tgctcatgga coctggtget acacgggaaa tecactcatt cotigggatt attgeectat 5400
tictegitgt gaagglgala ccacacctac aatagicaat ttagaccatc coglaatate 5460
tigtgccaaa acgaaacaat tgcgagitgt aaatgggatt ccaacacgaa caaacatlagg 5520
atggatgytt agtttgagat acagaaataa acatatclgc ggaggatcat tgataaagga 5580
gayitgggit citactgcac gacagtgtit cecttciega gactigaaag attatgaage 5640

ttggcitgga altcatgatg tecacggaag aggagalgag aaatgcaaac agoltctcaa 5700
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tgtitcccag ctggtatalg gecctgaagg atcagatclg gtittaatga agettgccag 5760
gectgetgic clggatgatt ttgtlagtac gattgatita cctaattatyg gatgeacaat 5820
tcctgaaaag accagtigea gtgtttatgg clgggoctac adggaﬂga fcaactatga 5880
tggcclatta cgagiggeac atctetatat aalgggaaat gagaaatgca gocageatca 5940
tcgagggaag glgactciga atgagtctga aatatgtgct ggggctgaaa agattggate 6000
aggaccatgt gagyggggait atggtggcce actigttigt gagcaacata aaatgagaat 6060
ggttctiggt gtcattgtic ciggtegtgg atgtgecalt ccaaategte clggtattt 6120
tgtccgagia gealattatg caaaatggat acacaaaatt atittaacat ataaggtace 6180

acagtcatag | ' : 6190

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de HGF-X3

<400> 5

atgtgggtoa ccaaactect gecageocty ctgetgeage atgtecicot geatetecte 60
cigateccea tegecatooe ctalgecagag ggacaaaggd aaagaagaaa tacaaticat 120
gaattcaaaa aatcagcasa gactacccta atcaaaatag alccageact gaagalaaaa 180
accaaaaaag tgaatactge agaccaatgt getaatagat gtactaggaa taaaggacit 240
ccattcactt gcaaggcttt tgttitigat aaagcaagaa aacaatgect ctggttccee 300
tticaalagca tgicaaglgg agtgaaaaaa gaattiggee atgaattiga cctclatgaa 6O
aacaaagact acattagaaa ctgcatcatt ggtaaaggac gcagctacaa gggaacagta 420
tctatcacta agagiggeat caaalgtcag ceetggagtt ccatgatace acacgaacac 480
agglaagaac agtatgaaga aaagagalga agccleigte ttititacat gltaacagtc 540
icatattagi ccttcagaat aatictacaa tcctaaaata acttagecaa cttgcigast 600
igtattacgg caaggittat atgaattcat gactgatatt tagcaaatga ttaattaata 660
tgttaataaa algtagccaa aacaatatcl tacctiaalg cetcaattig tagateicgg 720
tattigtgaa ataataacgt aaacticgtt taaaaggatt cttcttcetg totitgagaa 780
agtacggcac tgigcagggg gagaggtiga ttgtgaaaaa tcagaggtag atgagaatct 840
tactgagggc tgagggtict ttaaccttgy tggatctcaa cattgollge acattasaat 900
cacctgetge aageccttga cgaatcttac ttagaagatg acaacacaga acaattaaat 950
cagaalcict ggggagaata gggcaccagt atittttgag cteccaccat gaticcaaag 1020
tgcagccaaa ittgagaacc actgctaaaa gotcaagctt cagatlgace agcitticea 1080
tctcacctat cgcctaaaga ccaaallgga laaatgtglt cattacgaca gatgggtact 1140
atttaaagal gagilaaacac aatatactta ggctcgtcag actgagagtt ttaatcatca 1200
clgaggaaaa acatagatat ctaatactga ctggagtatt agtcaaggct tatttcacac 1260
acaatltttat cagaaaccaa aglagtitaa aacagcliclc cecitattag taatgcaltg 1320

gagagtitac titaccatgt accttgctga goacigtace tigttaaict calttactty 1380
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taatgagaac cacacagcgy gtagitttat tggiictait Hacctacat gacaaaactg 1440
aagcataaaa acacttagta agitttcagt gtcatgcaca actaggaagt gacatggeca 1500
gaatataagc ccagicacca tcacictata acclgegelt ttaacaactt cagggeatga 1560
cacatttgge cggtcagtag aacecatget gtgattigte tttacagtag tggtaatgac 1620
tgectigtiy aatccacttt ttattctatt ccattitggg gacacaalte tgcaagatga 1680
ticttcatia ggaaacegag atgagttatt gaccaacaca gaaagaaaaa gagtitgtig 1740
clccacacty ggattaaace tatgatctty gectaattaa cactagetag taagigtoca 1800
agcigatcat cictacaaca tticaataac agaaaacaac aaltitcaaa attagttact 1860
tacaaitatg tagaaatgcec tctaaaacac agtattitce tiataliaca aaaacaaaas 1920
ttataatigq titigiccte ttitgagagt tigcatgglg ttactcooly catagtgaag 1980
aaaacalitt atttaagtag atggatctaa gititicatg aacaaaggaa gacattiga 2040
aatcaatect acectagtcc aggagaatge atlagatta_a cctagtagag gictiatttc - 2100
accctgagtt tictatgate glgaltctbt getggaggag taattgigaa atagatctet 2160
ctgogaactg gcticctagt ccaatcaget citttaccaa tgaacactic citgtgatat 2220
agatgtttat ggcogagagg atcclgggia ggaaacacat igaatggta ttactaaga 2280
tactaaaale citggacttc actctaattl tagtgccat! lagaactcaa ggicicagta 2340
agaglagaaa taaagecigt taacaaaaca caagclgaat attaaaaatg taactggatt 2400
llcaaagaéa tgtttactgyg tattacctgt agaigtatat teitiattat gatcititgt 2460 .
gtaaaglclg gcagacaaal gcaatatcia attgtigagt ccaatatcac aagcaglaca 2520
aaagtataaa aaagactigg ccitttctaa tgigttaaaa tactitatge tggtaataac 2580
actaagagta gggcactaga aattitaagt gaagataatg tgttgcagtt actgcactca 2640
atggettact attataaacc aaaaciygga tcactaaget coagicagic aaaatgatca 2700
aaattatiga agagaataag caattcigit ctitattagg acacagtaga tacagactac 2760
aaagtggagt gtgcitaala agaggtagca mgttéagl gtcaatiact clatiatece 2820
ttggagetic tcaaaataac catataaggt gtaagatgtt aaaggttatg gttacactca 2880
gtgcacaggt aagctaatag gotgagagaa getaaattac Haciggagl cleacagtaa 2940
gaaagtgagc tgaagittca gcocagatit aaciggatte tgggctctit attcatgtia 3000
cticatgaat cigtttctca atigtgcaga aaaaaggggg ctatttataa gaaaagceaat 3060
aaacaaacaa glaatgalct caaataagta atgcaagaaa tagtgagatt tcaaaatcag = 3120
tagcagcgat tictcagtic tgtcctaagt ggecitgete aatcacctge tatcttitag 3180
tggagcittg aaatlatglt tcagacaact tcgaticagt tetagaatgt ttgactcage 3240
paattcacag gelcatetit ctaacttgat ggtgaataty gaaaticage taaatggalg 3300
ttaataaaat tcaaacgtit taaggacaga tgaaaatgac agaatittaa ggtaaaatat 3360
algaaggaat ataagalaaa ggattiitct accticagca aaaacatacc cactaattag 3420
faaaailaat aggcaaaaaa aagitgcatg clctiatact glaatgatia fcattitaaa 3480
actagctitt tgccticgag ctatcggggt aaagacetac aggaasacta cigtcgaaat 3540
cctegagggg aagaaggggy accelggtgt ticacaagca atccagaggt acgctacgaa 3600

gtctgtgaca ticctcagtg ticagaagtt gaalgeatga cotgcaatgg ggagagttat 3660
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cgagglcica tggalcatac agaatcagge aagaittgtc agegetgaga tcatcagaca 3720
ceacaccgge acaaatict! gectgaaaga tatcccgaca agggcitiga tgataattat 3780
tgcegcaale cogatggeca geegaggeca tgglgetata ctettgaccee icacaccege 3840
tgguagtact gtgcaattaa aacatgeget gacaatacta tgaatgacac tgatgttect 3500
tiggaaacaa ctgaalgcat ccaaggtcaa goagaagact acagaggceac tgtcaatace 3960
alttggaatg gaaticcaty tcagoptigyg gatictcagt atecicacga geatgacaty 4020
actcclgaaa athicaagly caaggaccta cgagaaaatt actgccgaaa tocagatggg 4080
tcigaatcac cotggtgtit taccactgat ccaaacatee gagtiggcta ctgetcccaa 4140
attccaaact gigalatgtc acaiggacaa gatigttalc glgggaatgg caaaaattat 4200
atgggcaact tatcecaaac aagatclgga ctaacatgtt castgtogga caagaacatg 4260
gaagacitac aicgicafat cticigggaa ccagatgcaa glaageigaa tgagaattac 4320
fgccgaaatc cagatgatga igetcatgga coctggtge! acacgogaaa tccacicatt 4380
cctigggatt atigocctat tictogttgt gaagygtgata ccacacctac aatagtcaat 4440
ttagaccate cogtaatate ttgtgecaaa acgaaacaat tgogagtigt aaatgggatt 4500
ceaacacgaa caaacalagg atggatggit agitigagat acagaaalaa acatatcige 4560
ggaggatcat tgataaagga gagtigygtt citactgcac gacagtgttt cectictcga 4620
gacitgaaag attatgaagc ttggctigga aticatgatg tccacggaag aggagatgag 4680
aaalgcaaac agglictcaa igittcceay ctggtatalg gocctgaagg atcagatoty 4740
gtittaatga agettgecag geetgelgic ciggatgait tigitagtac gattgatita 4800
cclaattatg gatgcacaaf tcctgaaaag accagttgca gigtitatgg ctggggclac 4860
aclggatiga icaactatga tggoctatta cgagtggeac atctetatat aatgggaaat 4920
gagaaatgca gccageatea tegagggaag gtgactctga algaqgictga aatatgiget 4980
gggocigaaa agaitggatc aggaccatgl gagggogatt atggiggeee acttgtitgl 5040
gagcaacata aaatgagaal ggtictiggt gicatigttc ctggicgtog atgtgocatt 5100
ccaeatcgtc ciggtaittt tgtccgagta gealattatg casaatggat acacaaaatl 5160
attttaacat ataaggtacc acagtcalag 5190

<210> 6

<211> 4241

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétidos de HGF-X4

<400> 6
atgtgggtga ccaaactect gocageoocty cigeigeage atgtootect geatclectc 60

ctgctececa tegecatecs clatgcagag ggacaaagga aaagaagaaa tacaatical 120
gaallcaaaa aalcagcaaa gaciacccta atcaaaatag atecageact gaagataaaa 180
accaaaaaag tgaatactge agaccaalgt gotaatagat glactaggaa taaaggactt 240
ccaltcactl gcaaggcltt tgttitigat aaagcaagaa aacaatgcct ctggticees 300
ltcaatagca tgtcaagtgg agltgaaaaaa gaatttgoce atgaatitga cclctatgaa 360

aacaaagact acattagaaa clgcatcatl gglaaaggac geagelacaa gggaacagia 420
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iciaicacta agagtggcat caaatgtcag coclggaglt ceatgatace acacgaacac 480
agglaagaac aglatgaaga aaagagatga agccicigte tittilacat gttaacagte 540
fcatattagt ccticagaat aaltctacaa tectaaaata acltagecaa ctigetgaat 600
tgtattacgg caaggitiat atgaattcat gactgatatt tagcaaatga ttaattaata 660
tgttaataaa aigtagecaa aacaatatct tacctiaatg cctcaatttg tagatctegg 720
tatitgtgaa ataataacgt aaaclicgtt taaaaggatt citcttcetg tetitgagaa 780
agtacggcac igigeagggg gagaggitga tigigaaaaa tcagaggtag atgagaatcl 840
tactgagggc tgagggtict ttaacctigg tggalcicaa catiggitge acattazaat 900
cacctgcltge aageoetiga cgaatctiac ttagaagaiy acaacacaga acaaitaaat 960
cagaatcict ggggagaala gggcaccagt atitittgag ctcccaceat gaticcaaag 1020
tgcagccaaa tttgagaacs actgctaaaa getcaagett cagatigace agetittcea 1080
tctcacctat cgcctaaaga ccaaattgga taaalgtgtt caltacgaca ganggtéct 1140
atttaaagat gagtaaacac aatatacita ggclogieay aclgagagtt ttaatcatca 1200
clgaggaaaa acatagatat ctaatactga ciggagtatt agtcazggct tatttcacac 1260
acaatittat cagaaaccaa aglagltiaa aacagetcic cectiatiag taatgeatty 1320
pagggitiac itlaccatgt acctigetga geactgtace ttgitaatol calltacttg 1380
taalgagaac cacacagcgg gtagitttat tggtictalt ttacctacat gacaaaactg 1440
aagcataaaa acactiagta a_gttltcagl gicatgeaca actaggaagt gacalggeca 1500
gaalalaagc ccagtcacca t¢acictata acctgegett ttaacaactt cagggeatga 1560
cacalltgge cggicagtag aacccatgot glgatitgtt tttgcaglgg tggtgatgac 1620
fgectigity éatccacttl ttatictatt ceattttggg gacacaatte tgcaagatga 1680
ficticatta ggaaacagag atgagttatl gaccaacaca gaaagaaaaa gagtitgttg 1740
ctecacactg ggattaaacc tatgatctty goctaattaa cactagcetag taagtgicea 1800
agctgaicat cictacaaca ﬁtcaataac agaaaacaac aaltticaaa attagttact 1860
tacaatiatg tagaaatgce tctaaaacac agtalttice ttalatlaca aaaacaaaaa 1920
ttataaitgg fitigtccte tittgagagt ttgcatggty tlactcecty catagtgaag 1980
aaaacatitt atttaagtag atggalctaa gtitttcalg aacaaaggaa tgacaitiga 2040
aatcaatcet accetagtce aggagaatgc attagattaa cctaglagag gictiatitc 2100
accctgagtt ttelatgate gtgattetet getggaggag taattglgaa atagatetct 2160
cigggaacig gettectagt ccaatcaget ctittaccaa tgaacacttc cligtgatat 2220
agatglttat ggcegagagg atccttatgt ttcagacaac ttcgaticag tictagaaty 2280
ittgacicag caaaticaca ggcicatc! Ictaactiga tggigaaiat ggaaaticag 2340
ctaaatggat gttaataaaa ticaaacgtt ttaaggacag atgaaaatga cagaatitta 2400
agglaaaata {atpaaggaa talaagataa aggatititc tacclicagc aaaaacatac 2460
ccactaatta gtaaaattaa taggcaaaaa' aaagttgcat getcttatac tgtaatgatlt. 2520
atcattttaa aactagctit ttgccticga gotateggyg taaagaceta caggaaaact 2580
actgtegaaa tectegaggg gaagaagggg gaccctggtg tticacaage astccagagg 2640

tacgctacga agtetgigac attcetcagt gttcagaagt tgaatgcatg acctgcaatg 2700
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gggagagtita tcgaggtetc atggatcata cagaatcagg caagattigt cagegetggg 2760
atcatcagac accacaccgg cacaaattct tgccitgaaag atatccegac aagagcttiy 2820
atgataatta ttgcegeaal cocegatggcc agocgaggcec atggtyctal acicttgace 2880
clcacacceg clgggagtac tgtgeaatta asacatgege tgacaatact atgaatgaca 2940
cigatgtice titggaaaca actgaatgea tccaaggtca aggagaaggc tacaggggea 3000
clgtcaatac cautggaat.ggaaltccal gtcagcegttg ggatictcag tatccicacg 3060
agcatgacal gacicctgaa aatitcaagt gcaaggacct acgagaaaat lactgccgaa 3120
atccagatgg gictgaatca coctggtgit Haccactga tccaaacalc cgagiigget 3180
aclgcicoca aaticcaaac igigatatgt cacatggaca agattgitat cgtgggaatg 3240
gcaaaaatta lalgggc'aac ttatcccaaa caagatctgg actaacalgt tcaatgtggg 3300
acaagaacat ggaagaf;tla catcgtcata tettelggga accagalgea agtaagetga 3360
atgagaatia ctgccgaaat ccagatgatg atgcetcatgg accetggige tacacgggaa 3420
aiccactcat tecttgggat tatigeecta tictegltg tgaaggtgat accacaccta 3480
caatagicaa ttlagaccat c@taatat ctigtgccaa aacgaaacaa tigegagity 3540
taaatgggat lccaacacga acaaacatag gatggatggt tagtttgaga tacagaaata 3600
aacatatelg cggaggatca tigataaagg agagtiggat tottactgca cgacagight 3660
tocccttcteg agactigaaa gattalgaag ctiggettyyg aaticalgat gtccacggaa 3720
gaggagatga gaaatgcaaa cagottctca atgiticcea getggtatat ggecctgaag 3780
gatcagaict ggttitaatg aagctigeca ggcoctgetgt cetggatgat titgttagta 3840
cgatigatit acclaatiat ggatgcacaa ttocigaaaa gaccagiige agigittatg 3500
gctgggocta cactggatty alcaactatg atggeclatt acgagiggea catctctata 3450
taatgggaaa tgagaaatgc agccagcate atcgagggaa ggtgacictyg aatgagtcty 4020
aaalatgloc tgggyctgaa aagaliggat caggaccatg tgagggggat tatggloggec 4080
cacttgtttg igagcascat aaaatgagaa tggttctigg tgtcatioht cctggtegty 4140
gatgtgccal iccaaatcgt coiggtatit tigtccgagt agealatiat gcaaaalgga 4200

tacacaaaat taittiaaca tataaggtac cacagicata g . 4241

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de HGF-X5

<400> 7

afgtgggtga ccaaactect gecagecelg cigetgeage atgtectect geatetecte 60
cigctceeca tegecateee ctatgeagag ggacaaagga aaagaagaaa tacaatlcat 120
gaattcaaaa aatcagcaaa gaclaccota atcaaaatag alccagcact gaagataaaa 180
accaaaaaag tgaatactgc agaccaalgt getaatagat gtactaggaa taaaggactt 240
ccaticactt gcaaggctit tgtitttgat asagcaagaa aacaatgec! ciggticcee 300

ticaatagea igicaaglgg agtgaaaaaa gaafttggec atgaatitga cetctatgaa 360
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aacaaagact acattagaaa ctgcatcait ggtaaaggac geagetacaa gygaacagta 420
ictatcacila agagiggcat caaatgtcag cocctggagtt ccatgatace acacgaacac 480
aggtaagaac agtalgaaga aaagagalga agectctgic fttttacat gitaacagte 540
tcatattagt ccttcagaat aattctacaa tectaaaata actiagecaa ctigetgaat 600
tgtattacgy caaggittat atgaaticat gactgatalt tagcaaatga ttaattaata 660
tgttaataaa atgtagccaa aacaatatet taccttaatg cclcaatttg tagatetegg 720
tatitgtgga lccagtatat laalaaaalic cctttitgla ticaatgagg gaaacacala 780
attttcatca attagcagct tattggaata tctgeatgat ggtitaacac tittaagigt 840
tgactaaaga ttaatiitac agaaaataga aaaagaaata tgtticigtc tygaggaaty 900
atttatigit gacccctaaa tigaaatat! tactagtgg citaalggaa agatgaigaa QB0
agatgatgaa altaatgtag aagctiaact agaaaatcag gigacctgat atctacatct 1020
glatectica tiggocaccee ageaticatt aatgaatcag atgatggaat agatcaagtt 1080
tcctaggaac acaglgaata ttaaaagaaa acaaagggag cetageacet agaagaceta 1 146
gtitatattl caaaglatat ttggatglaa cccaattita aacatticct cactigictc 1200
cttaaagec figecaacag caaggacaga gaaccaaaaa tagigtatat atgaatlaaat 1260
gcttattaca gaatcigctg actggcacat getitgigty taatgggttc tcataaacac 1320
tigtigaatg aacacacata agigaaagag catggctagg cttcatccct tggtcaaata 1380
tggggtgcta aagaaaagca ggggaaatac atigggacac taacaaaaaa aaacagitaa 1440
fttaggtaaa agataaaata caccacagaa tgaagaaaay agatgaccca gacigctctt 1500
taaccttcat gtcctag'aga_ggtltttgat atgaatigca tllcagaatlg tggaaaggag 1560
cocatcttit cicticatit tgattttatt aactccaatg ggggaatitt attcgtgtit 1620

tggccatatc tacttitgat ttetacatia tictetette ctitclacct glatttgtee 16880

taataaatig tigacttatt aéttcactac ticctcacag citittittg gctttacaaa 1740
tccactggaa aggtatatgg gigtatcact tigigtattt cggtgtgeat gtgtagagyy 1800
gacaaaaal¢ cictctcaaa ctataaatat tgagtaittg tgtattgaac attigctata 1860
actactaggt ticttaaata atcttaatat ataaaatgat atagaaaaag ggaaattata 1920
gticgtatta ttcatctaag tgaagagatt aaaacccagy gagtaaataa attgictaag 1580
gactaaggtt gtatactatt taggtgatag atatggggcea acogtatggg tittatgatt 2040
aacaaataaa ciictcacca ctotaccata tcaactitic cataaaagag agctatagta 2100
ticttigctt aaataaattt gattagtgca tgaciicilg aaaacatata aagcaaaagt 2160
cacalitgat tctatcagaa aagtgagtaa gecatggccc aaacaaaaga tgcattaaaa 2220
tattctggaa tgatggagel aaaagtaaga aaaatgactt tttaaaaaag ittactgtia 2280
ggaatigtga aattatgcty aattitagtt gcaftataat tittgteagt catacggtet 2340
gacaacctgl ctiaittcta titccccata tgaggaatgce tagttaagta tggatattaa 2400
ctattactac ttagatgcat tgaagtigea taatatggat aatacticac tggttcecty 2460
aaaatgtita gitagtaata aglictcltac actattigtt tigtccaata afttatatit 2520
cigaagact taactctaga atacactcat gicaaaatga aagaatttca ttgcaaaata 2580

ltgcitggta catgacgeat accigtatit gtitiglgte acaacatgaa asatgaiggt 2640
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tiattagaag titcattgyg taggaaacac aitigaatgg tatttactaa gatactaaaa 2700
tcctiggact tcactctaat tttagtgeca ittagaactc aaggtcicag taaaagtaga 2760
aalaaagcct gitaacaaaa cacaagelga atattaaaaa igtaactgga titicaaaga 2820
aatgittact gglattacct gtagatgtat atictitatt atgateitit gigtaaagtc 2880
lggcagacaa atgcaatalc taattgtiga gtccaatalc acaagcagia caaaaglata 2940
aaaaagactt ggccittict aaigtgttaa aatactttat gctgglaata acactaagag 3000
tagggcacta gaaatitiaa gtgaagataa Igtgttgcag ttactgcact caatggctta 3060
cltattataaa ccaaaacigg gatcaciaag ciccagicag tcaaaatgat caaaattatt 3120
gaagagaala agcaaltclg itctitatta ggacacagia gatacagact acaaagtgga 3180
glgtgettaa taagaggtag catitgitaa gigtcaatta cictattate ccttggaget 3240
ictcaaaata accatataag gtgtaagaig ttaaaggtta tggttacact cagtgcacag 3300
gtaagctaat aggclgagag aagctaaalt actlactggg gicicacagt aagasagtga 3360
gotgaagitt cagcecagat ttaactggat totgggetct tattcalgt lacltcatga 3420
atctgtitct caatiglgea gaaaaaaggg ggctatttat aagaaaagea alaaacaaac 3480
aagtaatgat ctcaaataag tasilgcaaga aatagtgaga tticaaaate agtggcageg 3540
alticicagt tetgteciaa giggecttge teaalcacct gotateltit agiggagcett 3600
tgaaatialg titcagacaa cticgatica gtictagaat gtitgactca gcaaaticac 3660
aggcicalct tictaacttg atggtgaata tggaaatica gclaaatgga tgttaataaa 3720
atlcaaacgt titaaggaca gatgasaalg acagaaltit aaggtaaaat atatgaaggas 3780
atataagata aaggatitit claccticag caaaaacata cccactaalt agtaaaatia 3840
ataggcaaaa aaaagttgca tgcictiata cigtaatgat tatcatitta aaactagceit 3900
titgcetteg agetatcggg gtaaagaccl acaggaaaac tactgtcgaa atcclegagy 3960
ggaagaagygq ggaccciggt gittcacaag caatccagag gtacgctacg aagtctgtga 4020
caltccicag igttcagaag tigaatgeal gaccigeaal ggogagaqgit ategaggict 4080
calggatcat acagaaicag geaagatitg tcagegetgg gateatcaga caccacaccg 4140
geacaaatic tigectgaaa gatatcccga caagggctit galgataatt attgcegcaa 4200
lccegatgge cageegagge catggigeta tactettgac cctcacacee getgggagta 4260
cigtgcaatt aaaacatgcg ctgacaatac tatgaatgac acigatgtic ctitggaaac 4320
aactgaaltgc atccaaggic aaggagaagy clacaggggd actgtcaata ceattiggaa 4380
tggaattcca tgtcagogit gggaltcica gtalcctcac gagealgaca igactectga 4440
aaatticaag tgcaaggacc tacgagaaaa ttactgecga aatccagatg ggtctgaate 4500
accctggtgt titaccacty alccaaacal cogagtigge tacigetece aaaltccaaa 4560
ctgtgalalg lcacatggac aagatigtta icgigggaat ggcaaaaatt atatgggcaa 4620
ctiatcccaa acaagatctg gactaacalg ticaatgigyg gacaagaaca tggaagactt 4880
acalcgicat atcttclggg aaccagatge aagtaagetg aatgagaat! actgecgaaa 4740
focagatgat gatgetcatg gacectggtg ctacacggga aatecactea ftectiggga 4500
ttattgcect atitctegt gtgaaggtga taccacacct acaatagica atttagacea 4360

tccegtaata tettgtgcca aaacgaaaca attgogagtt gtaaatggoa ttecaacacg 4920
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aacaaacala ggatggatgg tlagittgag atacagaaat aaacatatct gcggaggate 4930
attgataaag gagagtiggg ticttactge acgacagtygt tteectictc gagactigaa 5040
agaitalgaa gctiggcity gaattcatga tgtccacgga agagoagatg agaaatgcaa 5100
acaggttcte aatgtttoce agotggtata tggcccigaa ggatcagatc tggititaat - 5160
gaagctigee aggectgetg lectggatga ttitgitagt acgattgatt tacctaatta 5220
tggatgcaca atteclgaaa agaccagttg cagtgittat ggctggggct acactggatt 5280
galcaactat galggcctat lacgagigge acatctctat ataatgggaa atgagaaatg 5340
cagccagceat calcgaggga aggtgactct gaatgagtct gaaataigtg clggggcetga 5400
aaagattgga tcaggaccat gigaggggga ttatggtgge ceacttgiit gtgageaaca 5460
taaaatgaga atggltcttg gtgtcattgt tcctggtegt ggatgtgeca (tccaaatcg 5520

tcciggtatt itigiccgag tagealatla tgcaaaatgg alacacaaaa itatittaac 5580

atataaggta ccacagteat ag : ) 5602

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de HGF-X6

<400> 8

30



ES 2773305 T3

atgtgggtga ccaaactoct gocageccty ctactgeage atgtectect geatctecte 60
ctgelcecca togecatcec ctatgcagag ggacaaagga aaagaagaaa tacaattcat 120
gaattcaaaa aatcagcaaa gactacccta atcaaaatag atccagcact gaagataaaa 180
accaaaaaag tgaatactge agaccaatgt getaatagat gtactéggaa taaaggactt 240
ccattcactt geaaggettt tatttitaat aaageaagaa aacaatgect ctagticece 300
ticaatagca lgtcaagtgg'agtgaaaaaa gaatttggce atgaatttga ceictatgaa 360
aacaaagact acattagaaa ctgcatcatt gataaaggac gcagcetacaa gggaacagia 420
tctatcacta agagtggeat caaatgtcag coclggagtt ceatgatace acacgaacac 480
aggtaagaac agtatgaaga aaagagatga agectcigte ttttitacat gttaacagte 540
tcatattagt ccttcag_aat aatictacaa tcctaaaata acttagccaa cligetgaat 600G
tgtattacgg caaggtitat atgaattcat gactgatatt tagcaaatga ttaattaata 660
tgttaataaa atgtagccaa aacaatatct taccttaatg cctcaatttg tagatctegg 720
tatitgtgga tcccttectt totacetgta titgtectaa taaattgitg actlattaat 780

{cactactic ctcacagcit ttititggct tacaaalce actggaaagg tatalggatg 840
tatcacttig tgtatitegg tgtgcatgty tagaggggac aaaaatccic tctcaaacta 900
taaatatiga gtaittgigt attgaacatt tgctataact acl_agglttc ttaaalaatc 860
{taatatala aaalgatala gaaaaaggga aattatagit cgtattatic atctaagiga 1020
agagattaaa acccagggag laaataaatt gictaaggac taaggtigta lactatttag 1080
gtgatagata tggggcaacc gtatgggttt tatgattaac aaataaactt ctcaccacte 1140
taccatalca acitticcat aaaagagagc tataglatic titgcttaaa taaatttgat 1200

tagtgeatga cttctigaaa acatataaag caaaagicac atttgattct atcagaaaag 1260
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tgagtaagcc atggeccaaa caaaagatgc attaaaatat iciggaatga tggagetaaa 1320
agtaagaaaa atgacttitt aaaaaagitt actgttagga attgigaaat tatgcigaat 1380
titagitgca tlalaatitt igtcagtcat acggtcigac aacctgtctt atttctatte 1440
ccccatalga ggaatgctag ttaagtatgg atattaacta tiactactia gatgeatiga 1500
agitgcataa tatggalaat acttcactgg ticectgaaa atgtitagtt agtaataagt 1560
ctcitacact attigititg tocaalaatt talattlict gaagacttaa ciclagaata 1620
cactcalgic aaaatgaaag aatttcattg caaaatatig cliggtacat gacgcatace 1680
tgtatttgit itgtgtcaca acatgaaaaa tgatggttta itagaagtit cattgggtag 1740
gaaacacatt tgaatggtat ttactaagat actaaaatce ttggactica ctctaattit 1800
agtgccattt agaactcaag gtctcagtaa aagtagaaat aaagcectgtt aacaaaacac 1860
aagcigaata ttaaaaalgt aactggatit icaaagaaat giitactggt attacetgta 1920
gaigtatatt cittattatg atctittgly taaagictgg cagacaaatg caatatctaa 1980
tigttgagtc caatatcaca agcagtacaa aagtataaaa aagactigge ctittetaat 2040
gtgttaaaat actitatgct gotaataaca ctaagagtag ggcactagaa atittaagtg 2100
aagataatgt gitgcagtta ctgcactcaa tggettacta ttatasacca aaactgggat 2160
cactaageic cagtcagtca aaatgatcaa aattatigaa gagaataage aatictgttic 2220
. titattagga cacagtagat acagactaca aagtggagtg tgcttaataa gaggtagcat 2280
tigtiaagty tcaatiacic 1altalceet tygayctict caaaataacc atataaggtg 2340
taagatgtta aaggitatgg ttacacicag tgcacaggta agctaatagg cigagagaag 2400
ctaaaltacl tactgggolc tcacagtaag aaagtgagct gaagiticag cccagattia 2460
actggatict gggcicitta ticatgtiac itcatgaate tgtitctcaa tigtgcagaa 2520
aaaaggggge tatttataag aaaagcaata aacaaacaag taatgatctc aaataagtaa 2580
igcaagaaat aglgagailt caaaalcagt ggcagegatt tctcagtict gicctaagly 2640
goctigetea atcaccetgcet atcttttagt ggagetitga aattatgitl cagacaacit 2700
cgaticagtt ctagaatgtt igactcagca aattcacagg clcatctite taacttgaly 27860
gtgaatatgg aaaticagct aaatggatgt taataaaatt casacgltit aaggacagat 2820
gaaaatgaca gaaftttaag gtaaaatata tgaaggaata taagataaag gatititcta 2880
cclicagcaa aaacatacce aclaatiagt aaaaltaata ggcaaaaaaa agtigcatge 2940
icitatactg taatgattat catittaaaa ctagcetitit gecticgage tateggggta 3000
aagacctaca ggaaaactac tgtcgaaalc clcgagggga agaaggygga ccclggigt 3060
tcacaagcaa tccagaggta cgctacgaag tetgtgacat toctcagtgt tcagaagity 3120
aatgcalgac ctgcaatggg gagagttatc gagglcicat ggatcataca gaatcaggea 3180
agattigica gcgotggpat catcagacac cacaccggca caaatictty celgaaagat 3240
atccegacaa gggottigat gataattatt gecgeaatee cgatggecag cegaggecat 3300
gatgetatac tetigacect cacaccoget gggagtactg fgcaattaaa acatgegetg 3360
acaatactat gaatgacact gatgttcctt tggaaacaac tgaatlgcatc caaggtcaag 3420
gagaaggcta caggogceact gicaatacca ttiggaatgg aattccatgl cagegitggg 3480

altctcagia tectcacgag catgacalga clectgaaaa tticaagige aaggacctac 3540
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pagaaaatta ctgccgaaat ccagatgggt ctgaatcace ctggtgtttt accactgate 3600
caaacatccy agitggctac igcteccaaa ticcaaactg tgatalgtca catggacaag 3660
attgttatcg tgggaatggce aaaaattala tgggcaacit atcccaaaca agatciggac 3720
taacaigttc aatgtgggac aagaacalgg aagacttaca tegicatate tictgggaac 3780
cagatgcaag taagctgaat gagaattact gcegaaatce agatgatgat geotcatggac 3840
cetggtgeta cacgggaaal ceacicatte cigggatta tigecctatt tetogtigty 3900
aaggtgalac cacacctaca atagtcaatt tagaccatcc cytaatatct tgtgccaaaa 3860
cgaaacaall gcgagitgta aatgggatic caacacgaac aaacatagga tggatggiia 4020
gittgagala cagaaataaa catatcigeg gaggatcatt gataaaggag agttgggtlc' 40380
itactgcacg acagtgtitc ccticlcgag actigaaaga ttatgaaget tggcitggaa 4140
ticatgatgt ccacggaaga ggagatgaga aatgcaaaca ggtictcaat gtitcccage 4200
tggtatatgg ccctgaagga tcagatctgg ttttaatgaa getigeeagg cetgctgice 4260
tggatgatit tgttagtacg aitgatttac ctaattatgg atgcacaatt cetgaaaaga 4320
ccagligeag igtttatgge tgggactaca clggattgat caactalgat ggectatiac 4330 _
gagiggceaca ictctatata atgggaaalg agaaalgeag ccagealcal cgagggaagpg 4440
tqactctgaa tgagtctgaa atatgigcty gggelgaaaa gattggatca ggaccatgty 4500
agagggalta tggtggcecca cligtitgty agcaacataa aatgagaatg gttctiagty 4560
tcatigttee tggtegigga tgtgecatic caaatcgtee tgglatiitt glccgagtag 4620

catattatgc aaaatggata cacaaaatta tittaacata taaggtacca cagicatag 4679

<210>9

<211> 3679

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétidos de HGF-X7

<400> 9
atgtgggtga ccaaactect gecagecctg clgetgeage algtectect geatetecic 60 -
cigctcecca kogecalces clatgcagag ggacaaagga aaagaagaaa tacaaticat 120
gaaﬁcaaaa aatcagcaaa gaclacecta atcaaaalag atccagcact gaagataaaa 180
accaaaaaag lgaalacige agaccaalgt gctaatagat glactaggaa taaaggactt 240
ccattcactt gcaaggcttt igtittigat aaagcaagaa aacaatgcect cggticcee 300
ttcaatagca totcaagtgg agigaaaaaa gaatttggcc atgaaittga cctctatgaa 360
aacaaagact acattagaaa cigcatcatt ggtasaggac gcagetacaa gggaacagta 420
tctatcacta agagtggcat' caaatgtcag cectggagit ceatgatace acacgaacac 4380
aggtaagaac agiatgaaga aaagagatga agcctctgic litittacat gitaacagtc 540
tcalattagt ccilcagaat aaticlacaa tcctaaaala actiagecaa ctigetgaat 600
tgtattacgg caaggtilat atgaaticat gacigatatt tagcaaatga tiaattaata 660
tgttaataaa atgtagceas aacaatalcl tacctiaalg ccteaattty tagateteyg . 720

tattigtgga tcctgggtag gaaacacatt tgaatggtat ttactaagal actaaaatee 780
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tiggactica ctctaatitt agtaccatit agaactcaag gtetcagtaa aagtagaaat 840
aaagecigli aacaaaacac aaacigaata ttasaaaigt aaciggalit lcaaagaaal Q00
gtitaciggl attacctgia gatgtatatt ctitattatg atetittglg taaagtctgg S60
cagacaaalg caataictaa ltgtigagic caatatcaca agcagtacaa aagtataaaa 1020
aagactiggc ctittctaat gtgttaaaat actttatgct ggtaataaca claagagtag 1080
agcactagaa attttaaglg aagataatgt gitgcagtia cigcactcaa iggeitacta 1140
Hataaacca aaactgggal cactaagcic caglcagica aaatgalcaa aattatigas 1200
gagaalaage aattcigitc titallagga cacagtagat acagaciaca aagtggagty 1260
tgcttaataa gaggtageat tigitaagtg tcaattacte tattatcect tggageltot 1320
casaataace alatéaggtg taagatgtta aaggttatgg acacicag tgcacaggta 1380
agctaalagg clgagagaag claaattact lactgggote tcacagtaag aaagtgagcet 1440
gaagtitcag cecagattta acigqattc! gggctetita ticatgttac fieatgaatc 1500
tgtttctcaa tlgtgcagéa aaaagggggc tatitataag aaaagcaala aacaaacaag 1560
taatgatctc aaataagtaa tgcaagaaat agtgagattt caaaatcagt ggcagegatt 1620
tcicagtict gtectaagly gecttgetca atcacotgel atoititagt ggagclitga 1680
aatialgitt cagacaactt cgattcagtl ctagaaigtt igacicagca aattcacagg 1740
clcatctitc 1aacligatg gtgaatatgg aaattcagct aaaiggaigt tastaaaatt 1800
caaacgliit aaggacagat ggaaatgaca gaattitaag glaaaatata igaaggaata 1860
taagataaag gattiticta cclicagcaa aaacatacce actaaltagt aaaattaata 1520
gocgaaaaaa agtigealge teltatactg taatgattal catittaaaa ctagetittt 1930
gecticgage talegggota aagacclaca ggaaaactac tgtcgaaate ctegagggga 2040
agaaggggga ccctggtgit tcacaageaa tocagaggla cgctacgaag telgtgacat 2100
tocicagigt icagaagitg aatgcatgac clgcaatggg gagagtitate gaggtetcat 2160
ggaicalaca gaalcaggca agaittigtca gogotgggat calcagacac cacaccggea 2220
caaatictig ccigaaagat atccegacaa gggetitgat gataattatt geogcaatee 2280
cgatggccag cogaggceat ggtgcetatac tettgaccet cacacceget gggagtacty 2340
tgcaattaaa acatgcgcetg acaatactat gaatgacaci gatgitectt iggaaacaac 2400
tgaatgcate caagglcaag pagaaggcta caggggeac gtcaataccé ttiggaatgg 2460
agitccatgl cagegtiggg attcteagta toctcacgag catgacatga clectgaaaa 2520
titcaagtyc aaggacclac gagaaaatta ctgccgaaat ccagalggat ctgaatcace 2580
ctggighttt accactgatc caaacatceg agitgoctac tacicccaaa ttecaaacty 2640
tgatatgtca catggacaag attgitatcg tgggaatgge aaaaattata tgggcaactt 2700
afcccaaaca agatciggac taacatgitc aatgtgggac aagaacalgg aagacitaca 2760
togt_calalc tteigggaac cagatgcaag taagelgaat gagaatiact gecgaaatee 2820
agatgatgat getcatggac cetggtygcta cacgggaaat ceacicalte citgggatta 2880
ttgccctait tetegttaty aagatgalac cacacctaca atagicaatt tagaccaice 2940
cgtaataict tytgccaaaa cyaaacaatt gegagltgta aalgggatic caacacgaac 3000

aaacalagga tggatggtta gitigagata cagaaataaa catatctycg gaggaicatt 3080
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gataaaggag agttgogtic ttactgcacg acagigtlic cotictcgag acttgaaaga 3120
ttatpaagcet tggctiggaa ttcatgatgt ccacggaaga ggagatgaga aalgcaaaca 3180
ggttcteaat gtttcccagc tggtatatgg coctgaagga tcagatetgy titaatgaa 3240
gettgeeagg cotgetgtee lggatgattt tgttagtacy attgatitac ctaattatgg 3300
algcacaati cctgaaaaga ccagtigcag lgittatggc tggggctaca ciggaltgat 3360
caactatgat ggcctattac gagiggcaca tolctatata atgggaaalg agaaatgcag 3420
ccagcatcat cgagggaagg tgacictgaa tgagtclgaa atatgtgctg gogctgaaaa 3480
galtggatca ggaccaigtg agggogalta tggtggccea citgitigig agcaacataa 3540
aalgagaalg gitcitggty teattgitcs tggtcatgga tgtgecatitc caaategtes 3600
tggtattitt gtccgagtag catattaige aaaatggata cacaaaatta ttttaacata 3660

taaggtacca cagtcatag 3679

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de HGF-X8

<400> 10

35



ES 2773305 T3

atglggotga ccaaactcet gecageccetg cigetgoage atgicetect geatctecte g0
clgclceeea tegecateoe ctalgcagag ggacaaagya aaagaagaaa tacaatical 120
gaattcaaaa aatcagcaaa gactaccota atcaaaatag atccagceact gaagataaaa © 180
accaasaaag tgaslacige agaccaatgt gotaatagat gtactaggaa taaaggact 240
ccaltcactt gcaaggctit tgtitiigat aaagcaagaa aacaalgect ciggitccee 300
ticaatagea tgtcaagitgg agigaaaaaa gaatttggec atgaatitga ccictatgaa 360
aacaaagact acattagaaa ctgcatcatt ggtaaaggac gcagctacaa gggaacagta 420
ictatcacta agagtggeat caaatgtcag coctggagti ccalgatace acacgaacac 480
agglaagaac agtalgaaga aaagagatga agecictotc ttitttacat gttaacagic 540
icalattagt ccttcagaat aatictacaa icctaaaata actiagecaa cltgetgaat 600
igtattacgg caaggfttat atgaattcat gactgatati tagcaaatga tiaattaata 660
tgitaataaa alglagccaa aacaatatct taccitaatg cotcaatily tagatctegg 720
tattigigga tecttatgtt tcagacaact icgattcagt tetagaatgl ltgacica_cjc 780
aaattcacag goicatctil ctaactigat ggigaatatg gaaattcage taaatggatg 840
ttaataaaat tcaaacgttt taaggacaga tgaaaatgac agaattttaa ggtaaaatat 900
atgaaggaal ataagataaa ggatittict accticagca aaaacatace cactaattag 950
laaaattaat aggcaaaaaa aagtigeatg cictiatact gtaalgatta tcatitiaaa 1020
actagcttit igccticgag clatecggggt aaagacctac aggaaaacta clgicgazat 1080
- cctcgagugg aagaaggogg accctggtot ttcacaagea atccagagat acgctacgaa 1140
gtcigtgaca ticetcaglg ttcagaagit gaatgeatga cetgcaatgg ggagagttat 1200
¢gaggtcica tggatcatac agaatcagge aagatitgtc agegelggoa tcatcagaca 1260

ccacaceggc acaaattctt gectgaaaga tatcccgaca agogctttga tgataattat 1320
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igeegeaale cogatggeca gecgaggeca tggigetata cicttgacee tcacaccege 1380
tgggagtact gtgcaattaa aacatgcget gacaatacta tgaatgacac tgatgitect 1440
ltggaaacaa ctgaatgcat ccaaggicaa ggagaaggct acaggggeac tgtcaalace 1500
atttggaalg gaattccaty tcagegtigg gatictcagt atccicacga geatgacalg 1560
actcolgaaa alttcaagly caaggaccla cgagaaaalt actgccgaaa tccagatggt 1620
ctgaatcace clggigitit accactgate caaacatceg agitggctac tgetcccaaa 1680
itccaaactg tgatalgica calggacaag attgltatey tgopaatgge aaaaattala 1740
tgggcaacit atcccaaaca agatctggac taacatgitc aalgtgggac aagaacatgg 1800
aagacttaca legtcatate ttetgggaac cagatgcaag taageigaat gagaattact 1860
geegaaaice agalgalgat gelcatggac cctggtgeta cacgggaaat ceactcatic 1920
cttgggatta tigcoctatt tetegtigty aaggigatac cacacctaca atagicaatt 1980
tagaccatcc cgtaatatct fgtgecaaaa cgaaacaatt gegagtigta aatgggatte 2040
caacaogaéc aaacalagga tggatggtta gttigagala cagaaataaa catatcigeg 2100
gaggatcatt gataaaggag agttgggtic ttacigcacg acagtgtitc ccltctegag 2180

acttgaaaga atgaaget 1ggettggaa ttealgatgt ccacggaaga goagatgaga 2220

" aatgcaaaca ggitcteaat gittcccage tggtatatgg coclgaagga icagalctoy 2280

tiitaatgaa gettgceagyg cotgetgtee tggatgatt tgitagtacy attgattiac 2340
claatialgg algcacaatt coigaaaaga ccagligcag gittatgge fogggctaca 2400
ctggaitgat caactatgat ggcctaltac gagiggeaca tetctatata atgggaaatg 2460_
ageaaatgcag ccageateat cgagggaagg tgactctgaa tgagtctgaa atatgtgety 2520
gggcigaaaa gaitggatca ggaccatgly agggggaita tggtggcoca ctigitigty 2580
agcaacataa aatgagaatg gttcttggtg tcaitgitce tgategtgga tgtgccatic 2640
caaatcgtce tggtattitt giccgagtag catattatge aaaatggata cacaaaatta 2700

tittaacata taagglacca cagtcatag 2729

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo para el gen BAX

<400> 11

ggcagacagt gaccatcttt 20

<210> 12
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso para el gen BAX

<400> 12
agtggacctg aggtttattg

<210> 13
<211> 20
<212> ADN

20

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador directo para el gen BCL-2

<400> 13
ccatcaatca aagccaagca 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para el gen BCL-2

<400> 14
agccttcacg caagttcagg 20

<210> 15

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para el gen GAPDH

<400> 15
ccatcactgc cactcagaag ac 22

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para el gen GAPDH

<400> 16
tcatacttgg caggtttctc ¢ 21
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento de prevencién o el tratamiento de la esclerosis
lateral amiotrofica, conteniendo la composicién, como principio activo, dos o mas isoformas del factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF) o un polinucledtido que codifique las isoformas, en la que las dos o mas isoformas del HGF
incluyen el HGF de longitud completa (fIHGF), que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,y la
variante de eliminacion del HGF (dHGF), que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

2. La composicion para el uso de la reivindicaciéon 1, en la que las dos o mas isoformas del HGF son codificadas por
secuencias de nucleétidos diferentes.

3. La composicién para el uso de la reivindicacién 1, en la que las dos o mas isoformas del HGF son codificadas por
una unica secuencia de nucleotidos.

4. La composicion para el uso de la reivindicacién 1, en la que el polinucleétido es un ADN desnudo, o esta contenido
en un sistema de suministro genético.

5. La composicion para el uso de la reivindicacion 4, en la que el sistema de suministro genético es un vector.
6. La composicion para el uso de la reivindicacion 5, en la que el vector es un plasmido.
7. La composicion para el uso de la reivindicacion 6, en la que el vector es el pCK.

8. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en la que el polinucleétido incluye una secuencia correspondiente
del exon 1 al exdn 18 de un gen del HGF humano, y el intrén 4 de un gen del HGF humano o su fragmento como una
secuencia insertada adicionalmente entre el exén 4 y el exon 5.

9. La composicion para el uso de la reivindicacion 8, en la que el polinucleétido incluye una secuencia de nucleétidos
seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 10.

10. La composicion para el uso de la reivindicacion 9, en la que el polinucleétido incluye una secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 9.

11. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en la que el polinucleétido se administra a una dosis de 1 ug a
2.500 mg.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4a
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Fig. 4b
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Fig. 6b
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Fig. 7
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Fig. 8
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